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Resumen

La enfermedad de Chagas, causada por el parasito protozoario intracelular Trypanosoma cruzi,
afecta aproximadamente a 10 millones de personas. Se estima que alrededor del 20 al 30% de
los individuos con infeccién crénica progresan hacia la miocardiopatia luego de un periodo
asintomético de variable duracién, siendo la cardiopatia chagasica la causa més frecuente de
cardiomiopatia infecciosa en areas endémicas con transmicién activa.

En la infecciobn crénica por Trypanosoma cruzi humana se han descrito numerosas
anormalidades del compartimiento celular T de sangre periférica, las cuales han sido
relacionadas con estimulaciéon antigénica prolongada asociada a persistencia parasitaria. En
este trabajo, hemos evaluado el fenotipo de los linfocitos circulantes en base a la expresién de
CD19, CD4, CD27, CD10, IgD, IgM, IgG y CD138 en un total de 48 individuos infectados por T.
cruzi y en 24 controles sanos. En los individuos infectados se observé una disminucién de la
frecuencia de células CD19+CD27+, que se correlaciond positivamente con la frecuencia de
células CD4+CD27+. La contraccion de las células CD19+CD27+ involucra las células B de
memoria IgG+IgD-, IgM+IgD- y con cambio de isotipo IgM-IgD-, células B precursoras
CD19+CD10+CD27+ y células plasméticas totalmente diferenciadas CD19+CD27+CD138+. En
cambio, las células B de memoria CD19+lgG+CD27-IgDy transicionales/virgenes
CD19+IgM+CD27+IgD- aumentan en los individuos infectados. Estas observaciones nos
llevaron a determinar los niveles séricos de CD27 soluble, molécula generada por escision de
la molecula CD27 unida a la membrana, frecuentemente utilizada para establecer la activacion
inmune sistémica. Los niveles séricos de CD27 soluble aumentan en individuos infectados con
cardiomiopatia chagasica, indicando su potencialidad como marcador inmunologico de
progresion de la enfermedad cardiaca en areas endémicas.

Para evaluar el estado de activacion de las células B circulantes e interaccion con las células T
colaboradoras que promueven el desarrollo de células B de memoria de larga vida y
diferenciacion a células plasméticas, se determind la expresion de diferentes marcadores de
activaciéon y moléculas de co-sefalizacion en células B y T circulantes. En los individuos
asintométicos se detecté aumento de la proporcion de células CD19+CD40+ y niveles de
intensidad de fluorescencia media de CD70 y CD154 en los linfocitos T CD4+. En conjunto,
estas observaciones sugieren un fendmeno de desregulacion a nivel de co-sefializacion celular
B-T.
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La estimulacién de PBMC con Ag T. cruzi o un céctel de citoquinas in vitro (para inducir la
proliferacion y diferenciacién de células B de memoria a células plasmaticas) fue ineficiente
para inducir una respuesta de anticuerpos IgG especifica para T. cruzi significativa. Estos
resultados son consistentes con la hipétesis de que la mayoria de las células B de sangre
periférica no son especificas contra el parasito propuesta por otros autores.

En conclusién, nuestros resultados demuestran que la infeccién cronica por T. cruzi altera la
distribucion de varias subpoblaciones de células B circulantes en sangre periférica,
probablemente relacionada con un proceso de desregulacion de las células T CD4+ provocado
por el parasito y que las células B de memoria circulantes no son competentes para generar
una respuesta IgG especifica sustancial contra el parasito.

Palabras clave: Enfermedad de Chagas crénica, Trypanosoma cruzi, células B, células B de
memoria, CD27 soluble

Abstract

Chagas disease, caused by the intracellular protozoan parasite Trypanosoma cruzi, affects
approximately 10 million people. An estimated 20 to 30% of chronically infected subjects show
progression to cardiomyopathy, following an asymptomatic period of years to decades. Chagas
heart disease is the most frequent cause of infectious cardiomyopathy in endemic areas of T.
cruzi active transmission.

Numerous abnormalities of the peripheral blood T cell compartment have been reported in
human chronic Trypanosoma cruzi infection and related to prolonged antigenic stimulation by
persisting parasites. Herein, we measured circulating lymphocytes of various phenotypes based
on the differential expression of CD19, CD4, CD27, CD10, IgD, IgM, IgG and CD138 in a total
of 48 T. cruzi-infected individuals and 24 healthy controls. Infected individuals had decreased
frequencies of CD19+CD27+ cells, which positively correlated with the frequencies of
CD4+CD27+ cells. The contraction of CD19+CD27+ cells was comprised of IgG+IgD-, IgM+IgD-
and isotype switched IgM-IgD- memory B cells, CD19+CD10+CD27+ B cell precursors and
terminally differentiated CD19+CD27+CD138+ plasma cells. Conversely, infected individuals
had increased proportions of CD19+IgG+CD27-lgD- memory and CD19+IgM+CD27-1gD+
transitional/naive B cells. These observations prompted us to assess soluble CD27, a molecule
generated by cleavage of membranebound CD27 and used to monitor systemic immune
activation. Elevated levels of serum soluble CD27 were observed in infected individuals with
Chagas cardiomyopathy, indicating its potentiality as an immunological marker for disease
progression in endemic areas.

To address the activation status of circulating B cells and cognate helper T cell-B cell
interactions that promote the development of long-lived memory B cells and differentiation to
plasma cells, we examined the expression of several activation markers and co-signaling
molecules on circulating B cells and T cells. The asymptomatic individuals had increased
proportion of CD19+CD40+ B cells and higher mean fluorescence intensity of CD70 and CD154
by T CD4+ cells, suggesting a deregulation phenomenon at the level of B-T cell co-
signalization.

In vitro stimulation of PBMC with a T. cruzi lysate or a cytokine cocktail (to allow the existing
memory B cells to proliferate and differentiate to plasma cells) was inefficient to elicit a
significant parasite-specific IgG antibody response, supporting the hypothesis that most of the
peripheral blood B cells are not specific against the parasite proposed by other authors.

In conclusion, our results demonstrate that chronic T. cruzi infection alters the distribution of
various peripheral blood B cell subsets, probably related to the CD4+ T cell deregulation
process provoked by the parasite in humans and the persisting memory B cells are not
competent to generate a substantial T. cruzi-specific IgG response.

Key words: Chronic Chagas disease, Trypanosoma cruzi, B cells, memory B cells, soluble
CD27.
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1.INTRODUCCION

1.1.Generalidades de la enfermedad de Chagas

La enfermedad de Chagas o Tripanosomiasis americana es una zoonosis cuyo agente causal el
parasito protozoario Trypanosoma cruzi es transmitido en la naturaleza por un agente vector
hematdfago o por via transplacentaria. Tanto la enfermedad, como el agente etioldgico y el vector
fueron descriptos por Carlos Chagas en 1909 en Minas Gerais, Brasil. La enfermedad de Chagas en
el ser humano comprende 2 etapas o fases evolutivas, aguda y cronica, separadas por un periodo
clinicamente “silencioso” de variable duracion denominado fase indeterminada, asintomatica,
inaparente o de infeccidn subclinica (Laranja FS y col., 1956; Rosenbaum MB y col., 1964;
Kirchhoff L'V, 2011). En la etapa aguda se pueden observar signos a nivel de la puerta de entrada
del parasito, més frecuentemente en la regidon periocular, con edema palpebral unilateral
acompafiado de adenomegalias regionales (chagoma de inoculacion o signo de Romaiia). También
puede observarse fiebre, temblores, vomitos, hepatoesplenomegalia y diarrea durante esta etapa.
Aproximadamente 5% de las personas infectadas, generalmente nifios o adultos inmunosuprimidos,
presentan un cuadro infeccioso agudo generalizado, con miocarditis y/o meningoencefalitis, que en
los casos mds severos puede ser letal. Sin embargo, en la mayoria de los individuos afectados la
infeccidon transcurre en forma asintomatica y es eventualmente diagnosticada afios mas tarde,
durante el embarazo o en estudios epidemioldgicos. La etapa aguda de la infeccidn cursa con altos
niveles de parasitemia que disminuyen progresivamente luego del desarrollo de la respuesta inmune
humoral o como resultado del tratamiento especifico. El tratamiento con los medicamentos
parasiticidas tradicionales benznidazol y nifurtimox es altamente efectivo para la eliminacién de los
parasitos y curacién de la infeccion durante la etapa aguda. En los casos de fallo terapéutico o en
personas infectadas no tratadas, la infeccion entra en una etapa clinicamente silenciosa durante la
cual los parasitos circulantes dejan de ser detectables por métodos directos. La mayoria de los

individuos infectados permanecen asintomaticos, y la infeccion es sospechada por los antecedentes
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epidemioldgicos y se diagnostica por métodos de laboratorio indirectos. Aproximadamente el 30%
de los individuos infectados desarrolla manifestaciones cardiacas y/o digestivas progresivas e
irreversibles, caracteristicas de la etapa cronica sintomadtica de la infeccion, luego de un periodo de
tiempo variable de 10 a 30 afios de duracion (Laranja FS y col., 1956; Rosenbaum MB y col., 1964;

Kirchhoff LV, 2011).

El compromiso cardiaco es la manifestacion mas frecuente y de mayor importancia en la etapa
cronica de la enfermedad en Argentina (Figura 1) (Mazza S y col., 1949; Rosenbaum MB y Cerisola
JA, 1961). Algunos individuos tienen defectos de conduccion eléctrica, alteraciones del ritmo
cardiaco y anormalidades segmentarias de motilidad de la pared cardiaca, mientras que otros
desarrollan sintomas severos de insuficiencia cardiaca y fenomenos tromboembolicos. Los pacientes
son agrupados en base al desarrollo de alteraciones del sistema de conduccion eléctrica, hipertrofia
¢ insuficiencia cardiaca segun las clasificaciones de Kuschnir y col., y de la “New York Heart
Association (Kuschnir E., y col, 1985; Criteria Committee of the New York Heart Association,
1964). La clasificacion de Kuschnir es la mds difundida en nuestro pais, y separa los individuos
infectados de acuerdo a los hallazgos electrocardiograficos, ecocardiograficos y por radiografia de

torax en 4 grupos:

e Grupo 0 (GO): pacientes asintomaticos, con electrocardiograma (ECG) y radiografia de torax

(Rx) normales.

e Grupo 1 (GI): pacientes con alteraciones ECG leves (por ej. Bloqueo de rama derecha,
hemibloqueo anterior o posterior, extrasistoles ventriculares polifocales o con formas

repetitivas, taquicardia sostenida y/o fibrilacidn ventricular) y Rx normal.

e Grupo 2 (G2): pacientes con alteraciones ECG mas severas (por ej. Bloqueo auriculo-
ventricular de 29° y 3°" Grado y depresion marcada del nédulo sinusal) y cardiomegalia en la

Rx y/o ecocardiograma.
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e Grupo 3 (G3): pacientes con alteraciones ECG severas, cardiomegalia y signos clinicos,

radiologicos y ecocardiograficos de insuficiencia cardiaca, con evidencias de lesion

miocardica.
ENFERMEDAD DE CHAGAS CARDIACA
Infiltrado mflamatorio, proceso necrotico-degenerativo v fibrosis
|
| 1
Siztema de conduccion I | Miocardio I—
1
[ |
’ Inestabilidad eléctrica ‘ Disfuncion ventricular ‘
Falla cardiaca
l ' v | ' I
Blogqueo Bloqueo SSS  Arnitmias Armtmiasg Trombosis
A% AV l ventriculares  auriculares mtracavitaria
Ruptura Auem‘:sum
siiiisnaas] | apical l
Sistema nerviogo M 1 Embolia

autonomo neuronal (pulmonar / s1stémica)
mtracardiaco

Figura 1. Esquema general de la enfermedad de Chagas cardiaca, adaptado de Rassi A JR y col.,

2000. IV: intraventricular, AU: auriculo-ventricular, SSS: sindrome sinusal.

La causa de muerte mds frecuente en los pacientes con infeccion cronica por 7. cruzi es la muerte
subita (aprox. 55 a 65%). Otras causas de muerte incluyen la insuficiencia cardiaca congestiva
(aprox. 25 to 30%) y embolismo cerebral y/o pulmonar (aprox. 10 a 15%). La muerte stbita
predomina en los pacientes con arritmias ventriculares en ausencia de compromiso cardiaco severo,
mientras que el principal mecanismo de muerte en los pacientes con compromiso miocardico severo

es la insuficiencia cardiaca congestiva (Rassi A JR y col., 2000).

Otra complicacién frecuente de la infeccion crénica es la disfuncidon gastrointestinal (megaesofago
y/o megacolon) que se manifiesta en 5-20% de los pacientes con o sin miocardiopatia. El
megaesofago produce sintomas de disfagia, odinofagia, dolor epigéstrico, regurgitacion, y
malnutriciéon en los casos mas severos. El megacolon se manifiesta principalmente por una

constipacion pertinaz que no cede al tratamiento. El andlisis histopatoldgico de biopsias y necropsias
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de pacientes con megaesofago y megacolon de origen chagasico han demostrado claramente la
relacion de las manifestaciones clinicas digestivas con una marcada disminucion del nimero de
neuronas en los plexos nerviosos autondémicos de Auerbach a nivel de los segmentos digestivos
afectados (Koberle F, 1970). También se han descrito alteraciones de tipo neuroldgico, atribuibles a
trastornos del sistema nervioso periférico (Sica RE y col., 1986; Gonzalez Cappa SM y col., 1987;

Losavio A y col., 1989).

1.2.Epidemiologia, distribucion geografica y vias de transmision

La transmision de 7. cruzi en la naturaleza esta estrechamente relacionada con la distribucion de
triatominos, distribuidos en zonas rurales desde el sur de Estados Unidos hasta la Patagonia
Argentina. Sin embargo, las frecuentes corrientes migratorias han extendido la transmision por otras
vias de infeccion a centros urbanos y paises libres de vectores. De acuerdo a lo estimado por la
Organizacidén Panamericana de la Salud (Schofield CJ y col., 2006) y la Organizacion Mundial de
la Salud, aproximadamente entre 7.7 a 10 millones de personas estan infectadas con 7. cruzi,
ocasionando 10-14 mil muertes por afio, y con otros 25 millones de personas en situacion de riesgo

en América Latina (OMS 2014).

En la transmision vectorial de la enfermedad de Chagas intervienen diversos factores geograficos,
socioeconomicos y culturales que determinan el tipo de vivienda y su relacion con el ecosistema, y
favorecen la colonizacion domiciliaria del vector y la vulnerabilidad de las comunidades rurales en
riesgo de infeccion. Los datos epidemioldgicos de nuestro pais indican que aproximadamente 1.6
millones de habitantes estarian infectados con 7. cruzi y que 7.3 millones estdn expuestos al mismo,
con prevalencia e incidencia de infeccion variables, relacionadas con la distribucion del vector en
las diferentes areas geograficas (OPS, 2006). El riesgo de infeccion en la distintas provincias ha sido
estratificado en zonas de alto, mediano y bajo riesgo en base al indice de infeccion humana, la
infestacion domiciliaria, la mortalidad general por enfermedad e indicadores socio-economicos

(INCOSUR, 2002, Figura 2).
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- Alto Riesgo

Provincias con notificacion de casos
agudos vectoriales, un Indice de
Infestacion Domiciliaria IDD (presencia
de vinchucas en la vivienda), superior al
5% y una prevalencia serolégica en
menores de 5 afios superior al 5%

Mediano Riesgo
Provincias sin notificacion de casos agudos
vectoriales, con IDD menor al 5% y una

prevalencia seroldgica en menores de 5 afios
menor al 5%

Bajo Riesgo
Provincias que certificaron la interrupcion
de la transmision vectorial y por lo tanto
demostraron a través de los indicadores
entomoldgicos y seroldgicos y garantizaron
coberturas de vigilancia activa

‘L\_ Sin Riesgo

Figura 2. Mapa de riesgo de infeccion por 7. cruzi en Argentina afio 2012. Fuente: Programa

Nacional de Chagas 2012, Ministerio de Salud de la Nacion.

La infeccion congénita es considerada actualmente la forma mas importante de transmision de 7.
cruzi en areas urbanas. En nuestro pais existe legislacion vigente que determina la obligatoriedad
del diagnostico seroldgico de enfermedad de Chagas en todas las mujeres embarazadas, y la
evaluacion del recién nacido hijo de madre seropositiva para el diagndstico de la infeccidon y
tratamiento precoz (Ley de Pesquisa Neonatal, N°26.279/2007). Se estima que el 9% de las mujeres
embarazadas estan infectadas con el parésito (Blanco SB y col., 1999), y que aproximadamente el
10% de éstas transmiten la infeccion a sus hijos, porcentaje que varia en las diferentes areas

geograficas, y segiin la metodologia empleada para el diagndstico (de Rissio AM y col., 2009).

La infeccidn puede ser también adquirida accidentalmente por la ingestion de alimentos o liquidos

contaminados con el parasito, transfusion de sangre o trasplante de 6rganos o tejidos de individuos
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donantes infectados, y menos frecuentemente por accidentes de laboratorio en personas que trabajan

con parasitos vivos.

1.3.Agente etiologico y ciclo de vida

El T. cruzi es un parasito intracelular obligado del filo Sarcomastigofora, sub-filo Mastigofora, orden
Kinetoplastide, familia Trypanosomatidea, cuyo ciclo de vida alterna entre un huésped intermediario
invertebrado, el insecto triatomineo hematdfago perteneciente a la familia Reduviidae, y un huésped

definitivo vertebrado (Figura 3).

HOSPEDADOR TRIATOMINO HOMBRE

Luego de su alimentacion, el insecto elimina Los tripomastigotes metaciclicos

con las deyecciones los tripomastigotes penetran al hombre por abrasiones de
metaciclicos infectivos para el hombre. la piel 0 mucosas, pasan a la sangre y

luego penetran en varias células.

En el recto, los epimastigotes se transforman
en trlpomastlgotes metaciclicos.

Multiplicacion de los %
epimastigotes en 4 el
intestino medio.

L %‘:‘.;0

Los tripomastigotes se transforman
en epimastigotes
en el intestino medio.

En el interior de las celulas se
transforman en amastigotes y
se dividen por fision binaria.

Los tripomastigotes penetran
en otras células en donde
pasan de nuevo a amastigotes.

Los amastigotes intracelulares se

Los triatominos que se alimentan con la transforman en tripomastigotes y se
sangre de un hospedador infectado, liberan al torrente sanguineo.
ingieren los tripomastigotes sanguineos

circulantes.

Figura 3.Esquema del ciclo de vida de 7. cruzi, adaptado de CDC, www.dpd.cdc.gov/dpdx

La transmision vectorial de la infeccion del huésped mamifero ocurre cuando el insecto deposita
deyecciones contaminadas con tripomastigotes metaciclicos durante su alimentacion sobre la
superficie del mamifero, los cuales son interiorizados mediante el rascado o penetran activamente a

través de las mucosas (1). Los parasitos metaciclicos invaden las células o son captados por
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macrofagos cercanos al sitio de inoculacion, diferencidandose a la forma amastigote dentro del
citoplasma (2,3). Los amastigotes se multiplican por fision binaria y se diferencian a tripomastigotes
en el interior de la célula, los cuales son liberados al romperse la misma, ganando acceso a la
circulaciéon sanguinea y linfatica (4). Los tripomastigotes circulantes no tienen capacidad
multiplicativa, pero pueden invadir nuevas células 6 ser captados por otro insecto vector durante la
alimentacion (5). Una vez ingeridos por el vector, los tripomastigotes sanguineos se transforman en
epimastigotes y se multiplican por division binaria en el intestino medio del insecto (6,7). Los
epimastigotes pasan al intestino posterior, en donde se diferencian a tripomastigotes metaciclicos,

completandose de esta manera el ciclo natural del parasito (8) (Figura 3).

1.4.Diagnostico de la infeccion por Trypanosoma cruzi

Durante la fase aguda de la infeccion por 7. cruzi, los altos niveles de parasitos circulantes en sangre
periférica permiten el diagnostico directo mediante la observacidon al microscopio Optico de los
tripomastigotes sanguineos moviles en sangre fresca. Estos también pueden ser observados en frotis
de sangre tefiidos con Giemsa. Cuando los niveles de parasitemia son bajos, se utilizan métodos de
concentracion como el Strout o el microhematocrito. El diagndstico parasitoldgico también puede
realizarse mediante técnicas indirectas, como el xenodiagndstico y hemocultivo, que permiten la
multiplicacion del parasito en el insecto vector o in vitro. Sin embargo, la sensibilidad de estos
métodos depende de los niveles de parasitemia, obteniéndose mayor sensibilidad durante la fase
aguda de la infeccidn. Actualmente se encuentra en desarrollo la técnica de reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR), que permite amplificar secuencias de ADN especificas del parasito a partir de
muestras provenientes de sangre periférica, tejidos, o preparados histoldgicos. Si bien la sensibilidad
de esta técnica es mayor en comparacion al xenodiagndstico y hemocultivo, también depende de la
densidad parasitaria, siendo de mayor utilidad para la infeccidon aguda y congénita en relacion a los

casos cronicos (Tanowitz HB y col., 2009; OMS, 2002).

En los casos en que la presencia del parasito no sea detectable por los métodos parasitoldgicos se
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han desarrollado técnicas serologicas indirectas, la mayoria de las cuales han sido validadas en
nuestro pais y a nivel internacional, por lo actualmente son consideradas como técnicas
convencionales de rutina. Las 3 técnicas mas frecuentemente utilizadas son: hemoaglutinacion
indirecta (HAI), inmunofluorescencia indirecta (IFI) y ensayo por inmunoabsorcion ligado a
enzimas (ELISA). La Organizacion Mundial de la Salud recomienda el uso de 2 técnicas seroldgicas
para diagnostico de casos clinicos sospechosos de infeccion por 7. cruzi. Sino se logra concordancia
entre las dos técnicas, se recomienda la inclusion de una tercer técnica, que puede ser convencional
0 no, para definir el diagndstico. El Ministerio de Salud argentino recomienda la utilizacion de 2
técnicas seroldgicas (ELISA y HAI) para deteccion de infeccion en embarazadas y tamizaje de la
sangre a transfundir (Ministerio de Salud, Argentina, Res. Min. N° 523/97). Con el objetivo de
aumentar la especificidad del diagndstico seroldgico y evitar la reactividad cruzada con otras
enfermedades parasitarias como leishmaniasis, se desarrollaron técnicas alternativas no
convencionales utilizando proteinas recombinantes, antigenos purificados o péptidos sintéticos
especificos de T. cruzi, con mayor especificidad en comparacion a las técnicas convencionales,

aunque con menor sensibilidad (Araujo FG y col., 1986; Malchiodi EL y col., 1994; OMS, 2002).

1.5.Tratamiento etioldgico de la infeccion por Trypanosoma cruzi

A pesar del tiempo transcurrido desde el descubrimiento de la enfermedad de Chagas, atn no se
dispone de una quimioterapia eficaz para el tratamiento de la misma. Desde 1930 se han investigado
una gran cantidad de compuestos, pero los unicos que superaron la etapa clinica fueron el nifurtimox
y el benznidazol (Boainain E y Rassi A, 1979), que generan radicales libres y metabolitos reducidos
del grupo nitro letales para el 7. cruzi. Ambas drogas reducen las concentraciones de glutation,
tripanotiona y glutationil espermidina en el parasito, moléculas involucradas en el mantenimiento
del equilibrio redox intracelular de tripanosoméatidos (Maya JD y col., 1997). Tanto el nifurtimox
como el benznidazol son eficaces para controlar la multiplicacidén parasitaria y seroconversion

negativa durante la etapa aguda de la infeccion (Russomando G y col., 1998; Rassi A y col., 2000;
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Bern C ycol., 2007; Altcheh J y col., 2011; de Andrade JP y col., 2011). Sin embargo, se han descrito
numerosos casos de falla terapéutica relacionados con el desarrollo de resistencia de la cepa de 7.
cruzi infectante (Stoppani A y col., 1999). Por otro lado, estos compuestos también poseen la
desventaja de provocar efectos adversos que frecuentemente determinan la interrupcion del

tratamiento.

Durante mucho tiempo se cuestiond la eficacia del tratamiento tripanocida en pacientes en la etapa
crénica de la infeccion. Ensayos clinicos aleatorizados controlados por placebo han mostrado que
los nifios toleran tratamientos mas prolongados con benznidazol, alcanzando seroconversion
negativa en aproximadamente 60% de los casos (de Andrade AL y col., 1996; Sosa Estani S y col.,
1998; Sosa Estani S y Segura EL, 1999; Altcheh J y col., 2011; de Andrade JP y col., 2011). Si bien
existen evidencias clinicas, serologicas y parasitoldgicas que demuestran beneficios del tratamiento
etioldgico en adultos crénicamente infectados con el parasito (Cerisola JA y col., 1977; Viotti R y
col., 1994, 2006; Fabbro DL y col., 2007; de Andrade JP y col., 2011; Perez-Mazliah DE y col.,
2013), lanormativa actual del Ministerio de Salud de Argentina recomienda el tratamiento etioldgico
en la infeccion aguda, nifios en fase crénica de la enfermedad menores de 14 afios y donante/receptor

de trasplante de 6rgano infectado (MSAS, 2006).

En la actualidad se estan llevando a cabo diferentes ensayos clinicos doble ciego aleatorizados
controlados por placebo para evaluar la eficacia terapéutica del benznidazol en pacientes en la fase
crénica de Chagas. El BENEFIT (Benznidazole Evaluation for Interrupting Trypanosomiasis) es un
estudio multicéntrico llevado a cabo por los Institutos de Investigacion en Salud de Canadé en
colaboracion con la Organizacion Mundial de la Salud y numerosos investigadores de América
Latina que involucra 3000 pacientes con enfermedad de Chagas cronica con alteraciones cardiacas
preexistentes (Marin-Neto JA y col., 2008). En el INP “Dr. Mario Fatala Chaben” se realiza el
proyecto TRAENA (Tratamiento etiologico con benznidazol en pacientes Adultos con enfermedad

de Chagas cronica) que involucra 750 pacientes con enfermedad de Chagas crénica en diferentes
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estadios clinicos, cuyos resultados preliminares indican la eficacia del tratamiento en cuanto a la

seroconversion negativa de los pacientes (Riarte A, 2013).

1.6.Respuesta inmune en la infeccion por Trypanosoma cruzi

En respuesta a la infeccion por 7. cruzi, el sistema inmune genera mecanismos de defensa en el
huésped que logran controlar el crecimiento parasitario y resolver los signos y sintomas clinicos de
la etapa aguda de la enfermedad, estableciéndose un equilibrio con el pardsito que conduce a la
cronicidad de la misma. En el mamifero, el 7. cruzi circula en sangre periférica y se replica en el
interior de las células infectadas. Por lo tanto el control inmunoldgico requiere la participacion de la
respuesta inmune innata y adaptativa, las cuales se activan durante la infeccidon temprana, e
involucran macréfagos, células dendriticas, linfocitos NK, B y T, y la produccion de citoquinas pro-
inflamatorias como IFN-y, TNF-a e IL-12 (Kierszenbaum F y col., 1974 y 1976; Rottenberg M y
col., 1988; Tarleton RL y col., 2007; Medzhitov R y col., 2007; Yamamoto M y col., 2010) (Figura
4). Se han realizado numerosos estudios con el objetivo de analizar el rol de estos diferentes tipos
celulares en el control de la infeccidn por 7. cruzi y desarrollo de la enfermedad de Chagas cronica,

cuyos resultados no siempre fueron coincidentes.

Respuesta inmune innata

La respuesta inmune innata proporciona las primeras lineas de defensa frente a los microorganismos
y es capaz de responder rapidamente frente a una infeccidn. Los principales componentes de la
respuesta innata son: a) barreras fisicas y quimicas, como por ejemplo el epitelio y sustancias
microbicidas sobre por la superficie epitelial, b) células fagociticas, como por ejemplo los
neutrofilos, macrofagos, y células NK c) anticuerpos, componentes del sistema de complemento y
otros mediadores inflamatorios circulante d) citoquinas pro-inflamatorias, que regulan y coordinan
varias de las actividades de las células del sistema innato. Los mecanismos de la inmunidad innata
son dirigidos a estructuras comunes a grupos de microorganismos relacionados, sin capacidad para

distinguir diferencias sutiles entre las diferentes sustancias “extrafias”. Estas estructuras son
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Parasitemia ——

Inflamacion
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Infeccidn por
T. cruzi
\Trypomastigote

@ Amastigote
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Figura 4. Componentes principales de la respuesta inmunoldgica hacia el Trypanosoma cruzi. M@:
macrdfagos; T CDS: linfocitos T CD8+; T CD4. Linfocitos T CD4+; T DN, linfocitos T doble

negativos NK: células “natural killer”; B: linfocitos B. Adaptado de Machado y col., 2012.

denominadas “patrones moleculares asociados a patégenos” (PAMP) y son reconocidas por
diferentes moléculas denominadas “receptores de reconocimiento de patrones” (PRR), propias de
los componentes celulares del sistema inmune innato. Dentro de la familia de los PRR se encuentran
los TLR (receptores del tipo Toll), mediante el reconocimiento de los PAMPs, transmiten sefiales
intra-citoplasmaticas de activacion, produccion de citoquinas inflamatorias convirtiéndose en la
transicion entre las respuesta innata y adaptativa (Medzhitov R y col., 2007; Yamamoto M y col.,

2010; Machado FS y col., 2006).

En las etapas tempranas de la infeccion por 7. cruzi, el ADN parasitario, glico-conjugados de
membrana y PAMP son reconocidos por los macréfagos y células dendriticas a través de los
receptores TLR2, TLR4 y TLRY, lo cual induce su activacién, secrecidn de citoquinas y
quemoquinas, que conducen a endocitosis y muerte intracelular del parasito. Los macréfagos

producen IL-12 que inducen la produccidén de IFN-y por las células NK que actia sobre los

11
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macrofagos elevando la produccidn de IL-12, TNF-a y NO, limitando el crecimiento de los parasitos
intracelulares, principalmente a través del mecanismo mediado por 6xido nitrico (Cardillo F y col.,
1996; Sathler-Avelar R y col., 2003). Por otro lado, ambos tipos celulares secretan citoquinas
regulatorias como IL-10 e IL-4 que reducen los dafios asociados a una excesiva estimulacidon
provocada por las citoquinas pro-inflamatorias (Sathler-Avelar R y col., 2009). En esta etapa
también se describen elevados niveles de mediadores como IL-2, IL-6 e IL-18 que podrian estar
involucrados en los mecanismos de proteccidn contra el parasito (Cunha-Neto E y col., 2009). Por
otro lado, se ha demostrado que la citoquina IL-17 regula el reclutamiento de células inflamatorias
y su diferenciacidn a respuesta de tipo Thl en el tejido cardiaco (da Matta Guedes PM y col., 2010).
Las células Th1 son las responsables de la produccion de las citoquinas pro-inflamatorias, mientras
que las células Th2 poseen una funcioén anti-inflamatoria y se encargan de la respuesta inmune
mediada por anticuerpos. Las citoquinas IL-12 e IL-18 son producidas por las células dendriticas y
macrofagos que promueven la formacion de células de tipo Thl productoras de IFN-y; en cambio,
la produccion de IL-4 por estas células induce la expansion de células de tipo Th2 con altos niveles
de IL-10 (Machado FS y col., 2012). La citoquina IL-4 induce ademas la produccion de TGF-B que
regula la actividad de las células presentadoras de antigeno y aumenta la susceptibilidad a la

infeccion por 7. cruzi (Cardillo F y col., 2007).

Linfocitos NK

Los linfocitos NK son importantes en el control de la parasitemia, habiéndose sugerido su rol como
puente entre la respuesta inmune innata y adaptativa temprana (Vitelli-Avelar DM y col., 2006). Se
ha demostrado que los individuos en estadio indeterminado (G0) muestran mayores porcentajes de
linfocitos NK maduros (CD3-CD16+CD56+) y disminucion de los NK precursores (CD3-
CD16+CD56-) respecto de los controles, sugiriendo el posible rol protector de los mismos en el
control de la morbilidad durante la infeccion cronica (Vitelli-Avelar DM y col., 2005). También, se

han observado elevados niveles de linfocitos NKT de tipo 2 (CD3-CD16-CD56+) y T CD8+
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activados (HLA-DR+) en individuos GO (Vitelli-Avelar DM y col., 2005). Esto dltimo, podria
deberse a que los linfocitos NKT poseen un rol modulador sobre la activacidon de los linfocitos T
CD8+ via apoptosis y la secrecion de citoquinas regulatorias, contribuyendo al control de la
actividad citotdxica deletérea por parte de los linfocitos T CD8+ activados (Godfrey DI y
Kronenberg M, 2004; Murray DA y Crispe IN, 2004). Es posible que una regulacion inmune
deficiente en los individuos con cardiomiopatia se relacione con la exacerbacion de la respuesta
inmune que conduce una fuerte respuesta citotoxica de los linfocitos T CD8+, con el consecuente

dano tisular.

Macrofagos

Ademas de la participacion de los linfocitos NK y NKT en el control de la morbilidad de la
enfermedad de Chagas cronica, también se ha descrito una alta frecuencia de macréfagos
(CD14+CD16+) en los individuos GO, que favoreceria el control de la infeccion en el estadio
indeterminado de la enfermedad (Vitelli-Avelar DM y col., 2006). La funcion de los macrofagos se
encuentra polarizada entre el perfil inflamatorio, activado por la via clasica (M1, dependiente de
IFN-y y TNF-a), y regulatorio, activado por la via alternativa (M2, dependiente de IL-4 e IL-13).
La funcion principal de los M1 es la produccion de NO, metabolitos reactivos del oxigeno y
citoquinas pro-inflamatorias, y la funcién de los M2 es la produccion de IL-4, IL-10 e TGF-$
(Stempin CC y col., 2010). Durante la infeccion aguda por 7. cruzi la induccion de una respuesta
de tipo M1 es crucial para controlar la parasitemia, pero si la activacion de los macréfagos M2 no
es regulada adecuadamente, puede causar severos dafios a los tejidos del huésped. Por lo tanto, la
evolucidn de la infeccidn por 7. cruzi depende de la magnitud de la respuesta y la activacion de los
macrofagos M1/M2 por la via clésica vs. la via alternativa (Stempin C y col., 2002). Por otro lado,
en la etapa crdnica se ha descrito elevada produccion de IL-10 en cultivos de monocitos obtenidos

de pacientes asintomaticos infectados o activados con 7. cruzi in vitro, mientras que los mismos
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estimulos promovieron la produccién de TNF-o en monocitos de pacientes con manifestaciones

cardiacas severas (Souza PE y col., 2004; Vitelli-Avelar DM y col., 2008).

Células dendriticas

Por otro lado, existen evidencias que el Trypanosoma cruzi también ejerce una accion
inmunomoduladora sobre las células dendriticas. Por ejemplo, van Overtvelt y col. observaron
disminucioén de citoquinas 1L-6, IL-12 y TNF-a y de los marcadores de activacion HLA-DR y CD40
en células dendriticas estimuladas con trypomastigotes vivos in vitro, sin inducir cambios en la
expresion de CD80 y CD86 (Van Overtvelt L y col., 1999). En cambio en la infeccion murina
experimental por 7. cruzi se ha observado que la expresion de los marcadores de activacion MHC
de clase II, CD80 y CD86 depende de la cepa del parasito infectante (Alba Soto CD y col., 2003).
Por otro lado, la infeccion de células dendriticas de médula 6sea de ratén con 7. cruzi in vitro resulta

en un aumento de TGF-B y de la relacion IL-10/IL-12 en infectadas con (Poncini CV y col., 2008).

Respuesta inmune adaptativa

La respuesta inmune adaptativa se desarrolla mas tardiamente, y sus principales caracteristicas son
la especificidad antigénica y generacion de memoria inmunoldgica capaz de montar una respuesta
rapida ante un nuevo encuentro con el mismo patdgeno. Existen dos tipos principales de respuesta
adaptativa, celular y humoral. La primera es mediada principalmente por linfocitos T, derivados del
timo y estd dirigida a microorganismos intracelulares que son inaccesibles a los anticuerpos
circulantes. En cambio la respuesta humoral actiia contra microorganismos extracelulares y sus
toxinas, mediada por anticuerpos producidos por los linfocitos B, derivados de médula 6sea que

reconocen los antigenos foraneos y neutralizan sus productos.

Linfocitos T
Las células presentadoras de antigeno procesan proteinas derivadas del espacio extracelular o del
citosol convirtiéndolas en péptidos, los cuales son procesados y expuestos en la superficie celular

en asociacion con las moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) de clase [ y 1I

14



INTRODUCCION

(MHC-I y IT) en los 6rganos linfoides periféricos (principalmente en ganglio linfatico, bazo y placas
de Peyer de mucosas). Practicamente todas las células nucleadas del organismo son capaces de
presentacion antigénica en el contexto de MHC-I. En cambio, el repertorio celular con capacidad de
presentacion antigénica en el contexto MHC-II es mas acotado; estas células presentadoras
profesionales de antigeno (APC) incluyen las células dendriticas, macréfagos y linfocitos B, siendo
las primeras las mas eficaces en la activacion de los linfocitos T virgenes. Los linfocitos T reconocen
péptidos derivados del patégeno presentados en el contexto del complejo MHC- 1y Il a través de la
interaccion con el receptor de células T (TCR) y con moléculas de co-sefializacion expresadas por
dichas poblaciones (T—APC) desencadenando la seleccidon y activacion de los linfocitos virgenes
especificos de linaje T CD8+ y CD4+, respectivamente. Durante el primer encuentro con un
microorganismo, se seleccionan los linfocitos T virgenes que expresan un TCR de alta afinidad para
un determinado antigeno (existen en muy baja frecuencia en los huéspedes que nunca han estado
expuestos al mismo), y se produce la expansion clonal de los mismos (fase de expansion) que
culmina con la adquisicion de la funcidn efectora. En caso de derivar en una respuesta efectiva, los
linfocitos T especificos promoveran la eliminacion del antigeno que dispard la activacion.
Posteriormente, la poblacidn celular T especifica disminuye su frecuencia a través de procesos que
involucran apoptosis (fase de contraccion), estableciendo en un estado de latencia (homeostasis),
generandose una poblacion de linfocitos T de memoria capaz de montar una respuesta rapida ante
un nuevo encuentro con el mismo patégeno. La magnitud de la respuesta de los linfocitos T efectores
estd directamente relacionada con la carga antigénica, mientras que la fase de contraccidn es
aparentemente independiente de la carga antigénica inicial o persistencia del antigeno (Murali-

Krishna K y col., 1998; Badovinac VP y col, 2002).

El estado funcional de las células nos permite distinguir poblaciones de linfocitos T en diferentes
estadios de maduracion, principalmente virgenes, efectores y memoria. Aunque inicialmente se

distinguian 2 tipos de células T CD4+ en base al perfil de secrecion de citoquinas, Th1 (IFN-y, TNF
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e [L-2) y Th2 (IL-4, IL-5, IL-6, GM-CSF) (Mosmann TR y, 1989), en la actualidad se distinguen
6 tipos: Th1 (IFN-y), Th2 (IL-4, IL-5, IL-10, IL-13), Th9 (IL-9 y IL-10), Th17 (IL17A, IL-17F, IL-
21, IL-22), Th22 (IL-22), Treg (IL-10 y TGF-B) y Tth (IL-21) (Cosmi L y col., 2014). En cuanto a
los linfocitos T CD8+ actualmente se distinguen 5 diferentes subpoblaciones en base al perfil de
citoquinas y moléculas citotoxicas secretadas: Tcl (IFN-y, TNF-a, IL-2 y granzyma/perforina), Tc2
(IL-4, IL-5, IL-13 y granzyma/perforina), Tc9 (IL-9 y IL-10), Tc17 (IL-17 y IL-21) y Treg (IL-10 y

TGF-B) (Mittriicker HW y col., 2014).

El estudio de la respuesta inmune especifica para 7. cruzi en individuos infectados con el parasito
han mostrado numerosas alteraciones del compartimiento celular T en sangre periférica. El andlisis
de la poblacion de linfocitos T periféricos mediante la técnica de ELISPOT y de tincion intracelular
de citoquinas mostr6 mayor frecuencia e intensidad de respuesta de linfocitos T especificos de
memoria para T. cruzi productores de IFN-y y baja respuesta antigeno-especifica productora de IL-
4 en pacientes asintomaticos (G0) y con sintomas leves (G1) que en los pacientes con formas mas
severas de enfermedad cardiaca (G2 y G3) de Argentina (Laucella SA y col., 2004; Albareda MC y
col., 2009). Este mismo patron de respuesta se observo al utilizar como estimulo antigénico, células
dendriticas autélogas infectadas con 7. cruzi como células presentadoras de antigeno, o péptidos
derivados de la superfamilia de las trans-sialidasas con alta afinidad de unién al haplotipo HLA-
A0201 (Albareda MC y col., 2006; Alvarez MG y col., 2008). Menos del 30% de los pacientes
evaluados mostraron produccion de IL-2 especifica para 7. cruzi asociada a IFN-y, mientras que no
se registrd produccion de IL-2 como uUnica respuesta en ninguno de los individuos evaluados,
independientemente del estadio clinico (Alvarez MG y col., 2008). El estudio de la expresion de
CD45RA, CD27 y CD28 en la poblaciéon total de linfocitos T de estos pacientes reveld una
disminucion de linfocitos T CD4+ y CD8+ virgenes y de memoria temprana, y aumento de
linfocitos T CD4+ y CD8+ de memoria totalmente diferenciados (CD28-) con aumento de la

expresion de marcadores de senescencia (CD57) y caspasa-3 a medida que el compromiso cardiaco
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es mas severo. Este perfil de senescencia y diferenciacion es indicativo de una activacidn crdnica
del sistema inmune por la persistencia parasitaria. La eliminaciéon de clones de linfocitos T
especificos para el parasito capaces de montar una respuesta protectora, y el sustancial impacto de
la infeccion crénica sobre la poblacion total de linfocitos T promoveria un estado de agotamiento
clonal y senescencia de la poblacion de linfocitos T CD8+ y CD4+ (Albareda MC y col., 2006 y

2009).

El andlisis de otros marcadores de superficie en pacientes con enfermedad de Chagas cronica de
Brasil también mostré aumento de linfocitos T CD28-, aunque describen un estado inmunoldgico
de activacion en pacientes asintomaticos o con compromiso cardiaco en base a la expresion de
CD45RA y HLA-DR (Dutra WO y col., 1994, 1996). Sin embargo, otros autores han mostrado
resultados opuestos a los anteriores, observando que la frecuencia de linfocitos T especificos para el
parasito productores de IFN-y en pacientes con manifestaciones cardiacas severas de Brasil es mayor
que en pacientes asintomaticos, y un patron inverso al estudiar la produccidon antigeno-especifica de
IL-10 (Correa-Oliveira R y col., 1999; Gomes JA y col., 2003; Souza PE y col., 2007; Vitelli-Avelar
DMy col., 2008; Lorena VM y col., 2010). Otros autores observaron mayor frecuencia de linfocitos
T regulatorios CD25+FOXP3+ en pacientes asintomaticos que en pacientes con manifestaciones
cardiacas severas (Vitelli-Avelar DM y col., 2005; Araujo FF y col., 2007). Segtn los autores, la
produccion de IFN-y y TNF-a en respuesta al pardsito estaria implicada en el desarrollo del dafio
cardiaco, mientras que la produccion de IL-10 en conjunto con la accidn de linfocitos T regulatorios,
permitiria prevenir el desarrollo de dafio cardiaco (Dutra WO y Gollob KJ, 2008; Fiuza JA y col.,

2009; de Araujo FF y col., 2011).

Las células T doble negativas (DN, que no expresan los receptores CD4 y CDS8) constituyen una
poblacion menor en sangre periférica. Estas células producen citoquinas inmunoregulatorias y bajo
diferentes circunstancias también ejercen actividad citotdéxica. Una subpoblacion de células T DN

se activa a través de la interaccion del TCR/ MHC no clésicas (del tipo moléculas de la familia CD1)

17



INTRODUCCION

presentando antigenos lipidicos o glicolipidicos. Si bien la infeccion por 7. cruzi no afecta
particularmente su frecuencia en sangre periférica, la exposiciéon de PBMC de individuos infectados
sintomaticos y asintomaticos a trypomastigotes in vitro induce su rapida expansion y expresion de
citoquinas pro- inflamatorias (IFN-y, TNF-a e IL-17) y anti-inflamatorias (IL-10), respectivamente.
En los pacientes asintomaticos aumenta la relacion IL-10/citoquinas pro-inflamatorias producidas
por las células T DN, sugiriendo un rol potencial de los antigenos lipidicos derivados de la
interaccion huésped-parasito en la activacion de estas células. Debido a que las células T DN son
capaces de reaccionar rapidamente y tolerar la estimulacion cronica es posible que estas células

participen tanto en la respuesta innata como la adaptativa en la enfermedad de Chagas (Villani FN

y col., 2010).

Es dificil conciliar los resultados obtenidos por diferentes grupos de investigacion. Las discrepancias
podrian estar relacionadas tanto a diferencias geograficas, socioecondmicas y epidemioldgicas de
las poblaciones involucradas, diferencias en la preparacion de los antigenos utilizados en los ensayos
y marcadores empleados para la identificacidn de las diferentes poblaciones celulares, y las
condiciones técnicas empleadas para las mediciones. También puede de deberse a diferencia en la
categorizacion de las alteraciones cardiacas de la enfermedad utilizadas por los diferentes grupos de

investigacion.

Linfocitos B

El desarrollo, activacién y diferenciacion de las células B es un proceso altamente regulado para
mantener la homeostasis y generar una respuesta humoral efectiva. Derivan de células madres
hematopoyéticas que se diferencian a células B progenitoras (pro-B), células B inmaduras,
transicionales (Sagaert X y col., 2003) y virgenes en la médula 6sea (MO) y migran a drganos
linfoides secundarios (Cariappa A y col., 2006). Cada célula B virgen posee una molécula unida a
la membrana que actda como principal receptor de células B maduras (BCR), analogo al receptor de

las células T (TCR). EI BCR esta constituido por una inmunoglobulina transmembrana de cadena
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pesada (IgH) covalentemente asociada a una inmunoglobulina de cadena liviana (IgL), que mediante
la yuxtaposicion de las regiones determinantes complementarias (CDR, region variable) de ambas
cadenas dan origen a una region unica de unioén antigénica especifica para cada BCR. Cada BCR
posee especificidad para un Unico antigeno, y cada c€lula B tiene un unico tipo de receptor, de
manera que cada célula tiene especificidad para s6lo un antigeno. La sefializacion a través del BCR
depende de dos proteinas (Iga y Igf) asociadas en forma no covalente que poseen secuencias ITAMs
(abreviado del inglés, inmunoreceptor con motivos de activacion basados en tirosina) en su dominio
intracelular. Los sitios ITAM son fosforilados por Lyn (tirosina quinasa de la familia de Src),
generando el sitio apropiado para el reclutamiento de Syk (abreviado del inglés, tirosina quinasa del
bazo) al complejo BCR, amplificando la sefial de activacidon. La sefalizacion a través del BCR
también induce el reclutamiento de diferentes co-receptores de superficie (positivos y negativos)
que se localizan constitutivamente o transitoriamente junto al BCR, por lo cual son frecuentemente
considerados como parte del complejo BCR (Obino D y Lennon-Duménil AM, 2014). La
sefializacidn a través del BCR induce el reclutamiento del co-receptor de superficie CD19, el cual
es una glicoproteina transmembrana de 95-kDa que se expresa durante todo el desarrollo de la célula
B. La unién antigeno-BCR induce el reclutamiento de quinasas y fosforilacion del dominio
intracitoplasmatico de CD19, amplificando la sefial de activacion producida. En asociacion al BCR
existen otros co-receptores transmembrana que poseen motivos ITIMs (abreviado del inglés,
inmunoreceptor con motivos de inhibicion basados en tirosina), como CD22 (inmunoglobulina del
tipo lectina que une 4cido sialico o Siglec) y PIRB (receptor B del tipo inmunoglobulina que
reconoce la porcion Fc de la IgG). La interaccion del BCR con un antigeno unido a 4cido sidlico o
con la porcion Fc de la IgG induce la fosforilacion de los motivos ITIM y el reclutamiento de
fosfatasas que inhiben las sefiales de activacion. Se ha propuesto que este mecanismo es responsable

de regular la activacion por antigenos propios y promover tolerancia (Avalos AM y col., 2014).

La maduracion funcional de las células B virgenes transcurre en el tejido linfoide secundario, donde

19



INTRODUCCION

adquieren su capacidad efectora (produccion de anticuerpos, secrecion de citoquinas y presentacion
de antigenos y moléculas co-estimuladoras a linfocitos T). El reconocimiento de antigenos foraneos
transportados por la linfa a través del BCR induce su migracion hacia el borde de la zona T folicular
(Benson MJ y col., 2009; Garside P y col., 1998). La union del antigeno al BCR induce su
internalizacién y degradacion en péptidos que se unen luego a las moléculas del MHC-II y son
expuestos en la superficie celular (Pape KA y col., 2007). El complejo péptido-MHC-II en la
superficie de la célula B activada es reconocido por la célula T CD4+ colaboradora folicular
especifica, induciendo la expresion de CD40L y secrecion IL-4 e IFN-y por estas ultimas. La
interaccion CD40/CD40L junto con los receptores de las citoquinas en las células B induce su
activacion y proliferacion, y promueve la recombinacion del isotipo de Ig (CSR) (Gatto D y col.,

2010; Snapper CM y col., 1993) (Figura 5).

Las células B con cambio de isotipo pueden diferenciarse a células plasmaticas de corta vida, células
de centro germinal (CQG), o células de memoria CG-independientes, de acuerdo a la expresion de los
factores de transcripcidon Bcl-6 y Blimp-1 (Figura 5). En la respuesta primaria, la mayoria de las
células B de memoria I[gM+ provienen de las células B activadas que reciben una fuerte sefial de las
células Tth en la zona B/T (Figura 5), mientras que las células B de memoria con cambio de isotipo
provienen del CG (Figura 6). Ante una segunda exposicidn con el antigeno (respuesta secundaria),
las células B virgenes y de memoria IgM+ poseen la capacidad de expandirse y diferenciarse con
una cinética similar a la respuesta primaria. En contraste, las células B de memoria con cambio de
isotipo contribuyen a la generacidn de células plasmaticas mas rapidamente que las células B
virgenes o de memoria IgM+, aunque pierden la capacidad de re-ingresar al CG (Dogan I y col.,
2009; Pape KA y col., 201; Aiba Y y col., 2010). Las células de memoria I[gM+ responden de manera
menos efectiva durante la reinfeccion con el mismo patdgeno, aunque pueden ser importantes para
el reconocimiento de variantes mutadas del mismo, ingresando al CG para adquirir nuevas variantes

de su BCR que reconoceran con mayor afinidad al patogeno mutado (Pape KA y col., 2011). La
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Figura 5. Diferenciacion de las células B dependientes de células T. La estimulacion del BCR por
el antigeno induce la migracion de las células B virgenes hacia la zona de células T en el borde del
foliculo, en donde reciben sefiales de proliferacion de las células T CD4+ complementarias a través
de la interaccion de CD40/CD40L y citoquinas con sus respectivos receptores. Esta interaccion
puede inducir: 1) migracion hacia el interior del foliculo por fuera del CG para diferenciarse en
células B de memoria CG-independiente; 2) expresion de Blimp-1 para migrar hacia afuera del
foliculo y convertirse en célula plasmatica de corta vida, o 3) expresidn de Bcl-6 para migrar hacia
el interior del foliculo y establecer centros germinales, en donde proliferan y son sometidas a
maduracion de la afinidad de su receptor BCR de manera CG-dependinete. La ausencia de sefiales
por parte de las células Tth resulta en la muerte de la célula B, mientras que las células que reciben
la sefializacion pueden diferenciarse a células B de memoria o generar células plasmaticas de larga
vida. La mayoria de las células B de memoria CG-dependinete sufren cambio de isotipo en sus
inmunoglobulinas (IgG, IgA o IgE), mientras que la mayoria de las células B de memoria CG-

independinete continuan expresando IgM. Adaptado de Taylor JJ y col., 2012.
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plasticidad de las células B de memoria IgM+ en la respuesta secundaria les permite actuar como
progenitoras de células B de memoria antigeno-especifica con cambio de isotipo (Pape KA y col.,
2011; Crotty S y col., 2004). Es decir, que las células B de memoria IgM+ y con cambio de isotipo

difieren en su localizacion, persistencia, y capacidad de diferenciacion en la respuesta secundaria.

La mayor parte del conocimiento actual sobre la respuesta inmune celular B y humoral inducida por
la infeccidn con 7. cruzi proviene de estudios en modelos experimentales. Se ha demostrado que la
infeccion de ratones deficientes en células B maduras provoca aumento del parasitismo, disminucion
de la inflamacion y generacion deficiente de células T de memoria centrales y efectoras, indicando
el rol crucial de las células B en el control del crecimiento del pardsito y la modulaciéon de la
respuesta celular T (Cardillo FE y col., 2007). Por otro lado, se ha demostrado que el parasito induce
un estado de activacion policlonal en la fase aguda de la infeccidon, con aumento de apoptosis de
c¢lulas B memoria IgG+ especificas y disminucion de células B inmaduras y plasmaticas en médula
osea (Acosta-Rodriguez EV y col., 2007). Ademas de la produccion de anticuerpos, las células B
también ejercen otras funciones, tales como la secrecidn de citoquinas, presentacion antigénica y de
sefiales co-estimulatorias a las células T, esenciales para la homeostasis del sistema inmune. (Tretter
Ty col., 2008; Tangye SG y col., 2012; Zabel F y col., 2013; Fares RC y col., 2013; Bao Y y Cao
X, 2014). Se ha descrito que los linfocitos B secretan IL-17 en respuesta a la infeccion por 7. cruzi
de manera independiente de RORyt, induciendo el reclutamiento de neutréfilos productores de IL-
10 que modulan la produccién de IFN-y y reducen el dafio tisular (Tosello Boari J y col., 2012;

Bermejo DA y col., 2013).

La informacion sobre el rol de la respuesta celular B en el control de la infeccion por 7. cruzi y
desarrollo de patologia en el ser humano es escasa y segmentada. El sello distintivo de la respuesta
humoral a la infeccién aguda en humanos es la produccidon de anticuerpos policlonales dirigidos
contra antigenos propios e inespecificos, retrasando el desarrollo de la inmunidad humoral especifica

contra el parasito (Grauert MR y col., 1993). En la infeccidn cronica se ha descrito la produccion de
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Figura 6. Reaccion antigeno-especifica en el CG. a) Las células B antigeno-especificas activadas
por las células Tth complementarias expresan Bcl-6, induciendo el inicio de las reacciones del CG.
b) En el CG se produce la hipermutacidon somatica (SHM) y recombinacidén de cambio de clase de
isotipo (CSR). ¢) La sobrevida de las células B depende del reconocimiento de su nuevo BCR y
sefializacidn positiva por parte las DCs foliculares en el CG; la pérdida de afinidad de union del
BCR conduce a muerte celular por apoptosis. d) La seleccion y diferenciacion de las células B con
BCR de alta afinidad por el antigeno es determinada por su interaccién con el TCR de las Tth
(péptido-MHC-de clase II). El reconocimiento del antigeno puede inducir: e) la re-entrada de la
célula B al ciclo del CG para re-iniciar la diversificacion del BCR (proliferacion celular, SHM y

CSR), f) la salida del CG en forma de célula B de memoria no secretora de anticuerpos ¢ células

plasmaticas de larga-vida, 6 g) apoptosis. Adaptado de McHeyzer-Williams M y col., 2011.

anticuerpos dirigidos contra estructuras del parasito capaces de reconocer diferentes proteinas del
huésped, entre ellos los anticuerpos anti-receptores beta adrenérgicos y calreticulina, y anticuerpos
asociados al dafio cardiaco tales como anti-troponina y anti-miosina (Cunha-Neto E y col., 2011;
Talvani A y col., 2006; Vicco MH y col., 2013; Tovar NC y col., 2009; Dhiman M y col., 2012;
Nunes DF y col., 2013; Ramirez G y col., 2011). Otros autores han mostrado que anticuerpos anti-

epimastigotes aislados del suero de individuos infectados son capaces de inducir la proliferacion
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PBMC, linfocitos B totales y células CD5+ (Dutra WO y col., 2000). La ausencia o escaso numero
de células B y células plasmaticas en las lesiones inducidas por 7. cruzi en los tejidos (Reis DD y
col., 1993; Castro-Cobo EC y col, 2012) sumado a la baja especificidad para el parasito (Grauert
MR vy col., 1993; Minoprio P y col., 1988) han conducido a la hipdtesis que otorga un rol secundario
a las células B en la patogénesis de la infeccion por 7. cruzi (Kumar S y Tarleton RL., 1998).
Diferentes autores han descrito aumento de los porcentajes de células B totales circulantes, células
B activadas CD5+ (extensamente estudiadas en el modelo murino pero escasamente representadas
en la poblacion celular B del ser humano) y HLA-DR+, sugiriendo que estas células se encuentran
involucradas en el desarrollo de la patologia cardiaca de la enfermedad Chagas (Dutra WO y col.,
1994, 2000; Piedras J y col, 1997). El importante avance en el conocimiento de la
compartimentacion y funcionalidad de las células B en la ultima década ha significado un
resurgimiento de la investigacion de las mismas en las principales patologias que involucran a las
células B, como por ejemplo enfermedades autoinmunes, células B malignas e infecciosas.
Numerosos trabajos han demostrado que el perfil fenotipico de linfocitos B se afecta
diferencialmente, observandose alteracion de determinadas subpoblaciones celulares B en
asociacion con las diferentes patologias. En la enfermedad de Chagas cronica humana, se describid
recientemente aumento de la expresion de intracelular de caspasa 3, granzyma B, IL-10, TGF-f en
las células B CDI19+, y de los receptores de superficie CD21 (involucrado en activacidén y
diferenciacion de células B CG-dependiente), CD24 (diferencialmente expresada en diferentes
estadios de maduracion de células B) y HLA-DR (MHC-clase 11, marcador de activacidon celular)
(Fares RC y col., 2013). Si bien estos marcadores son utiles para determinar funcionalidad celular,
no permiten identificar los diferentes estadios de maduracion y diferenciacidon de la poblacion de
linfocitos B, regulados en parte por los linfocitos T CD4+. Por otro lado, los linfocitos B modulan
parcialmente de la respuesta celular T CD4+ a través de la presentacion antigénica y expresion de

moléculas co-estimulatorias. Por lo tanto, es posible que las alteraciones descritas en la poblacion
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de linfocitos T periféricos de pacientes con enfermedad de Chagas cronica afecte la composicion de

la poblacion de células B circulantes.
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2.0BJETIVOS

2.1.0bjetivo general

El objetivo general del presente trabajo de tesis es caracterizar las principales subpoblaciones de
linfocitos B de sangre periférica y su potencial relacion con alteraciones de linfocitos T CD4+ y la
progresion de la enfermedad de Chagas crdnica humana. Para ello, se determinara el perfil
fenotipico y funcional de los linfocitos B periféricos en individuos con enfermedad de Chagas
cronica, y su relacidn con la poblacion T CD4+ activada. La profundizacidn del conocimiento de
la respuesta inmune especifica contra el 7. cruzi a través del estudio del perfil de maduracion,
activacion y funcionalidad de los linfocitos B periféricos de pacientes con la enfermedad de
Chagas cronico aportara importante informacion acerca de su participacion en los mecanismos

involucrados en el desarrollo y/o progresion de la enfermedad cardiaca.

2.2.0bjetivos especificos

e Caracterizar por citometria de flujo el perfil de maduraciéon (inmadura/virgen/memoria) y
diferenciacion a célula plasmatica de los linfocitos B circulantes ex—vivo en sangre periférica

de individuos con infeccidn crénica por Trypanosoma cruzi.

e Evaluar si existe relacidn entre el perfil fenotipico del compartimiento celular B periférico ex—

vivo y el estadio clinico de la enfermedad de Chagas cardiaca.

e Determinar la posible relacion entre el perfil fenotipico del compartimiento celular B periférico

y la poblacion de linfocitos T CD4+ activados ex—vivo.

e Evaluar si existe compromiso de las vias de co-sefializacion de las subpoblaciones celulares B

y T CD4+ a través de la expresion ex—vivo de diferentes marcadores de superficie.

e Determinar la funcionalidad de los linfocitos B periféricos a través de la secrecion de IgG

especifica y total en ensayos de estimulacion antigénica especifica y policlonal in vitro.
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3.MATERIALES Y METODOS

3.1.Diseiio experimental

El trabajo de tesis consistio en un estudio transversal de la respuesta inmune celular B y humoral en
individuos con infeccion cronica por 7. cruzi residentes de la Ciudad Autéonoma de Buenos Aires,
Provincia de Buenos Aires y areas endémicas de Santiago del Estero con transmision vectorial
activa. Una poblacion de personas no infectadas seleccionadas entre el personal de la institucion o
familiares de pacientes que concurren al Instituto Nacional de Parasitologia “Dr. Mario Fatala
Chabén” (INP) para diagndstico y atenciéon médica fueron incluidos como poblacion control. La
infeccidon por 7. cruzi se determind mediante técnicas de serologia convencional. Todos los
participantes fueron evaluados clinicamente por médicos cardidlogos con experiencia en la
enfermedad de Chagas. El examen clinico incluyd electrocardiograma (ECG), ergometria,
radiografia de térax y ecocardiograma. Se excluyeron del estudio a aquellos pacientes con
enfermedad de Chagas o controles no infectados con antecedentes de hipertension arterial,
enfermedad cardiaca vascular, isquémica o congénita, cancer, infeccidn por HIV, sifilis, diabetes,
artritis o alergia. Los protocolos de estudio fueron aprobados por el Comité de Etica del Instituto
Nacional de Parasitologia “Dr. Mario Fatala Chaben” (Anexo). Tanto la participacion de los
pacientes como la de los controles no infectados quedé documentada mediante la firma de un
consentimiento informado. Se extrajeron 40-50 ml de sangre periférica mediante un sistema de
coleccion de sangre al vacio utilizando tubos con y sin heparina para la determinacion del fenotipo
de las células B circulantes y reactividad sérica contra 7. cruzi respectivamente. Los resultados de
los ensayos de la serologia convencional, parasitoldgicos y clinicos fueron informados a todos los

participantes por escrito inmediatamente después de su realizacion.

3.2.Diagnostico serolégico
Se realizd el diagnodstico de la infeccion por 7. cruzi a todas las personas incluidas en este estudio

mediante las tres técnicas serologicas convencionales utilizadas de rutina en el Departamento de
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Diagnostico del Instituto Nacional de Parasitologia “Dr. Mario Fatala Chaben” (INP). Estas técnicas
son: 1) inmunofluoresencia indirecta (IFI, realizada con epimastigotes de 7. cruzi cepa Tulahuén
formalizados, titulacion de corte 1/32), 2) hemaglutinacion indirecta (HAI, preparada con el
sobrenadante del macerado de 28 cepas de 7. cruzi de cultivo, titulacion de corte 1/32) y 3)
inmunoensayo enzimatico (ELISA, realizada con antigeno soluble de un homogenato total de
epimastigotes cepa Tulahuén, titulacion de corte 0,200; Dra. Moénica Esteva INP, comunicacion
personal). Todas las técnicas fueron desarrolladas y validadas en el INP, usando procedimientos
estandares de diagnostico (Cura EN y Segura EL, 1998). Las personas que resultaron positivas en al

menos 2 de las 3 reacciones, fueron consideradas infectadas con 7. cruzi.

3.3.Caracteristicas de la poblacion estudiada

El estudio incluyo un total de 61 individuos con infeccidn cronica por 7. cruzi (promedio de edad=
42,2 afios, rango de edad= 20-73 afios) y 45 adultos sanos (promedio de edad= 40,1 afios, rango de
edad= 19-69 afios) que cumplieran con los criterios de exclusion detallados anteriormente. Los
participantes con serologia positiva para 7. cruzi fueron agrupados de acuerdo al estadio clinico de
la enfermedad de acuerdo a una version modificada de la clasificacion de Kuschnir para pacientes
con enfermedad de Chagas cronica (Kuschnir E y col., 1985; Viotti R y col., 2006). En el grupo de
infectados se incluyeron 31 individuos en estadio GO (promedio de edad= 39,7 afios, rango de edad=
21-73 afios), 24 individuos en estadio G1 (promedio de edad= 43 afios, rango de edad= 20-66 afios)
y 6 individuos con miocardiopatia chagdsica cronica en estadio G2 (promedio de edad= 52,7 afios,
rango de edad= 41-64 afios), segun clasificacién de Kuschnir. En todos los ensayos se contemplo
que la edad de los participantes de los grupos infectados y controles no tuvieran diferencias
estadisticas significativas entre si o con el grupo control Kruskal-Wallis), previo al inicio de los

ensayos.
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3.4.Aislamiento de células mononucleares de sangre periféricas (PBMC) y citometria de flujo
Se extrajeron 40-50ml de sangre periférica de un total de 48 individuos con infeccidn cronica por 7.
cruzi (promedio de edad= 42,8 afios, rango de edad= 20-65 afios) y 24 adultos sanos (promedio de
edad= 36,9 afios, rango de edad= 25-69 afios). En el grupo de infectados se incluyeron 22 individuos
en estadio GO (promedio de edad= 39,5 afios, rango de edad= 26-58 afios), 20 individuos en estadio
G1 (promedio de edad= 41,7 afos, rango de edad= 20-65 afios) y 6 individuos con miocardiopatia
chagasica cronica en estadio G2 (promedio de edad= 52,7 afios, rango de edad= 41-64 afios), segiin

clasificacion de Kuschnir.

Se aislaron las PBMC a partir de la sangre periférica extraida mediante centrifugacion en gradiente
de densidad Ficoll-Paque Plus (GE Healthcare, Bio-Sciences AB), siguiendo las indicaciones del
fabricante. Una vez aisladas, las PBMC fueron lavadas y re-suspendidas en medio RPMI-1640
conteniendo 45% de suero fetal bovino (SFB) y 10% dimetilsulféxido y criopreservadas en

nitrégeno liquido hasta su utilizacidn en los ensayos.

Para el estudio del perfil fenotipico de las células B y T periféricas, se trataron las PBMC con
anticuerpos monoclonales dirigidos a diferentes marcadores de superficie (Tabla 1), conjugados con
distintos fluorocromos. La seleccion de anticuerpos incluyé anti CD19 PE-Cy7, anti CD4 APC, anti
CD10 APC anti, anti CD138 APC, anti CD27 FITC, anti IgD PE, anti IgG APC, anti IgM PE-Cy5.5,
anti CD45RO PerCp-CyS5.5, anti CD70 PE, anti CD40 Alexa 700, anti CD154 FITC, anti CD95 PE,
anti CD86 PE, anti CD69 APC (BD Pharmingen, San Diego, CA, Estados Unidos). Como
marcadores de isotipo se utilizaron los siguientes anticuerpos: anti [gG1k APC, anti IgG1k PE-Cy7,
anti IgG1k FITC, anti IgG2axk PE, anti IgG1x PE. Se marcaron 1x 10° PBMC con una combinacién
de anticuerpos durante 40 minutos a 4°C. Luego, las células fueron lavadas 2 veces con PBS
conteniendo 1% SFB, y re-suspendidas en paraformaldehido al 3% (solucion fijadora-estabilizadora
de BD). Las muestras fueron analizadas en un citometro de flujo FACS-Aria II (Becton Dickinson,

San Diego, CA, Estados Unidos), obteniéndose un minimo de 200.000 eventos para cada una de
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ellas. Para el andlisis de los datos obtenidos se utilizo el programa Flowjo version 7 o superior (Tree
Star, San Carlos, CA, USA), seleccionandose la poblacion de linfocitos de acuerdo a la granulosidad

y tamafio de las células (FSC vs SSC).

3.5.Determinacion del nimero absoluto de linfocitos

El nimero absoluto de diferentes subtipos de linfocitos fue estimado en 10 individuos infectados
(promedio de edad= 46,9, rango de edad= 41-53 afios) y 6 controles sanos (promedio de edad=38,8
rango de edad= 29-61afios), en base a la frecuencia de cada poblacion por citometria de flujo y el
numero total de linfocitos /ml de sangre periférica obtenido mediante el Analizador Hematoldgico

Automatizado Sysmex K-800 (Sysmex America, Inc., Mundelein, IL, USA).

3.6.Determinacion de la funcion secretora de IgG in vitro

Se determind la funcion secretora de IgG a través de ensayos de estimulacion de PBMC in vitro en
9 individuos con infeccion crénica por 7. cruzi (promedio de edad= 42,2 afios, rango de edad= 20-
66 afios) y 7 adultos sanos (promedio de edad= 34,1 afios, rango de edad= 22-46 afios). Se cultivaron
PBMC en RPMI-1640 suplementado con 10% de SFB en placas de 24 pocillos (2 x 10° células/
pocillo, 2 pocillos/condicion experimental) en presencia de un lisado de 7. cruzi cepa Brazil (25
pg/ml) o un coctel de citoquinas (IL-2, 16 ng/ml; IL-6, 10 ng/ml y IL-10, 17 ng/ml; BD Pharmingen)
(ver paper B del JT) a37 °C con 5% CO,. Como control se incluyeron PBMC incubadas con RPMI-
1640 suplementado con 10% SFB sin estimulo. Luego de 5 dias de cultivo, se recuperaron las células
y los sobrenadantes para el andlisis fenotipico por citometria de flujo y determinacion de los niveles

de IgG T. cruzi-especifica y total por ELISA, respectivamente.

Para la determinacion de los niveles de IgG secretados durante el cultivo celular, se pre-trataron
placas de 96 pocillos con lisado de epimastigotes de 7. cruzi (5 pg/ml) o anti-IgG humano de conejo
(10 pg/ml; Dako, Denmark) durante 14-16 h a 4 °C. Las placas fueron luego lavadas con PBS-
Tween-20 y bloqueadas con 5% de leche descremada-PBS durante 1 hora a temperatura ambiente,
previamente a la incubacion de los sobrenadantes (50 pl/pocillo sin diluir, por duplicado) durante
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45 minutos a 37 °C. Luego, las placas fueron lavadas con PBS e incubadas con anti- [gG humana
conjugada con peroxidasa (HRP; Dako, Dinamrca; dil 1:1000) durante 1 hora a 37 °C. Como sustrato
se empled O-Phenilen-diamina (OPD, Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA) y la reaccion se
analizo en un lector de ELISA (Bio-Tek Instruments, Inc., Winooski, VT, USA) a una longitud de
onda de 490 nm. Se determiné el promedio de los valores obtenidos para los duplicados de cada
muestra experimental, sustrayéndose luego el promedio de los valores obtenidos en los pocillos no
estimulados (incubados solo con medio) a los pocillos incubados con lisado de 7. cruzi o el coctel
de citoquinas. Se determind la linea de corte en base a lamedia + 3 SD de los titulos de IgG obtenidos
para cada condicion en el grupo control, considerandose respuesta positiva cuando el titulo resultd

por encima del valor de corte.

3.7.Determinacion del perfil isotipico de IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4 especifica para T. cruzi

Se determino el perfil isotipico de IgG especifica para 7. cruzi por ELISA y/o Western blot (WB)
en un total de 17 individuos con infeccion cronica, 12 individuos en estadio GO (promedio de edad=
40,9 afios, rango de edad= 21-73 afios) y 5 en estadio G1 (promedio de edad= 49,8 afios, rango de
edad= 28-59 afios), incluyéndose 18 controles (promedio de edad= 43,1 afios, rango de edad= 19-
61 afios).

3.7.1.ELISA

Para el ensayo de ELISA se utilizaron placas de 96 pocillos con fondo plano, pre-tratadas con lisado
de T. cruzi (Spug/ml) 14-16 h a 4° C y bloqueadas con 5% de leche descremada-PBS durante 1 hora
a temperatura ambiente. Los sueros fueron diluidos 1:200, 1:25, 1:50 y 1:8 en PBS-1% leche
descremada para la determinacion de IgGl, 1gG2, IgG3 e IgG4 respectivamente, previo a su
incubacion durante 45 minutos a 37 °C en las placas pre-tratadas. Las placas fueron luego lavadas
con PBS e incubadas con 100 pl/pocillo de anti-IgG1 (1: 2000), IgG2 (1:1000), IgG3 (1:500) e IgG4
(1:250) humano biotinilado (DAKO, Dinamarca) durante 1 hora a 37 °C. Luego las placas fueron

lavadas con PBS e incubadas con streptavidina conjugada con peroxidasa (1:1000) durante 1 hora a
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37 °C. Como sustrato se empleé O-Phenilen-diamina (OPD, Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA)
y analizadas en un lector de ELISA (Bio-Tek Instruments, Inc., Winooski, VT, USA) a una longitud
de onda de 490 nm. Se determind la linea de corte para el perfil de I[gGs usando la absorbancia media
de los individuos sanos + 3 desvios estandar por triplicado. Los niveles de corte obtenidas fueron
0,024 para IgGl1, 0,113 para IgG2 y 0,017 para 1gG3, no evidenciandose reactividad 7. cruzi-
especifica de tipo IgG4. Una respuesta se considero positiva cuando el titulo fue mayor que el valor
de corte.

3.7.2.Wetern blot

Para la técnica de WB, se trataron epimastigotes de 7. cruzi (cepa Brazil; 1x107 parasitos) con 40ul
de Buffer de muestra (SDS 2% P/V, glicerol 10% V/V, azul de bromofenol 0,1% P/V, Tris-HCI 50
mM pH 6,8) con el agregado de 2-mercaptoetanol (2-ME, concentracion final 10%). Las muestras
fueron colocadas en bafio de agua hirviendo durante 5 minutos previos a la separacion de las
proteinas por electroforesis, realizada a 110 volts (Bio-Rad Mini-PROTEAN 3, Hercules, CA,
USA.). Se sembraron 4 pul de la muestra/calle (aproximadamente 1x10° parasitos) en geles de
acrilamida: bisacrilamida (30:0,8) al 12%. En cada gel se incluyd un marcador de peso molecular
de amplio rango (12 a 225 kDa, Amersham, Piscataway, NJ, USA.) pretefiido. Las proteinas fueron
luego transferidas a una membrana de nitrocelulosa durante 90 min, a 300 mA en un equipo de
transferencia (Bio-Rad Mini Trans-Blot, Hercules, CA, USA.) y tefiidas con rojo Ponceau para su
visualizacién. La membrana fue seccionada en tiras individuales para cada calle, las cuales se
bloquearon con 5% leche descremada en PBS-Tween-20, 0,05% y se lavaron con 1% leche
descremada en PBS-Tween-20 0,05%. Las tiras fueron luego incubadas con el suero de los
pobladores de area endémica y controles, diluidos 1:50 en 1% leche descremada en PBS-Tween-20
0,05% durante 16 hs a 4 °C. Luego, se incubaron con un anticuerpo anti-IgG1 humana biotinilado,
y luego incubado con stretavidina conjugada con peroxidasa, o con un anticuerpo anti-IgG

conjugado con peroxidasa durante 2 horas (HRP; Dako, Dinamarca, dil 1:1000) y se trataron con
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una solucion sustrato y cromdgeno H202/4-cloro-1-naftol para la visualizacion de las bandas

reactivas.

3.8.Determinacion de los niveles de sCD27

Se determinaron los niveles de sCD27 soluble en el suero de un total de 23 individuos con infeccion
cronica por 7. cruzi (7 individuos GO promedio de edad= 42.5 afios, rango = 27-52 afios, 10
individuos G1, promedio de edad= 40.4 afios, rango = 20-54 afios) y 6 individuos con miocardiopatia
chagasica G2, promedio de edad= 52,6 afios, rango = 41-64 afios) y 12 adultos controles (promedio
de edad= 35.2 afios, rango= 26-55 afios), utilizando un kit comercial (Human sCD27 Instant ELISA
kit, eBioscience, Vienna, Austria). Brevemente, se incubaron 100 uL del suero/pocillo (previamente
diluido 1:25) durante 3 hs a temperatura ambiente en una placa de 96 pocillos con fondo plano pre-
tratada con un anticuerpo de captura La placa fue luego lavada, y se incubd con solucién de tetra-
metil-benzidina (TMB) durante 10 min a temperatura ambiente; la reaccidn se analizé en un lector
de ELISA (Bio-Tek Instruments, Inc., Winooski, VT, USA) a una longitud de onda de 620 nm hasta
que llegd a una DO entre 0.6-0.65, momento en el cual se colocd la solucidon de frenado.
Posteriormente se procedio a la lectura de las muestras a una longitud de onda de 450 nm. Se calculd
la absorbancia media para cada muestra, estdndar y controles por duplicado, y se sustrajo de cada
uno la media de los blancos. Se grafico la curva estandar de las concentraciones de sCD27 en el eje
Xy las absorbancias en el eje Y, con la cual se obtuvo la ecuacidn de la recta, que luego fue utilizada

para calcular las concentraciones de las muestras ensayadas.

3.9.Cultivo de parasitos, preparacion de homogenato y de una suspension enriquecida en
proteinas derivadas de epimastigotes de Trypanosoma cruzi.

3.9.1.Preparacion de antigenos

Para la preparacion de antigenos de 7. cruzi se utilizd la cepa Brazil, aislada de un caso de Chagas
agudo humano de Brasil y cedida a nuestro laboratorio por el Dr. Trischmann, (Trischmann TM y

Bloom BR, 1982). Se utilizaron epimastigotes derivados de cultivos axénicos en medio LIT
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suplementado con 10% de suero fetal bovino cultivados en estufa refrigerada a 28 °C. Los
epimastigotes fueron lavados con PBS y sometidos a 4 ciclos de congelado a -70 °C/descongelado
a 37 °C seguido de sonicacidn. La suspension obtenida luego del ultimo ciclo fue centrifugada a
12.000 rpm durante 30 minutos, se recuperd el sobrenadante y se paso a través de un filtro de 0,22
micrones de tamaifio de poro. Previo a su utilizacion en los ensayos, se determind la concentracion

proteica de la suspension por el método de Bradford.

3.9.2.Preparacion de homogenato total de 7. cruzi

Se cultivaron epimastigotes de 7. cruzi cepa Brazil en medio LIT-10%SFB. Los parasitos se
recolectaron, se lavaron con PBS y se determind su concentracion utilizando cdmara de Neubauer
en un microscopio de fase. Luego, se distribuyeron aliquotas de 1x10 parésitos en tubos eppendorf

de 0,5 ml, los cuales fueron conservados a -20 °C hasta su utilizacion.

3.10.Analisis Estadistico

El andlisis de los datos se realizé utilizando el programa estadistico GraphPad Prisma 5. Todas las
muestras fueron sometidas al test de normalidad de la muestra de Kolmogorov-Smirnov. Para el
analisis de comparacion de medias de 2 muestras independientes se utilizaron los tests de Student o
Mann-Whitney, y para comparaciones multiples Analisis de la Varianza (ANOVA) seguido por la
correccion de Bonferroni, o Kruskal-Wallis con el test de Dunn’s para distribuciones normal y no
normales respectivamente. Para andlisis de correlacion entre dos variables se utilizé el calculo del
coeficiente de correlacion de Pearson o Spearman (r), segun corresponda. Resultados de P<0,05

fueron considerados estadisticamente significativos.
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Tabla 1. Marcadores utilizados para las citometria de flujo. Su funcion y distribucion en

distintas células del sistema inmune.

Marcador Clonde Flourocromo Tipo celular Funcién
anticuerpo  conjugado expresando
Ccb4 RPA-T4 APC Linfocitos T colaboradores Reconocimiento de CMH-II.
. . Generacion y maduracién de las células B
CD19 SJ25C1 PE-Cy7 Linfocitos B ) ) o
en la médula 6sea y periferia.
CD10 HI10a APC Precursores linfocitos B Hidrolasa, peptidasa, metaloendopeptidasa.
CD138 M5 APC Células plasmaticas Modulador de la activacion.
Linfocitos T NK B d . Coestimulacion, receptor de la molécula
CD27 M-T271 FITC I’nl TC' OSI ,’t' ’ € Memoria 'y op70. Puede tener un rolen la
Celulas plasmaticas supervivencia y apoptosis de los linfocitos T
Linfocitos B, dendriticas foluculares, Desarrollo, proliferacion, diferencicacion
CD40 5C3 Alexa 700 macrofagos y precursores cambio de isotipo de inmunoglobulina en los
hematopoiéticos linfocitos B.
CD45RO UCHLA1 PerCp-C5 Linfocitos By T Transduccion de sefiales
CD69 FN50 APC Linfocitos T activados, B, NK Moléculas involucrada en la activacion,
proliferacion. Transduccion de sefales.
CD70 Ki-24 PE Linfocitos By T activados Regulador de la proliferacién de linfocitos T.
Linfocitos B, T, monocitos y células Recetor de sefiales co-estimulatorias de las
CD86 [T2.2 PE dendriticas. Células dendriticas y T en .
i . ) moléculas CD28 o CTLA-4.
o6rganos linfoides secundarios
Mediador de las sefiales que inducen la
CD95 DX2 PE Linfocitos By T activados apoptosis. Transduccién de sefiales de
proliferacion.
Moléculas co-estimuladora involucrada en la
tivacio diant | tacio
Linfocitos T maduras activadas, B, NK :ﬁt:VZ;:zz nn:: dfrr;:ién a de prfz;z ?a:moq_
CD154 TRAP1 FITC y macrofagos. Células endoteliales y 9 - L . .
itelial efectoras, acitvacion de células T virgenes
eplieliales CD4+ y CD8+. Regula la funcién de B
mediante la interaccion con el CD40.
gD IA6-2 PE Linfocitos B virgenes y maduros Receptor celulas_ B de antigenos y
Transductor de sefiales.
lgM G20-127 PE-Cy5 Linfocitos B virgenes y maduros Inmunoglobulina.
Linfocitos B maduros células  Inmunoglobulina, comprende  a las
4G G18-145 APC y 9 P

plasmaticas inmunoglobilinas (lgG1, lgG2, lgG3 e IgG4).

Todos los clones son derivados de hibridlomas murinos.
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4.RESULTADOS

4.1.Caracterizacion fenotipica de la poblacion de linfocitos B en PBMC de individuos con
enfermedad de Chagas crénica.

Con el objetivo de profundizar en el conocimiento del impacto de la infeccion por 7. cruzi en la
respuesta de células B en humanos, se evalud por citometria de flujo la composicion del
compartimiento celular B de sangre periférica en individuos con la enfermedad de Chagas cronica.
La molécula de superficie CD19, marcador universal de la poblacion de linfocitos B en sangre
periférica fue utilizada para identificar la poblacion total de linfocitos B circulantes en 48 individuos
infectados y 24 controles (Figura 7A). El andlisis de este marcador mostrd que los individuos con
infeccion crénica por 7. cruzi tienen una disminucion significativa en el porcentaje de células
CD19+ en comparacion con los controles (p<0,05; Tabla 2). Luego se estim6 el nimero absoluto de
células CD19+ en 10 individuos infectados y 6 controles en base a la proporcion de células obtenida
mediante citometria de flujo, el numero total de linfocitos en el hemograma y la formula leucocitaria.
Los resultados de este andlisis mostraron que el nimero absoluto de linfocitos CD19+ circulantes
en los individuos infectados es similar al de los controles (Tabla 2).

Tabla 2. Cuantificacion linfocitos B totales

Fenotipo Control Infectado P

CD19+ 16,8+ 7,5 125+63 00177
[402 +£192]  [266+ 112] 0,0912

CDI19+CD27+ 49,6+ 19,5 364+63 00015
[135 + 70] [66 + 30] 0,011

Los datos representan el porcentaje medio = DS de células que
expresan los marcadores indicados (n= 24 controles y 48
infectados) y el [nimero absoluto medio + DS] (n= 6 controles y
10 infectados). Analisis estadistico: prueba de Mann-Whitney o
prueba-T.

4.2.Cambios en el porcentaje de las principales subpoblaciones de linfocitos B circulantes en
sangre periférica.
La expresion diferencial de las moléculas CD27 e IgD en la superficie de células CD19+ permite

definir 4 grandes subpoblaciones de linfocitos B: CD27+IgD+, CD27+IgD-, CD27-IgD+ y CD27-
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IgD- (Figura 7A). El andlisis de estas subpoblaciones evidencié una reduccién significativa en el
porcentaje de células CD19+CD27+IgD- y CD19+CD27+IgD+ y un aumento significativo en las
células CD19+CD27-IgD+ en los individuos infectados respecto de los controles (p<0,05). En
cambio, el porcentaje de células CD19+CD27-IgD- en los individuos infectados fue similar al de
los controles (Figura 7B). Este andlisis reveld ademds una reduccion significativa de las células
CD19+CD27+ totales en los individuos infectados respecto de los controles, tanto en términos de
proporciones como de numeros absolutos (Tabla 2), sugiriendo un compromiso particular de este

compartimiento celular a consecuencia de la infeccion cronica.

A Control Infectado Control Infectado
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Figura 7. Distribucion de subpoblaciones mayores de linfocitos B en individuos con infeccion
cronica por Trypanosoma cruzi. (A) Estrategia de analisis utilizada para evaluar la expresion de
los marcadores CD19, CD27 e IgD en PBMC de controles sanos e individuos infectados por
citometria de flujo. Los numeros representan el porcentaje dentro de cada region. (B) Porcentaje de
linfocitos B definidos en base a la expresion diferencial de CD27 e IgD. Grafico de cajas con bigote

(minimo a maximo). Analisis estadistico: prueba de Mann-Whitney o prueba-T.
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4.3.Linfocitos B de memoria.

Los linfocitos B de memoria son frecuentemente identificados en base a la expresién de CD27 y
ausencia de expresion de IgD en la superficie de células CD19+ (Jacquot S y col., 1997; Agematsu
Kycol, 1995; Sanz I y col., 2008; Tangye SG y Tarlinton DM, 2009; Pérez-Andrés M y col., 2010).
Sin embargo, las subpoblaciones definidas de esta manera estan compuestas por diferentes tipos
celulares, algunos de los cuales han sido caracterizados desde el punto de vista fenotipico, molecular
y funcional (Agematsu K y col., 1997; Tangye SG y col., 2003a,b; Wirths S y Lanzavecchia A,
2005; Fecteau JF y col., 2006; Weller S y col., 2001, 2004; Good KL y col, 2009; Sims GP y col.,
2005). Por ejemplo, la expresion de IgG en la superficie de células CD19+ identifica a los linfocitos
B de memoria. En contraste, la molécula IgM es expresada en la superficie de linfocitos B en
diferentes estadios de maduracion y diferenciacion (desde linfocitos inmaduros hasta linfocitos de
memoria y células plasmaticas), por lo que debe ser analizada en conjunto con otros marcadores
(como por ejemplo IgD) (Berkowska MA y col., 2011; Reynaud CA y col., 2012; Weller S y col.,

2012).

Para evaluar la contribucion relativa de distintos tipos de células de memoria en el perfil fenotipico
del compartimiento celular B, en este trabajo se analiz6 la expresion de IgG en la superficie de
células CDI19+ circulantes en sangre periférica (Figura 8A). Los resultados de este analisis
mostraron que el porcentaje de células CD19+IgG+ en los individuos infectados fue
significativamente menor que en los controles (p<0,05; Figura 8B). La expresion diferencial de
CD27 en la poblacidon de células CD19+1gG+IgD- nos permite distinguir 2 subpoblaciones de
linfocitos B de memoria IgG+: memoria clasica (CD27+IgD-) y memoria CD27-IgD- (doble
negativa) (Facteau JF y col., 2006; Berkowska MA y col., 2011; Cagigi AL y col., 2009; Wu YCD

y col., 2011).
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Figura 8. Alteracion de linfocitos B de memoria IgG+ en individuos infectados por
Trypanosoma cruzi. (A) Estrategia utilizada para evaluar subpoblaciones de linfocitos B de
memoria IgG+ en PBMC por citometria de flujo. Los numeros representan el porcentaje dentro de
cada region. (B) Subpoblaciones de linfocitos B de memoria IgG+ en individuos infectados (n= 18)
y controles (n= 8). Grafico de cajas con bigote (minimo a maximo). Analisis estadistico: prueba de

Mann-Whitney o prueba-T.

En los individuos infectados se observo disminucidn del porcentaje de células
CD19+IgG+CD27+IgD- y aumento del porcentaje de células CD19+1gG+CD27-IgD-, respecto de
los controles (p<0,05; Figura 8B). En conjunto, estos resultados indican que la infeccidn crénica por

T. cruzi afecta diferencialmente los dos subtipos de linfocitos B de memoria IgG+.

La expresion diferencial de IgM y CD27 en células que no expresan el marcador IgD nos permite
definir 3 tipos de linfocitos B de memoria: células CD19+IgM+CD27+IgD- (memoria IgM), células
CDI19+IgM+CD27-IgD- (memoria IgM doble negativa) y células CD19+IgM-CD27+IgD-

(memoria con cambio de isotipo, IgG o IgA) (Figura 9A). En los individuos infectados con 7. cruzi,
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el porcentaje de linfocitos B de memoria [gM y de memoria con cambio de isotipo fue
significativamente menor que en los controles (p<0,05), mientras que el porcentaje de células

CD19+IgM+CD27-IgD- fue similar entre ambos grupos (Figura 9B).
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Figura 9. Alteracion de células B de memoria IgM+ y con cambio de isotipo. (A) Estrategia de
analisis utilizada para evaluar la expresion de los marcadores CD19, CD27 IgM e IgD en PBMC de
controles sanos e individuos con enfermedad de Chagas crénica por citometria de flujo. Los nimeros
representan el porcentaje dentro de cada region. (B) Porcentaje de células en subpoblaciones de
linfocitos B definidas en base a la expresion diferencial de los marcadores indicados para § controles
sanos y 18 individuos infectados. Grafico de cajas con bigote (minimo a maximo). Analisis

estadistico: prueba de Mann-Whitney o prueba-T.

Finalmente, se analiz¢ la relacion entre las distintas subpoblaciones de memoria B y la poblacién
mayor CD27+IgD-, halldndose correlacion positiva entre el porcentaje de células [gG+CD27+IgD,
IgM+CD27+IgD- e IgM-CD27+IgD- y el porcentaje de células CD19+CD27+IgD-, indicando que

los 3 subtipos celulares de memoria contribuyen a la constriccion de la poblacion mayor (Figura 10
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y 11). Por otro lado, se detectd que la proporcion de células CD19+IgG+CD27+IgD- se correlaciond

negativamente con la proporcidn de células CD19+IgG+CD27-IgD-, tanto en individuos infectados

como controles (Figura 10).
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Figura 10. Correlacién entre subpoblaciones de linfocitos B de memoria IgG+ y poblaciones
mayores CD19+CD27+IgD- y CD19+CD27-IgD- (A) en individuos infectados y (B) controles. El

analisis estadistico se realizo con la prueba de correlacion de Spearman o Pearson.
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Figura 11. Correlacion entre subpoblaciones de linfocitos B de memoria IgM+ y con cambio de
isotipo y poblaciones mayores CD19+CD27+IgD- y CD19+CD27-IgD- (A) en individuos
infectados y (B) controles. El andlisis estadistico se realizé con la prueba de correlacion de Spearman

o Pearson.

4.4.Analisis de la subpoblacion de células B IgM+CD27+IgD+ en la infeccion cronica por
Trypanosoma cruzi.

El fenotipo IgM+CD27+IgD+ es compartido por los linfocitos B de zona marginal esplénica T-
independiente (CD21+CD23-CD24+CD38+/-), linfocitos B originados en el CG (CD38++),
linfocitos B-1 (CD43+CD70-) y linfocitos B regulatorios (CD24"CD25+CD38+IL-10+) (Weller S
y col., 2004 y 2012; Sanz I y col., 2008; Seifert M y col., 2009; Griftin DO y col., 2011; Iwata Y y
col., 2011). El anélisis de la poblacion CD19+1gM+CD27+IgD+ en este trabajo mostrd proporciones
similares entre los individuos infectados por 7. cruzi y controles (porcentaje medio + DS = 20,90 +
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11,01, n= 18, y 26,76 + 10,48, n= 8, respectivamente) (Figura 9A). La proporcion de células
CD19+IgM+CD27+IgD+ se correlaciona positivamente con la proporcion de células

CD19+CD27+IgD+ en los individuos infectados (r = 0,7273 y P = 0,0074).

4.5.Efecto de la infeccion cronica por Trypanosoma cruzi sobre las células B virgenes.

La expresion diferencial de IgM y CD27 en las células CD19+ que expresan IgD en la superficie
permite la identificacion de los linfocitos B virgenes (CD19+IgM+CD27-IgD+) (Fig. 12A). El
porcentaje de células CD19+IgM+CD27-IgD+ en los individuos infectados con 7. cruzi fue
significativamente mayor respecto de los controles (p<0,05; Figura 12A). El porcentaje de células
CDI19+IgM+CD27-1gD+ se correlaciono con el porcentaje de células CD19+CD27-IgD+, tanto en
individuos infectados como controles, indicando que los linfocitos B virgenes contribuyen al

incremento de la poblacion mayor de células CD27-IgD+ (Figura 7B).
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Figura 12. La infeccion cronica por Trypanosoma cruzi provoca un aumento de los linfocitos
de B virgenes. (A) Porcentaje de células CD19+IgM+CD27-IgD+ en 8 controles y 18 individuos
infectados. Grafico de cajas con bigote (minimo a maximo). Analisis estadistico: prueba de prueba-
T. (B) Correlacion entre el porcentaje de células CD19+IgM+CD27-IgD+ y células CD19+CD27-

IgD+. El analisis estadistico se realizé con la prueba de correlacion de Spearman.
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4.6.Reduccion de las células plasmaticas terminalmente diferenciadas en infeccion cronica por
Trypanosoma cruzi

Las células plasmaticas son células de diferenciacion terminal que pierden la capacidad proliferativa,
expresan la molécula de adhesion sindecan-1 (CD138) y CD27, con poca o ninguna expresion de
inmunoglobulina de superficie (Smith KG y col., 1996; Wirths S and Lanzavecchia A y col., 2005;
Caraux Ay col., 2010) (Figura 13A). El analisis de células CD19+CD27+CD138+ por citometria
de flujo en mostré una disminucién significativa en el porcentaje de células plasmaticas en los
individuos infectados con 7. cruzi respecto de los controles (p<0,05; Figura 13B). Luego se estimo
el nimero absoluto de células CD19+CD27+CD138+ observandose una disminucion significativa
del nimero absoluto de células plasmaticas en los individuos infectados respecto de los controles

(Figura 13B).
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Figura 13. Reduccion de las células plasmaticas terminalmente diferenciadas en infeccion
crénica por Trypanosoma cruzi. (A) Estrategia de analisis utilizada para evaluar la expresion de
los marcadores CD19, CD27 y CD138 en PBMC de controles sanos ¢ individuos con enfermedad
de Chagas cronica por citometria de flujo. Los nimeros representan el porcentaje dentro de cada
region. (B y C) Grafico de cajas con bigote (minimo a maximo) que muestran el porcentaje y nimero
absoluto de células CD19+CD27+CD138+ para individuos infectados y controles sanos. Grafico de

cajas con bigote (minimo a maximo). Andlisis estadistico: prueba de Mann-Whitney.

4.7.Linfocitos B inmaduros/transicionales en la infeccidon crénica por Trypanosoma cruzi.

Para evaluar si la infeccion por 7. cruzi afecta estadios tempranos de maduracion de los linfocitos

46



RESULTADOS

B, se evaluo la expresion de CD10, el marcador clasico de células de médula dsea, en las células
CD19+ de sangre periférica (Figura 14A). Los resultados mostraron que el porcentaje de células

CD19+CD10+ en los individuos infectados es similar al de los controles (Figura 14B). Tampoco se
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Figura 14. La infeccion cronica por Trypanosoma cruzi provoca una disminucion de los
linfocitos pre-B CD10+CD27+. (A) Expresion de CD27 y CD10 en linfocitos CD19+ de controles
e individuos infectados por citometria de flujo. Los nimeros representan el porcentaje dentro de
cada region. (B y C) Gréafico de cajas con bigote (minimo a maximo) que muestran el porcentaje y
nimero absoluto de células que expresan los marcadores indicados para individuos infectados y
controles sanos. Grafico de cajas con bigote (minimo a méaximo). Analisis estadistico: prueba de

Mann-Whitney o prueba-T.
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observaron diferencias significativas en el nimero absoluto de células CD19+CD10+ entre los
individuos infectados y controles. Luego se incorporéo el marcador CD27 en el andlisis,
observandose una reduccidn significativa en términos de porcentaje y nimero absoluto de células
CD19+CD10+CD27+ en los individuos infectados respecto de los controles, mientras que no se

detectaron diferencias en la poblacién CD19+CD10+CD27- entre ambos grupos (Figura 14B y C).

4.8.Distribucion de subpoblaciones de células B en relacion al estadio de la enfermedad de
Chagas cronica.

Estudios previos de nuestro laboratorio mostraron que el perfil fenotipico de linfocitos T CD4+ y
CD8+ en individuos con infeccion crénica por 7. cruzi varia en relacion al grado de compromiso
cardiaco. Es posible que un fenémeno similar pueda ocurrir en la poblacién de linfocitos B de sangre
periférica. Para evaluar la relacion entre el perfil fenotipico de linfocitos B y el estadio de la
enfermedad de Chagas cronica, las proporciones de las subpoblaciones de células CD19+ fueron
analizadas en relacion a la clasificacion clinica de Kuschnir (Kuschnir y col., 1985). Los resultados
mostraron un porcentaje significativamente menor de células CD19+CD27+ en los individuos del
grupo GO (porcentaje medio = DS = 32,43 £+ 13,69; n = 22) respecto de los individuos del grupo G2
(porcentaje medio + DS = 48,60 + 9,64; n = 6; p<0,05), con valores intermedios en los individuos
del grupo GI1 (porcentaje medio = DS= 37,30 + 12,94; n = 20). No se detectaron diferencias
significativas en las proporciones de ninguna de las otras subpoblaciones celulares CD19+ evaluadas
entre los diferentes grupos de individuos infectados. Sin embargo, el analisis de las subpoblaciones
celulares para cada grupo de individuos infectados y controles reveld6 aumento de células
CD19+CD27-IgD+ en los individuos de los grupos GO y G1 respecto de los controles (Figura 15A).
Por otro lado, se detectd disminucion de las células B IgG+CD27+IgD- y IgM-CD27+IgD- en los

individuos del grupo GO y G1 en comparacion con los controles, respectivamente (Figura 15B).
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En conjunto, estos datos sugieren que la infeccion por 7. cruzi provoca cambios en la distribucion

de algunas subpoblaciones de linfocitos B CD27+ que se manifiestan previo al desarrollo de las

lesiones cardiacas que caracterizan a la miocardiopatia chagasica cronica.
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Figura 15. Perfil fenotipico de subpoblaciones de linfocitos B en diferentes estadios clinicos de

la enfermedad de Chagas crénica. Los individuos infectados fueron agrupados de acuerdo a la

clasificacion clinica de Kuschnir en GO, G1 y G2. (A) Subpoblaciones principales de células B

definidas por los marcadores CD27 e IgD. (B) Subpoblaciones de células B de memoria definidas

por los marcadores CD27, IgD, IgM e IgG. Andlisis estadistico: ANOVA seguido por Bonferroni o

Kruskal-Wallis seguido por Dunn. £ p<0,05 vs grupo control.
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4.9.Analisis de linfocitos T CD4+ en la infeccion crénica por Trypanosoma cruzi.

Las proporciones y nimeros absolutos de células T CD4+ circulantes en sangre periféricas de los
individuos infectados fue similar a los observados en los controles (Figura 16A y B). En el presente
estudio se analizd la poblacion de linfocitos T CD4+ de memoria en base a la expresion del marcador
CDA45RO. El porcentaje de linfocitos T CD4+ de memoria total (CD45RO+) fue significativamente
mayor en los individuos infectados respecto de los controles (p<0,05). En cambio, el nimero
absoluto de células T CD4+CD45RO+ fue similar entre ambos grupos. Luego se evaluaron
subpoblaciones de memoria T CD4+ temprana y diferenciada en base a la expresion diferencial de
CD27, detectandose aumento del porcentaje de células de memoria T CD4+ diferenciada
(CD45R0O+CD27-) en los individuos infectados, mientras que los porcentajes de células de memoria
T CD4+ temprana (CD45RO+CD27+) fueron similares entre ambos grupos. En cambio, el andlisis
del numero absoluto mostrd disminucion de células T CD4+CD45RO+CD27+, y aumento de células

T CD4+CD45R0O+CD27- en los individuos infectados (p<0,05; Tabla 3).

Tabla 3. Andlisis de subpoblaciones de linfocitos T CD4+ totales

Fenotipo Control Infectado P
CD4+CD45RO+ 57,53 £ 10,3 69,85+ 12,5 0,042
[460 £ 151] [534 + 194] 0,345
CD4+CD45RO+CD27+ 4784 + 84 46,70 + 10,9 0,814
[148 + 36] [75 + 52] 0,013
CD4+CD45RO+CD27- 9,68 £ 5,17 23,15 + 10,61 0,006
[52 £51] [137 + 65] 0,02

Los datos representan el porcentaje medio + DS de células de cada fenotipo (n= 7 controles
y 12 infectados) y el [nimero absoluto medio + DS] (n= 6 controles y 8 infectados).
Andlisis estadistico: prueba de M ann-Whitney o prueba-T.

El analisis de las células T CD4+CD27+ totales mostro una disminucion significativa de la
proporcion de las mismas en los individuos infectados respecto de los controles (p<0,05; Figura
16A). La proporcion de células T CD4+CD27+ se correlacion6 positivamente con la proporcion de
células B CD19+CD27+ descrita anteriormente (Tabla 2), sugiriendo que la disminucion de las
células T CD4+ activadas podria inducir, al menos en parte, los cambios en la distribucion de las

células B CD27+ descrita anteriormente (Figura 16C).
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Figura 16.Disminucién de células T CD4+CD27+ en la infeccion cronica por Trypanosoma
cruzi. (A) Porcentaje y (B) numero absoluto de células CD4+ y CD4+CD27+ en individuos
infectados y controles. Grafico de cajas con bigote (minimo a maximo). Analisis estadistico: prueba
de Mann-Whitney o prueba-T. (C) Correlacién entre el porcentaje de células CD19+CD27+ y
CD4+CD27+ en individuos con diferente grado de disfuncidn cardiaca (GO, circulos vacios; G1,
triangulos llenos; G2, tridngulos vacios; ver Materiales y Métodos). Andlisis de correlacidon de

Pearson o Spearman.

4.10.Niveles séricos de CD27 soluble en individuos con enfermedad de Chagas crénica.

El CD27 es un homodimero transmembrana tipo I de 50-55 kDa expresado en la superficie de células
T y B activadas y su proteolisis genera una molécula soluble estructuralmente relacionada de 28-32
kDa (van Lier RAW y col.,, 1987). Los niveles de sCD27 en fluidos corporales han sido
frecuentemente utilizados para monitorear el estado de activacion inmunolodgica sistémica en
infecciones virales cronicas, enfermedades autoinmunes y linfomas de células B (Portegies P y col.,
1993; Font J y col., 1996; Widney D y col., 1999; Bohnhorst JO y col., 2002; Atlas A y col., 2004,

Mohsenzadegan M y col., 2014). En este trabajo se determind el nivel sérico de sCD27 por ELISA
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en el suero de individuos infectados con diferente grado de compromiso cardiaco, observandose que
los individuos infectados del grupo G2 muestran niveles significativamente mas altos comparados
con los controles sanos y los otros grupos clinicos (Figura 17). No se detect6 correlacion entre los
niveles de sCD27 y el porcentaje de células CD19+CD27+ o CD4+CD27+ en individuos infectados
ni controles. Por otro lado, el andlisis de los datos por regresion lineal mostr6 una tendencia positiva
a medida que el compromiso cardiaco fue mas severo, sugiriendo su potencial utilidad como
marcador inmunoldgico de la progresion de la enfermedad de Chagas (R?>= 0,1721, P = 0,0070;

I/pendiente = 0,02867).

p<0.05
400+ p<0.05
p<0.05

TTT

sCD27 (U/mL)
N
3

Control GO G1 G2
n=12 n=10 n=13 n==6

Figura 17. Comparacion de los niveles séricos de sCD27 en individuos infectados cronicamente
con Trypanosoma cruzi. Los niveles de sCD27 sérico fueron medidos por ELISA en individuos en
estadio GO, G1, G2, y controles sanos (ver Materiales y Métodos). Las barras representan la media
y desvio estandar para cada grupo. El analisis estadistico se realizd por medio del test de ANOVA

seguido por Bonferroni.
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4.11.Impacto de la infeccion cronica sobre la expresion de marcadores de co-sefializacion y
activacion en células CD19+ y CD4+ de sangre periférica.

Las células del sistema inmune expresan distintos receptores o ligandos en la superficie celular
mediante los cuales pueden detectar y responder a sefiales del medio ambiente. Los linfocitos B
dependen de sefiales generadas por los linfocitos T CD4+ para su proliferacion, sobrevida, cambio
de isotipo, formacion del centro germinal, generacién de células de memoria, diferenciacion a
células plasmaticas y produccidon de IgG, funciones esenciales para una correcta respuesta B
dependiente de los linfocitos T CD4+ (Taylor JJ y col., 2012; MacHeyzer-Williams M y col., 2011;

Shipkova M y Weiland E, 2012; Croft M y col., 2012).

Expresion de CD40 y CD154. Los linfocitos B tienen la capacidad de captar e internalizar particulas
antigénicas, las cuales son procesadas en su interior; los péptidos generados son acoplados a
moléculas de MHC de clase II y presentados en la superficie celular (Lanzavecchia A, 1985). El
reconocimiento del complejo péptido-MHC-II por los linfocitos T CD4+ colaboradores
complementarios para dicho antigeno, induce la activacion de los linfocitos B a través de la
interaccion del ligando CD154 (CD40L) con el receptor CD40 (Clark EA y Ledbetter JA, 1994;
Yuseff MI y col., 2013). Como resultado de esta estimulacion, los linfocitos B pueden proliferar,
cambiar el isotipo de Ig y diferenciarse a células plasmaticas con capacidad de secretar anticuerpos
especificos. En este trabajo se evalud la expresion ex-vivo de CD40 en células CD19+ periféricas
en individuos infectados con 7. cruzi en estadios GO y G1, observandose aumento del porcentaje de
células CD19+CD40+ en los individuos del grupo GO respecto del grupo G1 (p<0,05; Figura 18B).
Sin embargo, los niveles de intensidad de fluorescencia en los grupos infectados fueron similares
entre siy respecto de los controles. El andlisis de CD4+CD154+ mostrd porcentajes similares entre
los grupos infectados y respecto de los controles. Sin embargo, se detectaron mayores niveles de
intensidad de fluorescencia de CD154 en la poblacion de células T CD4+ en individuos del grupo

GO respecto del grupo G1 (Figura 18B).
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Figura 18. Células CD19+CD40+ y CD4+CD154+ en individuos con infeccion crénica por

Trypanosoma cruzi. (A) Estrategia de andlisis utilizada para evaluar la expresion de los marcadores

CD40 y CD154 en células CD19+ y CD4+, respectivamente por citometria de flujo. Los nimeros

representan el porcentaje dentro de cada region. (B) Porcentaje e intensidad de fluorescencia media

de los marcadores indicados para individuos infectados (grupo GO y G1) y controles. Grafico de

cajas con bigote (minimo a méximo), prueba de ANOV A seguido por Bonferroni o Kruskal-Wallis

seguido por Dunn. El nimero de individuos analizados de cada grupo se indica en cada grafico (C)

Graficos de correlacion entre el MFI de CD40 en células CD19+ y el MFI de CD154 en células

CDA4+. El analisis estadistico se realizd con la prueba de correlacion de Spearman o Pearson.
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En el grupo control, la MFI de CD40 en células CD19+ se correlacion6 negativamente con la MFI
de CD154 en células CD4+. Dicha correlacion no fue observada en los individuos infectados,

sugiriendo una desregulacion de la via CD154/CD40 durante la infeccidn (Figura 18C).

Expresion de CD70. El receptor CD70, ligando del receptor CD27, es expresado por linfocitos T
activados, entre otros tipos celulares (Oshima H y col., 1998; Tesselar K y col., 2003). La interaccion
CD70-CD27 induce la proliferacion y sobrevida de las células T activadas, regulando positivamente
su funcion efectora y diferenciacion a células de memoria (Nolte MA y col., 2009). Con el objetivo
de determinar si la reduccion de células CD19+CD27+ se relaciona con la expresion de CD70 en
los linfocitos T CD4+, se analizo la expresion de CD70 en subpoblaciones de linfocitos T CD4+
CD27+ y CD27- periféricos ex-vivo (Figura 19A). Los resultados mostraron menor porcentaje de
células CD4+CD70+ en lo individuos infectados del grupo GO respecto del grupo G1 y controles, y
de células CD4+CD27+CD70+ en los individuos del grupo GO respecto del grupo G1 (p<0,05); no
se detectaron diferencias en el porcentaje de células CD4+CD27-CD70+ entre los grupos analizados.
Por otro lado, el andlisis del MFI mostr6 una mayor expresion de CD70 en las 3 poblaciones
celulares en los individuos del grupo GO respecto del grupo G1 y controles (Figura 20), sugiriendo
un estado de activacion de las células T CD4+ periféricas previo al desarrollo de sintomas cardiacos

asociados a la infeccion cronica por 7. cruzi.

Expresion de CD95. La expresion de la molécula CD95 en la superficie celular es también
frecuentemente utilizada para determinar el estado de activacion de linfocitos B y T en relacion a la
evolucion de la respuesta inmune (Jacobi AM y col., 2008; Shipkova M y Weiland E, 2012; Keesen
TSL y col., 2012). El analisis de la de expresion ex-vivo de CD95 en subpoblaciones CD27+/- de
linfocitos B y T CD4+ periféricos mostro niveles similares en los todos los grupos estudiados (Figura
19B). El porcentaje de células CD95+ en las subpoblaciones de linfocitos B y T fueron similares en
los 3 grupos analizados. Sin embargo, se observd mayor intensidad de fluorescencia de CD95 en

células CD19+CD27- de individuos del grupo GO respecto del grupo G1 y controles (p<0,05; Figura
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20). Por otro lado, no se observd diferencias en los niveles de intensidad de fluorescencia de CD95
en las subpoblaciones de linfocitos CD4+ entre los grupos de individuos infectados y respecto

controles (Figura 20).
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Figura 19. Expresion de marcadores de activacion y co-estimulacion en linfocitos By T CD4+
periféricos. Estrategia de andlisis utilizada para evaluar la expresion de CD27, CD69 (A), CD86
(B) y CD95 (D) en células CD19+, y CD27, CD70 (C) y CD95 (D) en células T CD4+ de controles
e individuos infectados por citometria de flujo. Los nimeros representan el porcentaje dentro de

cada region.
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Figura 20. Expresion de marcadores de activacion y co-estimulacion en linfocitos B de sangre
periférica. Expresion de los marcadores CD70 y CD95 en células CD4+, CD4+CD27+ y
CD4+CD27- en individuos infectados con 7. cruzi del grupo GO y del grupo G1 y controles (5
individuos/grupo). Graficos de barras con desvid estandar que muestran la intensidad de
fluorescencia media (MFI) que expresan los diferentes marcadores indicados. El analisis estadistico
se realizo por medio de la prueba de ANOVA seguido por Bonferroni o Kruskal-Wallis seguido por

Dunn. £ p<0,05 vs grupo control; T p<0,05 vs grupo G1.

Expresion de CD69. La molécula CD69 es una glicoproteina transmembrana perteneciente a la
familia de las lectinas de tipo C, que se induce rapidamente luego de la activacidn de linfocitos. Esta
molécula funciona como un receptor de transmision de sefiales en los linfocitos T, B y NK,

monocitos, neutrofilos, eosindfilos y plaquetas (Gonzalez-Amaro R y col., 2013). El andlisis de la
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expresion de CD69 mostro porcentajes y MFI de CD69 en células CD19+, CD19+CD27+ y

CD19+CD27- similares en individuos infectados y controles (Figura 19C y 21).
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Figura 21. Expresion de marcadores de activacion y co-estimulacion en linfocitos B de sangre
periférica. Expresion de los marcadores CD69, CD86 y CD95 en células CD19+, CD19+CD27+y
CD19+CD27- en en individuos infectados con 7. cruzi del grupo GO y del grupo G1 y controles (5
individuos/grupo). Graficos de barras con desvié estindar que muestran la intensidad de
fluorescencia media (MFI) que expresan los diferentes marcadores indicados. El andlisis stadistico
se realizo por medio de la prueba de ANOVA seguido por Bonferroni o Kruskal-Wallis seguido por

Dunn. £ p<0,05 vs grupo control; ¥ p<0,05 vs grupo G1.
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Expresion de CD86. La molécula CD86 es una proteina que se expresa en las células presentadoras
de antigeno activadas y proporciona sefiales a través de su interaccion con los ligandos
complementarios en las células T CD4+, la molécula CD28 (activadora) y el CTLA-4 (inhibitoria)
(Greenwald RJ y col., 2005). El anélisis de la expresion ex-vivo de CD86 en subpoblaciones CD27+
y CD27- de linfocitos B CD19+ periféricos mostro porcentajes y niveles de intensidad similares en
los individuos infectados y controles (Figura 19D y 21). En conjunto con los resultados observados
con el marcador de activacién temprana CD69 estos datos sugieren un estado de reposo

inmunolégico.

4.12.Funcionalidad de los linfocitos B de sangre periférica en los individuos con la enfermedad
de Chagas croénica.

Para evaluar la capacidad funcional de los linfocitos B de sangre periférica, se estimularon PBMC
con un lisado de epimatigotes o un coctel de citoquinas (IL-2, IL-6 ¢ IL-10) durante 5 dias,
analizandose luego la expresion de CD27 e IgD en las células CD19+ por citometria de flujo, y los

niveles de IgG en los sobrenadantes mediante la técnica de ELISA.

Caracterizacion fenotipica. El anélisis de los cultivos sin estimulo por citometria de flujo mostrd
una menor proporcion de células CD19+ totales respecto de las muestras ex-vivo (p<0,05; Tabla 4),

independientemente del estado de infeccion de los individuos.

Tabla 4. Porcetaje de celulas CD19+ circulantes en sangre
periferica luego de S dias de cultivo

Grupo N° muestras Ex-vivo Cultivo in vitro P
Control 5 19,00 + 4,24 7,54 £ 2,59 0,0009
Infectado 5 12,67 £ 8,24 3,20+293 0,0417

Los datos representan el porcentaje medio = DS de células CD19+ ex-vivo y luego de 5
dias de cultivo sin estimulo. Analisis estadistico: prueba de M ann-Whitney.

La proporcion de cé€lulas CD19+ en las muestras de los individuos infectados estimuladas in vitro
con el coctel de citoquinas fue significativamente menor respecto de los controles, no hallandose

diferencias significativas entre los distintos estimulos (Figura 22A). El andlisis de la expresion
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diferencial de CD27 e IgD mostr6é un cambio marcado en la composicion de la poblacién CD19+ en
los cultivos respecto de la muestra ex-vivo, con predominancia de las poblaciones de memoria
CD19+CD27+IgD- y CDI19+CD27-IgD- y una marcada reducciéon de las poblaciones
CD19+CD27+IgD+ y CD19+CD27-IgD+, en individuos infectados y controles independientemente

del estimulo (Figura 22B).
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Figura 22. Caracterizacion fenotipica de los cultivos de PBMC in vitro. (A) Porcentaje de células
B totales luego de estimulacion policlonal y especifica durante 5 dias in vitro. Las barras representan
la media +DS de células B totales. (B) Porcentaje medio de los subtipos celulares B mayores ex-
vivo y luego del estimulo in vitro. El analisis estadistico se realizo para diferencias de medias entre
los grupos estudiados por medio de prueba de Mann-Whitney o prueba T. Para la comparacion de
multiples grupos se utilizoé el prueba de ANOVA seguido por Bonferroni o Kruskal-Wallis seguido

por Dunn.*p<0,05

Niveles de IgG total. El nivel de IgG total en los sobrenadantes de los cultivos de células de
individuos infectados estimulados con el coctel de citoquinas fue significativamente mayor que en

los cultivos estimulados con lisado de 7. cruzi y respecto de los controles. La estimulacidn con el
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lisado de T. cruzi indujo niveles similares de IgG total en los individuos infectados y controles

(p<0,05; Figura 23).

Niveles de IgG T. cruzi especifica. El estimulo con el coctel de citoquinas y con el lisado de 7. cruzi
indujeron bajos niveles de IgG-especifica tanto en los cultivos de células provenientes de individuos

infectados como de los controles (Figura 23).
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Figura 23. Funcionalidad de las células B in vitro. Nivel de IgG total y 7. cruzi-especifica
secretada por linfocitos B de controles e individuos infectados. Cada punto representa el valor
obtenido de un individuo analizado. El andlisis estadistico se realiz6 para diferencias de medias entre
los grupos estudiados por medio de prueba de Mann-Whitney o prueba T. Para la comparacion de
multiples grupos se utilizo el prueba de ANOVA seguido por Bonferroni o Kruskal-Wallis seguido

por Dunn.*p<0,05.

En conjunto, los ensayos de estimulacion in vitro demuestran que las células de memoria
(CD19+CD27+1gD- y CDI19+CD27-IgD-) conservan la capacidad de diferenciarse a células
secretoras de IgG en respuesta al estimulo con citoquinas. Los bajos niveles de IgG especifica para
T. cruzi podrian estar relacionados a la reduccion de células IgG+ circulantes y/o deficiente

capacidad de respuesta especifica.
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4.13.Perfil de isotipo de IgG sérica en individuos con enfermedad de Chagas cronica.

Los anticuerpos especificos contra 7. cruzi ejercen un rol crucial para el control del parasito durante
la infeccidn aguda, y podrian ser determinantes para la evolucién hacia la fase cronica. Se han
descrito 2 clases de anticuerpos especificos para 7. cruzi: 1) Acs que neutralizan los tripomastigotes

vivos (anticuerpos liticos), considerados como un factor importante para el control de la infeccion
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Figura 24. Reactividad sérica especifica para Trypanosoma cruzi en individuos con la
enfermedad de Chagas cronica. (A) Los simbolos representan los niveles de IgG1, 1gG2 e IgG3
especificas para 7. cruzi en cada individuo medida por ELISA (n = 17 individuos infectados y 18
controles). La linea horizontal representa la media para cada grupo. La linea de puntos representa la
linea de corte para cada isotipo, estimada por el promedio de los controles no infectados + 3 DS. El
analisis estadistico se realizé por medio de la preuba de Mann Whitney. (B) Figura representativa
de la reactividad IgG e IgGl1 sérica por Inmunoblotting hacia antigenos de 7. cruzi en individuos

infectados.
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que se asocian al desarrollo de patologia cardiaca, y 2) anticuerpos sin capacidad litica que persisten
luego del control de la parasitemia detectados por serologia convencional (Krettli AU y col., 2009).
En este trabajo se evaluaron las subclases de IgG especifica en una muestra de nuestra poblacioén de
estudio mediante ELISA, observandose reactividad sérica especifica para 7. cruzi de tipo IgGl e
IgG3 en 100% (17/17) y 64,7% (11/17) de los individuos infectados respectivamente, mientras que
solamente el 29,4% (5/17) mostrd reactividad anti-7. cruzi de tipo 1gG2 (Figura 24; p<0,05). La
participacion de IgG1 fue confirmada por inmunolblotting (Figura 24). No se detect6 en ninguno de

los sueros ensayados reactividad especifica contra antigenos de 7. cruzi de la subclase 1gG4.

Los resultados de estos ensayos sugieren que el perfil de IgG especifica podria estar relacionado con
la expansidn de la poblacion de células B IgG+ de memoria CD27-IgD- en los individuos infectados

descrita en el andlisis fenotipico.
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S.DISCUSION

El compartimiento celular B estd compuesto por subpoblaciones que incluyen a las células B
inmaduras/transicionales, foliculares, del centro germinal, y memoria (con y sin cambio de isotipo),
las cuales pueden ser distinguidas a través de la expresion de un conjunto particular de moléculas,
tanto a nivel intracelular como en la superficie. La expresion diferencial de éstas moléculas
acompafia la evolucidn de la respuesta inmune y reflejan la historia de exposicion al antigeno y su
capacidad funcional (Pape K y col., 2011; McHeyzer-Williams M y col., 2011; Shipkova M y col.,
2012). La poblacion de células B convencionales poseen la capacidad de adaptarse a nuevos
antigenos y responder mediante diferenciacion a plasmablastos y células plasmaticas con capacidad
de producir nuevos anticuerpos especificos contra el mismo (respuesta adaptativa). En el presente
trabajo de tesis se describe por primera vez que la infeccion cronica por 7. cruzi en humanos provoca
cambios en la distribucion de las principales subpoblaciones de linfocitos B circulantes en sangre
periférica. Particularmente, se observd una reduccidn selectiva de células B CD27+. El andlisis de
las subpoblaciones mds importantes del compartimiento celular B revelo que la menor frecuencia
de células B CD27+ resulta de la reduccion combinada de células de memoria IgG+, IgM+ y con
cambio de isotipo, células B precursoras y células plasmaticas terminalmente diferenciadas. La
contraccion de varios tipos de células B CD27+ en diferentes niveles del proceso de maduracion
sugiere un mecanismo comun subyacente. El perfil fenotipico de las células B periféricas contrasta
con los niveles sostenidos de anticuerpos 7. cruzi-especificos usualmente detectados en el suero de
los individuos infectados. Sin embargo, cuando las PBMC fueron estimuladas in vitro durante 5 dias
para promover la proliferacion de células B de memoria circulante y su diferenciacidon a células
plasmaticas terminalmente diferenciada, no se observo una respuesta IgG especifica importante
contra el parésito en los individuos infectados. Estos hallazgos demuestran que la infeccidon cronica

por T. cruzi provoca un estrechamiento del compartimiento celular B CD27+ en sangre periférica, y
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que las células B de memoria circulante no son competentes para la generacion de una respuesta

IgG-especifica importante.

La molécula CD19 es un co-receptor adyacente al BCR que regula positivamente la seleccion y
maduracion de los linfocitos B; su deficiencia induce detencion del desarrollo de células B
inmaduras (Avalos AM y col., 2014). La expresion de esta molécula ha sido utilizada por diferentes
autores para estimar el tamafio de la poblacion de linfocitos B en la infeccion humana por 7. cruzi.
En nifilos menores de 15 afios de 4reas endémicas de Bolivia se ha observado que el porcentaje de
células CD19+ circulantes aumenta durante la fase cronica temprana de la infeccidn, a pesar de que
no se registraron alteraciones en su frecuencia durante la fase aguda (Sathler-Avelar R y col., 2003).
También se ha comprobado aumento del porcentaje de células CD19+ en pacientes adultos de
México con miocardiopatia chagésica cronica dilatada, similar a la observada en pacientes con
miocardiopatia dilatada de etiologia no chagasica (Piedras J y col., 1997). En cambio, otros autores
han observado que los niveles de las células CD19+ circulantes se encuentran dentro de limites
normales en pacientes adultos cronicamente infectados con 7. cruzi residentes en dreas endémicas
de Brasil, independientemente del tratamiento con drogas tripanocidas (Dutra WO y col., 1994 y
1996; Fares RCG y col., 2013). Por el contrario, en nuestra poblacién de adultos con infeccién
cronica por 7. cruzi se observo una marcada reduccion del porcentaje de células CD19+ circulantes.
Estas discrepancias probablemente estén relacionadas con la diferente distribucion geografica y re-
exposicion a la infeccidn en areas endémicas, y la diversidad genética y ciclos de transmision de los
parasitos (Zingales B y col., 2012). La falta de relacién detectada entre el porcentaje y nimero
absoluto de células CD19+ en nuestra poblacion de estudio sugiere podria ser consecuencia de
cambios sufridos por otras poblaciones celulares comprendidas dentro de las PBMC (por ej.,
linfocitos T, NK, monocitos, etc). En la infeccidn por cronica por 7. cruzi se ha descrito disminucion
de la proporcion de linfocitos T (CD3+) totales, a pesar de que las proporciones de linfocitos T

CD4+ y CD8+ totales no varian y la proporcion de linfocitos NKT CD3+CD16+/-CD56+/- aumenta
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en sangre periférica. Por otro lado, también se ha descrito aumento de la proporcion de células NK
(CD3-CD16+) totales en individuos con infeccidn cronica por 7. cruzi, con aumento de células NK
CD56+ citotoxicas maduras y disminucidon de las CD56— precursoras (Vitelli-Avelar DM y col
2005). En nuestro estudio, el analisis del valor absoluto de células CD19+ demostro niveles similares
en los individuos infectados y controles, lo cual nos permitié determinar la conformacion del

compartimiento celular B periférico con mayor precision.

La expresion del marcador de superficie CD27 por los linfocitos B indica su estado de activacion y
capacidad de proliferacion, presentacion antigénica y diferenciacion a células plasmaticas
(Agematsu K y col., 2000). La poblacion de células B que expresa CD27 es compleja y comprende
subpoblaciones celulares fenotipica y funcionalmente diferentes. La expresion diferencial de IgD en
las células CD19+CD27+ permite distinguir 2 grandes subpoblaciones de células B de memoria: las
cclulas CD27+IgD- que secretan principalmente anticuerpos IgG e IgA dirigidos contra péptidos en
respuesta a la interaccion con linfocitos T CD4+, y las células CD27+IgD+ que secretan
principalmente anticuerpos IgM dirigidos contra carbohidratos de forma dependiente o
independiente de células T CD4+ (Maurer D y col., 1992; Weller S y col., 2012). Debido a la baja
frecuencia de células plasmaticas en sangre periférica y que la proliferacion de células B se
circunscribe a los centros germinales de los tejidos linfoides secundarios, algunos autores consideran
que la mayoria de las células B CD27+ periféricas del ser humano son “células B de memoria”
(Kaminski DA y col., 2012). Sin embargo, el compartimiento celular B de memoria es mucho mas
complejo de lo descrito originalmente, reconociéndose en la actualidad numerosos subtipos
celulares (Taylor JJ y col., 2012; Wu YC y col., 2011). Las células CD19+CD27+ tienden a mostrar
secuencias de ADN caracteristicas de hipermutacion somatica en las regiones variables de sus
inmunoglobulinas (IgV), tanto en las células IgD- (memoria con cambio de isotipo, con mayor
frecuencia de SHM) como en las células IgD+ (sin cambio de isotipo, y menor frecuencia de SHM)

(Pascual V y col., 1994; Dunn-Walters DK y col., 1995; Klein U y col., 1998). En el presente trabajo
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se demuestra que la poblacién de células B de memoria CD27+ (IgD+ e IgD-) sufre una importante
contraccion a consecuencia de la infeccion cronica por 7. cruzi. Una contraccion similar de linfocitos
B CD27+ fue descrita en otras enfermedades inflamatorias cronicas, como por ejemplo la
inmunodeficiencia comun variable (CVID) (Piqueras B y col., 2003), el sindrome de Sjégren
(Bohnhorst J@ y col., 2001;), artritis reumatoideaa (RA) (Souto-Carneiro B y col., 2009;),
sarcoidosis severa cronica (Lee NS y col., 2011), y en infecciones cronicas con el virus de la
inmunodeficiencia humana (HIV) (Tendeiro R y col., 2012) y tuberculosis multi-resistente a drogas
(MDR-TB) (Abreu MT y col., 2013), indicando que se trata de un fenomeno relativamente comun

en enfermedades inflamatorias de diferente etiologia.

En base al estudio molecular de su historia replicativa, secuenciacidon, hipermutaciéon somatica y
perfil de expresion de inmunoglobulinas, se ha propuesto que los linfocitos B de memoria pueden
generarse a través de diferentes vias de diferenciacion (Fecteau JF y col., 2006; Wei C y col., 2007,
Berkowska MA y col., 2011; Wu YC y col., 2011). Se ha descrito una poblacion de linfocitos B de
memoria con cambio de isotipo (IgD-) que no expresan CD27 (doble negativa) que representa
aproximadamente 5% de la poblacion total de células CD19+ y comparte el fenotipo de superficie e
SHM a nivel de la IgV con las células B CD27+1gD- (Wirths S y Lanzavecchia A, 2005; Fecteau JF
y col., 2006; Wei C y col., 2007; Wu YC y col., 2011). Sin embargo, el numero de SHM en las
células B CD27-IgD- es variable y generalmente menor que en las células B CD27+IgD- (Fecteau
JF y col., 2006; Wei C y col., 2007). El andlisis de secuenciacion e historia clonal sugieren que las
células B CD27-IgD- pueden convertirse en células B de CD27+IgD- y viceversa (Wu YC y col.,
2011), de manera que ambos compartimientos de células IgD- pueden pasar por diferentes estadios
de diferenciacion y revertir los cambios de expresion de la molécula CD27. La expresion diferencial
de IgA, IgG e IgM en conjunto con CD27 e IgD permite definir diferentes subpoblaciones de células
B de memoria: memoria IgA+/IgG+ clasica (IgA+/1gG+CD27+IgD-), memoria IgM+

(IgM+CD27+1gD-), memoria IgA+/1gG+/IgM+CD27-IgD- y memoria total con cambio de isotipo
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(IgM-CD27+IgD-). El perfil molecular de las células B IgG+CD27-IgD- e IgM+CD27+IgD- se
asemeja a las células generadas durante la respuesta primaria, mientras que las células B
IgG+CD27+ e IgA+CD27+ se asemejan a las células generadas durante la respuesta secundaria, a
nivel del centro germinal (Fecteau JF y col., 2006; Wei C y col., 2007; Berkowska MA y col., 2011;
Wu YC y col.,, 2011). Diferentes autores han descrito que la respuesta inmune humoral especifica
contra 7. cruzi involucra la participacion de IgM (etapa aguda) e IgG (etapa crénica) (Vattuone NH
y col, 1973; Scott MT y col., 1984). En el presente trabajo se evalud el perfil de fenotipico de la
poblacioén celular B de memoria IgG+ e [gM+ en la infeccion crdnica por 7. cruzi, detectandose una
marcada reduccion de células B de memoria [gG+ clasica, IgM+ y memoria total con cambio de
isotipo, que se correlaciond positivamente con los niveles de células B CD27+IgD-, indicando la
contribucion de estas 3 subpoblaciones celulares a la contraccion del compartimiento celular B de
memoria CD27+ principal. Por el contrario, la infeccidn provocéd expansion de células B IgG+ con
fenotipo CD27-IgD-, que no afect6 el volumen total del compartimiento celular de memoria CD27-
. Estas alteraciones fenotipicas son similares en forma individual a las descritas para otras
enfermedades. Por ejemplo, en la enfermedad granulomatosa crdénica se describi6 una reduccidon de
cclulas B de memoria clasica similar a la observada en la infeccidn por 7. cruzi; sin embargo, a
diferencia de lo observado en los individuos infectados con 7. cruzi, la reduccion de células de
memoria IgG+ en la enfermedad granulomatosa involucro también a la poblacion de células
IgG+CD27-IgD- (Moir S y col., 2012). Por otro lado, se ha descrito reduccidon de células B de
memoria totales con cambio de isotipo (IgM-CD27+IgD-) en la inmunodeficiencia comun variable
y sarcoidosis cronica (Patuzzo G y col., 2013; Heaps A y col., 2012), mientras que las células
IgM+CD27+IgD- e IgG+CD27-1gD- aumentan en enfermedades autoinmunes como en el sindrome

hiper-IgM y lupus eritematoso sistémico (SLE) (Weller S y col., 2004; Wei C y col., 2007).

Ademas de las células B convencionales, se pueden distinguir otras subpoblaciones de células B que

forman parte del sistema inmune innato IgM+CD27+IgD+. Las células IgM+CD27+IgD+
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constituyen una poblacién compleja cuya funcion como “célula B efectora natural” y/o de memoria
son aun motivo de debate (Berkowska MA y col., 2011; van Zelm MC y col., 2012). Estas células
poseen caracteristicas de células B de memoria ya que responden rdpidamente a sefales de
activacion in vitro, expresan marcadores de activacidon, muestran signos de hipermutacion somatica
en la region variable de su Ig e historial replicativo que indican su maduraciéon en el CG. Sin
embargo, se ha descrito la presencia de células B IgM+CD27+IgD+ circulantes en individuos
deficientes en la expresion de CD40 6 CD40L que no desarrollan centros germinales, indicando que
parte de esta poblacidon derivan independiente de células T CD4+ complementarias (Seifert M y
Kuppers R, 2009). La poblacion B IgM+CD27+IgD+ comprende células de zona marginal
especializadas en respuesta a patdogenos circulantes en sangre periférica, y células B-1 que poseen
la capacidad de secretar de forma constitutiva y espontdnea “anticuerpos naturales” dirigidos contra
epitopes comunes (Rothstein TL y col., 2013). La infeccion por 7. cruzi no afecta particularmente
la frecuencia de células B que comparten el fenotipo IgM+CD27+IgD+. Por otro lado, en este
estudio no se incluyeron marcadores que puedan identificar las subpoblaciones comprendidas dentro
de este fenotipo, como CD24 y CD38 para células B de zona marginal esplénica y originados en el
CG, CD43 para linfocitos B-1, y CD25 e IL-10 para linfocitos B regulatorios. Por lo tanto, no se
puede descartar que la infeccion modifique alguna de las subpoblaciones comprendidas dentro del

fenotipo CD19+1gM+CD27+1gD+.

Las células plasmaticas son las principales productoras de anticuerpos y su diferenciacion puede
ocurrir a nivel de los centros germinales o de forma extra-folicular (Fairfax KA y col., 2008). El
fenotipo varia de acuerdo a la célula de origen, en términos de sobrevida, localizacion, calidad y
cantidad de los anticuerpos secretados (Taylor JJ y col., 2012). La respuesta generada en el centro
germinal permite la integracion de sefiales externas, que retrasan su diferenciacion, eventualmente
generando células plasmaticas capaces de secretar anticuerpos de alta afinidad de una determinada

clase que persisten durante toda la vida. En cambio, la diferenciacion extra-folicular genera una
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célula plasmatica de corta vida que secreta anticuerpos con baja afinidad (Fairfax KA y col., 2008;
Oracki SA y col., 2010). En condiciones de homeostasis, las células plasmaticas representan
aproximadamente el 2% del total de células B circulantes. Diferentes autores han descrito aumento
de células plasmaticas circulantes en enfermedades inflamatorias cronicas en humanos tales como
sarcoidosis e hipersensibilidad del tipo I, y enfermedades autoinmunes como SLE y Sjogren (Lee
NS y col., 2011; Hiepe F y col., 2011; Luger EO y col., 2009). En cambio en tuberculosis multi-
resistente a drogas (MDR-TB) se ha observado reduccion de células plasmaticas circulantes
sugiriendo su acumulacidn a nivel de los tejidos afectados durante la infeccion (Abreu MT y col.,
2013). Un fendomeno similar de acumulacidon de células plasmaticas en tejidos periféricos ha sido
descrito en artritis reumatoideaa (Souto-Carneiro MM vy col., 2009). En la infeccidon experimental
aguda por 7. cruzi se ha descrito expansion de células plasmaticas foliculares y extra-foliculares
productoras de anticuerpos especificos para el parasito, principalmente a nivel del bazo y ganglios
linfaticos, con marcada reduccidn de las células CD138+B220+ residentes en médula 6sea (Bermejo
DA y col., 2011). En cambio, como se determind en este estudio, la infeccion crénica por 7. cruzi
en humanos resulta en una marcada reduccidn de células plasmaticas CD27+CD138+ circulantes en
sangre periférica, que sin embargo no afecta la produccién de anticuerpos especificos contra el
parasito. Diferentes autores han descrito que el nimero de células plasmaticas es muy bajo o estan
ausentes en los tejidos afectados por la infeccidén (Reis DD y col., 1993b; Cobo EC y col., 2012), lo
cual sugiere que es poco probable que su reduccidon en sangre periférica se relacione con
acumulacidn en los drganos afectados, como se observo en tuberculosis y artritis reumatoideaa. En
base a los estudios experimentales descritos anteriormente y los altos niveles de anticuerpos
especificos séricos para el pardsito en la infeccion humana por 7. cruzi, es posible que las células
plasmaticas especificas se localicen en los tejidos linfoides primarios y secundarios, con escasa

circulacién en la periferia.
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El compartimiento de linfocitos B inmaduros/transicionales es muy heterogéneo e incluye células
que abandonan la médula o6sea en diferentes estadios de maduracion, representando
aproximadamente 2-4% de los linfocitos B en sangre periférica (Suryani S y col., 2010). Diferentes
estudios han definido a esta poblacion en base a la co-expresidon del marcador de superficie CD10,
en concomitancia con CD24, CD38, IgM, IgD y CD21 y ausencia de expresion de CD27 de
superficie (Sims GP y col., 2005; Anolik JH y col., 2009; Perez-Andres M y col., 2010). En el
modelo experimental murino de infeccion por 7. cruzi se ha descrito deplecion de linfocitos B
inmaduros a nivel de la médula 6sea y sangre periférica (Acosta-Rodriguez EV y col., 2007). A
diferencia de lo observado en la infeccion experimental, en este trabajo no se detectaron cambios
significativos en la proporcion y numero absoluto de células B CD10+ circulantes en sangre
periférica de individuos infectados crénicamente con el pardsito. La expresion diferencial del
marcador de superficie CD27 en los linfocitos B CD10+ permite la identificacion de células B
inmaduras/transicionales CD10+CD27- y células B precursoras del tipo CG CDI10+CD27+
(Vaskova M y col, 2008; Moir S y col., 2008). La infeccidon por 7. cruzi no afecto el tamafio de la
poblacion de linfocitos B inmaduros/transicionales, pero provocd contraccion de la pequefia
poblacion de células B precursoras circulantes. En la infecciéon por HIV, Tendeiro y col. también
describen disminucion de células B de memoria total CD27+, CD27+IgD- y CD27+IgD+ aunque
con aumento de células CD10+CD27- (Tendeiro R y col., 2012). Por otro lado, Abreu y col.
utilizando los marcadores CD38 e IgD describen aumento de células B transicionales en la infeccion
MDR-TB en asociacién con disminucion de células B de memoria total CD27+ y CD27+I1gD+,
aunque sin alteraciones de la memoria CD27+IgD- (Abreu MT y col., 2013;). Utilizando los
marcadores CD24 y CD38, Cuss y col. también han descrito aumento en la frecuencia de células
transicionales (CD10+CD24MCD38M) y disminucién de los niveles de células CD24+CD38-
(memoria) en pacientes con inmunodeficiencias tales como sindrome linfoproliferativo ligado al

cromosoma X (XLP) y CVID, y transitoriamente luego del trasplante de células madres
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hematopoyéticas aunque tanto las células B inmaduras/transicionales como de memoria se recuperan
parcialmente (Cuss AK y col., 2006). La reduccion de células B de memoria sin cambios en los
niveles de células B inmaduras/transicionales en la infeccion crénica por 7. cruzi sugieren la
participacion de mecanismos diferentes a los involucrados en las enfermedades autoinmunes e

infecciones cronicas descritas anteriormente.

Una adecuada repuesta humoral especifica requiere la participacion de los linfocitos T CD4+
complementarios que determina su maduracion y desarrollo de células B de memoria y
diferenciacion a células plasmaticas secretoras de anticuerpos (Lanzavecchia A y col., 1985). Es
posible que los cambios del perfil fenotipico de los linfocitos T CD4+ periféricos observados
previamente por diferentes autores, incluido nuestro grupo de trabajo, en los individuos con
infeccion cronica por 7. cruzi puedan contribuir a la alteracion fenotipica detectada en el
compartimiento celular B. Por lo tanto, se consideré importante evaluar en nuestra poblacion de
estudio la expresion del marcador de memoria CD45RO en los linfocitos T CD4+. Este andlisis
reveld que la poblacién T CD4+ de memoria total se incrementa en individuos con infeccion crénica
por T. cruzi, contrastando con lo descrito por Araujo-Fiuza y col., quienes observaron proporciones
similares de estas células entre individuos adultos infectados independientemente del grado de
compromiso cardiaco y controles sanos de Brasil (Araujo-Fiuza J y col., 2009). La determinacion
de las subpoblaciones de linfocitos T CD4+ de memoria confirmé los resultados obtenidos
previamente con el marcador CD45RA en cuanto al aumento de la frecuencia de células T CD4+ de
memoria totalmente diferenciada (CD45RA-/CD45R0O+CD27-) y disminucién de células T CD4+
de memoria temprana (CD45RA-/CD45RO+CD27+) (Albareda MC y col., 2009). La molécula
CD27 se expresa constitutivamente en los timocitos CD3" de la médula timica. Las células
emigrantes timicas poseen una alta capacidad de regular positivamente la expresiéon de CD27 a
través del complejo TCR/CD3, por lo que su expresion es considerada un marcador de activacion

de los linfocitos T CD4+. Los linfocitos T CD4+ de tipo virgen también expresan CD27 de
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superficie, pero a diferencia de las células T de memoria expresan ademds CD45RA de superficie
(Hintzen RQ y col., 1994). Considerando que los linfocitos T CD4+ de tipo virgen CD45RA+CD27+
también disminuyen durante la infeccion crénica por 7. cruzi, es posible que ocurra un fenémeno de
desregulacion T CD4+ que afecte particularmente la via de sefializacion de CD27. Para comprobar
esta hipdtesis, se determind el nivel de linfocitos T CD4+CD27+ circulantes, observandose
reduccidn del porcentaje relativo de células con este fenotipo en los individuos infectados que se
correlaciond positivamente con el porcentaje de células CDI19+CD27+, sugiriendo que la
disminuciodn de las células T CD4+ activadas afecta negativamente la proliferacion y maduracion de

los linfocitos B dependiente de los linfocitos T CD4+ a nivel del CG.

La mayor expresion del CD27 directamente implicada en la activacion de células T via el complejo
TCR/CD3 genera una forma soluble de la molécula (sCD27) que puede ser encontrada luego en la
sangre y fluidos corporales, particularmente en las infecciones virales cronicas, enfermedades
autoinmunes y linfomas de c¢lulas B (Loenen WA y col, 1992; Hintzen RQ y col., 1991; van Oers
MHy col., 1993; Huang J y col., 2013; Dekkers PE y col., 2000), constituyendo un pardmetro clinico
con valor pronostico independiente (Tadmor T y Polliak A, 2012). En este trabajo se estimaron los
niveles séricos de sCD27 en los individuos cronicamente infectados con 7. cruzi, hallindose niveles
séricos mas altos en los individuos con cardiomiopatia chagésica cronica respecto a los otros grupos
de individuos infectados y controles. Estos resultados sugieren que el clivaje de la molécula CD27
de membrana por la accion de metaloproteasas no constituye un mecanismo importante que afecte
las células B y T activadas de sangre periférica en etapas tempranas de la infeccion crénica (Kato K
y col., 2007; Khokha R y col., 2013). El hallazgo de altos niveles de sCD27 en asociacién con
cardiomiopatia chagasica resulta de gran interés por su potencial utilidad para el monitoreo de la
progresion de la enfermedad en dreas endémicas para Chagas, ya que la técnica de ELISA es mucho
mas simple y econdmica, y requiere menor equipamiento que la citometria de flujo. Finalmente, el

analisis del perfil fenotipico de las poblaciones de linfocitos T CD4+ y B circulante en sangre
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periférica no permite establecer si la disminucidn de las células CD27+ observada en los individuos

con infeccion crénica por 7. cruzi sea en parte el resultado de una regulacion negativa del CD27.

La activacion policlonal de linfocitos B y la produccion de anticuerpos dirigidos contra un amplio
rango de estructuras conservadas es considerada crucial para evitar la rapida multiplicacion del
parasito durante la etapa temprana de la infeccion. Se ha propuesto que la activacion policlonal de
linfocitos constituye el principal mecanismo de via de escape a la respuesta humoral y de
desregulacion inmunologica durante la etapa aguda, promoviendo la generacion de anticuerpos
irrelevantes en desmedro de anticuerpos especificos, fendomeno fundamental para el establecimiento
de la infeccion cronica (Minoprio P y col., 1989). La activacidn policlonal B inducida por el parasito
resulta en hipergamaglobulinemia con generacidén de anticuerpos especificos contra antigenos del
parésito y propios del huésped (Minoprio P y col., 1988). Diferentes autores coinciden en que los
anticuerpos generados durante la etapa aguda de la infeccidn con 7. cruzi, tanto en humanos como
en ratones, ejercen un rol protectivo, dependiendo de su capacidad litica para lograr la eliminacion
de los trypomastigotes de sangre periférica (Kierszenbaum F y Howard JG, 1976; Almeida IC y col.,
1991; Krettli AU y Brener Z, 1976).

El Trypanosoma cruzi es una especie heterogénea, y las variaciones genéticas entre pardsitos
influencian las caracteristicas de virulencia y patogenicidad de los aislamientos parasitarios. Las
cepas de 7. cruzi han sido clasificadas en unidades de tipificicacion discretas (DTUs I-VI) asociadas
con la distribucidn geografica y ciclos de transmisidn (Zingales B y col., 2012). Se ha demostrado
que la diversidad genética del parasito se relaciona con el patrén de respuesta inmune humoral y la
evolucidn de infeccion en seres humanos (dos Santos DM y col., 2009; Zingales B y col., 2012).
Diferentes autores de Argentina, Brasil y Colombia han mostrado que los anticuerpos capaces de
neutralizar los trypomastigotes son subclases IgG1 e IgG3, potentes inductores de complemento y
citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (Cerban FM y col., 1993; Morgan J y col., 1996;

Cordeiro FD y col., 2001; Flechas ID y col., 2009; Nunes DF y col., 2013). Las subclases IgG1 e
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IgG2 especificas contra 7. cruzi predominan en los individuos con cardiomiopatia chagasica crénica
de México (Hernandez-Becerril N y col., 2001). En concordancia con lo descrito por Cerban y col.,
en nuestra poblacion predomina la reactividad sérica IgG1 e IgG3 especifica para antigenos de T.
cruzi, con menor reactividad IgG2. Sin embargo, la técnica de ELISA utilizada en nuestro
laboratorio fue poco sensible para detectar reactividad IgG4 especifica contra 7. cruzi, posiblemente
relacionado con su menor concentracidon en sangre periférica respecto a los otros isotipos de IgG.
Por otro lado, no se observaron las diferencias en los niveles de anticuerpos entre individuos
asintomaticos y en etapas tempranas de compromiso del sistema de conduccidn cardiaco descrito
por estos autores. Estos resultados aparentemente discordantes pueden deberse a los diferentes
preparaciones antigénicas utilizadas en los ensayos y los diferentes DTUs del parasito circulantes
en cada area (dos Santos DM y col., 2009).

Varios estudios han mostrado que las células B de memoria IgG+ clésica e IgG+CD27-IgD-
expresan prefencialmente distintas subclases de IgG, sugiriendo un rol diferente para cada tipo
celular durante la respuesta inmune secundaria (Wu y col., 2011; Fecteau y col., 2006; Wei y col.,
2007; Berkowska y col., 2011). Las células de memoria clasica expresan principalmente I1gG1 e
IgG2, con menor expresion de IgG3 e IgG4. En cambio, las células IgG+CD27-IgD- expresan
principalmente IgG1 e IgG3, con poca IgG2 y ausencia de 1gG4 (Fecteau y col., 2006; Wirths, S.,
and A. Lanzavecchia. 2005; Wei C y col., 2007; Berkowska y col., 2011; Wu YC y col., 2011). Es
interesante destacar que nosotros observamos expansion de las células B de memoria IgG+CD27-
IgD- en los individuos infectados con 7. cruzi, en concordancia con la mayor reactividad sérica IgG1
e IgG3 contra el parésito, sugiriendo el potencial rol de las células B con este fenotipo en la
produccion de los anticuerpos liticos. Estos resultados sugieren que las células B de memoria
IgG+CD27-IgD- estarian involucradas en la produccidon de anticuerpos liticos IgGl y IgG3

especificos para T. cruzi. Para resolver este punto seria necesario determinar si las células B
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IgG+CD27-IgD- son productoras de las inmunoglobulinas IgG1 e IgG3 anti-T. cruzi, y si éstas

reconocen antigenos parasitarios y/o moléculas propias del huésped.

La expansion de las poblaciones con fenotipo CD27+IgD- y CD27-1gD- luego de la estimulacion
policlonal in vitro indica que las células B de memoria periféricas conservan la capacidad de
respuesta y diferenciacidon a células plasmaticas con produccidn de anticuerpos policlonales. La
escasa produccion de anticuerpos IgG T. cruzi-especificos por las células B circulantes in vitro
contrasta con los altos niveles de IgG sérica detectados en pacientes con infeccion cronica. Aunque
es posible que la infeccion afecte particularmente la poblacion de células B de memoria clasica
circulantes especificas para el parasito, a modo de eliminacion clonal (Zuiiiga E y col., 2002), las
cclulas B especificas podrian perder la capacidad de secretar anticuerpos especificos una vez
liberadas a la circulacion. También es posible que las condiciones experimentales utilizadas en los
ensayos in vitro no sean las adecuadas para estimular la secrecion de anticuerpos especificos (Zabel
F y col., 2013). Finalmente, las células B de memoria especifica podrian permanecer confinadas en

los tejidos linfoides, con escasa o limitada circulacion en la periferia.

La respuesta inmune adaptativa requiere la cooperacion entre linfocitos B y T a través de pares de
receptores/ligandos involucrados en la sefializacion bidireccional entre ambos tipos celulares
mediante los cuales pueden monitorear y responder a estimulos del medio ambiente. (Clark EA y
Ledbetter JA, 1994). Estos receptores y ligandos, conocidos como moléculas de co-sefializacion,
son vitales para la diferenciacion, reconocimiento y funcion celular. Se ha propuesto los linfocitos
activan solo parcialmente en respuesta a la interaccion con el complejo antigeno-receptor (Sefial 1),
y para su Optima activacion requieren de una segunda sefial a través de las moléculas de co-
sefalizacion (Sefial 2) (Lafferty y Cunninham, 1975). La expresion de las moléculas de co-
sefializacidn se encuentra altamente regulada y es especifica para cada localizacion y estadio celular
de las diferentes células del sistema inmune, orquestando el tipo de respuesta celular. El andlisis

funcional de las moléculas de co-sefializacion indica que algunas ejercen accion co-estimulatoria
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mientras que otras son co-inhibitorias (Zhu Y y col., 2011). Las moléculas de co-sefializacién, tanto
co-estimulatorias como co-inhibitorias, actian como moduladoras de la respuesta inmune celular,
regulando la magnitud y el direccionamiento de la misma. Se ha descrito que la eliminacion de las
moléculas co-inhibitorias frecuentemente conduce a enfermedades autoinmunes asociadas con
hiperactivacion de células T. El estudio de las moléculas de co-sefializacion celular inmune ha
permitido separarlas en varias familias de genes como por ejemplo, la superfamilia del factor de
necrosis tumoral (TNF) y de las inmunoglobulinas (Ig), entre otras. La molécula CD86 es una
inmunoglobulina transmembrana que pertenece a la familia de ligandos B7 expresada
constitutivamente en células dendriticas, macrofagos y linfocitos B en estado de reposo, y aumenta
su expresion luego de la activacion por sefiales inflamatorias o antigénicas. Esta molécula posee un
rol importante tanto en la activacion como regulacidn de la tolerancia de linfocitos T. En asociacion
con la sefial primaria antigeno-MHC-II/TCR, la interacciéon de la molécula CD86 con el receptor
CD28 provee sefiales co-estimulatorias que promueven la activacion y sobrevida de los linfocitos T.
En cambio, la interaccion de CD86 con CTLA-4 provee sefiales inhibitorias que limitan, terminan
y/o atenuan la respuesta celular T ante un antigeno fordneo (Greenwald RJ y col., 2005). Sin
embargo, se ha demostrado que la ausencia de CD86 afecta la formacidén de CG, la generacion de
cClulas de memoria, la SHM y el CSR, sugiriendo que la sefializacion a través del CD86 es
bidireccional en los linfocitos B y T, ¢ influye en la magnitud y calidad de la respuesta celular B
(Rau FC y col., 2009). En la infeccidén experimental por 7. cruzi, Miyahira y col. han descrito
exarcerbacion de la parasitemia y 100% de mortalidad de ratones transgénicos que no expresan
CD28, y la vacunacion con DNA parasitario no induce respuesta T CD8+ protectora como la
observada en ratones normales. Ademas, la estimulacion in vitro de esplenocitos y células T CD8+
provenientes de ratones CD28- infectados con antigeno de 7. cruzi resulta en una deficiente
produccion de IFN-y. Por otro lado, el bloqueo de las moléculas CD80 y CD86 in vivo mediante la

administracion de anticuerpos especificos a ratones normales infectados por 7. cruzi también generd
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exacerbacion de parasitemia y 100% de mortalidad, sugiriendo que la sefializacion a través de la via
CD28-CD80/CD86 es critica para conferir resistencia a la infeccidon por 7. cruzi (Miyahira Y y col.,
2003). En la infeccidn cronica humana se ha demostrado que la estimulacién in vitro de PBMC con
antigeno soluble de 7. cruzi induce la expresion de CD80 y CD86 en células CD19 (Fares RCG y
col., 2013). En nuestro trabajo no se detectaron cambios en los niveles de expresion de CD86 en
los linfocitos B periféricos ex-vivo, indicando su estado de reposo inmunoldgico, a pesar de la
persistencia de ADN parasitario en sangre periférica de pacientes demostrada por diferentes autores
(Burgos JM y col., 2010). Un resultado similar fue observado con la molécula CD69 (lectina de tipo-
C), utilizado como marcador de activacion de leucocitos e involucrado en la patogénesis de varias
enfermedades inflamatorias crénicas. Se ha descrito que ratones deficientes en CD69 poseen una
elevada susceptibilidad a diferentes enfermedades inflamatorias, particularmente aquellas mediadas
por linfocitos Th17 (Gonzalez-Amaro R y col., 2013). En base a nuestros resultados y lo observado
en el modelo murino, es posible que las células B especificas para el pardsito estan pobremente
representadas en sangre periférica de individuos infectados por 7. cruzi, lo que explicaria en parte
que no se observen alteraciones en los niveles de marcadores de activacidon temprana de las células

B periféricas.

Los receptores/ligandos perteneciente a la superfamilia TNF consisten en aproximadamente 50
proteinas solubles y de membrana altamente conservadas en todos los mamiferos con capacidad
moduladora de la funcién celular. La mayoria de estas moléculas pueden ejercer una gran variedad
de funciones como promover o inhibir la proliferacion y diferenciacion celular, inducir la sobrevida
0 apoptosis, y producir citoquinas y/o quemoquinas. (Croft M y col., 2012). En particular, los
receptores CD95 (Fas), CD40 y CD27, expresados por los linfocitos B, y sus ligandos CD95L
(FasL), CD40L o CD154 y CD70 expresados por los linfocitos T activados poseen roles esenciales

en el desarrollo de una correcta respuesta inmune.
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En el desarrollo de la respuesta B antigeno-especifica, la molécula CD95 posee una participacion
crucial para la disminucion de la intensidad de la respuesta inmune durante la fase de contraccion,
ya que induce apoptosis de la células B activadas a través de la interaccidon con su ligando CD95L
expresado por las células T a nivel del CG. La ausencia de CD95 bloquea la seleccion de células B
con alta afinidad en el CG, sugiriendo que esta molécula es importante para la seleccidon clonal
(Takahashi YH y col., 2001). En modelos experimentales de infeccion aguda por 7. cruzi se ha
descrito que las células B activadas expresan mayores niveles de Fas y FasL, haciéndolas mas
susceptibles al fratricidio mediado por apoptosis (muerte de células B por células B). El bloqueo de
FasL mediante la administracion de un anticuerpo especifico in vivo aumenta la respuesta humoral
especifica contra el parasito, sin afectar la tolerancia del huésped (Acosta-Rodriguez EV y col.,
2007). En la infeccion humana no se observaron cambios en las proporciones de linfocitos B CD95+
en individuos infectados, aunque se detectdé mayor intensidad de fluorescencia en la poblacion
celular CD19+CD27- de individuos asintomaticos respecto de individuos con alteraciones ECG sin
cardiopatia y controles. Un patréon de expresion similar ha sido descrito en pacientes con SLE,
habiéndose sugerido que la expresion de CD95 en células CD19+CD27- denota un fenotipo activado
de células de memoria, proponiéndose su utilizacion como biomarcador de actividad de la
enfermedad (Jacobi AM y col., 2008). También se ha descrito doble expresion de Fas/FasL y
apoptosis en asociacion con altos niveles de produccion de TNF-a y baja respuesta proliferativa en
PBMC de individuos con enfermedad de Chagas cronica con compromiso cardiaco (Rodrigues V' y
col., 2008). Teniendo en cuenta que apoptosis es un mecanismo inmuno-regulatorio que se acciona
para controlar la expansion excesiva de los linfocitos B activados, es probable que la mayor
expresion de CD95 constituya un mecanismo inducido por el parasito para interferir con la respuesta
protectora de los anticuerpos liticos producidos por las células B de memoria CD27-.

Otros autores han descrito niveles similares de Fas/FasL y caspasa-3 en linfocitos T CD4+ en

individuos infectados cronicamente con 7. cruzi, aunque con mayor expresion de anexina-V
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independientemente del grado de compromiso cardiaco (Keesen TSL y col., 2012). En concordancia
con lo descrito por Keesen y col., en nuestro grupo de estudio tampoco se detectaron cambios en los
niveles de expresion de CD95 en los linfocitos T CD4+, independiente de la expresion o no de
CD27. Sin embargo, en un estudio previo de nuestro laboratorio focalizado en diferentes
subpoblaciones de linfocitos T CD4+ se observd mayor expresion de caspasa-3 en linfocitos T CD4+
efectores y virgenes en asociacion con cardiopatia chagasica cronica, no encontrandose alteraciones

en estadios mds tempranos (Albareda MC y col., 2009).

La molécula de CD40 se expresa constitutivamente en las células B, células dendriticas, macrdéfagos,
c¢lulas endoteliales y basofilos, mientras que su ligando CD40L (CD154) es inducible en las células
B y T activadas, entre otras. (Croft M y col., 2012). La sefializacién a través de la via CD40
promueve la formacion de CG, maduracion de la afinidad de la molécula Ig y diferenciacion hacia
cclulas B de memoria (Elgueta R y col., 2009). En nuestro estudio se observo aumenta del porcentaje
de células CD19+CD40+ en los individuos infectados asintomaticos (GO0), pero el andlisis del MFI
de CD40 no mostro cambios entre los grupos infectados y respecto de los controles. En contraste,
no se detectaron cambios en el porcentaje de células CD4+CD154+ en los infectados; sin embargo,
los niveles de MFI de CD154 fueron mayores en individuos del grupo GO respecto del grupo G1.
La falta de correlacidon de la MFI de CD40 en células CD19+ con la MFI de CD154 en células CD4+
observada en los individuos infectados sugiere un fendmeno de desregulacion de la via
CD154/CD40, que se desarrollaria previamente al desarrollo de sintomatologia cardiaca. Otros
autores han evaluado la expresidon ex-vivo de CD40L en células T CD4+CD25+ (T regulatorias), no
detectando diferencias entre individuos infectados asintomaticos, con enfermedad chagasica cronica
cardiaca y controles, aunque describen aumento de células T CD4+CD25+CD40L+ luego de la
estimulacidn con antigenos de 7. cruzi in vitro (de Araujo FF y col., 2011). Es posible que la baja

produccion de anticuerpos especificos para 7. cruzi observado en los ensayos de estimulacion in
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vitro en este trabajo se relacione con este tltimo fendmeno a través de un mecanismo de regulacion

negativa de las células B de memoria especifica.

La molécula CD27 es una glicoproteina trans-membrana presente en la superficie de los linfocitos
B, T y NK activadas. El ligando de CD27 es la molécula CD70 expresada en la superficie de las
linfocitos T CD4+ y CD8+, NK, B y dendriticas entre otras (Croft M y col., 2012). Mientras que la
maduracion de los linfocitos B a células de memoria involucra la interaccion del receptor CD40 con
su ligando CD154 expresado por los linfocitos T CD4+, la diferenciacion a células plasmaticas y
produccion de Igs de larga vida depende de la interaccion CD27/CD70 (Agematsu K, 2000; Jacqout
S, 2000; Nolte MA y col., 2009). Utilizando ratones transgénicos que expresan constitutivamente
CD70, Beishuizen y col. han descrito que la expresion de esta molécula induce la expresion de FasL
en las células T y facilita su entrada en los foliculos B. Las células T co-expresando CD70 y FasL
interfieren con la diferenciacion de células B induciendo su apoptosis ¢ interfiriendo con la correcta
formacion del CG y produccion de IgG. El tratamiento de los ratones transgénicos con un anticuerpo
anti-CD40 no corrigié el defecto en la de producciéon de anticuerpos, sugiriendo que la regulacion
negativa de la respuesta IgG por sobreexpresion de CD70 no involucra la via CD40/CD40L
(Beishuizen CRL y col., 2009). En ensayos de estimulacion in vitro de células T CD4+ aisladas de
individuos con linfoma de células B no-Hodking se observd que el TGF- induce la expresion de
CD70 y regula negativamente la expresion de CD27 a través del mecanismo de clivaje, provocando
el aumento de células T CD4+CD70+ y CD4+CD27-CD70+ y acumulacion de sCD27 en el medio
de cultivo. La liberacién de sCD27 es atenuado por el tratamiento de los cultivos con anticuerpos
anti-CD70, sugiriendo que el mecanismo de clivaje que conduce al agotamiento de células T CD4+
de memoria efectora es dependiente de la expresion de CD70 (Yang ZZ y col., 2014). En la infeccion
experimental por 7. cruzi, el andlisis de TGF-B en tejidos cardiacos por RT-PCR mostro niveles
normales, mientras por inmuno-histoquimica se detecté aumento del nimero de células TGF-f+

(Gonzéalez MN y col., 2013; Zhang L y Tarleton RL, 1996). Estudios mas recientes han demostrado
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que los linfocitos B producen mayor expresion de TGF-f en la infecciéon crénica humana
independientemente del grado de compromiso cardiaco (Fares RCG y col., 2013;). Otros autores
han demostrado ademas la participacion del TGF-f3 en el desarrollo de la cardiomiopatia chagésica
a través de la regulacion de la invasidn y ciclo intracelular del parésito, modulacion de la respuesta
inflamatoria, fibrosis y remodelacién cardiaca (Araujo-Jorge TC y col., 2008). Es probable que la
mayor expresion de CD70 en células T CD4+ periféricas de individuos asintomaticos observada en

el presente trabajo se relacione con el aumento de la expresion de TGF-f descrito anteriormente.

En resumen, en este trabajo se demostré que la infeccion crénica por 7. cruzi altera el perfil
fenotipico del compartimiento celular B circulante en sangre periférica ex-vivo, con reduccion de la
poblacion de memoria IgG e IgM clésica, células plasmaticas y células B precursoras, mayor
expresion de CD40, aumento de las células de memoria CD27- activadas (CD95+) y virgenes, y
limitada capacidad de produccion de anticuerpos especificos contra el pardsito in vitro. También se
demostrd aumento de la expresion de CD70 y CD154 en poblacién T CD4+ y reduccion de células
T CD4+CD27+, indicando la posible participacion de un mecanismo de desregulacién que afecta
ambas poblaciones celulares. Esta desregulacion podria ser responsable de la generacion de una
respuesta humoral y celular defectiva que interfiere con la eliminacion del 7. cruzi, resultando en
persistencia parasitaria y generacion de un proceso inflamatorio crénico a nivel de los tejidos

afectados.
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6.CONCLUSION

Los resultados presentados en este trabajo de tesis han permitido ampliar el conocimiento acerca
del impacto de la infeccion por 7. cruzi sobre el perfil fenotipico de la poblacion celular B y su
relacion con la poblacion de linfocitos T CD4+ circulantes en sangre periférica de individuos

cronicamente infectados por el parasito.

e Laevaluacidn de las 4 principales poblaciones de los linfocitos B circulante demostro6 por primera
vez que la infeccidn cronica por 7. cruzi induce la disminucién de células CD19+CD27+IgD+/-

y aumento de las células CD19+CD27-1gD+.

e El andlisis de la expresion diferencial de IgD, IgG e IgM reveld la participacion de
subpoblaciones celulares B en distintos estadios de maduracion y diferenciacion en el

estrechamiento de la poblacion de células CD19+CD27+:

o Células B de memoria IgG+ clasica, IlgM+ y con cambio de isotipo (IgM-).

o Células B precursoras.

o Células plasmaticas.

e La expresion diferencial de IgD, IgG e IgM también permitié identificar expansion de

subpoblaciones celulares con diferente funcionalidad que comparten el fenotipo CD19+CD27-.

o Células B virgenes IgM+IgD+.

o C¢élulas B de memoria IgG+IgD-.

e El analisis de la expresion de CD27 en la poblacion de células T CD4+ mostré marcada reduccion

de células CD4+CD27+.
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La correlacion entre la disminucion de células T CD4+CD27+ y CD19+CD27+, en ausencia de
cambios en la poblacion de células IgM+CD27+IgD+ sugiere que la reduccion de células B

CD27+ resulta de una deficiente respuesta T CD4+.

Como la contraccion de las células CD19+CD27+ precede el desarrollo de signos clinicos de
compromiso cardiaco y la perdida de células T especificas para 7. cruzi secretoras de IFN-y se
asocia a estadios mas avanzados de la enfermedad, también es posible que la alteracion en las

células B sea la causa de la desregulacion de la respuesta celular T.

Los ensayos de estimulacién de PBMC in vitro mostraron que las células B de memoria que
persisten en la circulacion responden exageradamente a un estimulo policlonal pero son incapaces
de generar una respuesta IgG especifica sustancial, apoyando la hipotesis de que la mayoria de

las células B circulantes no son especificas para el parasito propuesta por otros autores.

El aumento de células CD19+ CD40+ y la mayor expresion de CD154 y CD70 en los linfocitos
T CD4+ de los individuos asintomaticos indican la existencia de un fenémeno de desregulacion

a nivel de la co-sefializacion celular B —T.

La ausencia de cambios significativos en los niveles de sCD27 en estadios asintomatico y con
alteraciones electrocardiograficas leves indica la baja probabilidad de que las metaloproteasas

ejerzan un rol importante en la disminucion del receptor CD27 de membrana de los linfocitos.

Los individuos con cardiomiopatia chagasica cronica tienen elevados niveles séricos de sCD27,
indicando su potencial valor como marcador inmunolégico de progresion de la enfermedad en

areas endémicas.
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8.ABREVIATURAS
ADN Acido Desoxirribonucleico
APC Célula presentadora de antigeno profesional
BCR Receptor de linfocito B
CD Cluster de diferenciacion
CDC Centro para el Control y la Prevencion de Enfermedades
CDR Regiones determinantes complementarias
CG Centro germinal
CSR Recombinacidn del isotipo de inmunolgobulina
CTL-4 Proteina asociada a linfocitos T citotoxicos-4
CVID Inmunodeficiencia comun variable
DS Desvio standard
DTU Unidades de Tipificacion Discretas
ECG Electrocardiograma
ELISA Ensayo por Inmunoabsorcion Enzimatico
ELISPOT Ensayo por Inmunoabsorcion Enzimatico en Membrana
Fc Fraccion constate de la inmunoglobulina
HAI Hemaglutinacion Indirecta
HLA Antigeno leucocitario humano
IFI Inmunofluorescencia indirecta
IFN-y Interferén gamma
Ig Inmunoglobulina
IgV Fraccidn variable de la inmunoglobulina
IL Interleuquina
INP Instituto Nacional de Parasitologia
ITAM Inmunoreceptor con motivos de activacion basados en tirosina
ITIM Inmunoreceptor con motivos de inhibicion basados en tirosina
kDa Kilo Daltons
LIT Infusion de Higado y Triptosa
Lyn Tirosina quinasa de la familia de Src
MDR-TB Tuberculosis multi-resistente a drogas
MFI Intensidad de fluorescencia media
MHC Complejo mayor de histocompatibilidad
MO Meédula 6sea
MZ Zona marginal
NK Células natural killer
NO Oxido nitrico
PAMP Patrones moleculares asociados a patogenos
PBMC Células Mononucleares de sangre periféricas
PBS Fosfato Buffer Salino
PCR Reaccion en Cadena de la Polimerasa.
PHA Polihidroxialcanoatos
PIRB Receptor B del tipo inmunoglobulina que reconoce la porcion Fe de la IgG
PRR Receptores de reconocimiento de patrones
RA Artritis reumatoidea
Rx Radiografia de torax
SFB Suero fetal bovino
SHM Hipermutacidn somatica
SLE Lupus eritomatoso sistémico
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ABREVIATURAS

Syk

T. cruzi
TCR
Tfh
TGF
Th
TLR
TNF
XLP

Tirosina quinasa del bazo

Trypanosoma cruzi

Receptor de linfocito T

Células T colaboradora folicular

Factor de crecimiento transformante

Célula T colaboradora

Receptor del tipo toll

Factor de Necrosis Tumoral.

Sindrome linfoproliferativo ligado al cromosoma X
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9.ANEXO

9.1.Produccion cientifica

Disturbances of the peripheral B lymphocyte compartment in human chronic Chagas disease

Fernandez ER, Olivera GC, Gonzalez MN, Hernandez-Vazquez Y, Sirena N, Moradn L, Ledesma O

and Postan M.

LVI Reunion Cientifica Annual de la Sociedad Argentina de Investigacion Clinica (SAIC). 16-19

Noviembre, 2011, Mar del Plata, Buenos Aires, Argentina. Revista Medicina, Volumen 71.

The hallmark of chronic Chagas disease is the development of cardiac abnormalities in
approximately 30% of individuals infected with Trypanosoma cruzi. In previous studies we have
shown that chronic 7. cruzi infection is associated with abnormalities of CD8+ and CD4+ T cell
compartments, probably as a consequence of chronic antigenic stimulation by persisting parasites.
In this study, we measured the levels of circulating naive and memory B cells in chronic Chagas
disease patients by flow cytometry. Twenty-one patients chronically infected with 7. cruzi (mean
age £SD= 40.35 £13.5 yrs) living in endemic areas with active transmission (SE, n=8) and non-
endemic areas (BA, n=13), were compared with 14 non-infected controls (mean age =SD= 34.31
+10.2 yrs; SE n=8 and BA n=6). The results showed that 7. cruzi-infected patients had higher
percentages of naive (CD19+CD27-IgD+; mean % +SD= 51,8 £+ 15,73) and lower percentages of
memory (CD19+CD27+; mean % +SD= 36,96 + 17.44) B lymphocytes compared to controls (mean
% £SD= 29,22 + 13,67 and 60,78 + 14,22 respectively, p<0.0002), regardless the area of residence.
As disease became more severe, a positive trend in the percentages of naive (P= 0.004) and a
negative trend in the percentages of memory (P=0.008) B cells was found. Furthermore, a reduced
proportion of switched memory B cells (CD19+CD27+IgD-; mean % +SD=26,52+14,44),
associated to T cell-dependent immune responses was observed in patients from SE, and a reduced
proportion of no-switched memory B cells (CD19+CD27+IgD+; mean % +SD=22,21+15,09),

involved in T cell-independent responses, was observed in patients from BA, compared with their
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respective controls (mean % £SD=46,76 11,59 and 40,83+18,95 respectively, p< 0.05). The
accumulation of naive and loss of discrete memory B cell subsets in chronic Chagas disease patients
indicate that 7. cruzi infection modulates the phenotypic profile of the peripheral blood B cell-

compartment. Grant Support: FONCyT PICT 2007 N°1732.
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Abnormal distribution of peripheral B lymphocyte subpopulations in chronic

human Trypanosoma cruzi infection (43.7 P349).

Miriam Postan, Esteban Ferndndez, Mariela Gonzdlez, Yolanda Herndndez Visquez, Natalia

Sirena, Maria Moran, Oscar Ledesma and Gabriela Olivera

The American Asosiation of Immunoligts Annual Meeting. Mayo 4-8, 2012, Boston, MA,

EEUU. J Immunol 2012 188:43.7

In previous studies we have shown that human chronic 7. cruzi infection is associated with
abnormalities of CD8+ and CD4+ T cell compartments, probably as a consequence of chronic
antigenic stimulation by persisting parasites. In this study, we measured the levels of circulating B
cell subsets in 25 patients chronically infected with 7. cruzi and 19 non-infected controls (mean
agetSD=41.0+12.2 and 34.9+10.6 y respectively). The results showed that 7. cruzi-infected patients
had higher percentages of CDI19+CD27-IgD+ (naive; mean%tSD=54.1£16.1) and lower
percentages of CD19+CD27+ (Ag-experienced; mean%+SD=35.8+16.5) B lymphocytes compared
to controls (mean%=+SD=33.8+£15.8 and 55.7+18.0, respectively, p<0.05), with similar levels of
CD69 or CD86 activation markers. The observed memory B cell reduction comprised switched
(IgD-) and no-switched (IgD+) subsets (mean%+SD=17.9+11.2 and 17.9£12.6, respectively) in
relation to controls (mean%+SD=30.9+17.8 and 24.8+16.4, respectively; p<0.05). The proportion
of CDI19+CD27+CDI138+ plasma cells in patients was lower than in the controls
(mean%+SD=5.0+£3.6 and 26.4+27.1 respectively; p<0.05), with no differences in CD19+CD10+
cell levels (immature; mean%+SD=5.6+4.7 and 4.343.3, respectively). The accumulation of naive
and loss of memory B cell and plasma cell subsets in chronic Chagas disease patients indicate that 7.
cruzi infection affects the phenotypic profile of the peripheral blood B cell-compartment. Support:

FONCyT PICT 2007 N°173
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Chronic infection with trypanosoma cruzi alters the phenotypic profile of circulating memory

B cells in humans (MPF2P.812)

Miriam Postan, Luz Quebrada Palacio, Yolanda Herndndez-Vasquez and Esteban Ferndndez

The American Asosiation of Immunoligts Annual Meeting. Mayo 2-6, 2014, Pittsburg, PA,

EEUU. J Immunol 2014 192:67.11

Trypanosoma cruzi was shown to induce the loss of parasite-specific IgG-producing B cells during
the acute infection of mice, which was proposed to hamper B cell responses and favor parasite
replication and chronicity (Zuiliga et al. 2002). Herein, we measured the levels of circulating
memory and MZ-like B cells in 12 individuals chronically infected with 7. cruzi and 9 healthy
controls based on the expression of CD19, IgM IgD, IgG, and CD27. T. cruzi-infected individuals
had significantly lower percentages of IgM+IgD-CD27+ (IgM-only), IgM-IgD-CD27+ (isotype-
switched) and IgG+IgD-CD27+ memory B cells compared to controls (p<0.05). Also, the
percentage of IgM+IgD+CD27+ (MZ-like) B cells was reduced in infected individuals while the
proportion of IgG+IgD-CD27- memory B cells was increased (p<0.05). The levels of memory B
cells were further analyzed according to ECG findings in infected individuals (asymptomatic [ASY]
and chronic Chagas heart disease [CHD]). IgG+IgD-CD27+, IgM+IgD-CD27+ and IgM-IgD-
CD27+ B cells were significantly reduced in the ASY group compared to controls (p<0.05); CHD
individuals had decreased levels of IgM-IgD-CD27+ and IgM+IgD-CD27+ B cells (p<0.05).
Altogether, our data indicate that chronic exposure to 7. cruzi modulates the phenotypic profile of
the peripheral blood CD19+ B cell compartment in humans, and that some of the defects develop
early in the infection, prior the onset of heart symptoms. Supported by Argentinian

MINCYT/FONCYT PICT 2010-2148
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Altered Distribution of Peripheral Blood Memory B Cells in Humans Chronically Infected

with Trypanosoma cruzi.

Fernandez ER, Olivera GC, Quebrada Palacio LP, Gonzalez MN, Hernandez-Vasquez Y, Sirena

NM, Moran ML, Ledesma Patinio OS, Postan M.

PL0SOne. 2014 Aug 11; 9(8) :e104951. doi:10.1371/journal.pone.0104951. PMCID: 4128741.

Numerous abnormalities of the peripheral blood T cell compartment have been reported in human
chronic Trypanosoma cruzi infection and related to prolonged antigenic stimulation by persisting
parasites. Herein, we measured circulating lymphocytes of various phenotypes based on the
differential expression of CD19, CD4, CD27, CD10, IgD, IgM, IgG and CD138 in a total of 48 T.
cruzi-infected individuals and 24 healthy controls. Infected individuals had decreased frequencies
of CD19+CD27+ cells, which positively correlated with the frequencies of CD4+CD27+ cells. The
contraction of CD19+CD27+ cells was comprised of IgG+IgD-, IgM+IgD- and isotype switched
IgM-IgD- memory B cells, CD19+CD10+CD27+ B cell precursors and terminally differentiated
CD19+CD27+CD138+ plasma cells. Conversely, infected individuals had increased proportions of
CD19+1gG+CD27-1gD- memory and CD19+IgM+CD27-IgD+ transitional/naive B cells. These
observations prompted us to assess soluble CD27, a molecule generated by the cleavage of
membrane-bound CD27 and used to monitor systemic immune activation. Elevated levels of serum
soluble CD27 were observed in infected individuals with Chagas cardiomyopathy, indicating its
potentiality as an immunological marker for disease progression in endemic areas. In conclusion,
our results demonstrate that chronic 7. cruzi infection alters the distribution of various peripheral
blood B cell subsets, probably related to the CD4+ T cell deregulation process provoked by the

parasite in humans.
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