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Parte de los resultados expuestos en este trabajo de Tesis, en particular en
el capitulo 4. Expansion y deteccion ex vivo de linfocitos T de memoria
especificos contra T. cruzi de pacientes con enfermedad de Chagas cronica,
fueron publicados en la revista PLoS ONE el 26 de mayo de 2017, bajo el titulo
“Methodological approach to the ex vivo expansion and detection of T.
cruzi -specific T cells from chronic Chagas disease patients” (Acevedo,
Gonzalo R; Longhi, Silvia A; Bunying, Alcinette; Sabri, Nazila; Zago, P;
Santos, Radleigh; Judkowski, Valeria A; Atienza, Augusto; doi:
10.1371/journal.pone.0178380).

El trabajo “Descubrimiento guiado por bioinformatica de nuevos
epitopes de Trypanosoma cruzi reconocidos por linfocitos T CD4*y CD8* de
pacientes con enfermedad de Chagas cronica”, elaborado a partir de
resultados mostrados en el capitulo 5. Aproximacion bioinformatica al
descubrimiento de epitopes de T. cruzi reconocidos por linfocitos T de
pacientes con enfermedad de Chagas cronica, fue galardonado con el Premio
Leonardo Satz al mejor trabajo en Inmunologia de la Sociedad Argentina de
Inmunologia, durante la Reuniéon Conjunta de Sociedades de Biociencias, en
Noviembre de 2017.
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Resumen

La respuesta inmune celular, y en particular la mediada por linfocitos T,
juega un rol fundamental en el control de la infeccién por Trypanosoma cruzi.
En pacientes con infeccion crénica ha demostrado estar relacionada con la
progresion desde el estadio asintoméatico a la cardiopatia chagasica. No
obstante, la complejidad del parasito y de su interaccion con el sistema inmune
del hospedero dificultan la identificaciébn y caracterizacién de epitopes
activadores de linfocitos T. En este contexto, el estudio de la respuesta frente a
la infeccién por T. cruzi es de interés estratégico, y en particular, el uso de
métodos novedosos para el analisis de respuesta inmune celular desarrollada por
el paciente en la fase cronica de la enfermedad de Chagas podria aportar
elementos de valor para el desarrollo de vacunas profilacticas y/o terapéuticas, y

el disefio de tratamientos de inmunointervencion.

El objetivo general de este trabajo de Tesis fue el estudio de la respuesta
inmune de memoria mediada por linfocitos T generada frente a la infeccién por

T. cruzi en humanos, y se abordd mediante dos estrategias complementarias.

La primera implico el desarrollo de un protocolo para la expansion ex
vivo de linfocitos T de memoria especificos contra el parasito, a partir de la
estimulaciéon in vitro de células de sangre periférica de pacientes con
enfermedad de Chagas crénica, con y sin sintomatologia cardiaca. La respuesta
especifica de los cultivos se midié como proliferacion celular y secrecién de
IFN-y y GM-CSF. En primera instancia, se logr6 determinar que cuando la

poblacion de partida son células mononucleares totales, la duracién de la



Resumen.

estimulacion inicial con lisado del parasito tiene una relacion directa con la
expansion (en nuestro caso, indeseada) de linfocitos T virgenes activados in
vitro, que no tienen relacién con la respuesta inmune generada in vivo.
Partiendo de linfocitos T CD4* de memoria separados magnéticamente, se
demostrd que un estimulo inicial con lisado del parasito es ventajoso sobre uno
con un mitdgeno inespecifico, porque expande selectivamente las células
patogeno-especificas, y genera asi lineas policlonales con especificidad estable
en el tiempo. Adicionalmente, se valido la utilizacién de linfocitos B autélogos
inmortalizados como células presentadoras de antigenos de T. cruzi en ensayos
de desafio in vitro. Los resultados destacaron la importancia de la utilizacién de
multiples métodos de deteccion para la seleccion de cultivos con respuesta
especifica. A partir de lineas policlonales generadas a partir de linfocitos T
CD4* de memoria de un paciente asintomatico, se realizé un ensayo de dilucion
limite para generar lineas monoclonales T. cruzi-especificas, de utilidad
inmediata en el estudio de la respuesta T en el contexto de la enfermedad de
Chagas.

La segunda emple6 una estrategia bioinforméatica de prediccion de
epitopes, acoplada a validacion in vitro por ELISPOT para IFN-y en muestras
de CMN de pacientes con enfermedad de Chagas. Se identificaron 7 secuencias
de T. cruzi que son o contienen epitopes T que activan linfocitos T de memoria.
Experimentos con eliminacién magnética de poblaciones celulares mostraron
gue esta respuesta involucra a las poblaciones CD4* y CD8*. Mientras que tres
de los péptidos contienen epitopes ya descritos, los otros 4 contienen epitopes
novedosos. Para uno de los pacientes se demostré que las células secretoras de
IFN-y frente a uno de los péptidos tienen un fenotipo predominantemente Tcwm,
que indica la renovacion activa de esta poblacion especifica in vivo. No se
encontrd relacién entre la respuesta frente a estos epitopes y la existencia de

sintomatologia cardiaca.

Los resultados presentados contribuyen al conocimiento sobre la
respuesta anti-T. cruzi mediada por linfocitos T, en especial en cuanto a los
linfocitos T colaboradores, un campo de investigacion que, al dia de hoy, se

encuentra sub-explorado.

Vi



1. Introduccion.

1.1. Enfermedad de Chagas.

1.1.1. Contexto epidemioldgico y social.

La tripanosomiasis americana fue descrita por primera vez en 1909 por el
cientifico brasilefio Carlos Chagas, quien descubri6 su agente causal, el parasito
protozoario Trypanosoma cruzi, lo asoci6 a la transmision por vectores
hematdfagos (Triatoma spp., entre otros), comprob6 su presencia en reservorios
domésticos y peridomésticos, y describié el ciclo silvestre. EI Dr. Chagas
estudié asimismo las fases aguda y crénica de la enfermedad e inicié la, ain
inconclusa, explicacion de la patogénesis de esta enfermedad (Coura y Borges-
Pereira, 2010). En Argentina, el Dr. Salvador Mazza confirmé la existencia de
casos autdctonos y diagnostico por primera vez, en 1927, un caso agudo en el

pais (Ministerio de Salud de la Nacion).

Mas de un siglo después de su descubrimiento, la enfermedad de Chagas
sigue siendo uno de los principales problemas de salud pablica en América del
Sur y Central, con nimeros aproximados de 6-7 millones de personas infectadas
en el mundo, 100 millones en riesgo de infeccidn, 56 mil nuevos casos por afio
y causando 12 mil fallecimientos anuales (Rodriguez Coura y Albajar Vifas,
2010; OMS, 2017a). Es la principal enfermedad parasitaria del hemisferio
occidental, y su frontera socioeconémica es 7,5 veces mayor que la de la
malaria! (Bern, 2015).

! Comparacion establecida en funcion de DALY (Disability Adjusted Life Years, “afios
de vida ajustados por discapacidad™), utilizado por la OMS para cuantificar este
parametro en funcién de la mortalidad y la morbilidad de la enfermedad.
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La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) la incluye en la lista de las
20 enfermedades tropicales desatendidas (Neglected Tropical Diseases). Esto
implica que, junto con las otras infecciones clinicamente diversas, la
enfermedad de Chagas estd «fuertemente asociada con la pobreza, florece en
ambientes empobrecidos y prospera especialmente en zonas tropicales, donde
[las enfermedades de este grupo] tienden a coexistir». Los ambientes a los que
los vectores se encuentran mejor adaptados y donde sobreviven y se multiplican
suelen estar vinculados a condiciones de vivienda precaria, y esto constituye un
nexo adicional entre enfermedad y pobreza. Asimismo, la OMS también sefala
que estas dolencias «han ocupado un lugar tradicionalmente relegado en las
agendas de salud internacionales. Causan sufrimiento en masas, pero oculto y
silencioso, y a menudo matan, pero no en nimeros comparables a las muertes
causadas por el VIH/SIDA, la tuberculosis y la malaria [...]. Como s6lo son una
amenaza en ambientes de pobreza, tienen baja visibilidad en el resto del
mundo» (OMS, 2010).

La enfermedad de Chagas, como otras enfermedades desatendidas, tiene
elevados costos econdmicos y constituye un obstaculo al desarrollo sustentable
de sus paises endémicos (OMS, 2017b). El costo de la atencion médica de los
pacientes es elevado. Por ejemplo, en 2008, la atencion de pacientes con
enfermedad de Chagas en el sistema de salud puablica costd al estado
colombiano aproximadamente US$ 267 millones (OMS, 2017a). Debe ademés
tenerse en cuenta el impacto directo de la patologia sobre la actividad
econdmica: se estima que representa una pérdida de productividad valuada en
US$ 12 mil millones por afio en los 7 paises mas australes del continente
americano (so6lo en Brasil, se calcula una pérdida minima de US$ 5.6 millones
por afio debidas al ausentismo de trabajadores con la enfermedad), y unos 752

mil dias-trabajo/dia perdidos por muerte prematura (OMS, 2010).

Un componente adicional profundiza la fuerte asociacion entre pobreza y
enfermedad de Chagas: la estigmatizacion y segregacion de los sectores
poblacionales de bajos ingresos y de zonas rurales, especialmente en
comunidades de pueblos originarios, afecta significativamente el acceso a los
servicios de salud. Ademds, en entornos urbanos, se ha demostrado que la
discriminacion laboral (en términos de, por ejemplo, exclusion de la persona
solo por presentar serologia positiva, independientemente de los sintomas)
afiade un nivel de complejidad adicional a la problematica. Este factor resulta en

la reticencia de personas potencialmente infectadas a realizarse las pruebas
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diagndsticas que son requeridas por la parte empleadora, y su consecuente
inclinacién hacia el trabajo informal. Esto a su tiempo redunda en un deterioro
de las condiciones de vida, retroalimentando el vinculo entre la enfermedad y la
desventaja socioecondmica de sectores poblacionales concretos (Ventura-Garcia
etal., 2013).

No fue sino hasta hace poco tiempo que comenz6 a prestarse debida
atencion a un factor, relativamente moderno, que afecta la distribucion de la
enfermedad de Chagas y expande sus fronteras (Schmunis y Yadon, 2010). A
pesar de su cardcter endémico, limitado originalmente por la ecologia del
vector, los fendbmenos migratorios humanos desde areas rurales hacia centros
urbanos, y desde Latinoamérica hacia paises no endémicos han generado
nuevos desafios para el control epidemiol6gico de la enfermedad (Rodriguez
Coura y Albajar Vifias, 2010; Bern, 2015). El estancamiento econdémico y la
represion politica estimularon, a partir de las Gltimas dos décadas del s. XX,
distintas olas migratorias desde los paises latinoamericanos endémicos para
enfermedad de Chagas hacia los paises llamados del primer mundo, otorgandole
caracter de problema de salud puablica globalizado (Schmunis y Yadon, 2010).
Se estima que la prevalencia de la infeccién en el conjunto de los migrantes
latinoamericanos viviendo en Europa es de un 4,2%, mientras que en los EE.
UU. se aproxima en 300 mil el nimero de inmigrantes portadores (Bern, 2015;
Pérez-Molina y Molina, 2017). No obstante, y como factores agravantes, se cree
gue el indice de subdiagndstico es de alrededor del 95%, y los profesionales de
la salud en paises no endémicos carecen de la experticia necesaria para proveer
la atencion adecuada a los enfermos (Stimpert y Montgomery, 2010; Pérez-
Molina y Molina, 2017). También en el contexto de estos movimientos
demogréficos, la enfermedad de Chagas interactla reciprocamente con factores
socioeconémicos, tales como la formalidad laboral y el acceso a los sistemas de
salud publica, para profundizar las desventajas de sectores sociales de por si
desfavorecidos (Rodriguez Coura y Albajar Vifas, 2010). En la Figura 1 se

resumen las vias de transmision de la infeccion de relevancia epidemiolégica.
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Figura 1

Vias mas frecuentes de transmision de T. cruzi. La existencia de un ciclo salvaje con reservorio en
mamiferos silvestres imposibilita la erradicacion total de la enfermedad. A pesar de que el control
vectorial es fundamental para el control epidemioldgico, existen vias independientes del vector que
requieren otros mecanismos preventivos y complejizan el panorama de la enfermedad.

Por todo lo expuesto, puede decirse que la tripanosomiasis americana es
una enfermedad de naturaleza infecciosa, pero fuertemente ligada a factores
politicos, sociales y econémicos, y cuyos efectos son principalmente padecidos
por sectores marginados de la sociedad. Ademas, los fenémenos sociopoliticos
de la actualidad han globalizado la enfermedad, generando nuevos desafios para
su control e incrementando la necesidad de generar herramientas para

combuatirla.

1.1.2. Ciclo de vida e infeccién de Trypanosoma cruzi.

Trypanosoma cruzi es un eucarionte unicelular (protozoario) y es de vida
estrictamente parasitaria. Su ciclo de vida es complejo, y para completarse
requiere de un vector insecto hematdfago (en general, de la famila Reduviidae,
principalmente de los géneros Triatoma y Rhodnius) y un hospedero mamifero.

La Figura 2 ilustra este ciclo a grandes rasgos.

Al alimentarse de un animal infectado, un insecto vector, ingiere junto
con la sangre tripomastigotes (forma extracelular, no replicativa) circulantes y
éstos llegan hasta el intestino medio. Alli se diferencian a la forma epimastigote,

e inicia su replicacion por mitosis. El siguiente paso en el ciclo implica cambios
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que permiten que el parasito salga del ciclo replicativo y se desplace hacia el
intestino posterior del insecto, para adherirse por interaccion hidrofébica a la
cuticula de la pared del 6rgano e iniciar su diferenciacion a la forma
tripomastigote metaciclico, para luego desprenderse y ser excretado junto con
las heces del insecto. La herida que genera el insecto al alimentarse puede
contaminarse con estas heces, constituyendo el punto de entrada mas frecuente
de T. cruzi al hospedero mamifero. Otras posibles vias de ingreso son las
mucosas del aparato digestivo tras la ingesta de alimentos contaminados o el

contacto con la conjuntiva del ojo.

Los tripomastigotes metaciclicos son capaces de invadir una gran
variedad de células nucleadas del organismo de un mamifero (Tyler y Engman,
2001). La interaccion con la célula a invadir se inicia mediante un nimero de
proteinas de membrana que funcionan como ligandos de componentes de la
superficie del parésito. En particular, destacan varios miembros de la
superfamilia gp85/trans-sialidasa (TS) (Weinkauf etal., 2011; Walker et al.,

2014). Proteinas de este grupo, junto con una proteina denominada penetrina,
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Figura 2

Ciclo de vida de T. cruzi. El parasito posee tres formas morfolégicas claramente diferenciables al
microscopio. La forma predominante en el vector es el epimastigote, que es movil, de baja infectividad
y replicativa. En el hospedero mamifero, coexisten dos formas: el tripomastigote (de altas infectividad
y movilidad, no replicativo y de vida extracelular), y el amastigote (de bajas infectividad y movilidad,
replicativo, de vida intracelular).
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unen moléculas de la matriz extracelular y esto también tiene implicancias en el
proceso de invasion. Por otra parte, también se conoce la capacidad de los
tripomastigotes metaciclicos de invadir activamente e infectar el revestimiento
de la mucosa estomacal y duodenal en el contexto de la infeccion oral (Walker
etal., 2014). Un modelo alternativo de invasion, y que segin algunos autores
tendria mayor importancia cuantitativa, implica una via independiente de
lisosomas para el ingreso del paréasito a la célula del hospedero, que depende en
cambio de sefalizacién por fosfatidilinositol 3-kinasas (PI3Ks). De todos
modos, este modelo converge en un paso posterior con el anteriormente
descripto, al unirse el paréasito internalizado envuelto en membrana plasmatica o
endosomas tempranos con lisosomas, en un paso posterior (Burleigh, 2005; De
Souza et al., 2010).

Una forma alternativa del parasito para iniciar la infeccion, y quizas la de
mayor relevancia en la infeccion por piel 0 mucosas externas?, es la infeccion de
fagocitos, especialmente macrdfagos. Al ser fagocitados, los parasitos quedan
inicialmente retenidos en vacuolas parasitoforas, donde son eventualmente
eliminados por el estrés oxidativo mediado por especies reactivas de nitrégeno
(NO vy peroxinitrito). Sin embargo, T. cruzi ha desarrollado, a lo largo de su
evolucion, mecanismos que permiten la detoxificacion de estas especies
(discutidos en mayor profundidad mas adelante) y, a medida que la vacuola
parasitéfora madura para convertirse en fagolisosoma, escapar al citoplasma,
poniéndose a resguardo de los radicales antimicrobianos (Walker et al., 2014).
En este proceso aparecen también involucradas las TS: se sabe que su expresion
en superficie y secrecion por el parasito (que a su vez son mayores en aquellos
que ya pasaron por un ciclo intracelular que en los tripomastigotes metaciclicos)
permite el escape de la vacuola parasitéfora, posiblemente interactuando con el
acido sialico del interior de la misma y facilitando la accién de la hemolisina de
T. cruzi (TcTox), enzima encargada de desorganizar la membrana vacuolar
(Rubin-de-Celis et al., 2006).

Una vez en el citoplasma, el tripomastigote se diferencia a amastigote, y
prolifera formando cumulos denominados pseudoquistes. Los pseudoquistes
suelen crecer hasta ocupar préacticamente todo el volumen de la célula, y los

amastigotes se diferencian nuevamente para convertirse en tripomastigotes

2 Aunque hay controversia respecto de cual es la via predominante, se sabe que ambas,
la invasion activa por parte de T. cruzi y la incorporacién pasiva por el mecanismo de
fagocitosis, estan simultaneamente activas.
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sanguineos. Finalmente, al romperse la membrana de la célula
infectada/pseudoquiste, los parasitos son liberados al medio extracelular,
permitiendo la infeccidén de nuevas células o el acceso al torrente sanguineo,
desde donde podrian potencialmente ser ingeridos por vectores hematéfagos
(Tyler y Engman, 2001; Rassi et al., 2010; Bern, 2015).

1.2. Interacciones entre T. cruzi y el sistema inmune en la infeccién.

Muchos patégenos que establecen infecciones crénicas, como es el caso
de T. cruzi, se caracterizan por una propiedad comun que es crucial para su
supervivencia: la capacidad de evadir y/o modular los mecanismos del sistema
inmune. Es altamente probable que esta caracteristica haya sido adquirida a lo
largo de la historia co-evolutiva del patdégeno y los procesos inmunitarios de su
hospedero. De esta manera, T. cruzi ha evolucionado maneras sofisticadas de
escapar, inactivar o subvertir diferentes componentes del sistema inmune

humano.

A pesar de que los diferentes actores de este sistema funcionan en una
interdependencia estrecha, es util subdividir su estudio para facilitar su
comprension. Asi, se habla por un lado de inmunidad innata para referirse a los
mecanismos celulares y bioguimicos que se encuentran activos incluso antes de
ocurrir una infeccion, y que se caracterizan por responder, esencialmente, de la
misma forma frente a exposiciones reiteradas a un mismo patégeno. Por otro
lado, la inmunidad adaptativa se caracteriza por una respuesta que, idealmente,
aumenta en magnitud y eficacia por la exposicién reiterada a un mismo
patégeno. Se define por dos caracteristicas principales: una especificidad
extremadamente fina por moléculas o partes de moléculas particulares y una
capacidad de “recordar” tales moléculas o partes de moléculas para permitir una

respuesta que aumenta su eficacia frente a la re-exposicion (Abbas et al., 2012).

Los mecanismos funcionales de cada “tipo” de inmunidad estan dados
por sus componentes celulares y moleculares. En el caso de la inmunidad innata
son:

- las barreras fisicas y quimicas de entrada al organismo (epitelios y
moléculas antimicrobianas como las lisozimas de secreciones epiteliales);
- moléculas de la sangre, en particular los factores del sistema del

complemento y otros mediadores de la inflamacion;
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- las células fagociticas (neutréfilos y macréfagos), las células dendriticas y

los linfocitos asesinos naturales (linfocitos NK, por Natural Killers);

-y las citoquinas y quimioquinas, moléculas encargadas de sefalizar y
coordinar mecanismos de la inmunidad innata.
En el caso de la inmunidad adaptativa:
- Linfocitos B y productos secretados por éstos al activarse, principalmente
anticuerpos;
- Linfocitos T.
En funcién de estas distinciones, se revisan a continuacion los diferentes
fendmenos de interaccion entre los componentes del sistema inmune y T. cruzi,

frente a la entrada y persistencia en el organismo del parésito.

1.2.1. T. cruzi y la respuesta inmune innata.
1.2.1.1. Sistema del complemento.

El sistema del complemento consiste en un conjunto de proteinas que
circulan en el plasma sanguineo, y que actlan opsonizando patdgenos,
promoviendo el reclutamiento de células fagociticas al sitio de infeccién y, en
algunos casos, destruyendo de manera directa al patdgeno. Su funcionamiento
estd dado por un mecanismo en cascada, en la cual un precursor enzimatico
(zimdgeno) es activado, convirtiéndose en una proteasa activa capaz de segar el
componente siguiente en la cascada, quien adquiere asi actividad proteolitica y
puede activar al siguiente factor. Se conocen hasta el momento tres vias por las
cuales el primer paso de activacion puede ocurrir, conocidas como las vias
clasica, alternativa y de las lectinas. Todas ellas convergen en la formacion de
un complejo C3 convertasa (aunque la identidad del mismo varia entre la via
clasica y las otras dos), y la posterior separacion de C3 en C3ay C3b. Todos los
mecanismos efectores del complemento dependen de este paso: la fagocitosis
promovida por complemento estd mediada por receptores para C3b expresados
por neutréfilos y macréfagos, y los péptidos producidos por prote6lisis de C3
estimulan la inflamacién. Ademas, C3b es requerido para la formacion de C5
convertasa, que dara lugar a la generaciéon de C5a, una molécula fuertemente

pro-inflamatoria, y a la formacién de poros en la membrana del patdgeno.

La via clésica se activa cuando la proteina C1q (que circula como parte
del complejo proteico C1, compuesto por Clg, Clr y C1s) detecta anticuerpos
(1gG o IgM) adheridos a la superficie de un patégeno u otra estructura. La union

de Clqg a la fraccion constante de una inmunoglobulina activa a la serina-
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proteasa C1r, que corta y activa a la serina-proteasa C1s. Los blancos de esta
Gltima son la proteina C4, que es escindida en C4a y C4b, y C2, que se separa
en C2ay C2b. C4b y C2a forman un nuevo complejo, C4b2a, que constituye la
C3 convertasa de la via clasica. Algunas de las moléculas de C3b generadas por
la actividad de este complejo se unen a la propia convertasa para dar el
complejo ternario C4b2a3b, que funciona como la C5 convertasa de la via

clasica.

La regulacion de la activacion de la via alternativa depende de
mecanismos biofisicoquimicos, a su vez modulados por distintas moléculas
regulatorias expresadas por las células del hospedero. Normalmente, C3 es
continuamente cortada en circulacion, en bajas proporciones, para producir C3b.
Este fragmento puede unirse covalentemente a los grupos amino o hidroxilo de
la superficie microbiana, por reaccion de un enlace tioéster reactivo que se
expone al hidrolizarse C3. Si esta unién no ocurre y C3b permanece en fase
fluida, el enlace tioéster es rapidamente degradado y la proteina se inactiva,
deteniendo la via de activacion. Si por el contrario C3b se une a la superficie de
un patdgeno, cambia conformacionalmente, habilitando la interaccién con una
proteina conocida como factor B. Esta a su vez, al unirse a C3b, se vuelve
susceptible al factor D, una serina-proteasa, liberando un fragmento Ba y
generando un Bb, que se mantiene unido a C3b en el complejo C3bBb. Este
constituye la C3 convertasa de la via alternativa. La unién de un fragmento C3b

al complejo C3bBb da origen a la C5 convertasa de la via alternativa.

Finalmente, la activacién de la via de las lectinas depende de la union de
lectinas circulantes, tales como la lectina de union a manosa (MBL) o las
ficolinas, a los polisacaridos superficiales de los microorganismos patdgenos.
Estas lectinas se asocian a serina-proteasas asociadas a MBL (MASPs, por
MBL-Associated Serine Proteases), tales como MASP1, MASP2 y MASP3, que
son estructural y funcionalmente analogas a C1r y C1s. A partir de la formacion
de C3 convertasa a través de la generacion de C4b2a, la via de las lectinas

prosigue de manera idéntica a la via clésica.

T. cruzi posee una bateria de moléculas que inactivan o atentan los
mecanismos de activacion del sistema del complemento, en sus tres vias, y que

se representan en el esquema de la Figura 3.
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Figura 3

T. cruzi posee mecanismos inhibitorios del sistema de complemento. Se sefialan en recuadros negros las proteinas
del paréasito involucradas en la modulacién y escape de esta via de defensa del sistema inmune innato. (Adaptado de
Abbas, Lichtman y Pillay, 2012)

La calreticulina de T. cruzi (TcCRT) se encuentra en el reticulo
endoplasmico del epimastigote, pero es trasolcada a la superficie celular luego
de la infeccion. Se ha demostrado que tiene capacidad de union a distintos
sensores de patrones moleculares, entre los que destacan C1g, MBP (Ferreira
etal.,, 2004) y L-ficolina (Sosoniuk etal., 2014). De esta forma, afecta
directamente el primer paso de la via clésica y de las lectinas de activacion del
complemento. No obstante, se ha comprobado que ratones deficientes en
MASP-2 ven comprometida parcialmente la activacion de la via de las lectinas,
y que en consecuencia, a pesar de que se observo un pico de parasitemia mas
prolongado respecto de ratones no mutantes, no hubo diferencias en la
susceptibilidad frente a la infeccion en este modelo experimental (Ribeiro et al.,
2015).
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El factor de aceleracion del decaimiento de tripomastigote (T-DAF) es
una proteina de la familia de las trans-sialidasas inactivas, analoga al factor de
aceleracion del decaimiento humano (DAF), que modula la descomposicién
fisioldgica de las C3 convertasas de las vias clasica y alternativa. Para cumplir
su funcion, ambos DAF interfieren en la formacion de los complejos factor B-
C3b (via alternativa) y C4b2a (via clasica) (Cardoso et al., 2016; Geiger et al.,
2016; Lidani et al., 2017).

La proteina reguladora del complemento de T. cruzi (TcCRP), también
conocida como gp160 (por glicoproteina de 160 kDa) es una proteina, también
clasificada entre las trans-sialidasas inactivas, anclada por glicofosfatidilinositol
(GPI) a la membrana de tripomastigotes. Posee capacidad de union a C3b y
C4b, tanto en fase soluble como unidas a sustrato, y se ha demostrado que
interfiere en las vias clasica y alternativa (Norris et al., 1991). Ademas, aunque
no se ha comprobado experimentalmente, su capacidad de unién a C4b sugiere
gue también podria afectar a la via de las lectinas (Lidani etal.,, 2017).
Normalmente, no se expresa en superficie de epimastigotes ni amastigotes
intracelulares, pero su expresion exdgena en epimastigotes los vuelve menos
susceptibles a la lisis por complemento (Norris et al., 1991, 1997). Algunos
autores han propuesto una correlacion entre la expresion de TcCRP y el grado
de virulencia de algunas cepas de T. cruzi (Henrique et al., 2016). Sin embargo,

la evidencia en ese sentido es escasa y poco concluyente.

El inhibidor del receptor del factor C2 de complemento de tres pasos
trasmembrana de T. cruzi (TcCRIT, por T. cruzi Complement C2 Receptor
Inhibitor Trispanning) es una proteina de membrana que, al igual que sus
homdlogos en Schistosoma haematobium (ShCRIT, primera molécula de este
tipo descripta, previamente conocida como TOR por Trispanning Orphan
Receptor) y Homo sapiens (hCRIT), posee un dominio extracelular acidico
estructuralmente similar a la cadena B de C4, el sitio de union con C2. De esta
manera, compite por la union entre estas moléculas inhibiendo la formacién de
la C3 convertasa de la via clasica de activacion del complemento (Lidani et al.,
2017; Ramirez-Toloza y Ferreira, 2017).

La glicoproteina 58/68 (gp58/68) funciona como analogo de moléculas
enddgenas reguladoras del complemento, al disminuir la formacién de la C3
convertasa de la via alternativa mediante la inhibicion de la union del factor B

con C3b, cuando este se une a la superficie del paréasito. También se ha
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reportado su liberacion al medio por tripomastigotes en cultivo, aunque se

desconoce si este mecanismo tiene relevancia biol6gica (Lidani et al., 2017).

1.2.1.2. Macrofagos y neutrofilos: invasion, escape y modulacion de la
funcion.

Las células especializadas en la fagocitosis, fundamentalmente los
macrofagos, neutrofilos y células dendriticas, son la primera linea de defensa
frente a los agentes patégenos que atraviesan las barreras de los epitelios.
Poseen dos capacidades generales que son cruciales para su funcionamiento: el
reconocimiento, internalizacion y destruccion de microorganismos, y la
secrecion de citoquinas, que promueven la inflamacion y potencian la

activacion de otras células en el sitio de infeccion (Abbas et al., 2012).

Los macrofagos y neutrofilos expresan receptores de membrana que
reconocen patrones moleculares asociados a patdégenos (PMAPS) y a dafio
(PMADs), permitiendo la deteccién y fagocitosis de microorganismos.
Posteriormente, el fagocito activa mecanismos de eliminacion del patdgeno
internalizado, por fusion del fagosoma (la vesicula conteniendo al patdégeno
resultante de la fagocitosis) con maultiples lisosomas para formar el
fagolisosoma. En esta vesicula tienen lugar al menos tres acciones con funcién
microbicida: el “estallido respiratorio” (“respiratory burst”) que genera
especies reactivas de oxigeno (ERO, agentes fuertemente oxidantes); la
activacion de la dxido nitrico sintasa inducible (iNOS) que permite la
generacion de especies reactivas de nitrogeno, como por ejemplo radicales
peroxinitrito; y la protedlisis mediada por enzimas del fagolisosoma, como por

ejemplo la elastasa y la catepsina G (Abbas et al., 2012).

El mecanismo de ingreso de T. cruzi a los fagocitos profesionales ha sido
un punto de controversia, puesto que se han encontrado resultados discordantes
en cuanto a si se da por mecanismos completamente extrinsecos al parasito o si
éste tiene participacion activa en el proceso. Por un lado, se ha reportado que la
internalizacion del parésito es inhibida al bloquear farmacoldgicamente la
polimerizacion de actina del fagocito, mientras que otros autores observaron
que aun en tales condiciones el parasito es capaz de ingresar en macréfagos,
apoyando la hipétesis de la invasion activa. EI consenso actual incluye ambas
hip6tesis, y asume que al menos dos mecanismos de internalizacion acttan en la
infeccion: uno de tipo fagocitico, dependiente de actina, y otro a través de
estructuras planares de la membrana celular del macréfago, similares a

microdominios (Romano et al., 2012).
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Se considera que los macrofagos residentes de tejidos son las primeras
células del hospedero invadidas por T. cruzi. Aunque este tipo celular puede
internalizar tanto tripomastigotes como epimastigotes, sélo los primeros logran
escapar del fagolisosoma (Romano etal., 2012; Cardoso etal., 2016). Para
detoxificar los agentes oxidantes que el macr6fago activado produce para su
eliminacion (Romano et al., 2012; Dos-Santos et al., 2016), el parésito cuenta
con una red metabélica antioxidante compuesta por varias enzimas y moléculas
no enzimaticas distribuidas entre diversos compartimientos subcelulares. Entre
ellas, se conocen cinco peroxidasas o peroxirredoxinas: la triparredoxina
peroxidasa citosolica (TcCPX) y mitocondrial (TcMPX), que detoxifican
peroxinitrito, H.O, e hidroperdxidos organicos de cadena corta, la
hemoperoxidasa dependiente de ascorbato (TCAPX) del reticulo endoplasmico,
que confiere resistencia a H.O-, y las glutation peroxidasa | y 1l (TcGPXI,
ubicada en el glicosoma®y el citosol, y TcGPXIl ubicada en el reticulo
endoplédsmico), que permiten resistir a peroxidos lipidicos e hidroperéxidos
(Cardoso et al., 2016). La actividad de estos factores se resume en la Figura 4.
Adicionalmente, se ha demostrado en modelo murino que la enzima cruzipaina,
una cisteina-proteasa del parésito, disminuye la actividad tripanocida de
macréfagos mediante un aumento de la actividad arginasa (enzima que compite
con la iNOS por su sustrato, la L-arginina) y disminucién de la de la iNOS
(Stempin etal.,, 2002). Cabe sefialar que en pacientes pediatricos con
enfermedad de Chagas, a pesar de observarse una disminucién en el tamafio de
la poblacion de células tipo macréfago (en términos morfolégicos), el analisis
de moléculas de superficie demostrd6 que la poblacion de monocitos pro-
inflamatorios de fenotipo CD14*CD16*HLA-DR"' tiene una mayor frecuencia
en esos pacientes, en comparacién con nifios de la misma edad pero sin la
infeccion (Vitelli-Avelar et al., 2006)

La interaccion de T. cruzi con los neutrofilos ha sido estudiada en
modelos murinos de susceptibilidad (ratones BALB/c) y resistencia (ratones
C57BL/6) a la infeccién por parasitos de la cepa Tulahuen. En el modelo
susceptible, los animales experimentan aumento de parasitemia, cantidad de
pseudoquistes en tejidos y mortalidad al sustraerse las poblaciones de monocitos

y neutréfilos. En el modelo resistente, en cambio, la misma sustraccion lleva a

3 El glicosoma es un tipo especial de peroxisoma, que evoluciono por divergencia para
convertirse en una organela tipica de los tripanosométidos. En su interior, separado
mediante una monocapa de membrana del resto del citoplasma, ocurre la glucdlisis,
parte de la B-oxidacién de acidos grasos y la detoxificacién de algunos peroxidos.
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disminucion de la parasitemia, sin alterar la cantidad de pseudoquistes ni la
mortalidad. El analisis comparativo del perfil de citoquinas secretadas en
condiciones de eliminacion de monocitos/neutréfilos sugiere un rol protector
frente a la infeccidn para la secrecion de interleuquina (IL)-12, interferon (IFN)-
v y el factor de necrosis tumoral (TNF)-a por parte de macrofagos, mientras que
la secrecion de 1L-10 parece no verse afectada (Chen et al., 2001). Resultados
de investigaciones posteriores apuntan a diferencias en la induccion, por parte
de los neutréfilos sobre los macréfagos, de la produccion de NO dependiente de
TNF-a y de elastasa por un lado (mayor produccion tendria efecto protector en
C57BL/6), y de prostaglandina E2 y TGF-B por el otro (mayor produccion
conduciria a susceptibilidad, por aumento de la replicacién del parésito, en
BALB/c) (Luna-Gomes et al., 2014).
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Figura 4

T. cruzi escapa a la acciéon microbicida de los macréfagos saliendo del fagolisosoma hacia
el citoplasma y empleando enzimas que detoxifican especies oxidantes de oxigeno y
nitrégeno. A la izquierda se ilustra el ingreso del parasito a la célula y su escape de la via
normal del fagolisosoma, previo a su diferenciaciéon y replicacion. A la derecha, se
esquematizan las peroxidasas que permiten al parasito inactivar moléculas microbicidas
generadas por el macréfago activado.

En humanos, se ha estudiado la expresion de metaloproteinasas (MMPs,
enzimas involucradas en la remodelacion de la matriz extracelular) y distintas
citoquinas en neutrofilos y monocitos de pacientes con enfermedad de Chagas,
con o sin sintomatologia cardiaca, asi como en individuos no infectados. En
funcion de observaciones in vitro, se concluyd que estos tipos celulares estarian
involucrados en coordinar la respuesta inmune adaptativa, regular la
inflamacion mediante la secrecion de citoquinas y la remodelacion de la matriz
extracelular en corazon, lo cual podria relacionarse con la fibrosis asociada a la

cardiopatia chagasica. En cuanto a este Gltimo punto, los autores sugieren que la
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MMP-2 tendria una accién preventiva del dafio tisular en corazén, en
correlacion con la secrecion de IL-10 y TNF-a, mientras que la MMP-9
funcionaria como potenciador de la inflamacidn, perjudicando al tejido cardiaco
(Medeiros et al., 2017).

Un mecanismo adicional a la fagocitosis y eliminacion de pat6genos
propio de los neutréfilos en el contexto de la respuesta inmune innata es la
formacion de trampas extracelulares (NETs, por Neutrophil Extracellular
Traps), estructuras fibrosas formadas por ADN, histonas, elastasa y proteinas
granulares, que contribuyen a la eliminacién de patdgenos. Su rol microbicida
ha sido estudiado principalmente en la neutralizacion de bacterias, pero su rol
en la respuesta frente a otros tipos de patdgenos no es claramente comprendido.
En ese sentido, Sousa-Rocha etal. (2015) demostraron que tanto los
tripomastigotes como los antigenos solubles de T. cruzi son capaces de inducir
la liberacion de NETs mediante la activacion de receptores TLR-2 y -4, y que
esta respuesta es dependiente de la activacién del estallido respiratorio, pues
requiere de la formacion de EROs. Adicionalmente, se comprob6 que no poseen
actividad tripanocida, puesto que no afectan la viabilidad de los parasitos, pero
logran disminuir su infectividad induciendo su diferenciacion de tripomastigote

a amastigote en el medio extracelular (Sousa-Rocha et al., 2015).

1.2.1.3. Células dendriticas: T. cruzi y el nexo entre las respuestas innata 'y
adaptativa.

Al igual que los macréfagos y neutrdfilos, las células dendriticas también
se activan en presencia de PMAPs y PMADs. Se encuentran constitutivamente
presentes en los epitelios y la mayoria de los tejidos del cuerpo, es decir,
estratégicamente ubicadas para la deteccion del ingreso de patégenos. Ademas,
expresan la mayor diversidad conocida de receptores de PMAPs y PMADs de
todo el organismo humano, lo que las vuelve las células mas versatiles a la hora
de captar estos patrones moleculares. Su funcién méas sobresaliente es la de
iniciar y dirigir la respuesta inmune adaptativa mediada por linfocitos T, que a
su vez esta estrechamente vinculada con su propio rol en la respuesta inmune
innata: capturar antigenos proteicos, transportarlos a los ndédulos linfaticos
(donde se concentran los linfocitos T virgenes) y presentar dichos antigenos en
el contexto del complejo mayor de histocompatibilidad (CMH), permitiendo su
reconocimiento por parte de los linfocitos T. Gracias a esto, son consideradas el
nexo entre la respuesta inmune innata y la adaptativa. Una vez activada, una

célula dendritica responde expresando moléculas coestimulatorias y citoquinas
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que son necesarias, ademas del propio antigeno, para la activacion de los
linfocitos T. EI perfil de citoquinas producido dependera de la naturaleza del
patogeno activador y dirigira la diferenciacién de los linfocitos T virgenes hacia
diferentes perfiles funcionales (Abbas et al., 2012; Gil-Jaramillo et al., 2016).

Otros factores
solubles

Activacion de
otros leucocitos

Célula
dendritica
Presentacion antigénica
N y activacion de linfocitos T
CD40L
Figura 5

T. cruzi modula la actividad de las células dendriticas y afecta su capacidad de activar
mecanismos de la respuesta inmune adaptativa. Los factores en recuadros rojos modifican
la secrecion de citoquinas segun indican las flechas rojas encerradas en circulos.

En el contexto de la infeccién por T. cruzi, se ha demostrado que el
parasito es internalizado en células dendriticas, aunque experimentos en modelo
murino indican que hay diferentes niveles de infectividad que dependen de la
cepa de parasito, y que esa dependencia no se condice con su clasificacién
filogenética en unidades discretas de tipificacion (UDT#), ni con parametros

biolégicos de las células dendriticas (Da Costa et al., 2014).

Experimentos con células dendriticas humanas han permitido observar
que su funcion es afectada por el parasito mediante factores secretorios,
induciendo un perfil tolerogénico mediante la disminucion de la produccion de
IL-12 y de TNF-a (Van Overtvelt et al., 1999). Cabe mencionar que en este
modelo experimental se observo invasion de citoplasma de estas células por
parte del patégeno. También se observé un efecto mediado por factores solubles
de T. cruzi sobre la capacidad de presentacion antigénica de la célula dendritica,

que indujeron disminucion en la expresion de moléculas de CMH de clases | y

4 Las UDT de T. cruzi son 6 unidades taxondémicas sub-especificas definidas por
consenso para facilitar el estudio de la biologia de este parésito, especialmente en
topicos de  estructura poblacional, genética comparativa, biogeografia y eco-
epidemiologia (Zingales et al., 2012).
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Il, y del co-receptor CD40 (Van Overtvelt et al., 1999, 2002). Se ha logrado
atribuir estos efectos, al menos parcialmente, a glicosilinositolfosfolipidos
(GIPL) del parasito (Brodskyn etal., 2002). EI compromiso en la funcién
activadora de linfocitos T de las células dendriticas ocasionado por los
fendmenos descritos se demostro al observarse una disminucion en la secrecion
de IFN-y por parte de linfocitos T en experimentos de presentacion antigénica in
vitro, en los que se utilizé células dendriticas pre-tratadas con el parasito como
presentadoras antigénicas. Este efecto fue independiente de la especificidad de
los linfocitos T (Van Overtvelt etal., 2002). Experimentos con células
dendriticas derivadas de médula dsea de ratén sugirieron que la activacién del
receptor inhibitorio SIGLEC-E por la union de ligandos sialilados de la
superficie del parasito, también forma parte de este mecanismo
inmunomodulador, al disminuir la secrecién de IL-12 y aumentar la de 1L-10
(Erdmann etal., 2009). La accion inhibitoria de T. cruzi sobre las células
dendriticas se esquematiza en la Figura 5.

1.2.1.4. T. cruzi es blanco de los linfocitos asesinos naturales (NK)

Los linfocitos asesinos naturales (0 NK por Natural Killer) juegan un rol
importante en la respuesta inmune innata, especialmente en infecciones por
patégenos intracelulares. A diferencia de los linfocitos T y B, los NK no
requieren expansion clonal y diferenciacion para cumplir su funcién.
Constituyen entre un 5% a un 15% de las células mononucleares en la sangre y
el bazo, aunque presentan baja frecuencia en tejidos (salvo excepciones como el
Utero durante el embarazo y el higado). Otra diferencia respecto de los demas
linfocitos es que no expresan receptores antigénicos altamente diversos y de
distribucion clonal, sino que discriminan a las células infectadas o estresadas de
las células sanas mediante receptores codificados en la linea germinal. La
regulacion de su funcién ocurre mediante el balance de sefiales activadoras e
inhibitorias disparadas por estos receptores. Entre los principales inhibidores de
la accion citotoxica de los linfocitos NK estan las moléculas de CMH clase 1,
cuya expresion es comun a todas las células nucleadas del organismo, en tanto

estén en estado fisiolégico normal (Abbas et al., 2012).

En cuanto a las funciones efectoras de los linfocitos NK, destacan, por un
lado, la citotoxicidad, dirigida a la eliminacién de células infectadas o dafiadas,
y por el otro, la modulacion de funciones efectoras de otros tipos celulares del
sistema inmune. Para la primera, los linfocitos NK (al igual que los linfocitos T

citotéxicos, que se discutirin mas adelante) cuentan con granulos que son
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exocitados al producirse la activacion, y que contienen proteinas como perforina
y granzimas. La perforina permite a las granzimas atravesar la membrana de la
célula blanco, y éstas a su vez desatan un conjunto de sefiales que inducen
muerte celular por apoptosis. En cuanto a la segunda funcién, los linfocitos NK
activados son potentes productores de IFN-y, que activa a los macréfagos
potenciando su actividad microbicida, y dirige la diferenciacién de linfocitos T
virgenes hacia un perfil Tyl (ver Linfocitos T colaboradores y modulacién de la
respuesta inmune especifica, mas adelante). Ambas acciones de los linfocitos
NK activados son positivamente reguladas por citoquinas del sistema inmune
innato, fundamentalmente IL-12, IL-15, IL-18 y los interferones de tipo | (IFN-
a e IFN-B), que estimulan la capacidad citotdxica y la produccion de IFN-y.
Ademas, IL-12 e IL-15 son factores de crecimiento importantes para este tipo
celular (Abbas et al., 2012).

En modelos murinos de infeccién por T. cruzi se ha demostrado el rol de
los linfocitos NK en la induccion de sesgo hacia el perfil Tyl en linfocitos T y
la activacion de macréfagos mediante la secrecion de IFN-y. En el mismo
modelo, se ha descubierto que los linfocitos NK producen un pico de secrecion
de IFN-y poco tiempo después de la infeccion, en un proceso que es
dependiente de células adherentes del timo, pero no de linfocitos T, y que
ademas depende de la presencia de parasitos viables (en experimentos con
parasitos inactivados por calor o radiacion, la secrecién de citoquina no se
activd). Esta gran produccion de IFN-y seria fundamental para el control
temprano de la parasitemia en fase aguda. Sustraer la poblacion de linfocitos
NK del raton tiene como consecuencia la supresion de la secrecion de IFN-y y
un aumento en la produccion de IL-10, resultando probablemente en un perfil
inmunitario mas tolerogénico frente a la presencia del parasito (Cardillo et al.,
1996). Adicionalmente, se ha comprobado que los linfocitos NK son capaces de
eliminar parésitos en su forma extracelular libre, mediante la formacién rapida
de contactos intercelulares que resultan en la pérdida inmediata de movilidad
del paréasito y en dafio a su membrana. Este mecanismo depende de la activacion
por IL-12 del linfocito NK e involucra la exocitosis de granulos citotoxicos,
pero es independiente de perforina (Lieke et al., 2004; Batalla et al., 2013). Esto
ha Ilevado a sugerir que el rol de la poblacién NK en el control de la frontera
parasitaria, (es decir, la extension en la que el parésito infecta los tejidos) tiene
mas que ver con la eliminacion directa de los parésitos extracelulares que con el

control de la forma intracelular replicativa. En la ilustracion de la Figura 6 se
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representan algunas de las interacciones mas importantes entre los linfocitos NK

y T. cruzi.

La observacion de una disminucidn de la capacidad infectiva del parasito
sobre cultivos de fibroblastos de ratdén en presencia de esplenocitos totales del
mismo animal, que es revertida cuando se sustraen los linfocitos NK, ha
sugerido un papel regulatorio de esta poblacién celular en la respuesta frente a
la infeccion por T. cruzi en células no inmunitarias. Al analizarse la naturaleza
de esta interaccion, se comprobd que estd mediada por la secrecién de IFN-y
por parte de los linfocitos NK, que induce un aumento en la expresion de iNOS
en los fibroblastos. También se identifico a los interferones de clase | como
mensajeros en la intercomunicacion entre ambos tipos celulares, siendo
producidos tanto por los fibroblastos como por los linfocitos NK en respuesta al
parasito. No obstante, se demostrd que el efecto de estos interferones, asi como
el de la IL-12, sobre el mecanismo tripanocida inducido por los NK en

fibroblastos, es despreciable en este modelo experimental (Lieke et al., 2006).

Un factor adicional en la participacion de los linfocitos NK en la
respuesta inmune frente a la infeccién por T. cruzi tiene que ver con su papel en
la maduracion de las células dendriticas: en condiciones fisiol6gicas normales,
los linfocitos NK activados dirigen la maduracion de las células dendriticas
mediante la secrecion de citoquinas, a la vez que eliminan mediante su actividad
citotoxica aquellas células dendriticas que no logran madurar correctamente.
Experimentos en raton han demostrado que la presencia de parasitos vivos, pero
no asi su lisado, afecta la citotoxicidad de los linfocitos NK sobre las células
dendriticas inmaduras, y que esto genera un aumento en la parasitemia y una
disminucion en la supervivencia, pero sin afectar la frontera parasitaria (Batalla
etal., 2013).

En cuanto a la funcion de las células NK en la enfermedad de Chagas
humana, Ferreira et al. (2015) llevaron a cabo un estudio de transcriptémica de
células de la sangre por el método de microarreglos de ADN complementario,
en el que compararon los perfiles transcripcionales ex vivo de pacientes con
enfermedad de Chagas cronica clasificados en diferentes grupos: con
cardiopatia severa, con cardiopatia moderada, asintomaticos con PCR para
ADN de T. cruzi positiva, asintomaticos con PCR negativa, y sujetos control sin
infeccion con T. cruzi. A pesar de que la designacion de estos grupos es

cuestionable, puesto que utiliza distintos conjuntos de criterios para definir las
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categorias de las muestras, vale mencionar que se encontraron diferencialmente
expresados genes relacionados con la actividad de los linfocitos NK en
pacientes asintoméaticos con PCR negativa y con cardiopatia moderada
(aumento), y en pacientes con cardiopatia severa (disminucion) (Ferreira et al.,
2015).

Un estudio fenotipico de las poblaciones circulantes en sangre de
pacientes pediatricos y adultos, con enfermedad de Chagas asintomatica o con
cardiopatia, apunté a un rol de los linfocitos pre-NK en la activacion de
mecanismos en macréfagos, durante estadios tempranos de la fase asintomatica.
Estos linfocitos pre-NK se caracterizan por ser predominantemente secretoras
de citoquinas, a distincion de los NK maduros que son principalmente
citotoxicos. También se observé una mayor frecuencia de linfocitos NK
maduros en pacientes asintomaticos en comparacion con pacientes cardidpatas,
sugiriendo una contribucion de este tipo celular al establecimiento y/o
mantencion de la ausencia de sintomatologia durante la infeccidn crénica
(Vitelli-Avelar etal.,, 2006). Adicionalmente, experimentos de infeccién

experimental de sangre periférica y sangre de cordén umbilical destacaron a los
linfocitos NK como los productores mas potentes de IFN-y en respuesta a la

exposicion al parasito e IL-15 (Guilmot et al., 2014), sugiriendo una funcién de

importancia en la respuesta primaria a la infeccion.

Figura 6
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1.2.2. T. cruzi y la respuesta inmune adaptativa

1.2.2.1. Linfocitos B: secrecion de anticuerpos y funcion
inmunomoduladora.

Los linfocitos B son las Unicas células capaces de producir anticuerpos.
En los mamiferos, se generan y maduran a partir de precursores en la médula
Osea, aungue es en los tejidos linfoides secundarios donde quedan expuestos a la
interaccidn con antigenos foraneos. La respuesta adaptativa humoral se inicia
por el reconocimiento de antigenos por parte de linfocitos B especificos. Para
iniciar una respuesta de anticuerpos frente a un antigeno, este debe ser
capturado y transportado a las zonas de linfocitos B de los 6rganos linfoides,
donde en conjunto con otras sefiales generadas principalmente por la respuesta
inmune innata, se inicia el proceso de activacion del linfocito B. Al unirse el
antigeno a inmunoglobulinas (Ig) de clase IgM o IgD en la membrana del
linfocito B virgen, desata procesos de sefializacion que dirigen la activacion de
esta célula antigeno-especifica y su diferenciacion hacia linfocitos B de
memoria y células plasmaticas secretoras de anticuerpos (Abbas et al., 2012).

Se sabe que la infeccion por T. cruzi genera efectos sobre la maduracién
y diferenciacion de los linfocitos B, que conducen a una respuesta por
anticuerpos que no logra eliminar efectivamente al parésito ni conferir
proteccién frente a la re-exposicion (Acosta Rodriguez et al., 2007). Se ha
descrito que los pacientes con enfermedad de Chagas crdnica evidencian una
mayor frecuencia de linfocitos B (CD19*) con expresion aumentada de
moléculas co-estimulatorias CD80 y CD86 que individuos no infectados (Fares
etal., 2013). Esta es una caracteristica propia de los linfocitos B activados, y
podria atribuirse a la presencia permanente antigenos activadores de estas

celulas o a un fendmeno de activacion cronica patolégica.

Se ha observado en pacientes un aumento de la frecuencia de linfocitos B
que comenzaria en la etapa aguda tardia, pero se hace significativo solo al
principio de la etapa crénica (Sathler-Avelar et al., 2003). Sin embargo, se ha
postulado que, en pacientes con enfermedad de Chagas en etapa cronica ya
establecida, el nimero de linfocitos CD19* no varia en sangre periférica, en
comparacion con muestras de individuos no infectados (Fares etal., 2013;
Ferndndez etal., 2014), sugiriendo una contraccién subsiguiente de esta
poblacion. A pesar de no alterarse el nimero total de linfocitos B circulantes, si
se modificaria su composicion subpoblacional: Ferndndez etal. (2014)

reportaron una disminucion selectiva de los linfocitos B de memoria
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(CD19*CD27*1gD") con distintos grados de diferenciacion (tanto IgM* como
IgG*), asi como de células plasméticas terminalmente diferenciadas
(CD197CD27*CD138%), y un aumento de los poco convencionales linfocitos B
doble negativos (DN, CD19*CD27'1gD'1gG*). Esto implica, segln los autores,
un aumento de linfocitos B incapaces de generar una respuesta sustancial de
anticuerpos 1gG anti-T. cruzi. Por otra parte, Fares et al. (2013) encontraron
incrementada la subpoblacion de linfocitos B que expresa CD21, un co-receptor
asociado a CD19 que potencia la sefial de activacion generada a partir de las Ig
de membrana en contacto con antigenos marcados por complemento y de

respuesta dependiente de linfocitos T (Cherukuri et al., 2001).

Desde los inicios de la investigacion en inmunologia de la enfermedad de
Chagas, se ha estudiado la especificidad de los anticuerpos generados frente a la
infeccion. Al momento de la redaccion de este trabajo, la base de datos de
inmunoepitopes (IEDB, ) tiene registros de 88 moléculas de
T. cruzi que contienen en total mas de 2x10° epitopes con anticuerpos
especificos en infeccién humana y modelos de infeccién animal. De algunos de
estos anticuerpos se dice a menudo que son “liticos”, es decir, que permiten la
lisis del parasito mediada por el sistema del complemento. Entre los antigenos
blanco de estos anticuerpos encontramos la gp190, el T-DAF, la proteina de
superficie de 90 kDa y algunas glicoproteinas similares a mucinas ancladas por
GPI. Se cree que el mecanismo por el gue estos anticuerpos permiten la lisis
directa del parésito tienen que ver con el bloqueo de las vias de evasion del
complemento discutidas anteriormente (Krautz etal., 2000). Entre otras
proteinas reconocidas por anticuerpos, no necesariamente liticos, producidos en
respuesta a T. cruzi encontramos a las mucinas (TcMUC), proteinas de
superficie asociadas a mucinas (MASPs), trans-sialidasas, la proteina de
superficie de amastigotes (ASP), la proteina del baston paraflagelar TcPRP, la
proteina relacionada a movilidad TcKMP-11, la glicoproteina gp82, la enzima
neuraminidasa, la proteina de respuesta al shock térmico hsp70, proteinas
ribosomales y otras (IEDB, accedida en Octubre de 2017), ademas de
carbohidratos como el denominado “epitope gal ” (gal a1-3 gal) (Almeida et al.,
1991). Vale mencionar que la aplicacion reciente de tecnologias de alto caudal
de informacion (“high troughput”), asi como de métodos de prediccion
informética, han expandido las posibilidades de explorar el repertorio de
anticuerpos producidos frente a la infeccion por este parédsito complejo, y se

presentan como herramientas prometedoras para el estudio de la respuesta
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adaptativa humoral en la enfermedad de Chagas (de Oliveira Mendes et al.,
2013; Carmona et al., 2015).

La importancia de la respuesta de anticuerpos anti-T. cruzi para el control
de la infeccion ha sido comprobada en modelo de infeccién en raton, al
evidenciarse que aunque animales mutantes incapaces de producir anticuerpos
(b2m™) viven considerablemente mas que sus pares deficientes en linfocitos T,
no logran controlar el crecimiento parasitico y sucumben durante la fase aguda
de la infeccion (Kumar y Tarleton, 1998). Esto sugiere que una respuesta a
linfocitos T, y no B, es crucial para el control inicial de la infeccion, pero los

linfocitos B tendrian un rol clave en la supervivencia a largo plazo.

No obstante, los anticuerpos producidos no logran eliminar efectivamente
al parésito, posiblemente debido a dos factores principales. El primero es la
variabilidad antigénica del parasito, que expone en superficie una variedad de
antigenos tales como mucinas, trans-sialidasas y MASPs, codificadas por
familias multigénicas altamente polimérficas. Esta alta diversidad de moléculas
expresadas al mismo tiempo retrasa la activacion de clones especificos de
linfocitos B, y de esta forma la produccion y maduracion de anticuerpos de alta
afinidad con capacidad neutralizante (Pitcovsky et al., 2002; Buscaglia et al.,
2006; Cardoso et al., 2016).

El segundo factor es la activacién policlonal inespecifica de linfocitos B:
observaciones en modelos murinos de infeccion aguda han permitido identificar
moléculas del parasito que causan activacion inespecifica, T independiente de
linfocitos B, generando esplenomegalia debida a la proliferacién de estas
células e hipergamaglobulinemia asociada a la produccion de anticuerpos sin
especificidad por epitopes de T. cruzi (Ortiz-ortiz et al., 1980; Minoprio et al.,
1988; Bermejo et al., 2011; Cardoso et al., 2016). Este fendmeno se ha asociado
a la susceptibilidad frente a la infeccidn en ratones BALB/c en contraste con la
resistencia en ratones C57BL/6. Monitoredndose la produccion de IgM e IgG
total y anti-T. cruzi (evaluada como los anticuerpos especificos contra TcCRP),
se comprobd que mientras que los primeros no producen IgM en respuesta al
parasito, padecen hipergamaglobulinemia y respuesta especifica contra el
parasito disminuida, los segundos presentan un incremento inicial de 1gG e IgM
total seguidos por aumento en el titulo de anticuerpos anti-CRP de ambos
isotipos (Bryan et al., 2010). Un caso de infeccion accidental permitié observar

este fendmeno en el contexto del cuadro agudo en humanos, evidenciandose una
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expansion de anticuerpos totales en plasma, inicialmente IgM e IgA, luego 1gG.
La especificidad de estos anticuerpos no estaba relacionada a antigenos de T.
cruzi (Grauert et al., 1993). Entre las proteinas del parasito identificadas como
mitdgenos policlonales de linfocitos B, se encontraron la glutamato
deshidrogenasa (TcGDH) (Montes et al., 2006), la prolina racemasa (Reina-
San-Martin et al., 2000) y la TcTS (Gao et al., 2002).

En este punto, cabe destacar que una de las hip6tesis mas difundidas para
explicar la patogénesis de la enfermedad de Chagas es la existencia de
mecanismos autoinmunes desarrollados como consecuencia de la infeccion
(Bonney y Engman, 2015). En particular, se ha encontrado evidencia de
mimetismo® entre motivos moleculares de proteinas del hospedero y antigenos
del parésito, y se ha sugerido que esto podria dar lugar a la produccion de
autoanticuerpos con efectos deletéreos. En particular, se ha descripto este
fendmeno entre la cadena pesada de miosina y el péptido B13, las proteinas
ribosomales y receptores muscarinicos y adrenérgicos, y la proteina FL-160 y
una proteina neuronal de 47 kDa, entre otros (Gironés et al., 2005; Gémez et al.,
2006; Labovsky et al., 2007).

Ademas de su funcion secretora de anticuerpos, los linfocitos B cumplen
un papel inmunomodulador de importancia para el establecimiento de la
respuesta linfocitaria T y la determinacion de su perfil. Ambas poblaciones
interactlan entre si en el contexto de la activacion frente a un patégeno,
modulando mutuamente sus mecanismos efectores (Abbas et al., 2012). En ese
sentido, se observo que ratones deficientes en linfocitos B (muMT™) tienen un
mayor pico de parasitemia, pero similar mortalidad que los ratones no mutantes
durante la infeccion aguda, sugiriendo que esta poblacién no juega un rol
crucial para el control de la infeccion durante esta etapa. Sin embargo, en el
curso de la infeccion se evidencié una menor secrecion de IFN-y e IL-12 por
parte de los esplenocitos de los ratones mutantes, y una disminucion de estas
citoquinas asociada a un aumento de IL-18 en el suero de estos animales.
Adicionalmente, se comprobd una expansion deficiente de linfocitos T CD4* y
CD8", sugiriendo que los linfocitos B son de importancia crucial para el
establecimiento de las poblaciones de linfocitos T de memoria (Cardillo et al.,

2007), que a su vez, como se discutird en mayor profundidad més adelante, son

5 Se entiende por mimetismo molecular a la existencia de estructuras similares
compartidas por moléculas de genes disimiles, incluso a pesar de tener secuencias y/u
origenes evolutivos muy diferentes (Oldstone, 2005).
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imprescindibles para el control de la infeccion. Experimentos en un modelo
murino de vacunacién con un péptido de TcTS confirmaron estas
observaciones, seflalando ademas que aungue los linfocitos B son
imprescindibles para la respuesta adaptativa sistémica generada por esta vacuna,
no serian necesarios para la inmunidad inducida en mucosas (aunque observada

en el bazo) a partir de la misma (Sullivan et al., 2015).

Un fenémeno inesperado descripto por primera vez en el modelo murino
de infeccion por T. cruzi fue la observacion de linfocitos B productores de IL-
178, que contribuyen de manera mayoritaria a la secrecion de esta citoquina
(incluso superando ampliamente a los linfocitos TH17, que son generalmente
considerados como los principales productores de IL-17 y que se describen méas
adelante). Llamativamente, esta respuesta parece activarse por la modificacion
enzimatica de trans-sialidasas sobre la proteina CD45 del linfocito B, y depende
de una via de sefializacion y un programa transcripcional diferentes de los que
dirigen la activacion de los linfocitos Tu17 (Bermejo et al., 2013). En humanos,
la secrecién de 1L-17 fue comprobada en co-cultivos de éstas células, obtenidas
de explantes de amigdalas de sujetos no infectados, con tripomastigotes. El
agregado de anticuerpos anti-TcTS logré bloquear la activacion de esta via
(Bermejo et al., 2013). Estos resultados ponen en relieve el rol de los linfocitos

B en la modulacion de la respuesta celular y la definicion de su perfil.

Finalmente, se ha descrito una subpoblacién de linfocitos B con funcién
inmunosupresora, implicada en favorecer la tolerancia inmune. En condiciones
fisiologicas normales, estos linfocitos B regulatorios (Breg) secretan IL-10, IL-
35y TGF-B, y suprimen las patologias autoinmunes impidiendo la expansion de
clones patogénicos de linfocitos T y otros linfocitos pro-inflamatorios (Rosser y
Mauri, 2015). Fares et al. (2013) describieron que los pacientes con enfermedad
de Chagas crdnica tienen una mayor frecuencia de linfocitos B productores de
IL-10 y TGF-B en sangre periférica, tanto en estado basal como frente a
estimulacion in vitro con lisado del parésito. A su vez, los autores describen que
la mayoria de los linfocitos B secretores de IL-10 tendrian un fenotipo
CD1d*CD5". Resta esclarecer si, en el contexto de la enfermedad de Chagas

cronica, estas células tienen un efecto benéfico, al contener una respuesta

6 Como se discutira mas adelante, la IL-17 es una citoquina que afecta
fundamentalmente a las células de la inmunidad innata, y contribuye al reclutamiento y
activacion de granulocitos/neutréfilos, entre otras funciones.
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inflamatoria desmedida, o perjudicial, al propiciar la tolerizacion frente a la

presencia del parasito.
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Figura 7

La respuesta mediada por linfocitos B es central para el control de la infeccién por T. cruzi,
pero también es blanco de mecanismos del parasito que favorecen su escape y se asocian
a la patogénesis. Se ilustran en verde los factores que se consideran beneficiosos y en rojo
los que se consideran perjudiciales para el hospedero.

En la Figura 7 se representan algunos de los factores mas importantes en
la activacion de la respuesta mediada por linfocitos B y las caracteristicas del

parasito que comprometen la efectividad de esa respuesta.

1.2.2.2. Linfocitos T: eliminacién, colaboracion, regulacion.

La respuesta de linfocitos T se inicia (generalmente) por sefiales
producidas por el reconocimiento de complejos péptido-CMH en la superficie
de las células presentadoras de antigenos, mediante el receptor de célula T
(RCT). La finalidad de esta activacién es generar, a partir de un conjunto
relativamente pequefio de linfocitos T virgenes (naive), que poseen RCTs con
especificidades diversas generadas mediante recombinacion aleatoria de
segmentos génicos, un gran numero de linfocitos T efectores funcionales
patdgeno-especificos. La activacion de un linfocito T virgen desencadena su
expansion clonal y cambios en la expresion de moléculas, especialmente de

receptores de membrana, que le otorgan capacidad efectora (Abbas et al., 2012).
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En el contexto de una infeccion aguda, se suele hablar de tres fases de la
respuesta de linfocitos T: (i) iniciacion (priming) y expansion, (ii) resolucion y

contraccién y (iii) memoria (Laidlaw et al., 2016).

Durante la primera fase, los linfocitos T se dividen y diferencian a
linfocitos T efectores, aumentando la expresion de CD69 (que aumenta su
retencion en tejidos linfoides), CD25 (receptor de IL-2, IL-2Ra; esta citoquina
es un potente factor de crecimiento para los linfocitos T), CD154 (ligando de
CD40, CD40L, permite la maduracion de las funciones colaboradoras de los
linfocitos T para con los macrofagos y los linfocitos B), CD152 (CTLA-4,
modulador inhibitorio de la respuesta). Simultaneamente, se incrementa la
produccion de otras moléculas de adhesion y receptores de quimioquinas que
favorecen la migracion hacia y retencion en drganos linfoides, tales como L-
selectina y el receptor de quimioquinas de motivo C-C 7, (CCR7, Appay et al.,
2008; Abbas et al., 2012). Este direccionamiento de los linfocitos favorece el
encuentro con células presentadoras en los ganglios y otros tejidos linfaticos.
Un cambio de utilidad particular para el estudio de la biologia de los linfocitos
T es el balance de expresion de isoformas de splicing de la molécula CD45.
Esto permite diferenciar entre las subpoblaciones de memoria, que expresan
preferencialmente  CD45RO (o CDA45R0), y las naive, que expresan
preferencialmente CD45RA (Mahnke et al., 2013) [aunque en este Gltimo caso,
es importante tener en cuenta la co-expresion de CCR7 para poder distinguir
entre linfocitos T naive (CD45RA*CCR7*) y terminalmente diferenciados o
tardios (CD45RA*CCRT") (Appay et al., 2008)]. En su conjunto, estos cambios
tienen la funcion de, amplificar rapidamente la respuesta especifica, la
generacion de poblaciones efectoras y de memoria, la potenciacion de la

funcion presentadora de las CPA y limitar la respuesta a niveles no patoldgicos.

En el marco de la enfermedad de Chagas crénica, se ha observado que los
pacientes tanto asintomaticos como con cardiopatia poseen una frecuencia
aumentada de linfocitos T activados circulantes, y que estas células secretan
citoquinas pro- y anti-inflamatorias (Dutra y Gollob, 2008), lo cual puede
interpretarse como un signo de respuesta en curso frente a la infeccion cronica,
y de una regulacién activa de la misma. La respuesta a linfocitos T es
particularmente importante para el mantenimiento de la baja parasitemia tipica
de la fase cronica (Sartori et al., 2002), y una deficiencia en la misma, tal y

como puede observarse en los casos de co-infeccion con VIH, lleva a la
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aparicion relativamente répida de sintomatologia acorde a un cuadro de

cardiopatia chagésica (Vaidian et al., 2004; dos Santos Virgilio et al., 2014).

Los linfocitos T efectores llevan a cabo funciones destinadas a eliminar
patégenos invasores y que, en estados patoldgicos, pueden producir inflamacién
y dafio tisular. Mientras que los linfocitos T virgenes son activados
principalmente en los tejidos linfoides, los efectores pueden hacerlo en
cualquier tejido. Frente a la activacion, aumentan la expresion de moléculas
involucradas en la migracion hacia sitios de infeccion o lesion tisular (como las
integrinas LFA-1 y VLA-4, las E- y P-selectinas y varios receptores de
quimioquinas), donde encuentran el antigeno para el cual son especificos e
inician mecanismos destinados a la eliminacion de la fuente de ese antigeno
(Appay etal., 2008; Abbas etal., 2012). Por un lado, las distintas
subpoblaciones de linfocitos efectores CD4*, conocidos como linfocitos T
colaboradores o Tw (por T helper), potencian los mecanismos de eliminacién de
patégenos fagocitados en macréfagos, reclutan otras células, estimulan la
inflamacion, favorecen las funciones inmunoldgicas de las mucosas, asi como
las acciones efectoras de otros linfocitos. Por el otro, los linfocitos T CD8*, o
linfocitos T citotdxicos, eliminan las células infectadas que exponen epitopes
asociados a CMH de clase | (Abbas et al., 2012). Las funciones especificas de

cada subconjunto se discuten en detalle mas adelante.

Luego de la eliminacion de la fuente de antigeno (aunque este no sea
exactamente el caso en las infecciones crénicas), tiene lugar la segunda fase de
la respuesta T, denominada formalmente fase de contraccion clonal. EI proceso
dominante de esta fase es la muerte por apoptosis de la enorme mayoria de los
linfocitos T efectores activados, que permite devolver al sistema inmune al
estado de homeostasis (Pulendran y Ahmed, 2006; Abbas etal., 2012). Sin
embargo, la activacion de los linfocitos T virgenes no s6lo genera una gran
expansion de una poblacion efectora seleccionada segun su especificidad, sino
que también da lugar a la diferenciacion de un subconjunto de linfocitos T
especificos que sobreviven més alld de la fase de contraccion. Estas células
tienen una capacidad distintiva de perpetuarse en el largo plazo, y de proliferar
y adquirir funcion efectora muy répidamente frente a una nueva activacion
(Laidlaw etal., 2016). Estos linfocitos T de memoria estan presentes en
circulacion, pero son especialmente abundantes en drganos linfoides y en
mucosas (Abbas etal., 2012). Dentro de esta poblacion se distinguen dos

conjuntos mayoritarios: los linfocitos T de memoria central (Tcwm), dirigidos a
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los nddulos linfaticos (CCR7*CD62L*)7, que por tener baja capacidad efectora
pero alta sensibilidad a estimulacién (dada por una menor dependencia de co-
estimulacion y mayor expresion de CD40L) y capacidad de proliferacién frente
a estimulo (frente a la estimulacion, producen grandes cantidades de IL-2), se
especializan en la proteccién a largo plazo; y los linfocitos T de memoria
efectores (Tem), dirigidos a tejidos periféricos (CCR7-CD62L*"), que son
capaces de producir rapidamente citoquinas de perfil efector pero tienen
capacidad proliferativa limitada (Sallusto et al., 2004; Lanzavecchia y Sallusto,
2005).

En ese sentido, se ha reportado un aumento en la frecuencia de linfocitos
Tewm circulantes en pacientes con enfermedad de Chagas cronica, tanto en fase
asintomatica como con sintomatologia cardiaca, en comparacion con individuos
no infectados (Fiuza et al., 2009).

Hasta hace poco tiempo se consideraba que mientras los linfocitos Tcm
eran los encargados de mantener el acervo de memoria inmunolégica T, 10s Tem
eran los responsables de activar los mecanismos de proteccion mas inmediata
frente a una exposicion secundaria. Si bien esto no es del todo incorrecto, se ha
descrito recientemente un nuevo subconjunto denominado linfocitos T de
memoria similares a células madre (Tscm, por T stem cell-like memory), que
representaria el estadio de diferenciaciébn de mayor capacidad de auto-
renovacion y tendria el potencial de diferenciarse subsiguientemente a Tem Y
luego a Tem. Ademas, en cuanto a sus marcadores de superficie, son muy
similares a las Tn (CD45RA*CCR7*CD62L"), excepto que ademdas expresan
CD95, el receptor de IL-2 B (IL-2Rp) y el receptor de quimioquinas de motivo
C-X-C 3 (CXCR3). Se sabe que circulan preferencialmente a través de los
nodulos linfaticos y los 6rganos linfoides de mucosas, desde donde podrian
activar una respuesta antigénica secundaria (Gattinoni etal., 2011; Sallusto y
Lanzavecchia, 2011; Ahmed et al., 2016). Todo lo anterior sugiere fuertemente
que las Tscm constituyen la reserva primaria de linfocitos de memoria
especificos, y que a partir de esta se generan los subtipos Tcm, Tem Y Tre (por
terminal effector, linfocitos T efectores terminalmente diferenciados) mediante
un proceso de diferenciacion lineal, en el que la célula progresivamente pierde

capacidad proliferativa y de permanencia en tejidos linfoides, a medida que

7 CD62L, ligando de CD62, es un receptor involucrado en la extravasacion de las
células desde las vénulas endoteliales superiores.
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gana capacidad efectora y de migracion hacia el sitio de injuria o inflamacion.
Un dato no menor es que las poblaciones de linfocitos T de memoria no
permanecen en estado de quiescencia en tanto no sean activadas, sino que su
mantencion implica un flujo dindmico permanente de pérdida de células por
diferenciacion y muerte, y ganancia por proliferacién (Lanzavecchia y Sallusto,
2005).

Un fendmeno particular de alteracion de las poblaciones de linfocitos T
de memoria ocurre en situaciones de exposicion antigénica persistente, como el
caso de tumores e infecciones cronicas, incluida la enfermedad de Chagas
crénica. Se trata de un programa de expresion génica diferente del que
caracteriza a los subconjuntos de linfocitos T ya descriptos, que tiene como
consecuencia la pérdida de funcionalidad en los linfocitos especificos contra el
antigeno de presencia persistente, y es conocido como agotamiento (exhaustion,
a los linfocitos T afectados por este proceso se los denomina “exhaustos”). Se
caracteriza por la pérdida jerarquica de funciones efectoras, expresion y
utilizacién alteradas de factores de transcripcion, desarreglos metabdlicos, y
expresion aumentada y mantenida de receptores tales como PD-1, CTLA-4,
Tim-3, Lag-3 y TIGIT (Wherry y Kurachi, 2015; Anderson et al., 2016). En
condiciones fisioldgicas normales, todas estas moléculas participan en el control
de la inflamacién y la contraccién de las poblaciones T efectoras, luego de la
eliminacion de la fuente de antigeno. Dado que el desarrollo de la memoria
inmunolégica T funcional requiere la ausencia de estimulacion antigénica e
inflamacidn persistente, las condiciones en las que se desarrolla el agotamiento
de los linfocitos T redunda en una falla en la transicion hacia la quiescencia
inmunolégica y la adquisiciobn de una respuesta homeostatica antigeno-

independiente de los linfocitos T de memoria (Wherry y Kurachi, 2015).

En modelo murino de infeccion cronica con T. cruzi, se ha observado la
falta en la produccion de citoquinas en linfocitos T recuperados de infiltrados en
tejidos, sugiriendo algun grado de disfuncionalidad (Leavey y Tarleton, 2003).
A pesar de que algunos autores sefialan que el cuadro desarrollado en la
infeccion en raton no se corresponde por completo con la descripcion de un
agotamiento de los linfocitos T (dos Santos Virgilio etal., 2014; Tarleton,
2015), estudios con muestras de pacientes con enfermedad de Chagas crénica
han mostrado presencia de linfocitos T exhaustos, exhibiendo una relacion
directa entre su frecuencia y la severidad de la cardiopatia (Laucella et al., 2004;

Albareda etal., 2013). Asimismo, se observd asociacion entre el éxito
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terapéutico del benznidazol en pacientes pediatricos y la pérdida de linfocitos T
productores de IFN-y especificos contra el parasito, en circulacion periférica
(Alvarez et al., 2016), apoyando la relevancia de un cuadro de estimulacién
antigénica persistente en la infeccion crénica como causal de una respuesta

linfocitica T ineficaz en el largo plazo.

Habiéndose establecido este marco general del conocimiento disponible
sobre los linfocitos T, y para facilitar su comprension, se desarrollan a
continuacion, por separado, las particularidades de las interacciones entre T.
cruzi y los linfocitos T citotoxicos por un lado, y los colaboradores por el otro.

Linfocitos T citotoxicos y eliminacion de formas intracelulares de T. cruzi.

La activacion de los linfocitos T CD8* virgenes implica reconocimiento
antigénico por parte del RCT en el contexto del CMH de clase | y segundas
sefiales provistas por la CPA, o por otros linfocitos, especialmente linfocitos T
colaboradores. Este Gltimo caso es especialmente relevante en situaciones en las
que la presentacion antigénica no es muy eficiente y la respuesta innata es
relativamente débil, como es el caso de las infecciones latentes. El resultado de
esta activacion es la adquisicion de la maquinaria molecular requerida para la
eliminacion de células blanco por parte del linfocito T CD8", proceso gue signa
su diferenciacién a linfocito T citotdéxico. Mas especificamente, se trata del
desarrollo de granulos citoplasmaticos conteniendo proteinas como perforinas y
granzimas, que permitiran al linfocito la eliminacién de otras células.
Adicionalmente, se activa la produccion de citoquinas, principalmente IFN-y
(Abbas et al., 2012).

Dado que la fase replicativa del ciclo vital de T. cruzi dentro del
hospedero ocurre en el medio intracelular, la respuesta a linfocitos T citotoxicos
ha sido el objeto predominante del estudio de la respuesta linfocitica en la
enfermedad de Chagas en las Gltimas décadas. Se ha comprobado que los
linfocitos T CD8* son un componente esencial en el control de la infeccién
(Junqueira et al., 2010), tal como se evidencia en modelos de ratdn con esta
poblacion eliminada mediante anticuerpos (Tarleton, 1990) y en transgénicos
deficientes en linfocitos T CD8" (knock-out para 2-microglobulina, Tarleton
et al., 1992), que no logran sobrevivir a la fase aguda de la infeccion. Se sabe,
ademas, que la secrecion de IFN-y es crucial para esta funcion protectora de los
linfocitos T CD8*, (Junqueira et al., 2010) y que uno de los mecanismos por los

que esta citoquina media la proteccion es la induccion de produccion de NO.
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Sin embargo, no seria el Unico, puesto que ratones knock-out para IFN-y tienen

un fenotipo diferente de los knock-out para iNOS, presentando mayor severidad
y siendo mas similar al de ratones deficientes dobles en linfocitos CD4*y CD8*
(Martin y Tarleton, 2004). En la infeccion humana, se ha comprobado una
reduccion en la frecuencia de linfocitos T CD8* en pacientes con cardiopatia
severa respecto de los pacientes asintomaticos y con cardiopatia moderada,
sugiriendo que la respuesta T citotdxica juega un rol en prevenir el avance de la

sintomatologia cardiaca (Albareda et al., 2006).

No obstante, y dada la evidencia experimental y clinica, la aparicion de
una respuesta a linfocitos T CD8* especifica contra epitopes de T. cruzi no
implica proteccion frente a la infeccion/reinfeccion. Investigaciones diversas
han tratado de esclarecer la razon por la cual no se establece una memoria
inmunoldgica capaz de montar una respuesta a linfocitos T citotoxicos frente al
parésito. Una particularidad de este sistema, y que probablemente sea
compartida con otros organismos parasitarios con fases replicativas
intracelulares, es que la expansién y contraccién de los linfocitos CD8*
(evaluada experimentalmente como actividad citotoxica y frecuencia de células
productoras de IFN-y especificas contra un epitope de TcTS y uno de ASP-2)
ocurren con un cierto retraso en respuesta a la infeccion aguda, en comparacién
con los tiempos habituales observados para virus y bacterias (Tzelepis et al.,
2006). Una explicacion posible para este fenémeno es la posibilidad de que la
infeccion inicial pasa desapercibida para el sistema inmune, y por ende no
ocurra una activacion efectiva de la respuesta innata antes de la primera ronda
de replicacién y reinfeccion celular, que tiene lugar alrededor de 4-5 dias post-
infeccion (Tzelepis et al., 2006; Padilla et al., 2009).

A esta posible dificultad para generar una respuesta efectiva en el
contexto de la infeccién primaria, se suma el efecto de la estimulacién
antigénica persistente propia de la infeccion crénica sobre el mantenimiento de
una poblacién de memoria funcional. En pacientes con enfermedad de Chagas
cronica, en comparacion con sujetos no infectados por T. cruzi, se ha visto un
deshalance entre las poblaciones de linfocitos T CD8* de memoria,
reportdndose una menor frecuencia de linfocitos Tscm asociada a una mayor

frecuencia de T+e (Mateus et al., 2015). En conjunto con la observacion de una

mayor frecuencia de linfocitos T CD8'CD45RAIFN-y* en pacientes con
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cardiopatia respecto de pacientes asintomaticos e individuos no infectados®
(Fiuza et al., 2009) concuerda con la hipotesis de agotamiento progresivo de la
respuesta T citotdxica. Consistentemente, se observd un aumento en la
frecuencia de linfocitos T CD8* monofuncionales® (frente a estimulacion in
vitro con lisado de parasito) en pacientes con cardiopatia severa (Mateus et al.,
2015) y de celulas de este tipo con expresion de CTLA-4 en superficie en
pacientes asintomaticos (Souza etal., 2007). Por otra parte, aunque en este
estudio no se observd aumento en la expresién de CTLA-4 en superficie en
linfocitos T CD8* de pacientes con cardiopatia, pudo evidenciarse un
incremento en la frecuencia de células con marca intracelular positiva para este
receptor (Souza etal., 2007). En discordancia parcial, un estudio posterior
indica una frecuencia significativamente aumentada de linfocitos T CD8* que
expresan dicho receptor en pacientes con enfermedad de Chagas, con y sin
sintomatologia (Arguello etal., 2012). Adicionalmente, se ha demostrado,
dentro de los linfocitos T CD8" circulantes, una disminucién del subconjunto
Tem en favor de un aumento de las T+e, sugiriendo que la proteccion mediante
respuesta citotdxica frente al avance de la patologia depende de la existencia de
un namero alto de linfocitos T CD8" de memoria competentes, esto es, en
estadios de diferenciacion no terminales (Costa et al., 2000; Albareda et al.,
2006).

Otra arista de esta disfuncionalidad de la respuesta es la observacién de
un funcionamiento deficiente del eje CD28-IL-2 puesto que la sefializacion por
IL-2 es necesaria para la supervivencia de los linfocitos T activados y la
generacion y el mantenimiento de la memoria, es probable que una menor
secrecion de esta citoquina conlleve no sélo a una respuesta efectora
disminuida, sino también a la eliminacion fisica de clones especificos activados
de linfocitos T (Albareda et al., 2006; Alvarez et al., 2008).

Con respecto a la especificidad de la respuesta T CD8*, se han descrito
numerosos epitopes, siendo los provenientes de proteinas de la familia de las
trans-sialidasas los mas estudiados. En particular, TSKb20, un péptido surgido
de la prediccion informética de epitopes con unién a la molécula de CMH clase

| de ratén H-2K®, ha demostrado un alto grado de inmunodominancia en modelo

8 Aunque los autores proponen que, dada su expresion de CD45RA, se trata de
linfocitos T CD8" virgenes, bien podria en realidad tratarse de poblaciones Te.

% La polifuncionalidad de linfocitos T, en tanto diversidad de citoquinas producidas
frente a la activacidn, es una caracteristica asociada a una mejor funcién protectora, y su
pérdida suele relacionarse con agotamiento de la respuesta especifica.
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de infeccion murina, llegando a alcanzar valores de hasta un 30% de linfocitos
T CD8* especificos observados mediante tincion citométrica con tetrameros de
CMH (Martin et al., 2006; Tzelepis et al., 2008). Esta caracteristica ha llevado a
algunos autores a proponer que la concentracion de gran parte de la respuesta en
unos pocos epitopes podria constituir una estrategia de evasion inmunitaria
(Tzelepis etal., 2008), pero resultados posteriores demostraron que inducir
tolerancia frente al epitope TSKb20 tiene un efecto negativo sobre el control de
la parasitemia. Esto invalidaria la hip6tesis de que la inmunodominancia de
epitopes de TcTS contribuye al escape del parasito por impedir el desarrollo de
una respuesta mas amplia (Padilla et al., 2009). Méas aln, a pesar de que a
menudo se extrapola la observacion de epitopes inmunodominantes de TcTS a
la infeccion por T. cruzi en general, no hay a la fecha informacion experimental
publicada que documente su existencia en la infeccion humana. Una
aproximacion predictiva similar, pero para la familia (supertipo) HLA-A2 de
moléculas de CMH humano clase I, llevé al descubrimiento de epitopes
similares de trans-sialidasa, denominados TSA2-x donde x reemplaza a un
identificador numérico de cada péptido individual, que demostraron diversos
grados de reactividad en experimentos de ELISPOT con muestras de pacientes
crénicos HLA-A*02:01* (Martin et al., 2006)*.

La familia de las trans-sialidasas y proteinas relacionadas ha despertado
particularmente el interés de los investigadores en inmunologia de los linfocitos
T en enfermedad de Chagas. Sumado a lo ya mencionado sobre su rol en el
escape y la inmunomodulacién, y a la existencia de epitopes T contenidos en
estas proteinas, se sabe que es un conjunto extremadamente diverso, con
alrededor de 1.400 variantes proteicas anotadas en el genoma de T. cruzi cepa
CL Brener, y un estimado de otras 1.800 variantes sin anotar. Por el contrario,
Leishmania carece de esta familia y T. brucei sélo tiene 6, lo cual sugiere que
esta familia se expandié extraordinariamente al divergir T. cruzi de los demas
tripanosomatidos (Padilla et al., 2009). Desde un punto de vista evolutivo, es
tentador especular respecto de la relevancia de este fendmeno al éxito de T.
cruzi como organismo parasitario, y en consecuencia tener alguna relevancia

clinica.

10 En el trabajo de Martin et al., los pacientes se describen como HLA-A2.1*, en funcion
de una nomenclatura para los alelos de HLA actualmente en desuso.
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Otras moléculas que contienen epitopes T CD8* de T. cruzi, y que han
sido confirmadas como inmunogénicos en muestras de pacientes HLA-A02:01",
son el péptido 77.2 de la proteina TSA-1 (Wizel et al., 1997), las proteinas de
superficie de amastigotes ASP-1y -2 (Low et al., 1998), las proteina de bastén
paraflagelar TcPRP-2 y -3 (Egui et al., 2012), cruzipaina y FL-160 (Fonseca
etal., 2005), dentro de la familia de las trans-sialidasas. Por fuera de la misma
se encuentra a la proteina de la membrana del kinetoplasto KMP-11 reconocida
por pacientes con enfermedad de Chagas crénica, y sin confirmacion de
respuesta en humanos, se encuentran LYT-1, B-adaptina, la proteina
paraflagelar de unién a Ca*?y la proteina de respuesta a choque térmico (HSP),
todas ellas de inmunogenicidad verificada en modelo de infeccion murina
(Fralish y Tarleton, 2003; Martin y Tarleton, 2004).

Es interesante mencionar que, independientemente de su especificidad, se
ha observado una expansion en pacientes con enfermedad de Chagas de la
poblacion de células expresando la variante de receptor de linfocito T TCR-Vp
3.1 en linfocitos T CD8*CD28" (Menezes etal., 2004), sugiriendo una

activacién preferencial de esta familia de RCT frente al paréasito.

Numerosas investigaciones han intentado determinar la frecuencia y
fenotipo de los linfocitos T CD8* especificos contra T. cruzi utilizando epitopes
del parésito (TSA-1, ASP-1y -2, CaBP, LYT-1) con aproximaciones basadas en
ensayos de ELISA, ELISPOT y marcacion intracitoplasmatica de citoquinas
(ICS, por Intracellular Cytokine Staining). El éxito de estas estrategias se ha
visto fuertemente limitado por la baja frecuencia de estas células en los
pacientes crénicos (Laucella et al., 2004; Martin y Tarleton, 2004; Martin et al.,
2006). Esta baja frecuencia de células especificas fue observada en particular
para T. cruzi, en comparacion con la respuesta a un péptido de virus de
influenza evaluada en paralelo sobre las mismas muestras. Evidencia que
apuntaba en el mismo sentido ya habia sido obtenida en modelo murino,
utilizando parésitos transgénicos que expresan el antigeno heter6logo OVA en
forma secretoria o anclada a GPI. Los resultados indicaron una expansion inicial
de linfocitos T CD8* OV A-especificos, pero que son mantenidos sélo en bajas
frecuencias (Garg et al., 1997). Diferentes mecanismos fueron propuestos para
explicar esta observacion. Uno de ellos involucra la diversidad de péptidos
incorporados al mecanismo de procesamiento y presentacion del CMH clase I:
al exponerse una gran cantidad de péptidos diferentes en la superficie de la

célula presentadora, puede que estos epitopes compitan por la presentacion y
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ninguno alcance una densidad suficiente como para superar el umbral de
activacién del RCT. Otra hipotesis es la de la pérdida de funcién efectora y
supresion en los tejidos periféricos (Laucella et al., 2004; Martin y Tarleton,
2004).

Ademas de participar, con los matices ya mencionados, en la eliminacion
del parésito en el marco de la infeccion, un cuerpo de evidencia notable sugiere
que los linfocitos T CD8* estan también involucrados en el dafo tisular y los
procesos inflamatorios caracteristicos de la enfermedad de Chagas sintomética
(Engman y Leon, 2002; Scharfstein et al., 2009; Bonney y Engman, 2015). Los
infiltrados inflamatorios en pacientes con las formas cardiaca o digestiva de la
enfermedad son ricos en linfocitos T CD8" activados, y estos expresan las
moléculas citoliticas granzima y TIA-1* (Lannes-Vieira, 2003; da Silveira
et al., 2007; Dutra y Gollob, 2008). Se ha reportado también una predominancia
de células productoras de citoquinas pro-inflamatorias en pacientes con
cardiopatia (Fonseca et al., 2007), aunque estudios comparativos del perfil de
citoquinas entre pacientes asintomaticos y con cardiopatia arrojaron resultados

discordantes: algunos autores afirman que la secrecion de IFN-y tiene un efecto

protector frente al desarrollo de sintomatologia (Laucella etal., 2004; dos
Santos Virgilio et al., 2014; Dutra et al., 2014), mientras que otros proponen un
efecto nocivo de esta citoquina pro-inflamatoria sobre la funcién cardiaca
(Gomes et al., 2003, 2005; Dutra et al., 2014). Se ha sugerido una relacion entre
el perfil de linfocitos T CD8* enriquecido en T+e en pacientes con cardiopatia
de mayor severidad y el dafio cardiaco en si, dada la mayor capacidad citotoxica
de este subconjunto (Mateus et al., 2015). En funcién de la evidencia acumulada
en este sentido, la hipétesis mas favorecida pone en relieve la importancia de la
regulacion de la respuesta para lograr un balance entre una actividad efectora

eficaz y el control del dafio inflamatorio.

Es interesante destacar un estudio reciente, en el que se logra demostrar
que los linfocitos T citotdxicos tienen una accion tripanocida directa sobre los
parésitos intracelulares y circulantes, para la cual es necesaria la enzima
granulolisina (Dotiwala etal., 2016). Los resultados de esta investigacion
mostraron que, aunque no es necesaria para la eliminacion de la célula huésped

infectada mediante la accion de la perforina y la granzima B, la granulolisina es

1 TIA-1 (T cell Intracellular Antigen) es una proteina implicada en la muerte celular
por la activacion de la via FAS/FAS-L.
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requerida para observar un efecto sobre la viabilidad de los parésitos
intracelulares. Los autores proponen que las granzimas ingresan a la célula
infectada por accién de la perforina, y una vez alli penetran en los amastigotes
por accién de la granulolisina. En cuanto a los tripomastigotes circulantes, se
vio que la granzima B s6lo es capaz de afectarlos en presencia de granulolisina.
El proceso de muerte celular inducido por los linfocitos T citotoxicos sobre los
parasitos es similar a la apoptosis (los autores proponen designarlo con el
término “‘microptosis”), con hinchamiento y pérdida de crestas en la
mitocondria, condensacién de la cromatina, fragmentacion nuclear y blebbing
de la envoltura celular. El mecanismo también involucra actividades
enziméticas similares a la de las caspasas en las células de mamifero y
produccion de especies oxidantes de oxigeno y nitrogeno, y pudo observarse
tincion con anexina V y yoduro de propidio (Dotiwala etal., 2016).
Llamativamente, la granulolisina estd ausente en roedores, lo cual pone en
evidencia ciertas limitaciones del modelo murino clasico para el estudio de la
respuesta citotoxica en el contexto de la enfermedad de Chagas. En el mismo
estudio, se mostrd6 como ratones en los que se introducia esta enzima por
ingenieria genética controlaban mejor la infeccion y el dafio tisular cardiaco,

logrando una mayor sobrevida (Dotiwala et al., 2016).

Los mecanismos que favorecen y perjudican la inmunidad mediada por
linfocitos T CD8+ frente a la infeccion por T.cruzi se resumen

esquematicamente en la Figura 8.
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Figura 8

Los linfocitos T CD8* juegan un rol fundamental en el control de la parasitemia y la
eliminacion de células infectadas por T. cruzi, pero su estimulacion crénica perjudica su
funcién. Ademas, se cree que participan en los procesos inflamatorios patogénicos propios
de la enfermedad de Chagas. Se ilustran en verde los factores que se consideran
beneficiosos y en rojo los que se consideran perjudiciales para el hospedero. La flecha roja
encerrada en un circulo indica cambio en la secrecién de citoquinas.

Linfocitos T colaboradores y modulacién de la respuesta inmune
especifica

Los linfocitos T CD4* se caracterizan por expresar moléculas de
superficie y secretar citoquinas que modulan la actividad de otras células,
principalmente macréfagos, células dendriticas y otros linfocitos (Abbas et al.,
2012). Luego de activarse, los linfocitos T estimulan, via CD40L, a las células
dendriticas que han entrado en contacto con patégenos y promueven su
maduracion, asi como la produccion de quimioquinas y citoquinas polarizadoras
de la respuesta, funcion que es necesaria para la induccién de una respuesta T
citotoxica apropiada. Algunos linfocitos T CD4* activados aumentan su
expresion de CXCR5 que dirige su migracion hacia los foliculos de linfocitos B
en organos linfoides, donde interactian con linfocitos B y se diferencian en
linfocitos T colaboradores foliculares (Trn), especializados en favorecer la
seleccion de linfocitos B especificos e inducir su produccion de anticuerpos de
alta afinidad. La gran mayoria de los linfocitos T CD4* que entran en fase

proliferativa gracias a su activacion se diferencian en alguno de los multiples
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perfiles de linfocitos Tw, adquiriendo diferentes propiedades migratorias y
efectoras, e ingresan en circulacion para extravasarse en los tejidos periféricos
inflamados. Alli, frente al reconocimiento antigénico, producen citoquinas
acordes a su perfil para potenciar la actividad de las células inmunitarias
localmente presentes. La diversidad de fenotipos de Tw generados en la
respuesta primaria a una infeccién es importante, puesto que se vera reflejada en
la diversidad de linfocitos T de memoria que persistiran mas alla de la infeccion
(Sallusto, 2016).

Se sabe que en el modelo murino de infeccion cronica por T. cruzi, los
linfocitos T CD4" forman una parte importante de los infiltrados en las lesiones
cardiacas, lo cual podria sugerir que son de importancia en la respuesta frente al
parésito (Ben Younes-Chennoufi etal., 1988). No obstante, y posiblemente
gracias a que su importancia fisioldgica es indirecta, es decir, por medio de la
colaboracion con otras células, se sabe muy poco sobre el rol que cumplen en la
enfermedad de Chagas, especialmente en comparacion con la extension en la
gue ha sido estudiada la respuesta a linfocitos T CD8*. Un modelo de infeccién
en ratones knock-out para moléculas de CMH clase Il empleado para evaluar la
importancia de la colaboracién entre los linfocitos T CD4* y CD8" permiti
establecer que las primeras no son absolutamente necesarias para establecer una
respuesta T citotoxica. No obstante, el perfil de especificidad y los patrones
migratorios de los linfocitos CD8* expandidos no fueron iguales que en los
ratones del grupo control (no mutantes), y los animales modificados presentaron
una susceptibilidad mucho mayor a la infeccion, pereciendo frente a esta a
tiempos relativamente cortos (Padilla etal., 2007). Esto no solo limita la
utilidad de este modelo para el estudio del rol de los linfocitos T colaboradores
en la infeccion crénica por T. cruzi, sino que pone de manifiesto que, a pesar de
no ser esenciales para la generacion y expansion de linfocitos T citotoxicos, los
linfocitos T CD4* son importantes para el control de la infeccion y/o la

inflamacion.

La variedad de distintos perfiles de linfocitos Ty estd estrechamente
relacionada con su funcion, puesto que la predominancia de uno u otro en la
respuesta depende de la naturaleza del patégeno, y permite, consecuentemente,
activar los mecanismos mas convenientes para su eliminacion (Annunziato y
Romagnani, 2009; Abbas et al., 2012). Estos perfiles se definen en funcién de la
produccion de citoquinas y expresion de factores de transcripcion caracteristicos

(Sallusto, 2016). Asi, los linfocitos Tyl producen altos niveles de IFN-y y
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potencian la fagocitosis y la produccion de anticuerpos opsonizantes y fijadores
de complemento, mediando la proteccion frente a patdgenos intracelulares. Su
factor de transcripcion de expresion distintiva es T-bet. Por otra parte, los
linfocitos Tw2, definidos por la expresién de GATA-3, producen IL-4, IL-5, IL-
9 e IL-13, que activan mecanismos involucrados en la eliminacion de helmintos
y otros parasitos pluricelulares similares (Annunziato y Romagnani, 2009;
Sallusto, 2016). A su vez, y en relacién con el tipo de patdgeno al que
responden, mientras que un perfil Tyl guia la produccion de anticuerpos IgM,
IgA, 1gG1, 1gG2 e 1gGs, uno Tw2 induce la produccion de IgM, 1gGs e IgE
(Annunziato y Romagnani, 2009).

Resultados obtenidos en modelo murino sugieren que, en cuanto al nivel
de proteccion que proveen uno u otro perfil frente a la infeccion por T. cruzi, es
deseable una respuesta coordinada entre ambos perfiles (Silva etal., 1992;
Petray et al., 1993), con predominancia, segin algunos autores, de mecanismos
efectores Tyl para el control/la eliminacién del parasito (Rodrigues et al., 1999;
Kumar y Tarleton, 2001; Hoft y Eickhoff, 2005). EI modelo de infeccién en
raton ha permitido descubrir que algunas enzimas del parasito afectan la
fisiologia de los linfocitos T CD4* de diversas maneras, constituyendo
potenciales mecanismos de evasion: dos enzimas de la familia de las trans-
sialidasas (una con actividad trans-sialidasa propiamente dicha, y otra sin ella),
inhiben su expansién y promueven un perfil de citoquinas T2, segun proponen
los autores al observar una disminucion en la secrecion de IFN-y y aumento en
la de IL-4 (Diaz et al., 2015). En concordancia, se evidencié una disminucion en
la expresion de IL-2 y su receptor (IL-2Ra, CD25), asi como una disminucion
en la sefalizacion por el RCT, y se demostr6 que la IL-10 es requerida para que
este fendmeno ocurra. Puesto que la actividad trans-sialidasa de la enzima
parece no participar en esta modulacion, los autores proponen que en realidad el
mecanismo que genera estos efectos es de tipo unién de lectinas a glicoproteinas
de superficie (Diaz et al., 2015). De manera similar, se observo que TcMuc, una
sialoglicoproteina de la superficie de T. cruzi, produce efectos similares sobre la
expresion de IL-2 y CD25, y por ende en la proliferacion de los linfocitos T
CD4*, aunque en este caso la inhibicion de secrecion de citoquinas fue mas
general, afectando no sélo a IFN-y, sino también a IL-4, IL-10 y TGF-B (Nunes
etal., 2013). El mecanismo operante en este caso pareceria ser la union de
SIGLEC-E (tal y como se describié para las células dendriticas), lo cual se

apoya en la disminucion de los efectos observados al des-sialilar la proteina
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TcMuc (Nunes et al., 2013). Otra molécula que modula la funcién de estos
linfocitos es la proteina de membrana de kinetoplastidos 11 (KMP-11), que
disminuye la secrecion de IFN-y frente a la activacion, sin afectar la de IL-4
(Cuéllar etal., 2009). Los cuatro agentes mencionados, las trans-sialidasas
activa e inactiva, la TcMuc y la KMP-11, afectan a la totalidad de la poblacién
de linfocitos T CD4* independientemente de su especificidad (Cuéllar etal.,
2009; Nunes etal., 2013; Diaz et al., 2015). En la Figura 9 se ejemplifican
algunas de las vias implicadas en el balance entre la eliminacién del paréasito y

la inflamacién patoldgica nociva.

En la infeccion humana, Albareda etal. (2009) demostraron una
asociacion de una menor frecuencia de linfocitos CD4* especificos contra T.
cruzi productores de IFN-y con el grado de severidad de pacientes con
cardiopatia chagésica crénica. Los resultados de este trabajo sugieren ademas
gue la mayoria de los linfocitos T CD4* parasito-especificas circulantes en
pacientes son células recientemente reclutadas y tienen un perfil efector
altamente diferenciado, e incluso, en los casos de cardiopatia mas severa,
presentan marcadores de apoptosis, mientras que una fraccion minoritaria tiene
un fenotipo esperable de una memoria inmunolégica de largo plazo (Albareda
et al., 2009). Esta evidencia favorece la hip6tesis de agotamiento de la respuesta
T en el contexto de la enfermedad de Chagas cronica. Adicionalmente,
experimentos de estimulacion in vitro de células mononucleares de sangre
periférica y analisis de secrecion de citoquinas mostraron que los antigenos del
parasito inducen en pacientes con cardiopatia chagasica crénica un perfil de
secrecion de citoquinas que no encaja completamente con ninguno de los
mencionados, presentando mezcla de citoquinas tipicamente Tul (IFN-y, TNF-
a), Tw2 (IL-4, IL-13), ademas de IL-2, IL-10 (que tiene funcién
inmunosupresora, como se discute mas adelante) y GM-CSF (una citoquina que
favorece la produccion de neutréfilos y monocitos en la médula 6sea, y la
diferenciacion de las células de Langerhans en células dendriticas maduras)
(Longhi et al., 2014). La secrecion de GM-CSF, IL-10 y TNF-a fue atribuida
parcialmente a la respuesta frente a proteinas ribosomales del parasito que,
como Se expuso anteriormente, estan relacionadas con fendmenos de

autoinmunidad humoral.

Una tercer subpoblacion de linfocitos Tw, los Twl7, contribuyen a la
respuesta frente a patdgenos, aunque las primeras investigaciones al respecto

pusieron énfasis en su rol patoldgico, especialmente en modelos de enfermedad
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autoinmune o de inflamacién crénica. No obstante, también se ha acumulado
evidencia en favor de su rol protector frente a la infeccion por patdgenos
diversos, tales como bacterias Gram-positivas y Gram-negativas, levaduras y
micobacterias (Bettelli etal., 2008). En humanos, se caracterizan por la
expresion del factor de transcripcion RORC y los receptores CCR6, CCR4, IL-
23R y CD161. Producen las citoquinas IL-17A, IL-17F, IL-22 e IL-26, y la
guimioquina CCL20 (Annunziato y Romagnani, 2009; Abbas et al., 2012). Es

importante mencionar que una alta proporcion de estas células producen IFN-y

en conjunto con IL-17A, lo que ha llevado a proponer la caracterizacion de un
subconjunto Twl7/Twl, para diferenciarlo de las Tul7 y de las Tul. Su
importancia fisioldgica es aun hoy motivo de debate, puesto que los efectos de
su actividad suelen variar dependiendo de la patologia de contexto y el modelo
en el que se observen (Annunziato y Romagnani, 2009). Algunas de las
controversias suscitadas respecto al rol protector/patolégico de estas células
fueron esclarecidas, al menos en parte, al demostrarse la existencia de
plasticidad que permitiria a los linfocitos Tw17 diferenciarse a Tul, pero no a la
inversa. Para intentar resumir las funciones de los linfocitos Twl7, se cree que
es principalmente el reclutamiento y activacion de granulocitos/neutréfilos por
activacion, mediada por IL-17A, de la produccion de factores estimulantes de
colonias y CXCL8 por parte de macrofagos y células residentes tisulares
(Bettelli et al., 2008; Annunziato y Romagnani, 2009; Sallusto, 2016). Por su
parte, IL-21 e IL-22 participan en la activacion de células mononucleares y/o
residentes tisulares, y podrian asi inducir o0 mantener un proceso inflamatorio

crénico (Bettelli et al., 2008; Annunziato y Romagnani, 2009).

Se ha demostrado que los linfocitos Twl7 pueden ejercer una potente
funcién protectora frente a la infeccion por T. cruzi en ratones, al activar la
produccion de especies oxidantes en células infectadas mediante la accion de
IL-17A y los mecanismos efectores de los linfocitos T citotdxicos mediante la
accion de IL-21 (Cai et al., 2016). En este trabajo, la utilizacion de transferencia
adoptiva de linfocitos Tul y Tw17 especificos contra p7, un epitope de trans-
sialidasa inmunodominante en este modelo experimental, evidencié una mayor
capacidad protectora de las segundas en comparacion con las primeras frente a
la infeccion con T. cruzi. Aunque se ha aprendido que la respuesta Thl7 en la
infeccion murina esta fuertemente regulada por citoquinas de la familia de IL-
12 (Cobb y Smeltz, 2012) y que los linfocitos T CD4* de este perfil forman

parte de los infiltrados inflamatorios en corazén en el mismo modelo (Sanoja
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etal., 2013), la importancia funcional de esta subpoblacién celular ain no ha

sido esclarecida.

Los avances en las tecnologias utilizadas para el estudio de la biologia de
los linfocitos T y en el conocimiento generado en los Ultimos afios en este
campo han permitido distinguir otros subconjuntos funcionales de linfocitos T,
tales como los Tw9 y los Tu22. No obstante, su descripcién implicaria ahondar
en detalles que no son de relevancia para la contextualizacién de este trabajo de
Tesis. Ademés, a la fecha, no existen trabajos publicados respecto a su

importancia en el contexto de la infeccion por T. cruzi.

Existe un subconjunto de linfocitos T CD4* cuya funcién es la de operar
mecanismos de tolerancia por medio de una accion en trans sobre otros
linfocitos T, con el fin de restringir respuestas inmunes potencialmente
patogénicas. Esta poblacion, conocida como linfocitos T regulatorios (Treg),
expresa constitutivamente una alta densidad de CD25 (cadena a del receptor de
IL-2) y del factor de transcripcion FoxP3, que dirige su programacion
transcripcional (Abbas et al., 2012; Josefowicz et al., 2012). Su diferenciacion a
partir de linfocitos T CD4* virgenes depende de sefializacién por IL-2 y TGF-B,
y su mantenimiento y expansion depende de IL-2. En condiciones fisioldgicas,
se generan principalmente por reconocimiento de autoantigenos en el timo, asi
como de antigenos propios y foraneos en los 6rganos linfoides periféricos. Su
funcion inmunoregulatoria estd mediada por IL-10 y TGF-B: IL-10 inhibe la
produccion de IL-12 e inhibe la expresién de moléculas co-estimulatorias y
moléculas de CMH clase Il en células dendriticas y macréfagos activados; y
TGF-B inhibe la proliferacion y funcion efectora de los linfocitos T y
macrofagos, inhibe la diferenciacion de linfocitos T CD4* activados hacia Tl y
Tw2, induce el switch de clase hacia IgA en linfocitos B activados y promueve
la reparacion local de tejido en la remision de la inflamacion (Abbas et al.,
2012). El co-receptor inhibitorio CTLA-4 y las exoenzimas CD39 y CD73 (que
intervienen en el equilibrio adenosina-cAMP, afectando esta via de
sefializacion) también estdn involucrados en la funcion supresora de las Treg
(Josefowicz et al., 2012).
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Figura 9

Los linfocitos T CD4* activan, potencian o modulan mecanismos de la respuesta inmune
frente a la infeccidon por T. cruzi. El control de la enfermedad requiere de una respuesta
balanceada en la que existe un compromiso entre la activacion de funciones microbicidas y
el control del dafio inflamatorio. Se ilustran en verde los factores que se consideran
beneficiosos y en rojo los que se consideran perjudiciales para el hospedero. Los factores
en recuadros rojos modifican la secrecion de citoquinas segun indican las flechas rojas
encerradas en circulos.

Dada la relevancia clinica del control de la inflamacion tisular en la
enfermedad de Chagas cronica, los linfocitos Ty han despertado interés en este
campo de investigacion. Asi, se llegd a determinar que esta poblacion de
linfocitos estd aumentada en pacientes asintomaticos en comparacion con
aquellos que desarrollaron sintomatologia cardiaca o digestiva (Vitelli-Avelar
et al., 2005; da Silveira et al., 2009). Asimismo, se comprob0é la existencia de
linfocitos Treg activados, produciendo IL-10, tanto en pacientes con enfermedad
de Chagas asintomatica como con cardiopatia asociada a la infeccion (de Araujo
etal., 2011). En modelo murino, se descartd su actividad, y en particular la
produccion de TGF-B, como causas de la falta de produccion de citoquinas por
parte de linfocitos T efectores, aislados a partir de infiltrados inflamatorios de

corazon infectado por T. cruzi (Kotner y Tarleton, 2007; Martin et al., 2007).

Finalmente, es importante destacar que la especificidad de los linfocitos T
CD4* en la enfermedad de Chagas ha sido escasamente explorada, quizds como
consecuencia de la ya mencionada dificultad de observar su efecto colaborador

sobre otros tipos celulares. Un estudio sobre la expresion de familias de RCT
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indicd una representacion aumentada de células expresando VB5 (Menezes
etal., 2004). Otros autores sefialaron una frecuencia incrementada de las
familias VP4, VPS5, VP11, VP13, VP17 y VP20 asociada a una menor
representacion de las familias VB2, VB3, VB6, VP14, VP15 y VpIé6.
Adicionalmente, indicaron que la frecuencia de células expresando VB7 esta
significativamente aumentada en pacientes con arritmia asociada a enfermedad
de Chagas en contraste con los grupos de pacientes con falla cardiaca
congestiva y sin sintomatologia (Fernandez-Mestre etal., 2002). Toda esta
informacidn es sugerente de una seleccién de poblaciones de linfocitos T CD4*
en proceso, incluso durante la enfermedad cronica. Los epitopes restringidos a
CMH clase Il hasta la fecha corresponden a proteinas de la familia de las trans-
sialidasas (Kahn y WiIeklinski, 1997), la tiol-transferasa Tc52 (Borges et al.,
2003), la proteina flagelar de unién a Ca*? 3 (Taibi et al., 1993), la proteina de
superficie asociada a mucinas (MASP, Serna et al., 2014) y la proteina B13
(Abel et al., 2005; Iwai et al., 2005). Para esta ultima, no se evidencio respuesta
in vitro diferencial entre los pacientes con enfermedad de Chagas (y con distinto
grado de compromiso cardiaco) e individuos no infectados (Abel et al., 2005).
Ademas, se logré encontrar motivos de esta proteina que presentan reactividad
cruzada con la cadena pesada de miosina humana, y linfocitos T con esta
especificidad fueron aislados de lesiones cardiacas de un paciente con
enfermedad de Chagas crénica (Cunha-Neto et al., 1996; Iwai et al., 2005). Sin
embargo, es importante mantener en vista que, a excepcion de B13, todos los
antigenos mencionados surgen de estudios de restriccion en modelos de
infeccion en roedores, y dado que las moléculas de CMH son sensiblemente
diferentes entre el humano y estos animales de laboratorio, es esperable

encontrar diferencias en los epitopes reactivos entre estas especies.
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2. Hipotesis y objetivos.

En funcién del contexto expuesto en la Introduccién, resulta evidente la
importancia de comprender los factores que rigen la respuesta inmune frente a
la infeccion por T. cruzi. En particular, el estudio de la memoria inmunolégica
de linfocitos T y su especificidad en el contexto de la enfermedad de Chagas
crénica podria, mas alld de aportar al conocimiento bésico sobre este
mecanismo de defensa, contribuir al desarrollo de vacunas profilacticas y/o

terapéuticas, asi como al disefio de tratamientos de inmunointervencion.

El objetivo general de este trabajo de Tesis fue el estudio de la
especificidad de la respuesta inmune de memoria mediada por linfocitos T,
generada frente a la infeccion por T. cruzi en humanos. Para ello, hemos
planteado dos aproximaciones complementarias, cada una con sus propios

objetivos especificos:

Aproximacion I. Expansion y deteccién ex vivo de linfocitos T de memoria

especificos contra T. cruzi de pacientes con enfermedad de Chagas cronica

- Evaluar los efectos de variables experimentales de los protocolos de cultivo
celular en la expansion ex vivo de linfocitos T de memoria especificos contra
T. cruzi a partir de CMN de pacientes con enfermedad de Chagas cronica

asintomatica y con cardiopatia chagésica cronica.

- En funcién de los resultados del objetivo anterior, optimizar el método para

la generacion de lineas de linfocitos T especificos contra T. cruzi a partir de
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linfocitos T CD4" de memoria de pacientes con enfermedad de Chagas

cronica asintomatica.

Aislar, a partir de lineas policlonales, clones de linfocitos T CD4*
especificos contra T. cruzi y amplificarlos in vitro para generar lineas

celulares clonales.

Aproximacion |1l. Prediccion bioinformatica y validacién de epitopes

inmunogénicos de T. cruzi.

Identificar, mediante la utilizacion de algoritmos bioinforméaticos de
prediccion de péptidos con capacidad de unién a moléculas de CMH clases |
y 11, posibles epitopes de T. cruzi, activadores de respuesta inmune celular.

Evaluar la reactividad in vitro de CMN de pacientes con enfermedad de
Chagas cronica frente a los péptidos identificados en el objetivo especifico

anterior.
- Evaluar la cobertura poblacional de la respuesta frente a esos péptidos.

- Caracterizar el perfil de la respuesta inducida por los epitopes validados.
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3. Materiales y métodos.

3.1. Soluciones y medios de cultivo.

PBS/PBS-Tw
NaCl 0,15M
NaH,PO, 2,5 mM
Na;HPO, 7,4 mM
(PH 7,4)

PBS-Tw: + 0,05% v/v del detergente no iénico Tween-20.

Solucién de Carbonato de Sodio

N62CO3 15 mM
NaHCO3; 35 mM
(pH 9,6)

Solucién de bloqueo de ELISA
PBS + 10% suero fetal bovino (SFB, Natocor, Cérdoba, Argentina)

Medios RPMI-SFB/RPMI-SFB3/ RPMI-SH
Para todos estos medios se utiliz6 de base:
RPMI 1640 (contiene HEPES y rojo fenol en su formulacion comercial)
L-glutamina 2mM

Penicilina 100 U/ml
Estreptomicina 100 pg/ml

RPMI-SFB: + 10% v/v SFB

RPMI-SFB3: + 3% v/v SFB

RPMI-SH: + 5% v/v suero humano (AB Rh-positive human serum;
Sigma, St Louis, EE. UU.)
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Medio LIT
Infusion de higado (Liver Infusion) 0,5% plv
Triptona  0,5% p/v
NaCl 67,8 mM
KCI 53mM

Na;HPO, 22 mM
D-Glucosa 11,1 mM

SFB 10% v/v
Penicilina 100 U/ml
Estreptomicina 100 pg/ml
Hemina 10 mg/l

Medio de separacion inmunomagnética
PBS + SFB 2% v/ivy EDTA 1 mM

Solucién de lisis de epimastigotes

MgCl, 5mM

Acetato de Potasio (K"CH3;COO) 25 mM

Ditiotreitol (DTT) 1 mM

Sacarosa 250 mM

Tritdn X100 (detergente no idnico) 1% viv

Solucién Tris-HCI 1M pH 7,4 2 ml (conc. final Tris: 20 mM)

cOmplete (inhibidor de proteasas, Roche, Alemania) 1 tableta/10 ml

Solucién de lisis de tripomastigotes

EDTA 1 mM

Triton X100 0,1% viv

NP40 (detergente no iénico) 0,1% viv
NaCl 100 mM

PMSF (inhibidor de proteasas) 25 mM

3.2. Seleccion de pacientes y toma de muestras.

La seleccion de pacientes con enfermedad de Chagas crénica y toma de
muestras fue llevada a cabo en el Servicio de Cardiologia del Hospital General
de Agudos “Dr. Ramos Mejia”, el Instituto Nacional de Parasitologia (INP-
ANLIS) “Dr. Mario Fatala Chabén” y el Hospital General de Agudos “Dr.
Ignacio Pirovano”. Todos los protocolos empleados siguen los lineamientos de
la Declaracion de Helsinki y de los Comités de Etica Médica de los respectivos
centros de muestreo. En concordancia con esto, todos los pacientes incluidos
dieron consentimiento informado por escrito, previo a la extraccién de la

muestra y luego de que la naturaleza de la investigacion les fuera explicada.

Las muestras consistieron en 35 a 100 ml de sangre venosa periférica,
recolectada en tubos anticoagulados con EDTA. Se tuvieron como criterios de
inclusion de pacientes serologia positiva para enfermedad de Chagas,

determinada por al menos dos métodos independientes (ELISA, IFI o HAI) y
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lugar de residencia dentro del gran Buenos Aires (por fuera de la zona endémica
de la enfermedad). Los criterios de exclusién fueron hipertension arterial
sistétmica, diabetes mellitus, disfuncion tiroidea, insuficiencia renal,
enfermedades pulmonares obstructivas cronicas, desordenes hidroelectroliticos,
alcoholismo, historial médico sugiriendo obstruccion coronaria arterial y
enfermedad reumatica, embarazo, imposibilidad de completar los exdmenes
clinicos necesarios. Todos los pacientes incluidos fueron sometidos a
examinacion clinica y cardiolégica completa, incluyendo, a discrecion de los
médicos a cargo, evaluacién de historia clinica, examinacion fisica,
electrocardiograma en reposo, exadmenes de laboratorio de andlisis clinico,

radiografia de torax, ecocardiografia Doppler.

Adicionalmente, se tomaron muestras de individuos no infectados por T.
cruzi como grupo control, utilizando (a excepcién de la serologia) los mismos

criterios de inclusién y exclusion.

3.3. Aislamiento de células mononucleares de sangre periférica

Luego de la extraccion, se obtuvieron las células mononucleares (CMN) a
partir de sangre periférica anticoagulada, por el método de centrifugacion en
gradiente de Ficoll-Paque (GE Healthcare Bio-Sciences, Uppsala, Suecia), de
acuerdo con las instrucciones provistas por el fabricante. ElI procesamiento de
las muestras se comenz6 dentro de las 4 h posteriores a la extracciéon. Las
células obtenidas fueron resuspendidas en medio de ensayo y utilizadas para el
correspondiente experimento, o resuspendidas en suero fetal bovino (SFB,
Natocor, Coérdoba, Argentina) suplementado con 10% dimetilsulféxido

(DMSO) y criopreservadas en N2 liquido.

3.4. Lisado de parasitos.
3.4.1. Epimastigotes.

Uno a 2 litros de cultivo en medio LIT axénico de epimastigotes de T.
cruzi en fase exponencial de epimastigotes (cepa CL Brener) se centrifugaron a
400 g por 10 min en tubos conicos de 50 ml. Luego de descartar el
sobrenadante, el sedimento se resuspendio en PBS y se centrifugd nuevamente
para lavar el medio de cultivo excedente. ElI sedimento resultante fue
resuspendido en solucion de lisis de epimastigotes, siguiendo la relacion 0,5 ml
de solucioén de lisis por cada 10° parasitos, y sometido a 5 ciclos de congelado

en N liquido y descongelado a temperatura ambiente. Las proteinas totales se
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cuantificaron por el método de Bradford, obteniéndose valores de concentracion
14,4 a 22,7 mg/ml. El lisado fue conservado a -80 °C. Para los ensayos de
cultivo celular, se esteriliz6 por filtrado a través de una membrana de acetato de
celulosa de 0,2 um de didmetro de poro, luego de llevarse a concentracién de 1

mg/ml con PBS.

3.4.2. Tripomastigotes/amastigotes.

A partir de cultivos de células C2C12 o VERO en medio RPMI-SFB3
infectadas con tripomastigotes de T. cruzi [cepa Sylvio X10, multiplicidad de
infeccion (MOI) 3:1], se recuperaron los sobrenadantes a partir del dia 4-6 post
infeccion y se separaron los parésitos (tripomastigotes y amastigotes
extracelulares) por centrifugacién. Especificamente, se centrifugdé a 400 g por
10 min para separar los restos de las células sustrato, se recuperd el
sobrenadante y finalmente se centrifugd a 2.000 g por 10 min para sedimentar
los parasitos. El sedimento resultante se lavé con 1 ml de PBS y se contaron los
parasitos en camara de Neubauer. Seguidamente se centrifug6 a 2.000 g por 10
min y se descartd el sobrenadante. Se almacenaron los sedimentos a -20 °C
hasta acumular una cantidad total de 5x108 parasitos totales, para luego
resuspenderse en soluciéon de lisis de tripomastigotes, a razon de 50 ul de
solucion de lisis por cada 108 parasitos. La suspension resultante se sometié a 5
ciclos de congelado en N2 liquido y descongelado a 37 °C, y 5 ciclos de
aspiracién/expulsién con jeringa por 30 s cada vez, a través de una aguja de
tuberculina (26G). Finalmente, se centrifugd a 1.000 g por 5 min para remover
los restos insolubles, y se cuantific6 proteinas totales por el método de
Bradford, siendo el rendimiento tipico entre 0,2 y 0,8 mg de proteina. Segun fue
necesario, se esterilizd por filtrado a través de una membrana de acetato de

celulosa de 0,2 um de diametro de poro.

3.5. Citometria de flujo.
3.5.1. Anticuerpos y equipamiento.
Los anticuerpos y fluorocromos utilizados para citometria de flujo se

detallan en la Tabla 1.

Los datos fueron adquiridos en un citdmetro BD FACSCanto Il o0 en un
Miltenyi MACSquant, y analizados mediante el software FlowJo VX (Treestar).
En todos los casos, el andlisis de las marcaciones se realizé sobre los eventos

correspondientes a células individuales, seleccionados en base a los pardmetros
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de dispersiéon frontal de luz (area del pico vs. altura del pico, es decir, FSC-A vs.
FSC-H).

Anticuerpos utilizados en citometria de flujo.

Especificidad Fluorocromo  Isotipo Clon Fabricante

CCR7 APC-Cy7 Ratén 1gG2a, G043H7 Biolegend (San Diego, EE. UU.)
CD3 FITC Ratén IgG1, k UCHT1 BD Bioscience (San Diego, EE. UU.)
CD3 PE-Cy5 Ratén 1gG2a, k HIT3a BD Bioscience (San Diego, EE. UU.)
CD4 PE-Cy7 Ratén 1gG2b, OKT4 Biolegend (San Diego, EE. UU.)
CcD8 PE-Cy5 Ratén 1gG1, k RPA-T8 BD Bioscience (San Diego, EE. UU.)
CD19 PE-Cy5 Raton 1gG1, k HIB19 BD Bioscience (San Diego, EE. UU.)
CD45RA APC Ratén 1gG2b, k HI1100 BD Bioscience (San Diego, EE. UU.)
CD45RO PE Ratén 1gG2a, k UCHL1 BD Bioscience (San Diego, EE. UU.)
IFN-y Bv421 Ratén 1gG1, K 4S.B3 Biolegend (San Diego, EE. UU.)

3.5.2. Marcacion de moléculas de superficie.

Finalizada la estimulacion in vitro, segun se detalle para cada
experimento (Resultados), las células fueron transferidas a placas de 96 pocillos
fondo V y lavadas por centrifugacion (400 g, 10 min) en PBS. El sobrenadante
se descart6 por inversion rapida de la placa y las células fueron resuspendidas
en 25 ul de solucién de marcacion (dilucion de anticuerpo segin experimentos
de titulacién previos en PBS), e incubadas por 20 min a temperatura ambiente,
en oscuridad. Luego de esta incubacién, se agregaron 100 pl de PBS y se
centrifug6 (400 g, 10 min), para luego eliminarse el sobrenadante por inversién
rapida de la placa. Finalmente, las células marcadas fueron fijadas en solucion
1% p/v de paraformaldehido (PFA) en PBS durante 30 min en oscuridad,
separadas por centrifugacion (400 g, 10 min) y resuspendidas en 200 pl de PBS.
Estas muestras fueron conservadas a 4 °C en oscuridad hasta el momento del

andlisis citométrico.

3.5.3. Marcacion intracitoplasmatica de citoquinas.

Con el fin de caracterizar las poblaciones celulares activadas, se
realizaron experimentos de estimulacion in vitro de CMN (densidad 1,0-2,5x10°
células/ml), con una incubacion total de 18 h y agregadndose Brefeldina A 5

pg/ml y Monensina 2 uM durante las Ultimas 4 h.

Finalizada la incubacion, se realiz6 la marcacion de moléculas de

superficie (ver 3.5.2 Marcacion de moléculas de superficie.), fijando con
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Fixation Buffer (Biolegend, San Diego, EE. UU.) en lugar de solucién de PFA
1% v/v. Luego de la fijacion, las células fueron centrifugadas, se retirg el
sobrenadante por pipeteo suave y se lavaron 2 veces por resuspension en 50 pl
de Intracellular Staining Permeabilization/Wash Buffer (en adelante “ISPWB”,
BioLegend, San Diego, EE. UU.), centrifugacion (400 g, 10 min) y aspiracion
del sobrenadante. Seguidamente, se resuspendieron en 20 ul de solucion de
anticuerpo BV421 anti-IFN-y en ISPWB y se incubaron en oscuridad por 30
min a temperatura ambiente, en oscuridad. El excedente de anticuerpo fue
removido mediante dos lavados sucesivos, similares a los ya descritos, con 150
ul de ISPWB. Finalmente, las células marcadas fueron fijadas por 20 min a
temperatura ambiente con 75 pl de Fixation Buffer, para luego lavarse 1 vez
con PBS y resuspenderse en un volumen final de 50 ul de PBS. Las células
marcadas fueron mantenidas a 4 °C en oscuridad hasta el momento del analisis

citométrico.

3.6. Generacion de lineas de linfocitos B inmortalizados.

Para determinados pacientes, segun se indica en Resultados, se generaron
lineas celulares de linfoblastoma B (B-LCL) aut6logas, siguiendo una version
adaptada del protocolo descripto por Lan etal. (2007). A partir de
sobrenadantes de cultivo de la linea celular B95-8
( ) se prepar6 una suspension
de virus Epstein-Barr (EBV, por sus siglas en inglés), por centrifugacion a 300
g, 4 °C, por 10 min, seguida de filtracién a través de membrana de acetato de
celulosa (diametro de poro 45 um). Las suspensiones virales se conservaron a -

80 °C hasta su utilizacion.

Para la inmortalizacién de linfocitos B, 10" CMN se incubaron con 1,25
ml de suspensién de EBV, en un volumen final de 5 ml de medio RPMI-SFB,
por 2 h a 37 °C. Finalizado este tiempo, se agregaron 5 ml del mismo medio
suplementado con ciclosporina A 2 pug/ml (1 pg/ml concentracion final; Sigma,
St. Louis, MO, EE. UU.) y se continué la incubacion en estufa (37 °C, 5% COs,,
humedad controlada) por 3 semanas. Durante este periodo se evalud la
formacion de aparicion de linfocitos de tamafio mayor al usual, formando
agregados celulares, como criterio de éxito del proceso. Las linea B-LCL
obtenidas fueron caracterizadas por citometria de flujo (Figura 10), utilizando
anticuerpos PE-Cy5 anti-CD19 y FITC anti-CD3 (ver Tabla 2, en ), tomandose
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como punto de corte un porcentaje no menor a 90% de linfocitos CD3"CD19" en

la muestra para dar por finalizada la inmortalizacion.

La expansion de las lineas se realizd en botellas de cultivo T25 o T75,
realizandose recuentos dos veces por semana Y ajustando la densidad celular a
0,5-1x10° células/ml. Para su criopreservacion en N liquido, las células fueron
lavadas por centrifugacion en PBS y resuspendidas en SFB con 10% DMSO.

Para pre-cargar las B-LCL con antigeno, previo a su utilizacion como
CPA en ensayos de evaluacion de especificidad, las células se incubaron por 3 0
18 h, seguin se indique, en medio RPMI-SFB conteniendo 10 pg/ml de lisado de
epimastigote. Finalizada la incubacion, se lavaron por centrifugacion en PBS
(400 g, 10 min), se resuspendieron en medio RPMI-SH (medio utilizado para
los ensayos de desafio) y se irradiaron con 10* rad (radiacion B). El resto de los
pasos de este tipo de ensayo se explica mas adelante, en Ensayo de evaluacion

de la especificidad de cultivos de linfocitos T..

3.7. Estimulacion y cultivo de linfocitos T.

3.7.1. Estimulacién inicial de CMN y mantenimiento de cultivos de
linfocitos T.

CMN recién aisladas o recién descongeladas fueron sembradas en placas
de 96 pocillos fondo U e incubadas, en medio RPMI-SH, con 2,5 pg/ml de
lisado de epimastigotes de T. cruzi. El tiempo de co-incubacion con el antigeno,
la densidad de células/pocillo y el nimero de pocillos sembrados fueron

variables ajustadas en el transcurso de este trabajo. Como control del estado

Figura 10

Cambios morfoldgicos (A) y de expresion de moléculas de superficie (B) observados al final del proceso de
la generacion de lineas de B-LCL respecto de las CMN de partida. Se muestra un caso representativo. FSC-
A: drea del pico de dispersién frontal de luz; SSC-A: area del pico de dispersién lateral de luz.
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fisioldgico de las CMN al inicio del protocolo, se realizd una estimulacion
inespecifica con fitohemaglutinina (PHA, Sigma, St. Louis, EE. UU.) 1,0
pg/ml. La presencia de signos de activacion celular (aumento del nimero de
células y aparicién de acumulos) fueron evaluados por microscopia oOptica.
Asimismo, se sembrd en cada caso algunos pocillos CMN sin estimulo como
condicion de control negativo de la estimulacion, no observandose dichos
signos de activacion. A partir de un determinado tiempo (ver en particular para
cada experimento), los cultivos se mantuvieron con el agregado periodico de
interleuquina-2 (IL-2) cada 3-4 dias y el recambio del medio de cultivo por

medio fresco segln necesidad (tipicamente cada 1-2 semanas).

3.7.2. Expansion con PHA.

Con el fin de lograr una expansion réapida de los linfocitos T, se
realizaron expansiones no antigeno especificas, utilizando el mitégeno PHA a
una concentracion de 1,0 pg/ml, junto con 50 Ul/ml de IL-2 y 2,5x10* CMN
irradiadas (radiaciéon 8, 4.000 rads) de 3 donantes no relacionados y no
infectados con T. cruzi, como estimulo. A modo de control, se prepararon 8 a 48
pocillos de las mismas placas utilizadas para la expansién en las mismas
condiciones, sin linfocitos T, evidenciandose la no expansién de las células

alogénicas irradiadas.

3.7.3. Separacion de linfocitos T CD4* de memoria.
A partir de CMN, se aisld la poblacién de linfocitos T CD4* de memoria
por medio del kit de seleccién inmunomagnética negativa EasySep Human

Memory CD4* T Cell Enrichment Kit y el iman de separacién EasySep Purple

Figura 11

Andlisis citométrico de la separacién inmunomagnética de linfocitos T CD4* de memoria a partir de CMN.
Los resultados representativos mostrados corresponden a un unico paciente. El primer panel muestra los
eventos dentro del gate de linfocitos (FSC-A vs. SSC-A)/células individuales (FSC-A vs. FSC-H). Los demas
pasos de seleccion de poblaciones se ilustran en la Figura.
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Magnet (StemCell Technologies, Vancouver, Canadd), siguiendo las
instrucciones provistas por el fabricante. Brevemente, CMN recién
descongeladas en medio RPMI-SH se lavaron por centrifugacién en PBS (400
g, 10 min) y se llevaron a una densidad de 5x107 células/ml en medio de
separacion inmunomagnética, y se incubaron por 10 min con el cdctel de
anticuerpos (50 pl/ml de muestra) provistos en el kit. Seguidamente, se
agregaron 150 pl/ml de muestra de suspensidén de esferas magnéticas y se
incubd por 10 min adicionales, para luego completar un volumen de 2,5 ml con
medio de separacion inmunomagnética e incubar nuevamente por 5 min en el
interior del iman. Finalmente, el iman conteniendo el tubo se invirtié sobre un
nuevo tubo cénico estéril, recuperandose los linfocitos T CD4* de memoria
separados. Estas células se pasaron a medio RPMI-SH y se contaron en cdmara
de Neubauer. La poblacién enriquecida se caracterizd por citometria de flujo
(ver 3.5.2 Marcacion de moléculas de superficie), utilizandose los anticuerpos
PE-Cy7 anti-CD4, FITC anti-CD3, PE-Cy5 anti-CD8, APC anti-CD45RA y PE
anti-CD45RO (ver Tabla 1, en 3.5.1 Anticuerpos y equipamiento). En la Figura
11 se muestra un caso representativo de este andlisis, a modo ilustrativo. La
recuperacion y la pureza medios fueron de 40,9+14,1% y 93,6+1,2%,

respectivamente.

3.7.4. Estimulacion inicial de linfocitos T CD4* de memoria.

Las células magnéticamente separadas fueron sembradas en placas de 96
pocillos fondo U, en medio RPMI-SH, a densidad de 5x103 células por pocillo y
estimuladas con lisado de T. cruzi (epimastigotes o tripomastigotes/amastigotes,
ver en cada caso) afiadiéndose 10* CMN autdlogas irradiadas como células
presentadoras de antigenos (CPA). Alternativamente, 10° linfocitos T CD4* de
memoria por pocillo se sembraron en placas del mismo formato, y se
estimularon con 1 pg/ml de PHA, 50 Ul/ml de IL-2 y 10* células alogénicas
irradiadas de 3 donantes no infectados con T. cruzi y no relacionados. Los
cultivos se mantuvieron con el agregado de IL-2 a partir del dia 3, cada 3-4 dias,
a concentracion final de 50 Ul/ml. La mitad del medio de cada pocillo fue
reemplazada por medio RPMI-SH fresco cada 10-14 dias (en funcion de la
acidificacion producto del metabolismo celular), comenzando el dia 15 desde el

inicio de los cultivos.
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3.7.5. Ensayo de evaluacién de la especificidad de cultivos de linfocitos T.
Luego de un determinado tiempo de expansion (ver para cada

experimento en particular, en Resultados), la especificidad de cada cultivo de
linfocitos T fue evaluada en una alicuota del mismo, que fue transferida a
pocillos de una nueva placa de 96 pocillos y cultivada en medio RPMI-SH en
presencia o ausencia de lisado de T. cruzi (a concentraciéon 2,5 pg/ml, segun
experimentos de titulacion previos), y células presentadoras de antigenos (CMN

autodlogas irradiadas a 4.000 rads, o B-LCL aut6logas irradiadas a 10.000 rads).

Al cabo de 18 h de cultivo, se recolectaron los sobrenadantes para la
cuantificacion de citoquinas (ver Cuantificacion de citoquinas en sobrenadantes
de cultivo) y el medio sustraido fue reemplazado por medio RPMI-SH,
adicionando 0,5 pCi/pocillo de [*H-metil]-Timidina (Perkin Elmer, Waltham,
MA, EE. UU.) e incubando por otras 24 h, para finalmente medir la
proliferacion como la incorporacion de esta marca (ver 3.7.7 Medicion de

proliferacion por incorporacién de [*H-metil]-Timidina).

Para algunos anélisis, se normalizaron las respuestas medidas mediante el
cociente del valor obtenido en la condicién de desafio antigénico sobre el valor
de la condicion control sin desafiar, para cada parametro evaluado,

obteniéndose un indice de estimulacion (IE)

3.7.6. Cuantificacion de citoquinas en sobrenadantes de cultivo.

Se empled el método de ELISA de captura, mediante kits BD optEIA
(BD Pharmingen, San Diego, CA, EE. UU.) Para las citoquinas IFN-y, GM-
CSF, TNF-q, IL-6, IL-10 e IL-13 humanas. Para cada una, se insolubilizé el
correspondiente anticuerpo de captura en microplacas de 96 pocillos Microlon
de alta unién (GBO biosciences, Frickenhausen, Alemania), diluido en solucién
de carbonato de Sodio segun el factor recomendado por el fabricante (50
ul/pocillo), durante una noche, a 4 °C. Finalizada la insolubilizacion, se
descart6 la solucion de anticuerpo, se lavé 3 veces con solucién PBS-Tw, se
agrego6 100 pl/pocillo de solucion de bloqueo de ELISA y se incub6 por 2 h a
temperatura ambiente. A continuacion, se descartd la solucién de bloqueo, se
lavé 3 veces con solucion PBS-Tw, se agreg6d 50 pl/pocillo de solucion de
anticuerpo de captura (segun dilucion recomendada por el fabricante) en
solucion de blogueo de ELISA y se incub6 por 1 h. Seguidamente, se lavo 3
veces con solucion PBS-Tw, se agregaron los correspondientes sobrenadantes
de cultivo, diluidos 1:2 en medio RPMI-SH (25 ul/pocillo de cada

57



Materiales y métodos.

sobrenadante, volumen final: 50 pl/pocillo) y se incubd durante una noche, a 4
°C. Al cabo de este plazo, se descartaron los sobrenadantes de la placa y se lavo
5 veces con solucion PBS-Tw, se agregd la dilucién correspondiente de
anticuerpo de deteccion conjugado estreptavidina-HRP (peroxidasa de rabano
picante, por sus siglas en inglés horseradish Peroxidase) en solucién de blogueo
de ELISA vy se incubd por 1 h a temperatura ambiente. Finalmente, se descartd
la solucién de anticuerpo y conjugado enzimatico, se lavé 8 veces a intervalos
de 30 segundos con solucion PBS-Tw y se procedié al revelado con 50
ul/pocillo de solucidon de o-Fenilendiamina (OPD, Sigma Aldrich, EE. UU.)
1,67 mg/ml y H,0, 12,5x102 % v/v. La reaccion colorimétrica se detuvo dentro
de los 5-10 min, utilizando H,SO4 1 M, 25 pl/pocillo. La lectura del ensayo se
realiz6 inmediatamente después, en espectrofotometro, a 492 nm de longitud de
onda.

3.7.7. Medicién de proliferacion por incorporacion de [*H-metil]-Timidina.

Las células pulsadas con timidina tritiada de cada pocillo fueron
adsorbidas en filtros de fibra de vidrio clase GF/A (Whatman, Little Chalfont,
Inglaterra) utilizando un cosechador CellHarvester 8 (Nunc, Roskilde,
Dinamarca), para luego embeberse en liquido de centelleo Optiphase HiSafe 3
(Perkin Elmer, Waltham, EE. UU.). La radiacion emitida por la base marcada
incorporada se cuantificd en cuentas por minuto (cpm) empleando un contador
de centelleo liquido 1214 RackBeta (Wallac-Pharmacia, EE. UU.).

3.7.8. Aislamiento de poblaciones clonales por ensayo de dilucién limite.

Con el fin de aislar poblaciones clonales especificas contra antigenos de
T. cruzi, se realizaron ensayos de dilucién limite a partir de cultivos de
linfocitos T policlonales detectados como reactivos frente a lisado del paréasito.
Se prepar6 una suspension de la poblacién policlonal a separar de densidad 10*
células/ml en medio RPMI-SH, que luego se diluyé 1:10 dos veces sucesivas
utilizando el mismo medio de cultivo para llegar a una densidad de 10
células/ml. A partir de la suspension resultante, se realizaron 1, 2 y 3 diluciones
1:3 sucesivas de manera de alcanzar densidades de aproximadamente 30, 10,y 3
células/ml, respectivamente. De las suspensiones de 100, 30, 10 y 3 células/ml,
se sembraron 100 pl/pocillo, es decir, a razon de 10, 3, 1 0 0,3 células/pocillo en
5 placas de 96 pocillos fondo U (480 pocillos por cada condicion de densidad
celular). Seguidamente, se agregaron 100 pl/pocillo de medio RPMI-SH
conteniendo células alogénicas irradiadas (10.000 rads) de tres donantes no

relacionados, no infectados con T. cruzi (4x10° células/pocillo), IL-2 (25 Ul/ml)
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y PHA (0,5 pg/ml), de manera similar a lo descripto en Expansion con PHA Del
mismo modo, se prepararon 5 placas control sin linfocitos T, de manera de

controlar la no expansién de las células irradiadas.

Tres dias después del inicio del protocolo, la mitad del medio de cultivo
se retird por pipeteo suave y se reemplazé por medio fresco conteniendo IL-2
25 Ul/ml. A partir de este momento, se agreg6 IL-2 cada 3-4 dias para mantener
los cultivos, y al dia 10 se comenz6 el monitoreo del crecimiento de las células
en cultivo, de manera de detectar aquellos pocillos con expansion de células
viables. Al dia 14, todos los cultivos provenientes de las condiciones de 0,3, 1y
3 células/pocillo y aquellos en los que se observd crecimiento celular de la
condicién de 10 células/pocillo, se estimularon con PHA (ver Expansion con
PHA). A partir de este momento, este tipo de estimulacion se realizé de manera
periddica cada 14-21 dias, alterndndose con evaluaciones de especificidad (ver
Ensayo de evaluacion de la especificidad de cultivos de linfocitos T.), segun se

detalla en la seccién de Resultados.

3.7.9. Perfil de expresién de TCR-V.

El repertorio de cadena Vf del receptor de célula T (TCR-Vp) se analizo
por citometria de flujo utilizando el kit comercial I0Test Beta Mark (Beckman-
Coulter, EE. UU.). Este método emplea 8 mezclas de a 3 anticuerpos
especificos contra distintas familias de TCR-V, marcados con FITC, PE-Cy5 0
ambos fluorocromos cada uno, de modo tal que permite distinguir la frecuencia
de células que expresan cada familia de dicha molécula. Se marcaron 5x10°

células por mezcla de anticuerpo siguiendo las instrucciones del fabricante.

3.8. Prediccién de epitopes T de Trypanosoma cruzi.

3.8.1. Bases de datos y secuencias.

Para la prediccion de epitopes se utilizaron las secuencias de T. cruzi
anotadas como antigenos en la Base de Datos de Inmunoepitopes (IEDB,
). Al momento de la bdsqueda, 53 proteinas cumplian con
este criterio. Para el analisis de conservacion entre cepas de T. cruzi se
utilizaron secuencias de las cepas del parésito cuyo genoma fue completamente
secuenciado y anotado en la base de datos TriTryp ( ),

Sylvio X10 y CL Brener.
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Las secuencias de Homo sapiens utilizadas para tamizar las secuencias de
T. cruzi fueron obtenidas a partir del repositorio de la Universidad de California

en San Diego.

3.8.2. Software y seleccion de péptidos candidatos.

Para la prediccion de inmunogenicidad de decapentameros se emplearon
los algoritmos MHCpan (prediccion de afinidad tedrica de los nona- y
decameros Unicos por las moléculas de CMH clase I, Hoof et al., 2009; Nielsen
y Andreatta, 2016) y MHClIpan (prediccion de afinidad tedrica de los nona- y
decéameros Unicos por las moléculas de CMH clase 1l, Karosiene et al., 2013).
Los alelos para los cuales se realizaron las predicciones fueron, en el caso de
CMH clase 1, los alelos de los genes HLA-A y -B mas frecuentes en
Latinoamérica. En el caso de las moléculas de CMH clase Il, se utilizaron los
alelos de HLA-DR mas frecuentes en la poblacién humana mundial. La lista
completa de estos alelos se muestra en la Tabla 2.

Tabla 2
Alelos de HLA utilizados para la prediccién bioinformatica de epitopes de clases | y Il.

HLA-A (10) HLA-B (25) HLA-DR (11)
A*01:01 B*07:02 B*39:03 DRB1*01:01
A*02:01 B*08:01 B*39:05 DRB1*03:01
A*02:04 B*15:01 B*39:06 DRB1*04:01
A*02:11 B*15:04 B*39:09 DRB1*07:01
A*02:19 B*15:07 B*40:02 DRB1*08:02
A*24:02 B*27:05 B*40:04 DRB1*09:01
A*24:03 B*35:01 B*48:01 DRB1*11:01
A*26:01 B*35:04 B*48:03 DRB1*13:02
A*31:01 B*35:05 B*51:01 DRB1*14:02
A*68:01 B*35:11 B*51:04 DRB1*15:01

B*35:18 B*52:01 DRB1*16:01
B*35:19 B*58:01
B*39:01

Se utilizé el algoritmo PopCover (Lundegaard y Perez, 2010) para
jerarquizar la lista de secuencias obtenidas en funcion de la prediccion anterior
y del nimero de variantes polimérficas de HLA para el cuél tendrian capacidad
de uniodn. Este paso optimiza la probabilidad de obtener una respuesta positiva y

la cobertura de alelos HLA en la poblacion de estudio.
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A partir de estos resultados, se filtraron las secuencias redundantes y
aquellos 15-meros solapados en 14 aminoacidos fueron combinados en un Unico
hexadecamero (16-mer). Finalmente, en funcion del procedimiento completo, se
seleccionaron las 50 mejores secuencias y se encomendd la sintesis de los
péptidos correspondientes a un proveedor comercial (GenScript Biotech,
China).

3.9. Ensayo de ELISPOT.

El ensayo de inmunospot ligado a enzima (ELISPOT, del inglés Enzime-
linked immunospot) permite la deteccion de células productoras de diversas
moléculas, entre ellas citoquinas, que se encuentran en baja frecuencia. La base
inmunoquimica del método es la misma que la del ensayo de ELISA, difiriendo

en el método de deteccion.

Sobre placas de cultivo de 96 pocillos con fondo de nitrocelulosa se
insolubiliza un anticuerpo especifico contra IFN-y durante 18 h (100 ul/pocillo
en solucion de insolubilizacion de ELISPOT, segln la dilucion especificada por
el fabricante). Luego se lavan una vez con 200 ul/pocillo de medio de cultivo
RPMI-SFB y se someten a 2 h de bloqueo con 200 pl/pocillo del mismo medio.
Sobre esta superficie, las células a ensayar se incuban con el estimulo [lisado de
T. cruzi 10,0 pug/ml, PHA 5,0 pug/ml, mezcla de péptidos 10,0 pg/ml (1,0 pg/mi
de cada péptido en la mezcla) o péptido individual 10,0 pg/ml] durante 18 h.
Por estar los péptidos y mezclas de péptidos disueltos en DMSO, se incorpord
en las condiciones sin péptidos el volumen equivalente de este solvente, para

homogeneizar la contribucién de su presencia sobre la sefial detectada.

Finalizada la incubacién, las células se eliminan por lavados sucesivos
(200 pl/pocillo): uno con agua desionizada y tres con PBS-Tw a intervalos de 5
min. En el paso siguiente, los pocillos se incuban con solucion de anticuerpo
anti-IFN-y (100 pl/pocillo, segun la dilucion indicada por el fabricante, en
solucion de bloqueo de ELISA) durante 2 h.

Finalizado este periodo, los pocillos se lavan 3 veces con PBS-Tw (200
ul/pocillo) y se agrega una dilucién de conjugado estreptavidina-peroxidasa
(100 ul/pocillo, segin dilucion indicada por el fabricante en soluciéon de
blogueo de ELISA) durante 1 h.

Finalmente, los pocillos se lavan (200 pl/pocillo) 4 veces con PBS-Tw a

intervalos de 2 min y 2 veces con PBS, para luego revelarse con solucién de
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revelado de ELISPOT AEC (100 pl/pocillo, 1 gota de cromdgeno por cada ml
de sustrato). La placa se monitorea observandose la aparicién de spots sobre la
membrana y el revelado se detiene (usualmente al cabo de entre 10 y 15 min)

por lavado con abundante agua desionizada.

Cada célula secretora de la citoquina produce un punto (“spot”) de color a
nivel local, en la posicion sobre la membrana de nitrocelulosa en la que se
encontraba durante la incubacion. El recuento de estos spots se realiza de forma
semi-automatizada, empleando un analizador CTL ImmunoSpot Analyzer S6
(CTL, Ohio, EE. UU.), y el valor obtenido se denomina unidades formadoras de
spots (UFS). Para algunos analisis, la respuesta frente a cada estimulo se
normaliz6 dividiéndose por las UFS obtenidas en la condicion de control sin

estimulo, obteniéndose un indice de estimulacion (IE)

3.9.1. Sustraccion magnética de poblaciones celulares

Para los ensayos de ELISPOT sobre CMN con sustraccién de linfocitos T
CD4* o CD8" se utiliz6 el método de separacién magnética de poblaciones,
utilizando los kits de seleccién positiva EasySep Human CD4 Positive Selection
Kit y Human CD8 Positive Selection Kit y el iméan de separacion EasySep
Purple Magnet (StemCell Technologies, Vancouver, Canada), siguiendo las
instrucciones provistas por el fabricante. El protocolo seguido fue similar al
descrito para Separacion de linfocitos T CD4+ de memoria., pero duplicando el
tiempo de incubacion del tubo dentro del iman (de 5 min se llevo a 10 min),
segun la recomendacion del fabricante para el uso de kits de seleccion positiva

para eliminacion de la poblacion seleccionada.

El resultado de la separacion se corrobord mediante citometria de flujo,
utilizando anticuerpos FITC anti-CD3, PE-Cy7 anti-CD4 y PE-Cy5 anti-CD8
(ver Anticuerpos y equipamiento). En la Figura 12A, B se ilustra el resultado
para un caso representativo. Utilizando esta informacién, se estimé la frecuencia
remanente de la poblacion en cada caso. Para ello, se tomé como supuesto la no
variacion de la cantidad de células de la poblacion no eliminada y se calculd en
funcion de ella la frecuencia esperada de la poblacion eliminada, y finalmente a
partir de esta el porcentaje remanente. Este procedimiento se ilustra en el
esquema de la Figura 12C. Los porcentajes de eliminacion de las poblaciones
especificas alcanzados fueron de 81,4% + 14,9% en el caso de los linfocitos T
CD4*, y de 98,1% = 0,3% para los CD8".
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Figura 12

Informacién citométrica de las muestras utilizadas para experimentos de ELISPOT con sustraccion de poblaciones
celulares. A. Ausencia de cambios morfoldgicos notables en las poblaciones celulares luego del procedimiento de
sustraccion de linfocitos T CD4* o CD8*. B. Cambio en |a representacion de linfocitos T CD4* y CD8* [gating en
linfocitos (SSC-A vs. FSC-A) / CD3*]. Los paneles A y B muestran un caso representativo. C. Estrategia empleada
para calcular estimativamente el porcentaje remanente de las poblaciones depletadas (CD3*CD4* o CD3*CD8*). La
relacion entre el niimero de eventos CD8* (para el caso de la eliminacién de CD4*) o CD4* (para la eliminacidn de
CD8*) respecto de los mismos valores en la muestra sin separar (CMN) permite calcular un factor de escalado (a)
que sirve para estimar cudl hubiera sido el nimero esperable de eventos CD4* o CD8* en la muestra, si esa
poblacién no hubiera sido eliminada, y asi obtener el valor buscado.

3.10. Analisis estadistico.
Se utilizaron el programa GraphPad Prism (GraphPad Software, San
Diego, EE. UU.) y paquetes de cddigo abierto de lenguaje R para aplicar las

pruebas estadisticas pertinentes a cada caso, segun se indica en Resultados.
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4. Expansion y deteccion ex vivo de
linfocitos T de memoria especificos
contra T. cruzi de pacientes con
enfermedad de Chagas crénica.

4.1. Optimizacion del protocolo de estimulacion y cultivo de
linfocitos T a partir de células mononucleares de sangre
periférica.

Con el fin de expandir las poblaciones de linfocitos T especificas contra
T. cruzi a partir de las CMN de pacientes con enfermedad de Chagas, se
evaluaron diferentes condiciones de estimulacion y cultivo celular. En lineas
generales, los protocolos consistieron en una estimulacion inicial con lisado de
T. cruzi para amplificar selectivamente las células de interés, y subsecuentes
expansiones con PHA, IL-2 y células alogeneicas irradiadas de tres donantes no
infectados con el parésito y no relacionados con el donante de las células a
expandir. Al final de cada protocolo, se evalud la especificidad de los cultivos
primarios generados con el fin de encontrar las mejores condiciones para
obtener lineas de linfocitos T especificas contra antigenos del parésito. En la
Figura 13 se muestra una representacion esquemética de los protocolos de
estimulacion, expansion y desafio.

Las variables a ajustar para la optimizacion de protocolos fueron:

- laduracién del estimulo inicial;
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Expansion y deteccion ex vivo de linfocitos T de memoria especificos
contra T. cruzi de pacientes con enfermedad de Chagas cronica.

- la densidad inicial de células/pocillo;

- el numero de expansiones con PHA.

Es importante destacar que, aunque idealmente deberian haberse
evaluado estas variantes utilizando células de los mismos pacientes, la
factibilidad de tal disefio experimental se vio comprometida por la
disponibilidad limitada de CMN de cada paciente. A pesar de esta dificultad, los
resultados obtenidos permitieron observar tendencias claras y formular

conclusiones pertinentes.

CM

Figura 13
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Representacion esquematica del protocolo de estimulacidon y detecciéon de cultivos
especificos contra T. cruzi a partir de CMN totales.

4.1.1. Efecto de la duracion del estimulo inicial en la expansion de

linfocitos T especificos contra T. cruzi.

Como primera aproximacion, se establecieron cultivos de linfocitos T
especificos contra el paréasito a partir de CMN de dos pacientes con cardiopatia
chagasica cronica (RM11, RM14) y un paciente con enfermedad de Chagas
crénica asintomatica (RM20). Dos sujetos no infectados con T. cruzi (FI, MF)
fueron incluidos como grupo control. En funcion de resultados previos de
nuestro grupo de trabajo y otros autores (Geiger etal., 2009; Longhi etal.,
2014), se decidi6 primero estudiar la efectividad de una estimulacion inicial de
6 dias con lisado del parasito para expandir selectivamente las células con
especificidad por esos antigenos. Con posterioridad al estimulo, las células

fueron sometidas a dos expansiones con PHA para luego medir su capacidad de
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respuesta especifica frente al parasito mediante un experimento de desafio, en el
que la misma se evalu6 como secrecion de IFN-y o proliferacion celular. Un
esquema de linea de tiempo se muestra en la Figura 14A, a modo de ilustracion

del protocolo ensayado.
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Figura 14

Efecto del tiempo inicial de estimulacién sobre la respuesta in vitro de los linfocitos T frente al
lisado de T. cruzi. Las CMN fueron estimuladas y expandidas , y alicuotas de 1,0-2,0x10*
linfocitos T de estos cultivos fueron desafiados con antigenos del parasito, usando 2,0-4,0x10*
CMN autdlogas irradiadas como CPA. La respuesta se midié por secrecion de IFN-y vy
proliferacién. Se consideraron como positivos los cultivos con indice de estimulacién (IE)=2.
Los graficos de puntos muestran valores de IE de cultivos individuales. Las barras representan
porcentaje de cultivos positivos sobre el total de cultivos analizados para cada donante. El
nuamero de cultivos positivos vs totales se indica en los numeros sobre las barras. Los colores
indican a qué grupo corresponde cada donante: rojo: pacientes con cardiopatia chagasica
cronica; azul: pacientes con enfermedad de Chagas asintomatica; gris: sujetos no infectados.
A. Esquema de linea de tiempo de los protocolos de estimulacién y desafio. Los niUmeros entre
paréntesis junto a los simbolos representan el dia (o rango de dias, en los casos en los que se
incorporaron leves variaciones a causa de diferencias en las velocidades de crecimiento
celular) en que se llevé a cabo cada paso. B. Porcentaje de cultivos que resultaron positivos
por al menos un pardmetro en cada sujeto. C. Respuesta de cultivos individuales (grafico de
puntos) y porcentaje de cultivos positivos (barras) segregado por parametro.
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Tabla 3

Comparacién estadistica entre la respuesta observada por secrecion de IFN-y, proliferacion o
ambas, en pacientes con enfermedad de Chagas cronica vs sujetos no infectados con T. cruzi.
Los numeros corresponden a los p-valores de test exacto de Fisher con correccién de Bonferroni-
Holm para comparaciones multiples, aplicado sobre el porcentaje de cultivos positivos. Los
datos de los individuos no infectados fueron combinados de manera de permitir el contraste
contra cada paciente. Se consideré como estadisticamente significativo p<0,05.

Al menos uno de

Paciente Secrecion de IFN-y  Proliferacion los parametros
RM11 <0,0001 0,443 <0,0001
RM14 <0,0001 0,427 <0,0001
RM20 0,381 <0,0001 <0,0001

Como se muestra en los gréficos de la Figura 14B, C, los cultivos de
pacientes infectados mostraron 43,9-53,8% de pocillos positivos por al menos
uno de los dos parametros evaluados, indicando la expansion de linfocitos T
especificos contra el parasito. Bajo las mismas condiciones, se detectaron
pocillos positivos en el rango del 9,6-25,3% del total de los sembrados entre los
cultivos de individuos no infectados. Sin embargo, como se muestra en la Tabla
3, la diferencia entre los pacientes con enfermedad de Chagas y los individuos
control fue estadisticamente significativa (test exacto de Fisher con correccion

de Bonferroni-Holm, p<0,05).

Asimismo, con el fin de comparar la respuesta observada por cada
método de deteccion en respuesta al lisado de T. cruzi con la respuesta basal en
la condicion sin estimulo, pero analizando todos los cultivos de cada donante
como conjunto, se utilizd el test no paramétrico de Wilcoxon para muestras
apareadas sobre los valores de cpm y de pg/ml de citoquina de los mismos
experimentos. Se observd que los cultivos de todos los pacientes con
enfermedad de Chagas mostraron respuesta significativamente mayor en la
condicion de desafio con el lisado respecto del nivel basal. Por el contrario, los
individuos no infectados no evidenciaron diferencia significativa, o lo hicieron
en sentido inverso, es decir inhibicion de la respuesta respecto de la condicion

basal. Estos resultados se ilustran en la Figura 15.
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Figura 15

Secrecion de IFN-y (pg/ml) y proliferacion (cpm) en condicion de estimulacion con lisado de
T. cruzi (Tc), o sin estimular (NA). Los resultados fueron analizados por el test estadistico de
rango signado de Wilcoxon (* p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001; ****: p<0.0001). Los
asteriscos negros indican significatividad estadistica en los casos en los que la respuesta
frente al lisado fue mayor que en la condicion sin desafiar (W>0). Los asteriscos rojos
indican la significatividad estadistica en los casos en los que la respuesta frente al lisado
fue menor que en la condicién basal (W<0). Los colores de los puntos indican a qué grupo
pertenece cada donante: rojo: pacientes con cardiopatia chagdsica crénica; azul: pacientes

La respuesta detectada en cultivos de células de individuos no infectados
con T. cruzi podria estar asociada a la expansion in vitro y amplificacion de
linfocitos T virgenes. De manera de evaluar si una reduccion en el tiempo de
estimulacién inicial permitiria modular este fendmeno, se llevdé a cabo un
experimento similar al anterior, pero reduciendo la duracién del estimulo con
lisado de T. cruzi a 2 y 4 d. Se emplearon ademas muestras de un paciente
asintomatico y un donante no infectado para poner a prueba ambas condiciones.
El protocolo ensayado se muestra en la Figura 16A. Los resultados mostraron
que una estimulacidn inicial de 4 dias llevé a un mayor porcentaje de pocillos
positivos para los cultivos tanto del paciente asintomatico (33,3%) como del
individuo no infectado (14,6%) en comparacion con la condicion de 2 dias de
estimulacion (20,8% y 8,3% respectivamente, Figura 16B). Llamativamente, la
prueba estadistica de Wilcoxon mostr6 una hipotética inhibicién de la secrecion
de IFN-y para el paciente y una activacion de la misma para el sujeto no
infectado, en la condicion de 2 d. Por otra parte, aplicando el mismo analisis a la
condicion de 4 d de estimulacion, solo se observo, una respuesta significativa
por proliferacién para RM24 (Figura 16C).
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Figura 16

Efecto del tiempo inicial de estimulacion sobre la respuesta in vitro de los linfocitos T frente
al lisado de T. cruzi. Las CMN del paciente asintomatico RM24 y el sujeto sano JR fueron
estimuladas con lisado del parasito por 2 o 4 d y expandidas in vitro. Alicuotas de 1,0-
2,0x10* linfocitos T de estos cultivos fueron desafiados con antigenos del parasito, usando
2,0-4,0x10* CMN autdlogas irradiadas como CPA. La respuesta se midid por secrecion de
IFN-y y proliferacién. Se consideraron como positivos los cultivos con IE=2. A. Esquema de
linea de tiempo de los protocolos de estimulacion y desafio. Los nimeros entre paréntesis
junto a los simbolos representan el dia en que se llevd a cabo cada paso. B. IE (gréficos de
puntos) y porcentaje de cultivos que resultaron positivos (barras) para cada parametro en
cada sujeto. El numero de cultivos positivos vs totales se indica en los nimeros sobre las
barras C. Secrecion de IFN-y (pg/ml) y proliferacion (cpm) en condicién de estimulacion con
lisado de T. cruzi (Tc), o sin estimular (NA). Los resultados fueron analizados por el test
estadistico de rango signado de Wilcoxon (*: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001; ****: p<0,0001).
Los asteriscos negros indican significatividad estadistica en los casos en los que la
respuesta frente al lisado fue mayor que en la condicién sin desafiar (W>0). Los asteriscos
rojos indican la significatividad estadistica en los casos en los que la respuesta frente al
lisado fue menor que en la condicién basal (W<0).

En funcion de lo observado hasta este punto, los siguientes experimentos
fueron realizados con una estimulacién inicial de 1 dia con lisado del parasito.
Como se muestra en la Figura 17, esta modificacion resulté en una reduccion
aun mayor en el porcentaje de cultivos con respuesta especifica para el

individuo no infectado MM, sin afectar significativamente el porcentaje de
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cultivos reactivos en el paciente RM26 con enfermedad de Chagas cronica
asintomatica, y el RM25 con cardiopatia chagésica cronica, en comparacion con

los valores obtenidos para RM24 en el experimento anterior.

En lineas generales, estos resultados indican que tiempos de estimulacion
menores con lisado de T. cruzi conllevan a una menor activacion de poblaciones
linfocitarias tanto en CMN de individuos no infectados como de pacientes con

enfermedad de Chagas cronica, siendo este efecto mucho mas marcado en las
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Figura 17

Efecto del tiempo inicial de estimulacion sobre la respuesta in vitro de los linfocitos T frente al
lisado de T. cruzi. Las CMN fueron estimuladas con lisado del pardsito por 1 dia y expandidas in
vitro. Alicuotas de 1,0-2,0x10* linfocitos T de estos cultivos fueron desafiados con antigenos
del parasito, usando 2,0-4,0x10% CMN autdlogas irradiadas como CPA. La respuesta fue medida
por secrecién de IFN-y y proliferacién. Se consideraron como positivos los cultivos con |E=2.
Las barras representan porcentaje de cultivos positivos sobre el total de cultivos analizados
para cada sujeto. El nimero de cultivos positivos vs totales se indica en los nimeros sobre las
barras. A. Esquema de linea de tiempo del protocolo de estimulacion y desafio. Los niumeros
entre paréntesis junto a los simbolos representan el dia en que se llevo a cabo cada paso. B.
Porcentaje de cultivos que resultaron positivos por al menos un parametro en cada sujeto. C.
Respuesta de cultivos individuales (grafico de puntos) y porcentaje de cultivos positivos
(barras) segregado por parametro. En B y C, Los colores de los puntos y barras indican a qué
grupo pertenece cada donante: rojo: pacientes con cardiopatia chagasica crénica; azul:
pacientes con enfermedad de Chagas asintomatica; gris: sujetos no infectados.
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muestras de sujetos no infectados. Esto podria sugerir que estimulaciones
iniciales largas favorecen la expansion de linfocitos T virgenes que se activan in

vitro, y que no estan asociados a la infeccion con el parasito.

4.1.2. Efecto de las expansiones con PHA en la seleccion de linfocitos T
especificos

La expansion selectiva de linfocitos T especificos que han sido activados
in vivo a consecuencia de la infeccidn a partir de las CMN totales es un paso
crucial en la generacion de lineas poli- y monoclonales de linfocitos T
patdgeno-especificos. Sin embargo, otro paso igualmente critico de este proceso
es la amplificacion de estas células a nimeros suficientemente grandes como
para permitir su caracterizacion, por ejemplo, en términos de su especificidad
antigénica o de su perfil fenotipico-funcional. Nuestra siguiente meta fue
evaluar como los ciclos de expansion con PHA (es decir, no antigeno-
especifica) afectan el enriquecimiento de los cultivos en linfocitos T especificos
contra T. cruzi, asi como la capacidad de los mismos de generar una respuesta
detectable que permita su seleccion. Para ello, se estimularon CMN por 1 dia
con lisado del parasito y se mantuvieron en cultivo con agregado de IL-2, para
luego evaluar la respuesta especifica contra el lisado al dia 27 (luego de una
Unica expansion con PHA) o al dia 47 (luego de 2 expansiones con PHA). Los

resultados obtenidos se muestran en la Figura 18.

En términos de secrecion de IFN-y, solo se observo respuesta T. cruzi-
especifica en el paciente asintomatico RM26. Para este sujeto, el porcentaje de
cultivos positivos detectados aumentd luego de la segunda expansion con PHA,
aunque los valores globales de indice de estimulacion (IE) fueron menores en
comparacion con los obtenidos luego de una Unica expansién con PHA (Figura
18B). El test estadistico de Wilcoxon para muestras apareadas (Figura 18C, D)
sefialé la activacion de secrecion de IFN-y diferencial en respuesta a los
antigenos del parésito para el paciente asintomatico en ambos desafios
(p<0,001), y s6lo en el segundo desafio para el paciente con cardiopatia
(p<0,01), en tanto que en el caso del sujeto no infectado la secrecion de esta
citoquina se vio disminuida en presencia del lisado, respecto de la condicion

control, en ambos desafios (p<0,001).

Por otra parte, en cuanto a respuesta proliferativa, se observé un
porcentaje menor de pocillos positivos, pero con mayor IE, después de la

segunda expansion con PHA para ambos pacientes con enfermedad de Chagas
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(Figura 18B). No obstante, para las células del individuo no infectado, los
cultivos positivos aumentaron de 2,0% después de 1 expansion a 10,1% después
de 2 expansiones con PHA, sugiriendo que varias rondas de estimulacion
antigeno-inespecificas podria favorecer la amplificacion no deseada de
linfocitos T no relacionados con la infeccion. Al aplicar el test de Wilcoxon a
los valores de incorporacion de timidina tritiada (Figura 18C, D), se evidenci6
que la respuesta proliferativa frente al lisado de T. cruzi fue significativa sélo
para el paciente RM25, luego de la primera estimulacion con PHA. Por su parte,
el individuo no infectado mostrd inhibicion de la proliferacion (p<0,005) en la

misma condicion experimental.

Cabe destacar que varios de los cultivos que respondieron en el primer
desafio se volvieron negativos para el segundo desafio, y viceversa, tanto para
proliferacion como para secrecién de IFN-y (Figura 18E). Ningun pocillo paso
de ser positivo para IFN-y a ser positivo por proliferacion, mientras que 5,0% de
los pocillos de RM26 pasaron de ser positivos por proliferacion a ser positivos
por secrecion de IFN-y. De éstos tltimos, solo el 1,0% (calculado sobre el total
de pocillos sembrados) se mantuvo positivo para secrecion de IFN-y, al tiempo
gue gand respuesta proliferativa. Ninguno de los cultivos del paciente con

cardiopatia ni del individuo no infectado mostrd este comportamiento.

En conjunto, estos resultados demuestran que expansiones secuenciales
con PHA tienen un impacto evidente en la amplificacion in vitro de linfocitos T

especificos contra T. cruzi.
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Figura 18

Efecto de las expansiones con PHA sobre la respuesta especifica contra T. cruzi en cultivos de
linfocitos T de un paciente con CCC (RM25), un asintomatico (RM26) y un individuo no infectado
(MM). Las CMN fueron estimuladas con lisado de T. cruzi por 1 dia y desafiadas al dia 27 luego
de una expansion con PHA (“1° expansion”) o al dia 47 luego de 2 expansiones con PHA (“2°
expansion”). Se agregd IL-2 cada 3-4 dias desde el dia 9. Los colores de los puntos y barras
indican a qué grupo pertenece cada donante: rojo: pacientes con cardiopatia chagdsica cronica;
azul: pacientes con enfermedad de Chagas asintomatica; gris: sujetos no infectados. A.
Esquema de linea de tiempo del protocolo de estimulacién y desafio. B. Respuesta de cultivos
individuales (grafico de puntos) y porcentaje de cultivos positivos (barras) segregado por
parametro. C. Secrecion de IFN-y (pg/ml) y proliferacion (cpm) en condicién de estimulacion
con lisado de T. cruzi (Tc), o sin estimular (NA), para la evaluacion de especificidad después de
la primera expansion con PHA. Los resultados fueron analizados por el test estadistico de rango
signado de Wilcoxon (*: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001; ****: p<0,0001). Los asteriscos negros
indican significatividad estadistica en los casos en los que la respuesta frente al lisado fue
mayor que en la condicién sin desafiar (W>0). Los asteriscos rojos indican la significatividad
estadistica en los casos en los que la respuesta frente al lisado fue menor que en la condicién
basal (W<0). D. idem C, para la evaluacién de especificidad posterior a la segunda expansién
con PHA. E. Representacion “antes y después” de la respuesta de cada cultivo individual, por
parametro, en el Ter y 2do desafio.
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4.1.3. Utilizacién de linfocitos B inmortalizados como células
presentadoras de antigenos de T. cruzi a linfocitos T en cultivo

Dada la disponibilidad limitada de CMN de pacientes, otro factor
importante a considerar en el desarrollo de métodos para la generacion y
deteccion de linfocitos T antigeno-especificos es qué células serdn empleadas
como células presentadoras de antigenos (CPA). A pesar de que las células
dendriticas, o incluso las CMN son las fuentes tipicas de CPA empleadas en
este tipo de protocolo, presentan el inconveniente de que su uso extensivo
depende de la toma de grandes volimenes de muestra de paciente. Por el
contrario, y a pesar de tener una menor eficacia en la presentacién de antigenos,
los linfocitos B inmortalizados por infeccion con el virus Epstein-Barr (también
conocidos como lineas celulares linfoides B, o B-LCL por sus siglas en inglés),
permiten establecer para cada paciente una fuente sostenible y escalable de CPA

autdlogas (Purner et al., 1994; Leung et al., 2013).

Con el fin de evaluar la capacidad de las B-LCL para presentar antigenos
de T. cruzi en experimentos de evaluacion de la especificidad, se establecieron
cultivos de linfocitos T de pequefia escala, emulandose las condiciones de
estimulacion y cultivo de los experimentos en la seccién anterior (Efecto de las
expansiones con PHA en la seleccién de linfocitos T especificos): CMN de tres
pacientes con enfermedad de Chagas asintomatica, tres con cardiopatia
chagasica crénica y dos individuos no infectados fueron estimuladas con lisado
del parésito y mantenidas con el agregado de IL-2 como se indica en la Figura
19A, durante 27 dias, momento en el cual se las sometio a desafio con el mismo
lisado, utilizando CMN o B-LCL aut6logas irradiadas como CPA. Para las B-
LCL, se ensayaron dos condiciones distintas de pre-carga de las CPA por
incubacion con el lisado de T. cruzi por 3 o 18 h, previo al desafio de los
linfocitos T, tal y como se describe en la seccion 3.6 (Generacion de lineas de
linfocitos B inmortalizados.). Vale aclarar que ensayos preliminares en los que
no se habia pre-cargado con antigenos las B-LCL no permitieron detectar
respuesta especifica por secrecién de IFN-y ni por proliferacion (datos no

mostrados).

Como se muestra en la Figura 19B, aunque la pre-incubacion de las B-
LCL con lisado de T. cruzi indujo la secrecion de IFN-y en cultivos de linfocitos
T de la mayoria de los pacientes estudiados, la utilizacion de estas lineas
celulares como CPA no logré alcanzar los niveles de activacion logrados

cuando se utilizo CMN como CPA. Sin embargo, la condicion de pre-carga de
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las B-LCL por 18 h produjo, a diferencia de la condicion de 3 h, valores de IE
que permiten la deteccion de una respuesta especifica por parte de las células de
los pacientes cronicos. Adicionalmente, la intensidad de la respuesta especifica
fue mayor para los protocolos de estimulacion 11 y Il en comparacion con el
protocolo |, cuando se emplearon B-LCL como CPA en el desafio. Bajo las
condiciones ensayadas, no se evidencio respuesta por proliferacion frente al

desafio.

A (2) (6) i(g) v(27) ‘ ggrn_%agregado

v * Evaluacion de
especificidad
1{= Cédigo de protocolo:
6 — | (I 1]
Figura 19
B o Utilizacion de linfocitos B autélogos
Caodigo de protocolo inmortalizados con virus Epstein-Barr
CPA I n i m como CPA. CMN de 3 pacientes
CMN A5 ; cardiacos, 3 asintomaticos y 2 no

infectados fueron sembradas en dos
pocillos de placas de 96 pocillos a una
densidad de 2x10° células/pocillo. Se
ensayaron 3 protocolos (I, Il y 1) de
estimulacion y desafio. Se agrego6 IL-2
cada 3-4 dias a partir del momento
indicado en la figura. Al dia 27 post-
B-LCL | 50 ; estimulaciéon, las células de cada
pre-cargade 3 h condicién de cultivo fueron unificadas
; y 2x10% células fueron desafiadas por
triplicado contra lisado de T. cruzi o
P medio de cultivo, utilizando CMN
autologas irradiadas, B-LCL autélogas
cebadas con antigeno por 3 h, o
durante 18 h (4x10% CPA/pocillo). A.
B-LCL | 5 : ; Esquematizacion de linea de tiempo
pre-carga de 18 h 3 de los protocolos I, Il y lll. Los
: ndmeros junto a cada simbolo indican
el dia desde el inicio del protocolo al
que se realizdé cada paso. Los
nimeros bajo los simbolos de
“estimulacion inicial” (bloques grises)
indican la duraciéon del estimulo en
cada protocolo
B. Respuesta por secrecién de IFN-y medida por ELISA. Las lineas de puntos unen el valor
medio obtenido en cada protocolo para células del mismo paciente. Los resultados se
muestran como indice estimulatorio (IE). Los colores de los puntos y barras indican a qué
grupo pertenece cada donante: rojo: pacientes con cardiopatia chagdsica crénica; azul:
pacientes con enfermedad de Chagas asintomatica; gris: sujetos no infectados.

w
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En conclusion, este resultado demuestra la utilidad de las B-LCL
autologas como presentadoras de antigenos en protocolos de deteccion de
linfocitos T especificos contra T. cruzi.

4.2. Generacion de lineas celulares de linfocitos T especificos contra
T. cruzi a partir de linfocitos T CD4* de memoria

4.2.1. Efecto del estimulo inicial en la expansion de linfocitos T
especificos contra T. cruzi a partir de linfocitos T CD4* de
memoria

Dados los resultados presentados hasta el momento, se hipotetizd que
utilizar linfocitos T de memoria como poblacion de partida, en lugar de CMN
totales, podria ser favorable a la amplificacion de linfocitos T antigeno-
especificos que surgieron in vivo, como parte de la respuesta frente a la
infeccion con T. cruzi. Con el fin de contribuir al escaso conocimiento sobre la
especificidad de los linfocitos T CD4* de memoria en el contexto de la

enfermedad de Chagas, se decidié enfocar el estudio en esta poblacién.

A partir de CMN de un paciente con enfermedad de Chagas asintomatica
(RM30) y un individuo no infectado con T. cruzi (MM), se separaron las células

ol
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@y Lisado de Enriquecimiento en
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Figura 20

Representacion esquematica del protocolo de estimulacion y deteccion de cultivos especificos
contra T. cruzi generados a partir de linfocitos T CD4* de memoria.
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CD3*CD4*CD45R0O" por un método magnético de seleccion negativa, y se
establecieron cultivos utilizando dos condiciones de estimulacion inicial
distintas: con lisado de T. cruzi (expansion antigeno-especifica, selectiva) o con
PHA (expansion no antigeno-especifica, no selectiva). El protocolo seguido se
esquematiza en la Figura 20, y en la linea de tiempo de la Figura 21A. La
estimulaciéon de los cultivos de ambos sujetos con PHA resultdé en la clara
expansion de todos los pocillos sembrados. Por el contrario, los porcentajes de
pocillos que presentaron crecimiento celular en respuesta al lisado de T. cruzi
fueron menores, y significativamente diferentes entre sujetos (58,3% para
RM30 vs 12,4% para MM, test exacto de Fischer, p<0,001, Figura 21B, C).

Al cabo de 27 a 32 dias de cultivo (dependiendo del crecimiento celular),
aproximadamente 5x10° células de cada pocillo de cultivo fueron desafiadas
para evaluar su capacidad de responder especificamente frente a lisado de T.
cruzi, utilizando B-LCL autélogas, pre-cargadas por 18 h con los antigenos e
irradiadas como CPA. Los resultados de este experimento mostraron que una
proporcion mayoritaria de los cultivos de RM30 inicialmente estimulados con
lisado del parésito respondieron contra los antigenos de T. cruzi en el desafio
(73,2% por secrecion de IFN-y, 17,9% por proliferacion, Figura 21E) en
contraste con el nimero considerablemente menor de cultivos positivos entre
aquellos inicialmente estimulados con PHA (25,0% por secrecién de IFN-y,
4,2% por proliferacion, Figura 21D). Por otra parte, 21,0% de los cultivos del
sujeto no infectado MM inicialmente expandidos con lisado (tan solo el 1,5%
sobre el total de los pocillos sembrados) respondidé por secrecién de dicha
citoquina, y ninguno respondi6 por proliferacion (Figura 21B-E). Mas aun, los
niveles de secrecion de IFN-y medidos al desafiar los cultivos inicialmente
expandidos con lisado de T. cruzi fueron significativamente mayores para el
paciente con Chagas cronico en comparacién con el sujeto no infectado
(p<0,01, test de Mann-Whitney).

Con el fin de caracterizar el perfil funcional de las células expandidas, se
realiz6 un ensayo de deteccion de citoquinas multiples (“multiplex”, método
MesoScale Discovery) en sobrenadantes seleccionados del mismo experimento
de evaluacion de especificidad, y agrupados segun si presentaron o no respuesta
especifica frente a antigenos del parésito por secrecion de IFN-y. En primera
instancia, se comprobo la consistencia en la deteccion de IFN-y por ambos
métodos, observandose un alto grado de correlacién (r?=0,86, Figura 22A). Las

citoquinas evaluadas, que comprendieron miembros de los perfiles Twi, Th2 Y
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Twi7, fueron IL-2, IFN-y, TNF-0, GM-CSF, IL-4, IL-13, IL-10 e IL-17A. Los
resultados obtenidos se grafican en la Figura 22B, e indicaron que las células
expandidas no tienen un perfil homogéneo de secrecion de citoquinas. Aunque
IL-17A parece tener cambios importantes en la intensidad de su secrecion entre
cultivos, los valores de concentracion obtenidos cayeron en la zona de baja
concentracion (y, por ende, baja precision) de la curva estandar. Se evidencio
gue TNF-a, GM-CSF e IL-4 fueron diferencialmente secretadas en respuesta al
lisado de T. cruzi en la mayoria de los cultivos IFN-y* evaluados (Figura 22C),
lo cual las hace interesantes como método de evaluacién de la respuesta
especifica frente al parasito. Ademas, algunos cultivos clasificados como IFN-y-
mostraron altos IE para GM-CSF e IL-4, sefialando la importancia de utilizar
multiples pardmetros para la seleccion de cultivos en funcion de su respuesta

antigeno-especifica.
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Figura 21

Efecto del estimulo inicial de linfocitos T CD4* de memoria en su respuesta in vitro frente a
lisado de T. cruzi. Linfocitos T CD4* de memoria de un paciente con Chagas asintomatico
(RM30) y (cont.) un individuo no infectado (MM) fueron estimulados con PHA (B, D) o lisado de
parasito (C, E) como se detalla en Métodos. Cinco mil células de cada cultivo fueron desafiados
entre los dias 27-32 con lisado del parasito y la respuesta especifica se midié6 como secrecién
de IFN-y y proliferacion. A. Representacion de linea de tiempo del protocolo de (continda)
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estimulacion y desafio. Los nimeros junto a cada simbolo indican el dia desde el inicio del
protocolo al que se realizdé cada paso. B, C. Graficos de torta representando los pocillos que
presentaron crecimiento celular al dia 27, y la distribucién de intensidades de respuesta frente a
lisado de T. cruzi. D, E. Valores de IE (graficos de puntos) y porcentajes de cultivos positivos
(gréficos de barra, se consideraron positivos los cultivos con IE>2) para cada pardmetro
medido. Los nimeros sobre las barras indican los cultivos positivos/total analizados.

Figura 22

Ensayo de deteccion de citoquinas multiples. A. Consistencia entre las concentraciones de IFN-
y medidas por los métodos de ELISA y MesoScale Multiplex sobre el mismo sobrenadante. B.
Perfiles de secrecién de citoquinas detectados en cultivos seleccionados de linfocitos T de
RM30 en respuesta a lisado de T. cruzi, agrupados segun su respuesta detectada por secrecion
de IFN-y por ELISA. Los ejes radiales representan pg/ml, en el rango entre el minimo y maximo
valor detectados. Para facilitar la visualizacidn, se asigné un color diferente al borde del
poligono correspondiente a cada cultivo (téngase en cuenta que los cultivos representados en
uno y otro graficos son diferentes, y por ende los colores de borde no guardan ninguna relacion
entre si). C. IE logaritmico (base 2) medido para cada citoquina. Las lineas punteadas unen los
valores correspondientes a un mismo cultivo.
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4.2.2. Generacion de lineas policlonales de linfocitos T CD4* de memoria
especificos contra T. cruzi

A partir de la expansion de cultivos detectados como reactivos frente a T.
cruzi se generaron 5 lineas de linfocitos T (3 a partir de cultivos inicialmente
estimulados con lisado del parasito y 2 a partir de cultivos inicialmente
estimulados con PHA). Luego de expandirse con PHA, la especificidad de estas
lineas fue evaluada nuevamente al dia 88 desde el inicio del protocolo,
obteniéndose los resultados mostrados en la Figura 23A. En ese momento, el
namero de células de las lineas RM30-1 y -Ill no fue suficiente como para
realizar el experimento de evaluacién de especificidad sin comprometer la
continuidad de los cultivos y, en consecuencia, s6lo se ensayaron las lineas
RM30-I1, -IV y V. Se observé que la linea RM30-II, originada a partir de
células inicialmente estimuladas con lisado de T. cruzi, mantuvo su capacidad

de respuesta por secrecion de IFN-y y proliferacion frente al desafio con

Figura 23

Respuesta antigeno especifica en cultivos seleccionados del paciente RM30. Cultivos
detectados como positivos para respuesta contra lisado del parasito en el experimento de la
Figura 21 fueron seleccionados y utilizados para generar lineas de linfocitos T policlonales T.
cruzi-especificos (nimeros romanos I-V). Para ello, las células fueron sometidas a 1 (A) y 2 (B)
ciclos de expansién con PHA previos a la evaluacién de especificidad. Cinco mil células fueron
sembradas en pocillos de placas de 96 pocillos y desafiadas con lisado de parasito, utilizando
10* B-LCL autdlogas cebadas durante una noche con los antigenos como CPA. Los resultados
se muestran como IE para cada pardmetro (secrecion de IFN-y y proliferacion)
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antigenos del pardsito, mientras que aquellas generadas a partir de células
inicialmente estimuladas con PHA la perdieron.

Este resultado se vio reforzado al evaluar nuevamente la especificidad de
la totalidad de las lineas, al dia 113 de cultivo. En esta ocasion, se observo
secrecion de IFN-y en las 3 lineas generadas mediante la condicion de estimulo
inicial especifico, pero no en las provenientes de la estimulacion inicial con
PHA, destacando la ventaja de un estimulo inicial antigeno-especifico para el
establecimiento de lineas de linfocitos T de pacientes cronicos especificos
contra el parésito (Figura 23B). Adicionalmente, se comprobo la pérdida de la
respuesta por proliferacion evidenciada en la fase anterior de los cultivos,
incluso para las lineas RM30-1 y RM30-Il que habian sido detectadas como
positivas para este parametro. En ese sentido, y para no limitar la deteccién de
cultivos especificos a la medicidn de una Unica citoquina, se decidi6 en funcion
del experimento de multiplex y de resultados previos del grupo de investigacion
(Longhi et al., 2014), adoptar GM-CSF como segunda lectura de la respuesta
frente a antigenos del parasito.

Es interesante destacar que la linea RM30-I1, que como se explica mas
adelante fue la elegida como punto de partida para la generacion de lineas
monoclonales, mantuvo una capacidad de respuesta especifica robusta, incluso
luego de 212 dias en cultivo y 6 expansiones con PHA (Figura 24). No
obstante, la intensidad de la respuesta se vio disminuida en comparacién con
ensayos de especificidad anteriores, generando la necesidad de aumentar el
nimero de linfocitos T/pocillo necesarios para evidenciar una respuesta

especifica.

Figura 24

Respuesta T. cruzi-especifica de la linea policlonal de linfocitos T CD4* de memoria RM30-Il, al dia 212 de
cultivo, por secrecion de IFN-y y GM-CSF. Se ensayaron distintos nimeros de linfocitos T/pocillo, y se utilizo
una relacion 2:1 para las B-LCL autélogas irradiadas pre-cargadas, respecto de los linfocitos T, como CPA.
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4.2.3. Generacion de lineas monoclonales de linfocitos T CD4* de
memoria especificos contra T. cruzi

Con el fin de aislar una poblacién clonal de linfocitos T especificos
contra T. cruzi, se realiz6 un ensayo de dilucién limite (EDL) a partir de la linea
policlonal RM30-I1. La eleccidon de esta linea como partida para el aislamiento
de clones se basé no solo en la respuesta especifica observada en los ensayos
anteriores, sino también en su velocidad de crecimiento in vitro. Se ensayaron 4
condiciones de densidad celular inicial (10, 3, 1 y 0,1 células/pocillo),
sembrandose 10 placas de 96 pocillos para cada condicién. Luego de expandir
con PHA estos cultivos 7 veces (excepto por los de la condicion de 10
células/pocillo, que fueron expandidos 5 veces), se seleccionaron, en funcion de
su crecimiento y su respuesta especifica, 7 lineas potencialmente clonales. El
proceso desde el ensayo de dilucidn limite hasta la seleccidn y caracterizacién

de estas lineas se esquematiza en la Figura 25.

Dias desde EDL > 0 14 28 35 41 56 70 84 98
Expansién > - 1ra 2da 3ra 4ta 5ta

10 céls./pocillo 960 » 355 > 197 > 29 29 » 3
Expansion > - 1ra 2da 3ra 4ta 5ta 6ta 7ma

3 céls./pocillo 960 960 » 144 144 » 21 21 21 » 6

1 cél./pocillo 960 960 » 64 64 » 11 11 11 » 1

0,3 cél./pocillo 960 960 » 19 19 » 1 1 1 » 0
Criterios de seleccién: » Crecimiento b Especificidad P Crecimiento y especificidad ‘

Figura 25

Representacion esquematica del proceso de clonado por dilucion limite (LDA). Los linfocitos T
fueron sembrados en placas de 96 pocillos a densidades de 10, 3, 1y 0,3 células/pocillo (filas),
y sometidos a expansién con PHA. Los numeros indican la cantidad de pocillos que fueron
expandidos cada vez (columnas), luego de la ronda de seleccion anterior, segun los criterios
indicados por las puntas de flechas.

Al dia 99 desde el comienzo del ensayo de LDA, estas 7 lineas mostraron
respuesta especifica contra el parésito por secrecion de IFN-y y de GM-CSF
(Figura 26). Adicionalmente, las lineas RM30-11-84 y -85 se desafiaron con
lisados de las formas epimastigote y tripomastigote/amastigote de T. cruzi.
Como se observa en la Figura 27, la linea RM30-11-84 respondid
especificamente contra ambos lisados, mientras que la linea RM30-11-85 so6lo

mostré respuesta frente al lisado de epimastigotes.
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Figura 26

Respuesta especifica contra el lisado de T. cruzi de las 7 lineas seleccionadas a partir del LDA, y
de su linea policlonal de origen, RM30.1I, al dia 99 del LDA (212 desde el comienzo del cultivo de
RM30-11). Se desafiaron 2,5x10* linfocitos T utilizando 5,0x10* B-LCL autdlogas cebadas durante
una noche como CPA.

Para evaluar la posible monoclonalidad de la linea RM30-11-84, se realiz6

una caracterizacion de repertorio de cadena Vf del receptor de célula T (TCR-

V) por citometria de flujo, comprobandose la expresion exclusiva de la familia

TCR-Vp 5.2. Este dato representa un fuerte indicio de la monoclonalidad de

esta linea celular. En la Tabla 4 se muestran los valores de frecuencias

obtenidos del andlisis citométrico de expresion de familias de TCR-Vp para las
lineas RM30-11 y RM30-11-84.
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Figura 27
Respuesta de las lineas
potencialmente clonales

RM30-1I-84 y RM30-11-85
frente a los lisados de los
estadios de  mamifero
(tripomastigote/amastigote)
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del ciclo de vida de T. cruzi.
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5,0x10* B-LCL autdlogas

cebadas durante una noche
con cada lisado.



Expansion y deteccion ex vivo de linfocitos T de memoria especificos
contra T. cruzi de pacientes con enfermedad de Chagas cronica.

Familia de TCR-VB RM30.11 RM30.11.84
1 0,00 0,02

2 *0,16 0,02

3 0,00 0,00

4 0,00 0,01
5.1 *0,39 0,03
5.2 *0,28 *0,92
5.3 0,02 0,00
7.1 0,00 0,02
7.2 0,00 0,02
8 0,00 0,00

9 0,00 0,00

11 0,06 0,01
12 0,00 0,00
13.1 0,03 0,04
13.2 0,00 0,00
13.6 0,00 0,01
14 0,00 0,00
16 0,00 0,00
17 0,00 0,01
18 0,00 0,01
20 0,04 0,00
21.3 0,01 0,02
22 0,00 0,02
23 0,00 0,00

Tabla 4

Frecuencias de familias del gen TCR-V( de expresion detectada en la linea policlonal RM30.11 y
la linea monoclonal RM30.11.84. Se sefialan en negrita y con un asterisco los valores que
resultaron claramente distintos de 0,00.

85



4.3. Discusion.

4.3.1. Relevancia de la metodologia desarrollada.

Mediante los resultados alcanzados, hemos logrado establecer un
protocolo para la expansion selectiva de linfocitos T CD4* de memoria
especificos contra T. cruzi. Esta herramienta tiene un gran potencial para el
estudio de la respuesta celular en la enfermedad de Chagas, especialmente en

cuanto a la especificidad de estas células.

Una de sus ventajas distintivas es que permite la amplificacion de
poblaciones especificas que se encuentran en baja proporcion en la circulacion
de los pacientes. Esto es especialmente interesante en el marco de respuestas
inmunes con epitopes de marcada inmunodominancia, un fenémeno del cual se

ha encontrado cierta evidencia en la enfermedad de Chagas.

4.3.2. Importancia de la poblacién de partida y el estimulo inicial para la
generacion de lineas de linfocitos T patégeno-especificas.

Es sabido que la expansion in vitro de linfocitos a partir de CMN puede
modificar el fenotipo ex vivo de los compartimientos CD4* y CD8", lo cual
puede en parte verse reflejado en la pérdida de subconjuntos de células de
memoria especificas, cambios en la especificidad y la adquisicion de fenotipo
efector terminal o exhausto (Geginat et al., 2001; Kim et al., 2006; Tumeh et al.,
2010).

En este trabajo, hemos logrado generar lineas de linfocitos T enriquecidas
en células especificas contra T. cruzi a partir de la estimulacion de CMN con
lisado del parasito. La frecuencia de cultivos respondedores fue mayor en
pacientes con enfermedad de Chagas cronica, tanto asintomaticos como
cardiopatas, en comparacion con sujetos no infectados, y se incrementd de

manera dependiente del tiempo de estimulacion inicial.

Sin embargo, cuando se utiliz6 la totalidad de las CMN para generar las
bibliotecas, algunos cultivos de linfocitos T expandidos a partir de muestras de
sujetos no infectados mostraron respuesta T. cruzi-especifica. Esto podria ser
debido a alguna de las siguientes causas:

- Presencia de lectinas o superantigenos en el lisado, que pueden inducir una
activacion policlonal, no especifica de linfocitos T;

- Una respuesta especifica primaria por activacion de linfocitos T virgenes;
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- Linfocitos T de memoria reactivos contra epitopes propios del hospedero o

de otro patégeno que presenten reactividad cruzada con epitopes de T.
cruzi.

En ese sentido, vale la pena mencionar los resultados de Piuvezam et al.
(1993), quienes generaron lineas de linfocitos T a partir de CMN de donantes no
infectados por estimulacion durante 4 semanas con lisado de T. cruzi. Segln sus
resultados, el fenotipo predominante en esas lineas era de células de memoria
(97% de linfocitos CD45R0O"), sugiriendo que, o bien el lisado de parasito
contiene epitopes que reaccionan de forma cruzada con otros antigenos de
origen ambiental, o que es posible la generacion in vitro de linfocitos T con
fenotipo de células de memoria, mediante la estimulacion con antigenos del
parésito. A su vez, la proliferacion observada por estos autores en las lineas
generadas mostré ser CMH dependiente, evidencia en contra de la hipotesis de
la activacion por lectinas y los superantigenos como potencial causa de la
reactividad observada en cultivos generados a partir de individuos no

infectados.

Con el fin de minimizar la contribucién de la expansién de linfocitos T
virgenes reactivos contra T. cruzi, intentamos generar lineas de linfocitos T a
partir de cultivos enriquecidos en linfocitos de memoria, en lugar de CMN
totales. Nuestra observacion de cierto grado de reactividad en linfocitos CD4*
de memoria de un sujeto no infectado favorece la hipdtesis de la reactividad
cruzada, sefialando que estas células han sido probablemente seleccionadas in
vivo durante el montaje de una respuesta adaptativa a agentes no relacionados
con T. cruzi, y presentan reaccion cruzada contra epitopes de T. cruzi. Es
también probable que estas células pudieran ser activadas tempranamente en
caso de que este sujeto contrajera la infeccion por primera vez y, por ende, es de
interés el estudio de su especificidad. No obstante, bajo nuestras condiciones
experimentales, la frecuencia y reactividad de tales cultivos fue
significativamente menor que en aquellos derivados de un paciente con

enfermedad de Chagas.

Otra conclusion relevante de nuestros resultados yace en el hecho de que,
para los linfocitos T CD4" de memoria inicialmente estimulados con lisado de
T. cruzi, la proporcion de los cultivos que exhibieron crecimiento celular fue
significativamente mayor en el paciente con enfermedad de Chagas RM30 en
comparacion con el sujeto no infectado MM. Por el contrario, cuando el

estimulo inicial fue PHA, se observod crecimiento celular en todos los cultivos
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sembrados, independientemente del sujeto. Ademas, la estimulacién de las
células del paciente con lisado de parasito llevo no s6lo a una mayor proporcién
de cultivos reactivos contra el paréasito, sino también a respuestas mas intensas.
Al respecto, Geiger et al. (2009) demostraron que, dentro del compartimiento de
memoria, la estimulacién policlonal de linfocitos T CD4* con PHA permite la
expansion en alta proporcion de células de memoria especificas contra
antigenos de tétanos, citomegalovirus y Mycobacterium tuberculosis. De todos
modos, y a pesar de gque pudimos reproducir este fendmeno con células de
pacientes con enfermedad de Chagas, nuestros resultados destacan la ventaja de
la estimulacion inicial con lisado de parasito para incrementar la frecuencia en
la que se detectan cultivos especificos, permitiendo una mejor amplificacion de
linfocitos T patdgeno-especificos. Esta conclusion concuerda con resultados
encontrados por otros autores, quienes también proponen protocolos basados en
estimulacion inicial antigeno-especifica para la expansion de linfocitos T

especificos contra M. tuberculosis (Lewinsohn et al., 2000, 2007).

4.3.3. Efecto de las estimulaciones con PHA sobre los cultivos de
linfocitos T patdgeno-especificos.

Con el fin de alcanzar nimeros de células suficientes para la ejecucién de
los experimentos de especificidad y caracterizacién sin imposibilitar la
mantencion de las lineas generadas, un paso critico es la expansion de los
cultivos. Nuestros resultados muestran que, la aplicacion de dos rondas de re-
estimulacidn inespecifica con PHA puede incrementar el nimero de linfocitos T
virgenes/con reactividad cruzada, no vinculados a la infeccidn, tal y como
puede observarse en la respuesta proliferativa evidenciada en linfocitos T
derivados de CMN de sujetos no infectados. Adicionalmente, cada ronda de re-
estimulacion inespecifica afect6 la especificidad de las poblaciones en cultivo.
Este cambio en la respuesta especifica puede estar asociado al efecto directo del
mitdgeno sobre la funcionalidad del linfocito T, o ser consecuencia del
enriquecimiento del cultivo en ciertos linfocitos T en detrimento de otros, es
decir, a la dindmica poblacional interna de cada cultivo, llevando a la ganancia

o pérdida en frecuencia de las células parasito-especificas.

El mismo fendmeno pudo observarse en las lineas RM30-IV y -V,
generadas a partir de la estimulacion inespecifica de linfocitos T CD4* de
memoria del paciente asintomatico RM30. Por el contrario, la especificidad de
las lineas RM30-1, -1 y -ll1, generadas a partir de la estimulaciéon antigeno-

especifica del mismo subconjunto T, parece ser estable a largo plazo,

88



Expansion y deteccion ex vivo de linfocitos T de memoria especificos
contra T. cruzi de pacientes con enfermedad de Chagas cronica.

independientemente del numero de expansiones con PHA. En particular, la linea
RM30-11 pudo mantenerse en cultivo por tiempos muy largos, demostrando
mantener su capacidad de respuesta especifica mas alla del dia 212 desde su

generacién, y de 6 expansiones con mitogeno.

La informacién acumulada a lo largo de este trabajo favorece la hipétesis
de que la pérdida de repuesta especifica de cultivos policlonales expandidos in
vitro es atribuible a la amplificacion inespecifica de linfocitos T de diferentes
especificidades, en detrimento de la proporcion de linfocitos T especificos.
Como contrapartida, la generacion de lineas policlonales a partir de linfocitos T
de memoria, estimulados inicialmente con antigenos especificos, se perfila

como una herramienta muy til para la superacion de este obstaculo.

4.3.4. Parametros de deteccién de cultivos especificos.

Durante la optimizacion de las variables metodoldgicas del cultivo in
vitro para la expansion selectiva de linfocitos T patdgeno-especificos de
memoria, utilizamos la secrecion de IFN-y y la proliferacion celular como
lectura de la respuesta especifica. Ambos parametros mostraron ser robustos en
el margen de tiempos de cultivo cortos y medianos (inferiores a los 50 dias a
partir del estimulo inicial). No obstante, durante la generacion de lineas
policlonales a partir de linfocitos T CD4* de memoria, se verificd una
disminucién en la respuesta proliferativa especifica a lo largo del proceso de
expansion de los cultivos. Este fendmeno, que podria ser el reflejo de un
proceso de diferenciacion in vitro de las células de memoria hacia un perfil
efector terminal, compromete la utilidad de la medida de proliferacion como

parametro de la respuesta antigeno-especifica.

La cuantificacion simultanea de mdltiples citoquinas demostré que
algunos cultivos que habian sido clasificados como no especificos en funcién de
su respuesta por secrecion de IFN-y mostraron una produccion diferencial de
GM-CSF e IL-4 frente al desafio con antigenos de T. cruzi. Esto pone de
manifiesto la existencia de diferentes perfiles funcionales de linfocitos T de
memoria especificos contra el parasito, algunos de los cuales carecen de

secrecion diferencial de IFN-y.

En conjunto, estos resultados destacan la importancia a nivel
metodoldgico de la utilizacion de multiples parametros para la deteccion de
células patdgeno-especificos, con el objetivo de maximizar el nimero y la

diversidad funcional de los cultivos seleccionados.
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4.3.5. Utilizacién de linfocitos B autélogos inmortalizados como células
presentadoras de antigenos.

A pesar de que las CMN o las células dendriticas aut6logas son una mejor
fuente de las llamadas células presentadoras “profesionales” de antigenos, su
utilizacién depende de la toma de grandes volimenes de sangre o de donaciones
reiteradas del mismo sujeto. Por el contrario, aunque los linfocitos B aut6logos
inmortalizados tienen una menor capacidad de presentar efectivamente
antigenos solubles que los monocitos y las células dendriticas, constituyen una
fuente sustentable y escalable de CPA. Si bien ya se conocian reportes de su
utilizacién en protocolos que requieren la presentacion de antigenos in vitro a
linfocitos T, los resultados presentados en este trabajo son, a nuestro entender,
la primera demostracién de que pueden emplearse para la presentacion de
antigenos de parasitos protozoarios complejos, como T. cruzi. En ese sentido,
hemos mostrado que tanto las CMN como las B-LCL autélogas irradiadas
inducen perfiles de secrecion de IFN-y similares en linfocitos T de pacientes

con enfermedad de Chagas asintomaticos y con cardiopatia.

4.3.6. Generacion de lineas clonales de linfocitos T CD4* de memoria
especificas contra T. cruzi.

Luego del ensayo de dilucion limite, las lineas celulares, generadas a
partir de linfocitos T CD4* de memoria de un paciente con enfermedad de
Chagas asintomatica y mantenidas bajo las condiciones de cultivo mencionadas,
conservaron su capacidad de respuesta especifica contra T. cruzi por mas de 98
dias. Méas adn, la linea RM30-11-84 respondi6 contra lisados de las formas
epimastigote y tripomastigote/amastigote con intensidades similares, indicando
que estas células reconocen un epitope comin a ambos estadios del ciclo de

vida del parésito.

El analisis citométrico de TCR-VB demostré una prevalencia de las
familias TCR-VB 2, 5.1 y 5.2 en la linea RM30-11, mientras que su clon
derivado RM30-11-84 expresa TCR-V[3 5.2 de manera practicamente exclusiva.
Este resultado va en concordancia con el obtenido por otros autores, que sefialan
un uso preferencial de esta familia del receptor en las poblaciones especificas
expandidas durante la infeccion (Fernandez-Mestre et al., 2002; Menezes et al.,
2004).

4.3.7. Perspectivas.
La utilidad de la obtencion de lineas de linfocitos T patdgeno-especificas,

poli- y monoclonales, radica en que permite, mediante el proceso de
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amplificacion ex vivo, la caracterizacion de poblaciones involucradas en la
respuesta inmune frente a la infeccion. En particular, nuestro interés se enfoca

en la diseccion de la especificidad de dicha respuesta.

La obtencién de lineas clonales de linfocitos T de pacientes con
enfermedad de Chagas permitird utilizar la estrategia de el escaneo posicional
de bibliotecas combinatoriales de péptidos sintéticos (en inglés, PS-SCL, por
Positional Scanning Synthetic Combinatorial Libraries) para el estudio de la
especificidad de linfocitos T especificos contra T. cruzi (Pinilla et al., 2012;
Judkowski etal., 2015). Estas bibliotecas consisten en 200 mezclas de
decapéptidos, ordenadas en 10 sub-bibliotecas (una para cada posicién en el
decapéptido) tales que en los péptidos de cada mezcla se fija en esa posicion de
la secuencia uno de los 20 aminoécidos, mientras que las otras 9 posiciones son
rellenadas con los demas 19 aminodcidos al azar. De esta forma, la biblioteca
comprende todos los decameros posibles (20%° = 1,024x10%%). Al utilizarlas para
desafiar una poblacion clonal de linfocitos T, de manera de obtener un valor
experimental de respuesta para cada mezcla, la especificidad a nivel de epitope
de ese clonotipo puede determinarse al analizarse el aminoacido “fijo” de las
mezclas que generaron respuesta, para cada sub-biblioteca. De esta manera, se
identifican los residuos “activos” en cada posicion del péptido para el cual el
TCR de la linea celular estudiada es especifico, elucidandose la secuencia del
epitope putativo activador de esa linea clonal de linfocito T. A partir de este
dato, la aplicacién de un analisis biométrico permite rastrear en la base de datos
de secuencias de T. cruzi el antigeno correspondiente al epitope putativo
detectado (Pinilla et al., 2012; Santos et al., 2013).

Esta estrategia es especialmente Util para la identificacion de nuevos
antigenos, y se la denomina descubrimiento de antigenos dirigido por linfocitos
T (en inglés, T cell-driven antigen discovery). En ese aspecto, tiene un gran
potencial para la captura de especificidades generadoras de memoria inmune,
que podrian resultar enmascaradas al estudiarse en el contexto de una respuesta
signada por la inmunodominancia de unos pocos antigenos. Otra ventaja crucial
de este método es su independencia respecto de los efectos de la restriccion por
HLA de los epitopes, dada su utilizacion de células autélogas como CPA en la

evaluacion in vitro de la especificidad (Judkowski et al., 2015).

Mas alla de la especificidad, resta también demostrarse si, partiendo de

linfocitos T de memoria CD8* en lugar de CD4*, pueden también alcanzarse
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lineas poli- y monoclonales especificas contra el parasito. Otra posibilidad
abierta a la exploracion en funcion de nuestros resultados es la generacién de
lineas a partir de muestras de pacientes con cardiopatia chagasica cronica.
Aunque en principio nos hemos enfocado en el estudio de la respuesta en
pacientes asintomaticos, seria interesante evaluar la utilidad del protocolo
descrito para la expansién de poblaciones de memoria en este tipo de paciente.
No obstante, dado que se ha demostrado una asociacion entre una mayor
frecuencia de linfocitos T CD4* exhaustos y la severidad de las manifestaciones
cardiacas de la enfermedad (Albareda et al., 2009, 2013), puede esperarse una
mayor dificultad en alcanzar ese objetivo. Es probable que la proporcién de
cultivos positivos expandidos mediante el estimulo inicial no sea tan alta como
en el paciente asintomatico estudiado, o que sea mas dificil su expansion in

vitro.
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5. Aproximacion bioinformatica al
descubrimiento de epitopes de T. cruzi
reconocidos por linfocitos T de pacientes
con enfermedad de Chagas cronica.

5.1. Resultados
5.1.1. Prediccion bioinformatica de epitopes T de Trypanosoma cruzi

Partiendo de las secuencias de las 53 proteinas de T. cruzi anotadas en la
base de datos de inmunoepitopes (IEDB, ), se predijeron las
secuencias peptidicas de alto potencial inmunogénico, siguiendo un pipeline
desarrollado por el Dr. M. Nielsen y colaboradores, descrito en Materiales y
Métodos. A partir de estas secuencias, se extrajeron virtualmente todos los
decapentdmeros (péptidos de 15 aminoacidos de largo) posibles y se
seleccionaron aquellos conservados entre las cepas del parasito cuyos genomas
estdn completamente secuenciados y anotados en la base de datos TriTryp
( ), Sylvio X10 y CL Brener. Las secuencias con
solapamiento de 9 o mas aminoacidos con secuencias de Homo sapiens fueron
descartadas. El resultado de este tamizaje inicial fue un total de 4.387
secuencias peptidicas que se sometieron al proceso de prediccion bioinformatica

de epitopes.

Se utilizo el algoritmo MHCPan para predecir la afinidad tedrica de los
nona- y decameros Unicos contenidos en dichas secuencias por las moléculas de

HLA-A'y -B de alelos prevalentes en Latinoamérica. Ademas, la afinidad de los
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Figura 28

Diagrama de flujo del procedimiento informatico utilizado para la prediccién de epitopes T de T.
cruzi (aa.: aminodcidos).

decapentameros a las moléculas de cadena p de HLA-DR codificadas por las
variantes del alelo HLA-DRB mas frecuentes en la poblacion mundial se
predijo mediante el programa MHCIIPan. Cabe aclarar que la eleccion de este
alelo de CMH clase Il se basa en que esta cadena es la mas polimérfica de ese
grupo, y es ademas la expresada en mayor abundancia por las CPA (Stern y
Calvo-Calle, 2009). Adicionalmente, los alelos HLA-DRA que codifican las
cadenas o que completan el CMH clase II HLA-DR son monomorficas, y por
ende no aportan variabilidad a la fuerza con la que los péptidos se unen al
mismo (Stern y Calvo-Calle, 2009; Oyarzun y Kobe, 2015). Sobre el resultado
de ambas predicciones, se utiliz6 el método PopCover para optimizar la
cobertura de alelos de HLA. El resultado de este procedimiento es una lista de
secuencias de 15 aminoécidos de largo jerarquizada en funcidn de su afinidad (o
la de una parte de su secuencia) por moléculas de CMH de clase | y Il, y su

promiscuidad de unién a diferentes variantes de dichas moléculas.

Luego de filtrar las secuencias redundantes y unificar las secuencias con
solapamientos de 14 aminoacidos en una Unica secuencia de 16 aminoacidos, se
seleccionaron las 50 mejor clasificadas para su sintessis y validacién in vitro.
Este conjunto esta conformado por 39 péptidos de 15 aminoacidos y 11 de 16
aminodcidos, cada uno de los cuales cubre al menos 5 alelos de HLA, y 21
alelos en el caso maximo. En la Figura 28 se esquematiza el proceso in silico
completo. Las secuencias de los péptidos, asi como el nimero de alelos de HLA

cubiertos de los utilizados para la prediccion, se muestran en la Tabla 5.
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Tabla 5

Prediccion de péptidos de T. cruzi conteniendo epitopes de clase | y Il. Se indica, para cada
péptido, el numero identificador asignado para este trabajo, la secuencia aminoacidica, el
antigeno del que forman parte, los nimeros de variantes de cada alelo para los que se predijo
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unién, y el nimero total de los mismos (continda en pdgina siguiente).

Péptido Secuencia Antigeno HLA-A HLA-B HLA-DR HLA
1 VTVTNVFLYNRPLSV ASP-2 7 2 11 20
2 GSGVLMEDGTLVFSL Trans-sialidasa 4 13 3 20
3 VPYYFANNEFTLVAT Trans-sialidasa 3 9 1 13
4 RQYSFVNHRFTLVAT ASP-2 5 10 5 20
5 ENQLYHFANYKFTLV Trans-sialidasa 4 9 7 20
6 PRGRFLLMRDNLSAL parl (componente del bastén 4 8 18

paraflagelar)

7 EEKEVMLITAPVYAK Trans-sialidasa 4 8 1 13
FLARLHAAANPHATF Cruzipaina 3 5 16
TVKNVFLYNRPLNST Trans-sialidasa 4 1 8 13

10 TVPYHFANSKFTLVA FL-160-2 3 12 6 21

11 VFLSHNFTLVASVTI Trans-sialidasa 6 5 5 16

12 NVLLYKRILTAAELR Trans-sialidasa 3 2 8 13

13 GRKVMLYTQKVRHSL Trans-sialidasa 4 0 7 11

14 NQLYHFANHNFTLVA Trans-sialidasa 4 8 6 18

15 ECQWFLAGHPLTNLS Cruzipaina 4 6 5 15

16 MLSLVAAVKAPRTHN Trans-sialidasa 3 0 7 10

17 KLLELSVYNCDLAMR PAR2 (Proteina principal del 4 6 0 10

baston paraflagelar)

18 FRRLYKTLGQLVYKK PAR2 (Proteina principal del 2 1 9 12

baston paraflagelar)

19 SFVNHRFTLVATVTI ASP-2 3 4 6 13

20 GVVMEDGTLVFPLMA Trans-sialidasa 1 13 1 15

21 KVMLYTQKVRHSLEV Trans-sialidasa 4 1 6 11

22 LYHFANYNFTLVATV Trans-sialidasa 4 8 4 16

23 EAENHRALAALYELV parl (componente del bastén 3 11 0 14

paraflagelar)

24 RNVMLVTLPVFSKKA Trans-sialidasa 4 5 5 14

25 NMSRHLFYSAVLLLL Trans-sialidasa 5 8 3 16

26 GDSVYMLLGNYSRTK Trans-sialidasa 2 2 6 10

27 LNRQYTFVDYNFSLV Trans-sialidasa 6 6 0 12

28 RPNMSRHLFYSAVLL Trans-sialidasa 3 11 3 17

29 AGYIKAAESWPSIVA ASP-2 2 3 3 8

30 SVYNCDLAMRCIGMM PAR2 (Proteina principal del 2 5 1

bastén paraflagelar)

31 IDGQKVILVSRPVYS TcCRP/trans-sialidasa 2 6 8

32 ANYNFTLVATVSIHK Trans-sialidasa 11

33 GNELFLLVGSSYFVF Trans-sialidasa 5 11
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YEFVNACAKLMHQIL parl (componente del bastén 0 4 5
paraflagelar)
VPVTVTNVLLYNRPL Trans-sialidasa 6 0
YVDLMAELRAELSEL parl (componente del bastén 5
paraflagelar)
VTNVFLYNRPLNPTE Trans-sialidasa 4
HRFTLVATVTIHQVP Trans-sialidasa 4
HQEYLEAFRRLYKTL PAR2 (Proteina principal del 1 3 5
baston paraflagelar)
KEVMLITAPVYPKDN Trans-sialidasa 2 8 0
PNMSRHLFTSAVLLL Trans-sialidasa 2 9 3
HFANYNFTLVATVSV Trans-sialidasa 4 3 4
IPTAGLVAVFSNASA Trans-sialidasa 1 9 2
SELLAASKELRERYR parl (componente del bastén 1 3 1
paraflagelar)
HQVALMLQGNKASVY GP82/Trans-sialidasa 2 4 4
VTFQGAWAEWPVGSQ  Trans-sialidasa 6 2 1
RORRYQPYHSRHRRL Cruzipaina 1 2 5
GKVKDIFASPALVRA TSA-1 1 0 7
GSGIVMGNGTLVFPL Trans-sialidasa 1 7 3
RHVFLSHDFTLVATV Trans-sialidasa 5 3 2

10

11

10
14
11
12

10

11
10

5.1.2. Evaluacion de la inmunogenicidad in vitro de los epitopes predichos

5.1.2.1. Fase exploratoria: evaluacion de mezclas de péptidos.

Los péptidos seleccionados a partir de los métodos in silico descritos
fueron adquiridos a un proveedor comercial y aleatorizados en 5 mezclas de 10
péptidos cada una. La conformacion de cada mezcla quedé definida tal como se

muestra en la Tabla 6.

Las mezclas de péptidos I-V se utilizaron para desafiar CMN de pacientes
con enfermedad de Chagas asintomatica (n=15) y con cardiopatia chagasica
cronica (n=15) en experimentos de ELISPOT, de manera de identificar aquellas
mezclas que contenian al menos un péptido inductor de secrecion de IFN-y en
dichas células. En paralelo, las muestras fueron desafiadas con lisado de
epimastigotes de T. cruzi (control de la respuesta especifica), PHA (control
positivo) o medio sin antigenos adicionales. Se incorporaron también como
grupo control muestras de individuos no infectados con T. cruzi (n=5). La
respuesta, cuantificada como unidades formadoras de spot (UFS), fue

transformada en IE, calculado mediante la division de las UFS de cada
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condicion por el valor de las mismas obtenido en la condicién sin desafiar. Los

resultados obtenidos se muestran en la Figura 29.

Tabla 6

Conformacién de las mezclas de péptidos utilizadas para la fase exploratoria de la
validacién de los epitopes predichos por métodos bioinformaticos.

Mezcla Péptido Secuencia Mezcla Péptido Secuencia

#3 TVPYYFANNEFTLVAT #1 VTVTNVFLYNRPLSV
#5 ENQLYHFANYKFTLV #14 NQLYHFANHNFTLVA
#7 EEKEVMLITAPVYAK #16 MLSLVAAVKAPRTHN
#10 TVPYHFANSKFTLVA #17 KLLELSVYNCDLAMR
#13 GRKVMLYTQKVRHSL #18 FRRLYKTLGQLVYKK
#19 SFVNHRFTLVATVTI v #34 RYEFVNACAKLMHQIL
#26 GDSVYMLLGNYSRTK #36 YVDLMAELRAELSEL
#44 SELLAASKELRERYR #38 HRFTLVATVTIHQVPK
#48 GKVKDIFASPALVRAG #41 PNMSRHLFTSAVLLL
#49 GSGIVMGNGTLVFPL #47 RORRYQPYHSRHRRL
#6 LPRGRFLLMRDNLSAL #4 RQYSFVNHRFTLVATV
#9 TVKNVFLYNRPLNST #8 FLARLHAAANPHATFG
#12 NVLLYKRILTAAELR #11 VFLSHNFTLVASVTI
#20 GVVMEDGTLVFPLMA #23 EAENHRALAALYELV
#28 RPNMSRHLFYSAVLL #25 NMSRHLFYSAVLLLL

I #31 IDGQKVILVSRPVYS v #30 SVYNCDLAMRCIGMM
#32 ANYNFTLVATVSIHK #33 GNELFLLVGSSYFVF
#37 VTNVFLYNRPLNPTE #40 KEVMLITAPVYPKDN
#39 HQEYLEAFRRLYKTLG #42 HFANYNFTLVATVSV
#46 VTFQGAWAEWPVGSQ #43 IPTAGLVAVFSNASA
#2 GSGVLMEDGTLVFSLM
#15 VECQWFLAGHPLTNLS
#21 KVMLYTQKVRHSLEV
#22 LYHFANYNFTLVATV
#24 RNVMLVTLPVFSKKA

I #27 ELNRQYTFVDYNFSLV
#29 AGYIKAAESWPSIVA
#35 VPVTVTNVLLYNRPL
#45 HQVALMLQGNKASVY
#50 RHVFLSHDFTLVATV

Los resultados obtenidos permitieron agrupar a los pacientes
asintomaticos y con cardiopatia dentro de dos subcategorias, segun si
evidenciaron o no una respuesta medible (IE>2) frente al lisado del parésito.
Notoriamente, todos los pacientes que respondieron frente a alguna de las
mezclas de péptidos, (con una Unica excepcidn) estaban contenidos dentro de la

subcategoria con respuesta positiva frente a antigenos de T. cruzi.
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Figura 29

Respuesta por secrecion de IFN-y de las CMN de pacientes y sujetos control frente a lisado de
epimastigotes de T. cruzi (Tc) y frente a cada una de las mezclas de péptidos (I-V). Los datos
se transformaron utilizando el logaritmo en base 2 para volver simétrica la representacion
visual de IEr. mayores y menores a 1. Se tomé como valor umbral para determinar una
respuesta positiva la duplicacion del nimero de spots respecto del valor basal (es decir,
Log2(UFSi/UFSna)=1, linea punteada superior).

5.1.2.2. Fase de deconvolucion: evaluacion de péptidos individuales

Aqguellas mezclas de péptidos que resultaron positivas para secrecion de
IFN-y en la fase exploratoria, fueron sometidas a deconvolucion, esto es, se
evalud cada uno de los péptidos en la mezcla de manera individual, utilizando
las muestras de pacientes que exhibieron una respuesta especifica frente a ella.
De esta forma, se pudo atribuir la respuesta generada por cada mezcla a uno o
dos de péptidos individuales (Figura 30). Con el fin de optimizar el uso de
recursos, se prioriz6 la deconvolucion de aquellas mezclas que resultaron en
valores de IE>2 y con diferencia de UFS>10 entre la condicién de desafio con
el péptido y la condicién control sin desafiar. Debido a esto, aunque hubo
muestras de pacientes para las cuales se detectd respuesta especifica contra
alguna mezcla de péptidos en términos de IE, no se prosiguid a su
deconvolucién por no cumplir la condicion de diferencia en el nimero de UFS.
Se encontraron en total 7 péptidos activadores de la secrecion de IFN-y en CMN

de al menos un paciente con enfermedad de Chagas cronica.

Las secuencias de los péptidos para los que se detectd respuesta se

utilizaron para interrogar la IEDB, encontrdndose que:
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Deconvolucidén por ELISPOT para IFN-y de las mezclas de péptidos |, I, Il y IV, utilizando CMN

de pacientes que dieron respuesta positiva frente a cada una en la fase exploratoria (ver Figura
29). Los resultados se muestran como la media y el desvio estandar de las UFS, para cada
condicién ensayada por triplicado. Se grafican en rojo los resultados correspondientes a
pacientes con cardiopatia chagdsica crénica, y en azul los de pacientes con enfermedad de
Chagas asintomatica.
- El péptido #5 (ENQLYHFANYKFTLV) contiene los epitopes TSKB20
(ANYKFTLV) y TSA2-44 (FANYKFTLV), derivados de TcTS vy
reportados por Martin etal. (2006) como inmunogénicos en ratén y

humano, respectivamente.

- El péptido #10 (TVPYHFANSKFTLVA) contiene a los epitopes
FANSKFTLV (Fonseca et al., 2005), ANSKFTLV (Martin et al., 2006) y
FANSKFTLVA (Fonseca et al., 2005), también de TcTS, encontrados a
partir de prediccién bioinformatica de union a moléculas de CMH de ratén
(H-2kb) y humano (HLA-A*02), pero descriptos como negativos para
secrecion de IFN-y por ELISPOT en humano (Fonseca y col. 2005) y raton
(Martin y col. 2006).
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- El péptido #15 (VECQWFLAGHPLTNLS) contiene un epitope de

cruzipaina (FLAGHPLTNL), que posee capacidad de unién a HLA-

A*02:01 demostrada experimentalmente, pero no induce secrecion de IFN-

vy por ELISPOT en pacientes que expresan esa variante de HLA-A
(Fonseca et al., 2005).

- Los péptidos #16, #20, #38 y #47 contendrian epitopes completamente
novedosos, ya que su secuencia no ha sido total ni parcialmente depositada

como epitope en IEDB.

5.1.3. Caracterizacion de los epitopes validados.
5.1.3.1. Cobertura poblacional de la respuesta.

Cada péptido detectado como positivo en la deconvolucion se utiliz6 para
desafiar muestras de CMN de pacientes en una cohorte mas amplia (n=25 para
los pacientes asintomaticos y n=26 para los pacientes con cardiopatia chagasica
cronica). La Figura 31 muestra los porcentajes de pacientes que presentan
respuesta por ELISPOT para IFN-y frente a cada uno de los péptidos. Cabe
mencionar que los pacientes incluidos en la fase exploratoria que no mostraron
respuesta positiva frente a ninguna de las mezclas 1-V fueron contabilizados
como negativos para los péptidos individuales.

Analizandolo desde el punto de vista de la cobertura de cada péptido
sobre la muestra poblacional, y como se observa en la Figura 32, se encontr6
gue los mas ampliamente reconocidos por células de pacientes, tanto
asintomaticos como con cardiopatia, fueron el #20 y el #38, frente a los que

respondieron un 16% y un 20% de los pacientes evaluados, respectivamente. Es

Asint. Global
N OobDa
™~
)
)
N Asint. Cardiop.  Global
. 00O Negativos  60.0% 73.2% 66.7%
Cardiop. Posiivos  40.0% 27.9% 33.3%
1 peptido | 28.0% 19.2% 25.5%
BENE |2peptidos |12.0% 3.8% 5.9%
HHE |4 peptidos |0.0% 3.8% 2.0%

Figura 31

Porcentaje de pacientes agrupados segun el nimero de péptidos contra los que respondieron,
segun experimentos de ELISPOT para IFN-y.
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interesante sefialar que, mientras que el péptido #38 fue reconocido con
frecuencias similares en pacientes asintomaticos y con cardiopatia, el péptido
#20 indujo secrecion de IFN-y en un porcentaje mas de dos veces mayor de
pacientes asintomaticos, en comparacién con el grupo de pacientes con

cardiopatia.

Figura 32

Cobertura poblacional de los epitopes descritos, como frecuencia de pacientes que respondié
frente a cada péptido. Se utilizaron 2 criterios para definir positividad: duplicacién en UFS
respecto del control sin estimular y diferencia de mds de 10 UFS respecto de dicho control. En
tonalidades oscuras se muestra la fraccion que cumplié ambos criterios (positivo fuerte), y en
tonalidades claras aquellos que sélo cumplieron el primero (positivo débil). Los porcentajes
fueron calculados en funcién de los positivos totales (fuertes y débiles).

#5 #10 #15 #16 #20 #38 #a47
Asintomaticos I 8% 4% W M I 20% I 20% 4%

Con cardiopatia| 4% || 4% || 4% || 8% || 8% |f19% | 8%

Global| 6% |[ 4% |[ 2% ][ 4% |[16% |J20% |[ 2%

[ 1] Positivo débil
[ [l [ Positivo fuerte

5.1.3.2. Inmuno-relevancia de los epitopes descritos.

Uno de los pardmetros que permite caracterizar la relevancia de un
determinado epitope en el contexto de la memoria inmune es la dimensién de la
respuesta que genera como proporcién de la respuesta total frente al patégeno
en cuestion. Con el fin de estimar la inmunodominancia de las secuencias de
este estudio en los pacientes con respuesta frente a ellas, se calculé la relacién
entre los valores de UFS observados en las condiciones de desafio con el
péptido y con el lisado de pardsito. Los resultados de estos cocientes se
representan en el grafico de la Figura 33. Los valores obtenidos abarcan un
rango entre una representacion muy baja de la respuesta frente al péptido en
relacién con la medida para el lisado (2% en el caso minimo, FA046 vs #10)
hasta un factor de relacion mayor a 6 veces (FA031 vs #5). Cabe destacar que
los valores obtenidos no guardaron ninguna relacién con el grupo clinico de los
pacientes. En los péptidos #20 y #38, el niUmero de pacientes positivos permitio
analizar estadisticamente este factor, resultando en la ausencia de diferencia
significativa entre los valores de pacientes con enfermedad de Chagas

asintomatica y los del grupo de pacientes con cardiopatia.
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Figura 33

Determinacion aproximada de la inmunodominancia de los epitopes contenidos en los péptidos
ensayados. Para cada par paciente-péptido positivos, se evalud el cociente entre las UFS
cuantificadas en respuesta al péptido y las producidas frente al lisado de T. cruzi (IEv). Los
datos se transformaron utilizando el logaritmo en base 2 para volver simétrica la
representacion visual de IErc mayores y menores a 1. De esta forma, Logz(IEtc)=0 significa
igualdad de las UFS frente a desafio con lisado de T. cruziy con péptido, valores menores a 0
indican mayor respuesta frente a lisado que frente al péptido, y valores mayores a 0 indican lo
opuesto. Se muestran en rojo los puntos correspondientes a pacientes con cardiopatia
chagdsica cronica, y en azul los de pacientes con enfermedad de Chagas asintomatica.

5.1.3.3. Perfil de la respuesta especifica contra los péptidos.
Con el objetivo de determinar si la secrecion de IFN-y observada en
respuesta a los péptidos estaba asociada a la activacion de linfocitos T
citotoxicos, colaboradores o ambos, se realizaron experimentos de ELISPOT
similares a los ya descritos, pero sustrayendo las poblaciones CD3*CD4" o
CD3*CD8*, utilizando un protocolo de separacion magnética por seleccion
positiva. Se ensayaron en paralelo, a modo de control, las CMN totales de cada

paciente.

Los resultados ilustrados en la Figura 34 mostraron que para los péptidos
#5, #10, #15, #16, #20 y #38 la contribucion a la respuesta medida fue
predominantemente de los linfocitos T CD4*. En tanto, para el paciente RM45
la eliminacién de los linfocitos T CD8" abrog6 por completo la secrecion de
IFN-y frente al péptido #47.

Para caracterizar en mayor profundidad el perfil de las células activadas
por estos péptidos, se disefid un experimento de deteccion de citoquinas
intracitoplasmaticas por citometria de flujo. Lamentablemente, la sensibilidad
de esta técnica sélo permitio detectar células IFN-y* en el par paciente-péptido
que produjeron la sefial méas alta en experimentos de ELISPOT (FA008 frente al
péptido #20). Sin embargo, los resultados mostrados en la Figura 35A

confirmaron la predominancia de los linfocitos T CD4* en la produccion de
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IFN-y. El analisis de expresion de las moléculas CCR7 y CD45RA en la
superficie de estas células, representado en la Figura 35B, demostré una
activacién preponderante de linfocitos Tcwm, puesto que méas de un 53% de las
células IFN-y* presentaron un fenotipo CD45RACCR7*. No obstante, también
se vieron células productoras de esta citoguina con fenotipo Tem (CD45RA
CCRT:, 22% de los eventos IFN-y") y naive (CD45RA*CCR7*, 23% de los
eventos IFN-y™).
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Figura 34

Experimentos de ELISPOT con sustraccién de poblaciones CD4* o CD8*. Las barras indican la media de
pocillos duplicados para cada condicion. Los puntos unidos indican el porcentaje remanente de linfocitos
T CD4* o CD8* calculado segun se explica en Materiales y Métodos (3.9.1 Sustraccion magnética de
poblaciones celulares).

103



Aproximacion bioinformatica al descubrimiento de epitopes de T. cruzi
reconocidos por linfocitos T de pacientes con enfermedad de Chagas cronica.

Figura 35
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5.1.3.4. Prediccion de unioén de los péptidos a moléculas de CMH
expresadas por pacientes

Como primera aproximacion al estudio de la restriccion por moléculas de
CMH de los péptidos reactivos, nos propusimos volver a hacer uso de las
herramientas predictivas ya mencionadas. En este caso, en lugar de utilizar
datos de prevalencia de variantes polimorficas para seleccionar los alelos de
HLA utilizados, se secuenciaron los loci que codifican estas moléculas en
muestras de ADN obtenidas de los pacientes FA005, FA008, FA031, RM45 y
RM46. Esta informacion se utilizo, junto con los algoritmos MHCpan vy
MHCllpan, para explorar cuales moléculas de CMH tienen la mayor
probabilidad tedrica de estar participando en la presentacion del/de los epitopes

positivos para cada paciente, a los linfocitos T.

Los resultados de la prediccion para moléculas de CMH clase | se
muestran en la Tabla 7, y los de CMH clase Il en la Tabla 8. Del anélisis de los

valores obtenidos, se destacan las siguientes conclusiones:
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Los pacientes FA008 y RMA45, ambos con secrecion de IFN-y
principalmente de linfocitos T CD4+ para el péptido #20, tienen en comun
la expresion de los alelos HLA-DRB1*01:02, HLA-DPA1*01:03, HLA-
DQA1*01:01 y HLA-DQB1*03:02. De estos, el complejo de CMH clase Il
formado por las cadenas de HLA-DQA1 y HLA-DQB1 mencionadas tiene
una alta afinidad, segun la prediccion, por una secuencia dentro del péptido
#20. Estos pacientes no comparten ninguna variante de los alelos de CMH
clase I tipificados.

Los pacientes FA031 y RM46, ambos reactivos contra el péptido #38 y con
predominancia de la poblacion CD4* en la secrecion de IFN-y, comparten
el alelo HLA-DRB1*07:01 y el par HLA-DQA1*02:01/HLA-
DQB1*02:02. Ninguna secuencia dentro de #38 tendria afinidad tedrica
por esta combinacién de cadenas de HLA-DQ, pero el péptido contiene dos
decapentameros solapados que tendrian alta afinidad por la variante de
HLA-DRB1 expresada por ambos pacientes. Estos pacientes tampoco
comparten ninguna variante de los alelos de CMH clase | tipificados.

Para el par paciente-péptido RM45-#47, para el cual la evidencia
experimental indico que la secrecion de IFN-y es esencialmente atribuible
al linaje de los linfocitos T CD8*, los algoritmos bioinformaticos
predijeron la presencia de 3 secuencias de 10 y 11 aminoé&cidos dentro del
péptido con alta afinidad por la molécula codificada por la variante HLA-
A*31:01. Por otro lado, y en concordancia con los resultados
experimentales, no se predicen epitopes con alta afinidad por ninguna de
moléculas de MHC clase Il codificada por los alelos que este paciente

posee.
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Tabla 7

Prediccién de epitopes en los péptidos reactivos utilizando informacién de las variantes de
CMH de clase | (HLA-A, -B y -C)expresadas por pacientes con respuesta detectada por ELISPOT
para IFN-y. Se muestran el cédigo de paciente, el alelo, la secuencia del epitope tedrico, el
“nlcleo” de secuencia que aporta los residuos con interacciones mas importantes, la afinidad
tedrica de la unién péptido-CMH y el rango porcentual en el que se ubica el epitope (cuanto mas
cercano a 0, mejor clasificacion). Los triangulos destacan los epitopes con mayor capacidad de
unién predicha, segln los parametros por defecto del programa NetMHCpan (umbral para
union débil: rango <2%; umbral para union fuerte: rango<0,5%; < unién débil; <€ <; unién
fuerte). Por practicidad, se limitaron los resultados mostrados a aquellos con rango<2,5%.
(continda en la pagina siguiente)

Afinidad Rango

Paciente Alelo Pépt, Pos, Epitope “Nucleo” (nM) (%)

FA005 HLA-B*14:02 15 3 QWFLAGHPL QWFLAGHPL 3703 0,7 «
HLA-B*14:02 15 4  WFLAGHPL WF-LAGHPL 5979,1 14 <
HLA-B*14:02 15 2 CQWFLAGHPL CQFLAGHPL 7937,8 25
HLA-B*14:02 15 5 FLAGHPLTNL FLAGHPLTL 8513,8 25
HLA-B*39:03 15 2 CQWFLAGHPL CQFLAGHPL 494.4 06 «
HLA-B*39:03 15 4  WFLAGHPL W-FLAGHPL 783,3 08 «
HLA-B*39:03 15 3  QWFLAGHPL QWFLAGHPL 885,6 0,9 «
HLA-B*39:03 15 5 FLAGHPLTNL FLAGHPLTL 2192 2 <
HLA-C*07:02 15 3  QWFLAGHPL QWFLAGHPL 21448 15 «
HLA-C*07:02 15 5 FLAGHPLTNL FLAGHPLTL 3428,4 25
HLA-C*08:02 15 6 LAGHPLTNL LAGHPLTNL 7402,6 15 «
HLA-C*08:02 15 5 FLAGHPLTNL FLAGHPLTL 7813,1 16 «

FA008 HLA-A*02:01 20 2 VVMEDGTLV VVMEDGTLV 85,4 09 «
HLA-A*02:01 20 3 VMEDGTLVFPL VMEDLVFPL 278,6 19 «
HLA-A*68:02 20 2 VVMEDGTLV VVMEDGTLV 224,1 13 «
HLA-B*48:.01 20 4 MEDGTLVFPL MEDGLVFPL 38324 06 «
HLA-B*48:.01 20 3 VMEDGTLVF VMEDGTLVF 7879,8 14 <«
HLA-C*08:01 20 3 VMEDGTLVF VMEDGTLVF 338,6 0,25 ««
HLA-C*08:01 20 2 VVMEDGTLV VVMEDGTLV 1520,3 09 «
HLA-C*08:01 20 2 VVMEDGTLVF VVMDGTLVF 42344 25
HLA-C*08:02 20 3 VMEDGTLVF VMEDGTLVF 432,7 0,09 ««
HLA-C*08:02 20 2 VVMEDGTLV VVMEDGTLV 5792,4 11 «
HLA-C*08:02 20 2  VVMEDGTLVF VMEDGTLVF 6840.,4 14 «

FA031 HLA-A*02:01 38 3 FTLVATVTI FTLVATVTI 240,3 18 <«
HLA-A*03:01 38 7 ATVTIHQVPK ATVTIHVPK 89,6 04 <«
HLA-A*03:01 38 8 TVTIHQVPK TVTIHQVPK 453,5 13 «
HLA-B*13:02 38 3 FTLVATVTI FTLVATVTI 1785,4 04 ««
HLA-B*13:02 38 2  RFTLVATVTI RTLVATVTI 3276,6 1 «
HLA-C*06:02 38 1 HRFTLVATV HRFTLVATV 62,9 0,02 ««
HLA-C*06:02 38 1 HRFTLVATVTI HRFTLVATI 2302,4 0,8 «
HLA-C*06:02 38 1 HRFTLVATVT HRFTLVATV 5640,4 19 <«
HLA-C*07:02 38 1 HRFTLVATV HRFTLVATV 265,3 0,17 ««

RM45 HLA-B*40:01 20 4 MEDGTLVFPL MEDGLVFPL 18,2 0,05 ««
HLA-B*40:01 20 3 VMEDGTLVFPL MEDGLVFPL 223,3 05 ««
HLA-B*40:01 20 4  MEDGTLVFPLM MEDGVFPLM 270,5 06 «
HLA-B*40:01 20 4  MEDGTLVF ME-DGTLVF 680,9 09 «
HLA-B*53:01 20 2  VVMEDGTLVF VVMEDTLVF 1592,7 12 «
HLA-B*53:01 20 3 VMEDGTLVF VMEDGTLVF 2988,6 18 <«
HLA-C*03:04 20 2  VVMEDGTLV VVMEDGTLV 157,7 0,6 «
HLA-C*03:04 20 3 VMEDGTLVF VMEDGTLVF 2554 0,8 «
HLA-C*03:04 20 2  VVMEDGTLVF VVMDGTLVF 906,5 17 «
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HLA-C*04:01 20 3 VMEDGTLVF VMEDGTLVF 4085,6 0,09 ««
HLA-C*04:01 20 2 VVMEDGTLVF VMEDGTLVF 13256 15 «
HLA-A*31:01 47 4 RYQPYHSRHR RYQPYHSHR 18.5 0.15 <«
HLA-A*31:01 47 1 RQRRYQPYHSR RQRRYQPYR 50.7 0.5 <«
HLA-A*31:01 47 4 RYQPYHSRHRR RYYHSRHRR 48.6 0.5 ««
HLA-A*31:01 47 5 YQPYHSRHRR YQYHSRHRR 89.8 0.8 <«
HLA-A*31:01 47 4 RYQPYHSR RYQPYHS-R 118.4 1 «
HLA-A*31:01 47 3 RRYQPYHSRHR RYQPYHSHR 263.2 16 «
HLA-A*31:01 47 3 RRYQPYHSR RRYQPYHSR 274.1 1.6 «
HLA-A*31:01 47 1  RORRYQPYH RORRYQPYH 309.3 1.8 «
RM46 HLA-C*05:01 38 3 FTLVATVTI FTLVATVTI 3034,4 1,3 «
HLA-C*07:01 38 1 HRFTLVATV HRFTLVATV 127,7 0,04 ««
HLA-C*07:01 38 1 HRFTLVATVTI HRFTATVTI 3040,5 1,1 «
HLA-C*07:01 38 3 FTLVATVTI FTLVATVTI 6168,6 2,5
Tabla 8

Predicciéon de epitopes en los péptidos reactivos utilizando informacién de las variantes de
CMH de clase Il (HLA-DR*B1, -DP*A1, -DP*B1, -DQ*A1, y -DQ*B1) expresadas por pacientes con
respuesta detectada por ELISPOT para IFN-y. Se muestran el cédigo de paciente, el alelo (para
el caso de HLA-DR*B1) o par de alelos en un complejo de CMH (es decir, un alelo *A1 para la
cadena q, uno *B1 para la cadena B), la secuencia del epitope tedrico, el “nicleo” de secuencia
que aporta los residuos con interacciones mas importantes, la afinidad tedrica de la unién
péptido-CMH y el rango porcentual en el que se ubica el epitope (cuanto méas cercano a 0, mejor
clasificacion). Los tridngulos destacan los epitopes con mayor capacidad de unién predicha,
segln los pardmetros por defecto del programa NetMHCllpan (umbral para unién débil:
afinidad<500 nM o rango <2%; umbral para unién fuerte: afinidad<50 nM o rango<0.5%; <«:
unién débil; < «€: unién fuerte; continda en las dos pdginas siguientes).

. . b . Afinida Rango
Pcte. Alelo(s) Pépt Secuencia Nucleo d (M) (%)
FAO0O5 DRB1_0404 15 ECQWFLAGHPLTNLS FLAGHPLTN 156,88 8 <
DRB1_1503 15 ECQWFLAGHPLTNLS FLAGHPLTN 135,33 9,5 <
HLA-DPA10103- 15 ECQWFLAGHPLTNLS LAGHPLTNL 242,1 12
DPB10401
HLA-DPA10103- 15 ECQWFLAGHPLTNLS LAGHPLTNL 46,28 15 <<
DPB11801
HLA-DQA10102- 15 ECQWFLAGHPLTNLS LAGHPLTNL 781,43 25
DQB10302
HLA-DQA10102- 15 ECQWFLAGHPLTNLS LAGHPLTNL 558,61 27
DQB10602
HLA-DQA10301- 15 ECQWFLAGHPLTNLS WFLAGHPLT 2142,32 30
DQB10302
HLA-DQA10301- 15 ECQWFLAGHPLTNLS LAGHPLTNL 678,64 25
DQB10602
FA0O08 DRB1_0102 20 GVVMEDGTLVFPLMA VVMEDGTLV 66,59 38 <
DRB1_0802 20 GVVMEDGTLVFPLMA GTLVFPLMA 2345,71 55
HLA-DPA10103- 20 GVVMEDGTLVFPLMA EDGTLVFPL 114,43 23 <
DPB10901
HLA-DPA10103- 20 GVVMEDGTLVFPLMA DGTLVFPLM 706,57 34
DPB110501
HLA-DPA10105- 20 GVVMEDGTLVFPLMA EDGTLVFPL 114,43 23 <
DPB10901
HLA-DPA10105- 20 GVVMEDGTLVFPLMA DGTLVFPLM 706,57 34
DPB110501
HLA-DQA10101- 20 GVVMEDGTLVFPLMA GTLVFPLMA 460,65 8,5 <
DQB10302
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HLA-DQA10101- 20 GVVMEDGTLVFPLMA  VMEDGTLVF 181412 21
DQB10501
HLA-DQA10301- 20 GVVMEDGTLVFPLMA  EDGTLVFPL 893,42 11
DQB10302
HLA-DQA10301- 20 GVVMEDGTLVFPLMA  EDGTLVFPL 225257 18
DQB10501

FA0031 DRBI_0701 38 HRFTLVATVTIHQVP FTLVATVTI 2809 13 <<
DRB1_0701 5  ENQLYHFANYKFTLV LYHFANYKF 3401 19 <<
DRB1_0701 10 TVPYHFANSKFTLVA YHFANSKFT 35,65 2«
DRB1_0701 38 RFTLVATVTIHQVPK FTLVATVTI 38,13 25 <«
DRB1_0701 16  MLSLVAAVKAPRTHN VAAVKAPRT 6484 55 <
DRB1_1501 5  ENQLYHFANYKFTLV LYHFANYKF 3789 09 <<
DRB1_1501 16  MLSLVAAVKAPRTHN LVAAVKAPR 93,63 5 <
DRB1_1501 10 TVPYHFANSKFTLVA YHFANSKFT 9996 55 <
DRB1_1501 38 HRFTLVATVTIHQVP LVATVTIHQ 148,33 95 <
DRB1_1501 38 RFTLVATVTIHQVPK LVATVTIHQ 18155 12 <
HLA-DPA10103- 5 ENQLYHFANYKFTLV FANYKFTLV 20,13 0,8 <<
DPB10401
HLA-DPA10103- 10 TVPYHFANSKFTLVA FANSKFTLV 3266 16 <<
DPB10401
HLA-DPA10103- 38 HRFTLVATVTIHQVP VATVTIHQV 738,08 25
DPB10401
HLA-DPA10103- 38 RFTLVATVTIHQVPK VATVTIHQV 884,63 27
DPB10401
HLA-DPA10103- 16 MLSLVAAVKAPRTHN VAAVKAPRT 433622 60
DPB10401
HLA-DPA10103- 5 ENQLYHFANYKFTLV FANYKFTLV 14,94 0,7 <<
DPB10402
HLA-DPA10103- 10 TVPYHFANSKFTLVA FANSKFTLV 2159 14 <<
DPB10402
HLA-DPA10103- 38 HRFTLVATVTIHQVP VATVTIHQV 20837 21 <
DPB10402
HLA-DPA10103- 38 RFTLVATVTIHQVPK VATVTIHQV 368,83 24 <
DPB10402
HLA-DPA10103- 16 MLSLVAAVKAPRTHN VAAVKAPRT  1512,43 49
DPB10402
HLA-DQA10102- 38 HRFTLVATVTIHQVP LVATVTIHQ 191562 20
DQB10202
HLA-DQA10102- 38 RFTLVATVTIHQVPK LVATVTIHQ 217812 24
DQB10202
HLA-DQA10102- 5 ENQLYHFANYKFTLV LYHFANYKF 248405 28
DQB10202
HLA-DQA10102- 10 TVPYHFANSKFTLVA FANSKFTLV 48305 55
DQB10202
HLA-DQA10102- 16 MLSLVAAVKAPRTHN LVAAVKAPR  5581,03 60
DQB10202
HLA-DQA10102- 38 HRFTLVATVTIHQVP VATVTIHQV 106,34 35 <
DQB10602
HLA-DQA10102- 38 RFTLVATVTIHQVPK VATVTIHQV 14528 55 @ <
DQB10602
HLA-DQA10102- 16 MLSLVAAVKAPRTHN LSLVAAVKA 155,49 65 <
DQB10602
HLA-DQA10102- 10 TVPYHFANSKFTLVA ANSKFTLVA 993,13 42
DQB10602
HLA-DQA10102- 5 ENQLYHFANYKFTLV FANYKFTLV  2006,12 65
DQB10602
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HLA-DQA10201- 38 HRFTLVATVTIHQVP FTLVATVTI 377108 26
DQB10202
HLA-DQA10201- 38 RFTLVATVTIHQVPK FTLVATVTI 432717 31
DQB10202
HLA-DQA10201- 5 ENQLYHFANYKFTLV LYHFANYKF  6287,16 46
DQB10202
HLA-DQA10201- 16 MLSLVAAVKAPRTHN VAAVKAPRT  7536,86 55
DQB10202
HLA-DQA10201- 10 TVPYHFANSKFTLVA FANSKFTLV 89976 65
DQB10202
HLA-DQA10201- 38 HRFTLVATVTIHQVP TLVATVTIH 169,23 8 <
DQB10602
HLA-DQA10201- 16 MLSLVAAVKAPRTHN SLVAAVKAP 1735 85
DQB10602
HLA-DQA10201- 38 RFTLVATVTIHQVPK TLVATVTIH 23054 13 <
DQB10602
HLA-DQA10201- 10 TVPYHFANSKFTLVA ANSKFTLVA  1150,05 60
DQB10602
HLA-DQA10201- 5 ENQLYHFANYKFTLV YHFANYKFT 184568 75
DQB10602

RM45  DRB1_0102 47 RQRRYQPYHSRHRRL  YQPYHSRHR 65,94 38 <
DRB1_0102 20 GVVMEDGTLVFPLMA  VWMEDGTLV 66,59 38 <«
DRB1_0404 20 GVVMEDGTLVFPLMA  VWMEDGTLV 830,31 38
DRB1_0404 47 RQRRYQPYHSRHRRL  YQPYHSRHR 996,66 43
HLA-DPA10103- 47 RQRRYQPYHSRHRRL  QPYHSRHRR 1482,99 29
DPB10501
HLA-DPA10103- 20 GVVMEDGTLVFPLMA  DGTLVFPLM  2166,16 37
DPB10501
HLA-DPA10201- 47 RQRRYQPYHSRHRRL  QPYHSRHRR 1560,86 32
DPB10501
HLA-DPA10201- 20 GVVMEDGTLVFPLMA  DGTLVFPLM  2140,02 39
DPB10501
HLA-DQA10101- 20 GVVMEDGTLVFPLMA  GTLVFPLMA 460,65 85 <
DQB10302
HLA-DQA10101- 20 GVVMEDGTLVFPLMA  GTLVFPLMA 460,65 85 <
DQB10302
HLA-DQA10101- 47 RQRRYQPYHSRHRRL QRRYQPYHS 147123 95
DQB10302 1
HLA-DQA10101- 47 RQRRYQPYHSRHRRL  QRRYQPYHS 147123 95
DQB10302 1
HLA-DQA10101- 20 GVVMEDGTLVFPLMA  VMEDGTLVF 181412 21
DQB10501
HLA-DQA10101- 47 RQRRYQPYHSRHRRL  YQPYHSRHR 16979,6 90
DQB10501 3
HLA-DQA10301- 20 GVVMEDGTLVFPLMA  EDGTLVFPL 893,42 11
DQB10302
HLA-DQA10301- 47 RQRRYQPYHSRHRRL  QRRYQPYHS 221921 95
DQB10302 6
HLA-DQA10301- 20 GVVMEDGTLVFPLMA  EDGTLVFPL  2252,57 18
DQB10501
HLA-DQA10301- 47 RQRRYQPYHSRHRRL  YQPYHSRHR 144654 90
DQB10501 4

RM46  DRBL_0405 38 HRFTLVATVTIHQVP FTLVATVTI 515 1,4 <
DRB1_0405 38 RFTLVATVTIHQVPK LVATVTIHQ 69,14 25 <
DRB1_0701 38 HRFTLVATVTIHQVP FTLVATVTI 2809 13 <«
DRB1_0701 38 RFTLVATVTIHQVPK FTLVATVTI 38,13 25 <«
HLA-DPA10103- 38 HRFTLVATVTIHQVP VATVTIHQV 40,18 95 <«

DPB10301
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5.2. Discusion

5.2.1. Utilidad de la aproximacion predictiva por redes neuronales al
descubrimiento de epitopes T de T. cruzi

Dentro del proteoma de un patdgeno, la seleccion de los epitopes que son
presentados a los linfocitos T esta influenciada por un conjunto de pardmetros
de los mecanismos asociados a la presentacion antigénica. Algunos autores
proponen que las propiedades del antigeno relacionadas a su procesamiento,
como la estructura terciaria (Carmicle et al., 2007) y la susceptibilidad de sus
secuencias adyacentes a la accion de las proteasas de la célula presentadora
(Godkin etal., 2001), son los principales determinantes de la seleccién de
péptidos presentados. Otros autores sugieren un modelo intrinseco del péptido,
arguyendo que la carga del péptido en el CMH vy la estabilidad cinética de su
unién dirigen la jerarquia de inmunodominancia (Sant etal., 2007). Nuestra
aproximacion esta basada en este Gltimo modelo, puesto que su principio de
funcionamiento asume (i) que la afinidad por los distintos CMH estudiados
mantiene una relacion directa con la probabilidad de que un péptido sea
presentado y (ii) que los patrones que favorecen la presentacion de unas
secuencias por sobre otras estan implicitos en su propia secuencia. Cabe
destacar que los métodos NetMHCPan y NetMHCIIPan son considerados el
“estado del arte” actualmente, puesto que su performance, segin estudios
comparativos, es superior a la de otros métodos de prediccion de epitopes
(Oyarzun y Kobe, 2015). Gran parte de su poder predictivo se basa en el
aprovechamiento de informacién empirica para alimentar redes neuronales
artificiales y asi encontrar motivos que favorecen la presentacién peptidica en el
contexto del CMH, a diferencia de varios métodos alternativos que se basan en
una aproximacion de contribucién individual aditiva de los residuos en una

secuencia.

Dos factores accesorios a esta blsqueda son necesarios para mejorar
sustancialmente la calidad de los resultados del pipeline aplicado en este
trabajo, y tienen que ver con la informacién con la que se alimentan los
algoritmos de prediccion: el primero es un estudio comprehensivo de la
prevalencia de alelos de HLA de clases | y Il de la poblacion que habita en
zonas donde la enfermedad de Chagas es endémica. Como se sefialé en la
Introduccién de esta Tesis, la segregacion étnica es un factor estructural que
afecta fuertemente a la epidemiologia de esta enfermedad. En ese sentido, estos

conjuntos poblacionales suelen quedar excluidos o sub-representados en
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estudios como los de tipificacién genética de estos alelos. En consecuencia, la
utilizacién de datos de prevalencia a nivel de América Latina para los alelos de
CMH clase I, y més todavia, de prevalencia a nivel global para alelos de CMH
clase 11, a pesar de ser la mejor eleccién posible en funcién de la disponibilidad
de informacion al respecto, dista sensiblemente de ser la situacion 6ptima. El
segundo de estos factores es un aumento en la cantidad de datos de estudios de
protedmica disponibles. Si bien es posible inferir secuencias proteicas a partir
de las secuencias gendmicas depositadas en TriTrypDB, las peculiaridades de la
biologia molecular del paréasito, en particular el alto grado de repetitividad de
secuencias y la presencia de grandes familias de genes homdlogos como la de
las trans-sialidasas, comprometen la confianza con la que dicha conversion
puede llevarse a cabo. Ademas, actualmente solo hay 2 cepas con secuenciacion
completa de genoma. Asumiendo que la variabilidad genética del parasito tiene
relevancia a nivel de la respuesta inmune y la variabilidad antigénica, la
aproximacion predictiva se beneficiaria de la secuenciacion de mas cepas de T.

cruzi, en especial de aquellas derivadas de clones con relevancia clinica.

Para que sea factible el estudio de la respuesta de los linfocitos T frente a
patogenos del nivel de complejidad que T. cruzi presenta, resulta imprescindible
reducir el universo de la busqueda de epitopes a un nimero de candidatos
manejable a escala de laboratorio. Nuestro enfoque logrd, mediante el filtrado y
la jerarquizacién de secuencias, seleccionar un conjunto limitado a 50 péptidos
a partir de las decenas de miles posibles dentro de las 53 proteinas del parasito
anotadas en IEDB. En ese sentido, los resultados obtenidos pueden considerarse
como una prueba de concepto exitosa, con miras a aplicar la misma

aproximacion sobre un conjunto de proteinas mas amplio.

5.2.2. Propiedades de la respuesta observada frente a los péptidos
predichos.

A partir del estudio de la respuesta por secrecion de IFN-y contra las
mezclas de péptidos y su posterior deconvolucion, se detecté que 7 de las 50
secuencias evaluadas contienen epitopes que activan la respuesta T en muestras
de pacientes con enfermedad de Chagas cronica. Esta respuesta es, con toda
probabilidad, reflejo de especificidades propias de la memoria inmunoldgica
generada por la infeccion: por un lado, sélo se observd secrecion de IFN-y
frente a los péptidos en pacientes que también respondieron frente al lisado total
del parésito. Por otro lado, ninguno de los sujetos del grupo control mostré un

nivel importante de activacion frente a las mezclas de péptido, implicando que
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la infeccion por T. cruzi es un requisito necesario para la seleccion de linfocitos
T con las especificidades evaluadas. No obstante, algunos pocos individuos del
grupo control mostraron un incremento leve, aunque cuantificable, de UFS en el
desafio frente a las mezclas de péptidos que contrasta con la ausencia de
respuesta especifica contra lisado del parasito. Una posible explicacion a este
fendmeno es la existencia de linfocitos T de memoria especificos contra
antigenos no relacionados con T. cruzi que presentan una reactividad cruzada
con los epitopes ensayados. Esta hipdtesis concuerda con los resultados
obtenidos durante la generacion de lineas de linfocitos T especificos contra el

parasito a partir de poblaciones purificadas de linfocitos T CD4* de memoria.

En cuanto a la inmunodominancia de los péptidos estudiados en este
trabajo, la comparacion para un mismo sujeto entre la respuesta frente a un
péptido con la generada frente al lisado total del parésito mostré6 una gama
diversa de la representatividad de las células especificas contra estos epitopes
particulares. Asimismo, fue interesante observar que, para un nimero no menor
de pacientes, el recuento de UFS fue mayor en la condicion de desafio frente al
péptido que en la de desafio con antigenos del parasito. Esto podria deberse a
una baja representacién en el parasito del antigeno correspondiente, lo cual
llevaria a una concentracion sub-saturante del epitope en cuestion en el
experimento de ELISPOT. De todas formas, la aproximacién utilizada para
evaluar inmunodominancia es limitada y solamente estimativa. Una evaluacién
mas apropiada requiere de una mejora en la sensibilidad del método de

marcacion intracitoplasmatica de IFN-y con el que contamos a la fecha.

Es interesante notar que, a pesar de que uno de los criterios empleados
para la seleccion de los péptidos a evaluar fue la promiscuidad de afinidad por
variantes polimérficas de CMH, la diferencia en la respuesta entre los distintos
pacientes, sumada al hecho de que la mayoria de los pacientes (92%) respondié
frente a un Unico péptido o ninguno, sugieren que estos epitopes estan
fuertemente restringidos por el CMH, al menos dentro de la cohorte de

participantes en este estudio.

En cuanto al perfil de las células activadas por estos epitopes, hemos
demostrado que para 6 de los 7 péptidos, la respuesta observada es
predominantemente atribuible a los linfocitos T CD4*, aunque el método
utilizado no permite descartar por completo una contribucion de la poblacién

CD8" a la sefial cuantificada. Para el caso de la respuesta del paciente FA008
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con el péptido #20, a la que corresponde el mayor valor de UFS observado
durante los ensayos de desafio con un Unico péptido, esta caracteristica se
confirmé mediante marcacion intracitoplasméatica de IFN-y y citometria de
flujo. EI mismo experimento permitié ademas verificar que la mayoria de las
células productoras de citoguina pertenecieron a la poblacion Tcm. En funcién
de esto, y dada la capacidad de auto-renovacion, asi como la de generar
linfocitos T efectores por diferenciacion que definen a este tipo celular (Sallusto
etal., 2004; Lanzavecchia y Sallusto, 2005; Koch et al., 2008), puede decirse
que el epitope contenido en el péptido #20 genera una respuesta T CD4* de

memoria que, al menos en este paciente, se mantiene a largo plazo.

La prediccion de epitopes en base a las variantes alélicas de HLA
expresadas por los algunos pacientes con respuesta frente a los péptidos apunta
en la misma direccidn: los péptidos para los que se observd una secrecion de
IFN-y asociada principalmente a los linfocitos T CD4*, para un determinado
paciente, contienen secuencias con alta afinidad predicha por moléculas de
CMH clase Il expresadas por ese mismo paciente. En concordancia, se
predijeron epitopes de unién fuerte a variantes de CMH de clase | expresadas
por el paciente RM45, para el cual se observé una respuesta con fuerte
predominancia de los linfocitos T CD8" en ensayo de ELISPOT. Estos
resultados ponen en relieve el poder predictivo de los algoritmos utilizados en

esta aproximacion.

En este punto, cabe mencionar que al dia de hoy los Unicos epitopes de T.
cruzi activadores de linfocitos T colaboradores humanos depositados en la
IEDB corresponden a secuencias del antigeno B13 con restriccién por los alelos
HLA-DQA1*05:01, encontradas mediante el uso de barrido con péptidos
solapados (Abel et al., 2005; Iwai et al., 2005). Esto pone en relieve el valor de

la informacion aportada por nuestros resultados.

5.2.3. Perspectivas.
En funcién de los resultados obtenidos mediante la validacion de la
estrategia predictiva planteada, se abren diferentes posibilidades a explorar a

futuro.

Por un lado, resulta de interés expandir la prediccion de epitopes a
proteinas por fuera de las incluidas en este estudio (cuya antigenicidad ya habia
sido estudiada, en mayor o menor medida). Si bien nuestros resultados son

interesantes desde el punto de vista de la descripcién, dentro de proteinas de
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antigenicidad demostrada, de las secuencias capaces de establecer una respuesta
de memoria especifica, resulta atractivo el uso de nuestra metodologia para la

exploracion del conjunto de antigenos de T. cruzi que aun desconocemos.

Por otro lado, seria interesante caracterizar completamente la expresion
de alelos de HLA de nuestra muestra poblacional. Conocer la diversidad de
CMH en la poblacion de estudio permitiria hacer una busqueda predictiva
orientada a las variantes de este locus con relevancia epidemioldgica. Como ya
se discutié anteriormente, es de interés especial para la aplicacion de esta
estrategia predictiva disponer de datos exhaustivos sobre la prevalencia de
variantes de HLA de las distintas poblaciones residentes en zona endémica. Una
ventaja adicional sobre esta informacion seria su potencial aplicacion al disefio
de un candidato vacunal que contenga epitopes dirigidos a cubrir todas las
variantes de CMH expresadas en la poblacion afectada. Para esto, seria
especialmente (til conocer los alelos presentes en aquellos pacientes cuyas
células mostraron una respuesta especifica contra el parasito, pero que no

reaccionaron frente a ninguno de los péptidos evaluados.

Finalmente, y en relacion con el Gltimo punto, es necesario evaluar las
capacidades funcionales de las células de los pacientes que responden frente a
estos epitopes. En principio, nuestros resultados no sugieren asociacion entre la
presencia de estas células y sintomatologia cardiaca, dado que los pacientes que
responden a cada uno de los péptidos estan equitativamente distribuidos entre
ambos grupos clinicos, o son demasiado pocos como para concluir al respecto.
Sin embargo, estudiar su perfil de secrecion de citoquinas, asi como sus
caracteristicas fenotipicas, permitiria entender su posible rol protector o

patogénico en el contexto de la infeccidn cronica.
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6. Conclusion

En este trabajo de Tesis se ha abordado el estudio de la respuesta mediada
por linfocitos T en el contexto de la infeccidn cronica por T. cruzi mediante dos

aproximaciones complementarias.

Una de ellas consistio en el desarrollo de un protocolo optimizado para la
expansion ex vivo de linfocitos T patdgeno-especificos a partir de muestras de
pacientes con enfermedad de Chagas cronica. Al respecto, se demostrd que la
estimulacidn inicial de las células es crucial para la expansion selectiva de
linfocitos T de memoria relacionados con la infeccion. Utilizando CMN totales
como poblacion de partida, se comprobé que tiempos mas largos de
estimulaciéon con lisado de paréasito favorecen la activacién de linfocitos T
naive, y resultan contraproducentes cuando el objetivo es el estudio de la
memoria inmunoldgica generada in vivo. De igual manera, se mostro que partir
de linfocitos T CD4* de memoria purificados permite aumentar la duracién de
la estimulacién inicial, y que un estimulo inicial con lisado del parasito, a
diferencia de un estimulo inicial mas potente pero inespecifico (PHA), beneficia
la expansion de poblaciones especificas, mejorando la selectividad del proceso
y favoreciendo el establecimiento de lineas celulares con especificidad estable
en el tiempo. Adicionalmente, se verificd que las B-LCL autdlogas pre-cargadas
con lisado del parasito durante 18 h son Utiles como CPA en experimentos de
presentacion antigénica in vitro. En cuanto a los métodos de deteccion de
respuesta especifica, se determind que la proliferacion celular es util sélo
durante los primeros meses del cultivo in vitro, puesto que, en lineas
policlonales de linfocitos T, este tipo de respuesta se habia perdido al dia 113

desde el estimulo inicial. En ese sentido, se observo que la secrecion de IFN-y
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es un pardmetro mas estable en el tiempo, y que la secrecion de GM-CSF
también permite la deteccion de respuesta especifica frente al lisado de T. cruzi.
En adicién a estas dos citoquinas, los resultados observados por proliferacion
celular, asi como la medida de otras citoquinas por el método de multiplex,
sugieren que el uso de multiples parametros de deteccion de respuesta permitiria
maximizar el nimero y la diversidad funcional de los cultivos de linfocitos T

especificos detectados.

La segunda aproximacion se basé en el uso de herramientas
bioinforméticas predictivas para la seleccion de secuencias de T. cruzi con alta
inmunogenicidad te6rica y su posterior validacion in vitro. Mediante este
esquema de trabajo hemos logrado identificar 7 secuencias del parésito que
activan la secrecion de IFN-y en linfocitos T de pacientes con enfermedad de
Chagas crdnica, hecho que implica que constituyen o contienen epitopes frente
a los cuales se genera memoria inmunolégica in vivo en el marco de la
infeccion. Cuatro de estos epitopes son completamente novedosos y la mayoria
de ellos mostr6 una contribucién predominante de la poblacién CD4* a la
respuesta inducida. Asimismo, se predijo la union de los péptidos a las
moléculas de CMH expresadas por algunos pacientes con respuesta detectada
frente a los mismos, verificAndose un alto grado de concordancia entre los
resultados de los métodos predictivos y el perfil de la respuesta observada por
ELISPOT. A pesar de la limitacion impuesta por la sensibilidad del método de
marcacion intracitoplasmatica de citoquinas, se logré comprobar para uno de los
pacientes que la secrecién de IFN-y observada por ELISPOT es atribuible
principalmente a la poblacién de linfocitos Tcm CD4*, lo cual indica que el
epitope en cuestion es capaz de establecer memoria inmunoldgica a largo plazo.
Para la totalidad del conjunto de péptidos se observaron grados diversos de
inmunodominancia aparente. Ni la presencia de células especificas para alguno
de los epitopes ni el grado de representacion de la respuesta frente a un péptido
en particular en la respuesta frente al lisado total mostraron relaciéon con la

presencia o ausencia de patologia cardiaca.

Una caracteristica comdn a ambas aproximaciones que aporta un valor
especial a los resultados obtenidos es el uso de muestras de pacientes para el
estudio de la memoria inmunoldgica. En ese sentido, los epitopes encontrados
por prediccion bioinformatica y luego validados in vitro, asi como aquellos que
pudieran surgir de la elucidacion de la especificidad de lineas clonales de

linfocitos T de pacientes, son por definicion inmunogénicos en humanos,
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independientemente de la posible existencia de restriccion por HLA. De esta
forma, quedan exentos de la necesidad de validacion en otros modelos
experimentales. Sin embargo, es importante a futuro determinar su relevancia en
la contencién de la infeccidn, asi como en la patogénesis de la enfermedad de
Chagas. Para el estudio de estos factores, podrian ser de utilidad el uso de
modelos animales humanizados que expresan variantes de HLA relevantes a
este estudio y el desarrollo de estudios longitudinales con seguimiento de

pacientes.

Es interesante proyectar la interaccion entre ambas lineas de
investigacion, de manera de obtener un conocimiento integral sobre los factores
determinantes de la presentacion antigénica y la especificidad T. Por ejemplo, la
secuenciacion del RCT a partir de lineas clonales de linfocitos T generadas por
estimulacion con epitopes identificados por el método predictivo posibilitaria la
identificacion y caracterizaciébn de los tres actores que establecen la
especificidad en la sinapsis inmunoldgica entre el linfocito T y la CPA: RCT,
péptido, CMH. El andlisis de estas triadas permitiria conocer los componentes
elementales que dirigen las interacciones entre estas moléculas y la seleccion de
linfocitos T especificos, y contribuiria ademas al desarrollo de estrategias

predictivas mas poderosas.

Mas alla del valor intrinseco de las herramientas y el conocimiento
cientifico generados mediante este trabajo, es interesante considerar su utilidad
en el largo plazo, como contribucion al potencial desarrollo de estrategias
profilacticas y/o terapéuticas que impacten directamente sobre la epidemiologia
y la clinica de la enfermedad de Chagas. En ese sentido, es de relevancia
estratégica entender los factores y mecanismos que determinan la especificidad
de la memoria inmunolégica frente a la infeccion por T. cruzi, descifrar las
razones que limitan su eficacia en la eliminacion del parasito, y establecer el rol
de los actores en el desarrollo de los procesos inflamatorios que llevan a los
distintos cuadros patologicos. Los resultados obtenidos contribuyen, ya sea
mediante la descripcion de nuevos epitopes o por la generacion de nuevas
herramientas metodoldgicas, al conocimiento sobre la memoria inmunoldgica
mediada por linfocitos T CD4" en el contexto de la enfermedad de Chagas. Este
campo de investigacion ha sido escasamente explorado hasta el momento, por lo
que la relevancia de estas células en relacién con su especificidad y su
diversidad funcional, tanto en la proteccion como en la patogénesis, son puntos

estratégicos que requieren ser explorados en mayor profundidad.
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