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RESUMEN 

El parásito protozoo intracelular Trypanosoma cruzi, causante de la enfermedad de Chagas, 
establece un estado crónico de infección, que en aproximadamente el 60% de los individuos 
cursa con ausencia de síntomas durante toda la vida; sin embargo, el resto de los individuos 
desarrollan alteraciones cardiacas o digestivas que los pueden llevar a la muerte (Perez-Molina 
et al., 2018). Aunque a la fecha no se conoce con certeza el papel que juega el sistema inmune 
en el desenlace de la infección por T. cruzi, en modelos múridos de la enfermedad de Chagas se 
ha descrito que los Linfocitos T (LT) y su respuesta efectora son necesarias para el control de la 
parasitemia y la sobrevida de los ratones (Tarleton et al., 1994; Tzelepis et al., 2006). Además, a 
la fecha, si bien el mecanismo relacionado con la patología de la enfermedad de Chagas no es 
claro, estudios han sugerido que la falla en el control de la infección por el parásito estaría 
relacionada con el desenlace de la misma. En humanos con infección crónica por T. cruzi se ha 
mostrado que individuos asintomáticos presentan aumento en la frecuencia de LT con menor 
grado de diferenciación celular, mayor capacidad multifuncional y menor expresión de 
receptores inhibitorios en comparación con pacientes con las formas severas de la enfermedad 
de Chagas (Lasso et al., 2015; Mateus et al., 2015), sin embargo, se desconoce si estos hallazgos 
están relacionados con el control de la infección crónica por T. cruzi.  

En estudios realizados en humanos y ratones en modelos de enfermedades infecciosas se ha 
encontrado que un aspecto que puede contribuir a la eliminación o al control eficiente de agentes 
infecciosos está relacionado con la calidad de la respuesta funcional de los LT (Appay et al., 2002; 
Bengsch et al., 2010; Betts et al., 2006; Bhadra et al., 2011; Esch et al., 2013; Riou et al., 2012; 
Wherry, Teichgraber, et al., 2003). Teniendo en cuenta la historia natural de la enfermedad de 
Chagas, la dificultad para seguir y documentar los individuos infectados hasta por 40 años y para 
establecer la relación entre el control de la infección por T. cruzi con la respuesta funcional de los 
LT, en el presente estudio se usaron dos enfoques metodológicos para dar respuesta al siguiente 
interrogante: ¿cuál es la relación de la repuesta funcional de los LT con el control de la infección 
por T. cruzi?  

En vista que reportes han mostrado que el tratamiento antiparasitario reduce la carga parasitaria 
en individuos y ratones con infección crónica por T. cruzi (Bustamante et al., 2008; Morillo et al., 
2015) y que este podría ser útil para entender si el control de la infección por el parásito en 
individuos crónicamente infectados y tratados estaría relacionada con cambios en la respuesta 
funcional de los LT, en el primer enfoque se evaluó el efecto del tratamiento antiparasitario sobre 
la capacidad funcional de la respuesta de los LT de pacientes con enfermedad de Chagas en fase 
crónica (PCC). Por otro lado, el segundo enfoque incluyó el uso del modelo múrido experimental 
de infección por T. cruzi, una herramienta que ha mostrado ser útil para el estudio de la 
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enfermedad de Chagas. Con este enfoque se determinó la respuesta funcional de los LT en el 
modelo experimental de infección por T. cruzi y su relación con el control de la infección evaluado 
por la carga parasitaria y el daño en el tejido. Para desarrollar este enfoque, primero se estableció 
un modelo de infección aguda y crónica con el propósito de determinar si durante la infección 
crónica, al igual que en los humanos, se observaba el deterioro de los LT. Posteriormente, 
teniendo en cuenta que una limitación para el estudio de la infección crónica por T. cruzi en 
humanos y modelos múridos es la cuantificación de la carga parasitaria y del daño en tejido y que 
se ha documentado que la variabilidad genética del parásito o las reinfecciones pueden tener un 
impacto en el curso y desenlace de la infección por T. cruzi (Andrade et al., 2006; Bustamante et 
al., 2007; Bustamante et al., 2002; Perez et al., 2018; Santi-Rocca et al., 2017), se evaluó si la 
respuesta de los LT se relaciona con el control de la infección en un modelo múrido de infección 
con cepas de dos grupos genéticos del parásito y durante la reinfección o infección mixta por 
cepas de T. cruzi.  

Con el desarrollo de este trabajo, usando los enfoques mencionados anteriormente, se encontró 
que posterior al tratamiento antiparasitario de PCC se evidencia una mejor calidad de la 
respuesta de LT al comparar con PCC sin tratamiento antiparasitario. Esto fue revelado por mayor 
frecuencia de LT con un menor grado de diferenciación celular (TCM), aumento de la capacidad 
funcional y multifuncional de los LT y disminución de la expresión de receptores inhibitorios en 
LT. Por otro lado, en el modelo experimental de infección se encontró que la infección aguda con 
la cepa Y de T. cruzi conduce al aumento de la carga parasitaria y del infiltrado inflamatorio en 
tejido, aumento de células efectoras, la generación de LT multifuncionales específicos de 
antígeno y su regulación mediante la alta expresión de receptores inhibitorios; en contraste, 
ratones con infección crónica con la cepa Y del parásito presentaron bajos niveles de carga 
parasitaria y del infiltrado inflamatorio en tejido y deterioro de la respuesta de los LT 
caracterizada por aumento de células con mayor grado de diferenciación (TEM), disminuida 
capacidad funcional y aumento en la expresión de receptores inhibitorios. Al comparar estos 
resultados con los hallazgos de los ratones infectados con la cepa DA de T. cruzi, se encontró 
menor carga parasitaria e infiltrado inflamatorio en tejido y una respuesta de LT caracterizada 
por células con menor grado de diferenciación celular, mayor capacidad funcional y disminuida 
expresión de receptores inhibitorios durante la infección aguda y crónica por T. cruzi.  

Posteriormente, en vista de que las reinfecciones detectadas en individuos naturalmente 
infectados pueden estar relacionadas con la progresión de la enfermedad de Chagas  (Perez et 
al., 2014; Zicker et al., 1990) y que en modelos animales experimentales se ha mostrado que las 
reinfecciones conducen a la falla en el control de la infección (evidenciada por alta carga 
parasitaria y alto infiltrado inflamatorio en tejido) (Andrade et al., 2006; Bustamante et al., 2007; 
Bustamante et al., 2002; Perez et al., 2018), se evaluó si la respuesta funcional de los LT se 
relaciona con el control de la infección crónica por el parásito en un modelo múrido de 
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reinfección por cepas de T. cruzi. Se encontró menor carga parasitaria en ratones infectados y 
reinfectados con la cepa Y (Y/Y) en comparación con ratones infectados con la cepa DA y 
reinfectados con la cepa Y (DA/Y). De manera interesante, los ratones infectados con Y/Y 
presentaron una mejor respuesta de los LT, caracterizada por aumento de LT con un menor grado 
de diferenciación celular (TCM) y disminución de la expresión de receptores inhibitorios en LT en 
comparación con los ratones DA/Y. Finalmente, un análisis de correlación mostró que hay una 
relación entre la calidad de la repuesta de los LT con el control de la infección en ratones 
sometidos a infecciones mixtas por cepas del parásito.  

Por lo tanto, tomando en consideración los hallazgos mencionados anteriormente, tanto en PCC 
sin y con tratamiento antiparasitario como en el modelo experimental de infección y reinfección 
por T. cruzi, los resultados nos permiten concluir que la calidad de la respuesta de los LT se 
relaciona con el control de la infección por el parásito. Estos hallazgos son un precedente para 
entender los mecanismos relacionados con la progresión de la enfermedad de Chagas en 
humanos crónicamente infectados y diseñar estrategias de control y seguimiento de los 
individuos infectados. 
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1. INTRODUCCIÓN 

La enfermedad de Chagas, causada por la infección con el parásito intracelular Trypanosoma 
cruzi, se encuentra distribuida en 21 países de América Latina y se estima que cerca de 8 millones 
de personas se encuentran infectadas en el mundo (WHO, 2020). Durante muchos años la 
enfermedad de Chagas sólo se conocía en América Latina donde es endémica, sin embargo, el 
desplazamiento de la población ha dado lugar a la presencia de la enfermedad en otros países 
no endémicos, convirtiéndola en un problema de salud pública de importancia global (Bern, 
2015; Perez-Molina et al., 2018; Schmunis et al., 2010; WHO, 2020). En Colombia se estima que 
entre 700.000 y 1.200.000 individuos se encuentran infectados y 8.000.000 se encuentran en 
riesgo de adquirir la infección (INS, 2017); además, tanto en pacientes como en vectores se han 
detectado todos los grupos genéticos del parásito o unidades discretas de tipificación (DTU) 
(Hernandez et al., 2016; Ramirez et al., 2014; Sanchez et al., 2013), siendo las DTU TcI y TcII los 
más frecuentemente detectados en pacientes colombianos (Hernandez et al., 2016). La 
enfermedad de Chagas inicia con una fase aguda donde el sistema inmune controla pero no 
elimina la infección, progresa a una fase crónica indeterminada y del 30 al 40% de los individuos 
avanzan a la fase crónica determinada presentando alteraciones cardíacas o gastrointestinales 
que los pueden llevar a la muerte (Bern, 2015; Perez-Molina et al., 2018). En la actualidad existen 
dos fármacos utilizados para el tratamiento de la infección: Benznidazol (BZL) y Nifurtimox (NFX). 
De acuerdo con su efectividad, el tratamiento se recomienda para los casos agudos, congénitos, 
de reactivación de la infección, para todos los niños con infección y para pacientes en fase crónica 
menores de 18 años. Aunque la efectividad del tratamiento en la fase crónica de la infección es 
controversial, debido a la falta de ensayos clínicos en humanos en fase crónica indeterminada y 
determinada que demuestren su eficacia, el tratamiento se ha sugerido en pacientes en la fase 
indeterminada de la enfermedad crónica, debido a que en algunos pacientes evita la progresión 
de la enfermedad y conduce a la disminución de anticuerpos séricos específicos de T. cruzi. A la 
fecha, no existe vacuna o tratamiento que evite el desarrollo de la fase crónica determinada de 
la enfermedad y se desconocen los mecanismos inmunológicos que evitan la progresión de la 
enfermedad. 

En estudios realizados en humanos y ratones en modelos de enfermedades crónicas no 
trasmisibles e infecciosas se ha encontrado que un aspecto que puede contribuir a la eliminación 
o al control eficiente de agentes infecciosos está relacionado con la calidad de la respuesta 
funcional de los linfocitos T (LT) (Appay et al., 2002; Bengsch et al., 2010; Betts et al., 2006; Bhadra 
et al., 2011; Esch et al., 2013; Riou et al., 2012; Wherry, Teichgraber, et al., 2003). Seder RA. y 
colaboradores (2008) definen la calidad como la capacidad de los LT para producir 
simultáneamente varias citocinas (Seder et al., 2008), un atributo que se ve afectado, entre otros 
elementos, por el fenotipo de los LT y la expresión de moléculas inhibitorias, como PD-1 
(Programmed cell death protein 1 o CD279) o CTLA-4 (Cytotoxic T-Lymphocyte Associated Protein 
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4 o CD152) (Brummelman et al., 2018; Mahnke et al., 2013; Wherry et al., 2015; Winkler et al., 
2019). Estudios en cáncer donde se detectó el deterioro de la calidad inmune, condujeron al 
desarrollo de la inmunoterapia con anticuerpos contra receptores inhibitorios (como anti-PD-1, 
anti-CTLA-4), un tratamiento que ha mostrado revertir el deterioro de la calidad inmune y 
aumentar la respuesta de células T específicas de antígeno y el control inmune de los tumores 
(Wei et al., 2019). En enfermedades infecciosas causadas por virus, bacterias y protozoos, se ha 
demostrado que el deterioro de la calidad de la respuesta funcional de los LT, entendida como 
un aumento de poblaciones con mayor grado de diferenciación, una respuesta monofuncional y 
aumentada coexpresión de receptores inhibitorios, está relacionada con la falla en el control de 
la infección y la progresión de la enfermedad (Appay et al., 2002; Barber et al., 2006; Bengsch et 
al., 2010; Betts et al., 2006; Bhadra et al., 2011; Riou et al., 2012). 

Aunque a la fecha no se conoce con certeza el papel que juega el sistema inmune en el desenlace 
de la infección por T. cruzi, en modelos múridos de la enfermedad de Chagas se ha descrito que 
las células T CD4+ y CD8+ y la producción de IFNg, TNFa, perforina y granzima B son necesarias 
para el control de la parasitemia y la sobrevida de los ratones (Tarleton et al., 1994; Tzelepis et 
al., 2006). Si bien el mecanismo relacionado con la patología de la enfermedad de Chagas no es 
claro, estudios han sugerido que la falla en el control de la infección por el parásito estaría 
relacionada con la progresión de la enfermedad. Estudios en pacientes con enfermedad de 
Chagas en fase crónica (PCC) han mostrado un aumento en la frecuencia de LT con avanzado 
grado de diferenciación celular, funciones efectoras atenuadas (disminuida producción de 
citocinas y menor capacidad multifuncional) y aumento en la expresión y coexpresión de 
receptores inhibitorios (como PD-1 y CTLA-4) (Albareda et al., 2006; Lasso et al., 2015; Laucella 
et al., 2004; Leavey et al., 2003; Mateus et al., 2015). Además, se ha encontrado que PCC adultos 
con mayor tiempo de exposición a la infección presentan deterioro de la respuesta funcional de 
los LT en comparación con PCC menores de 18 años (Albareda et al., 2013). Por otra parte, si bien 
el uso del tratamiento antiparasitario es controversial debido a su alta toxicidad y a que no hay 
estudios que demuestren su eficacia en PCC, estudios en modelos múridos de infección 
experimental han sugerido que el tratamiento antiparasitario puede reducir la carga parasitaria 
y revertir el deterioro de la respuesta de los LT luego de la infección crónica por T. cruzi 
(Bustamante et al., 2008). En conjunto, estos hallazgos han sugerido que el compromiso de la 
calidad de la respuesta de los LT estaría relacionado con la crónica exposición al antígeno, la falla 
en el control de la infección y la progresión de la enfermedad. Por lo anterior, teniendo en cuenta 
que en la enfermedad de Chagas la persistencia del parásito puede conducir a un deterioro de la 
calidad de los LT, que la calidad de la respuesta de éstas células puede tener un papel importante 
en la protección impidiendo la progresión a los estados más severos de la enfermedad y que se 
desconoce la relación entre la calidad de la respuesta de los LT con el desenlace de la infección 
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crónica por T. cruzi, nos planteamos la siguiente pregunta de investigación: ¿cuál es la relación 
de la respuesta funcional de los linfocitos T con el control de la infección por Trypanosoma cruzi? 

Determinar la relación de la respuesta de los LT durante la infección crónica por T. cruzi con el 
control de la infección, permitiría profundizar en la comprensión de la respuesta inmune durante 
la infección por T. cruzi y entender mecanismos relacionados con la progresión de la enfermedad 
de Chagas en humanos crónicamente infectados. Luego, este conocimiento, proporcionará a la 
comunidad científica evidencia para proponer marcadores biológicos para evaluar la progresión 
de la enfermedad y la eficacia del tratamiento antiparasitario. A largo plazo, estos resultados 
contribuirán a proponer medidas terapéuticas para modular la respuesta inmune con el fin de 
lograr un adecuado control de la infección, evitar la progresión de la enfermedad a las formas 
graves y reducir la carga de enfermedad. 
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2. MARCO TEÓRICO 

2.1 Enfermedad de Chagas 

La enfermedad de Chagas es producto de una infección parasitaria crónica y compleja causada 
por el parásito intracelular Trypanosoma cruzi. La Organización Mundial de la Salud (OMS) estima 
que alrededor de 8 millones de personas están infectadas en todo el mundo. Durante muchos 
años, la enfermedad de Chagas sólo se conocía en América Latina donde es endémica, sin 
embargo, la migración de la población ha dado lugar a la presencia de la enfermedad en otros 
países no endémicos convirtiéndola en un problema de salud pública de importancia global 
(Bern, 2015; Perez-Molina et al., 2018; Schmunis et al., 2010; WHO, 2020). Aunque la infección 
es adquirida principalmente por vía vectorial, la vía oral por consumo de alimentos contaminados 
con el vector (o sus heces), ha constituido una importante forma de transmisión en algunos 
países de Latinoamérica. Además, se han considerado otras vías de transmisión: congénita, 
transfusiones sanguíneas, trasplantes de órganos y accidentes de laboratorio (Perez-Molina et 
al., 2018; WHO, 2020).  

En Colombia se estima que entre 700.000 y 1.200.000 individuos se encuentran infectados y 
8.000.000 se encuentran en riesgo de adquirir la infección (INS, 2017). Recientemente, una 
revisión sistemática basada en 12 estudios publicados entre 2008 y 2017 mostró una prevalencia 
de enfermedad de Chagas en Colombia del 2,0%. La mayor prevalencia se detectó en adultos de 
edad avanzada (3,0%), mujeres embarazadas (3,0%) e individuos de la región del Orinoco (7,0%) 
(Olivera et al., 2019). La transmisión vectorial de T. cruzi es la ruta más común de transmisión en 
Colombia. Aunque Rhodnius prolixus es la principal especie de vector de T. cruzi en Colombia, se 
han reportado 25 especies de triatominos en 31 departamentos colombianos (Cantillo-Barraza 
et al., 2010; Guhl et al., 2007). Además, la vía oral de transmisión de la infección ha cobrado una 
importancia significativa teniendo en cuenta que entre 2008 y 2019 se reportaron 21 brotes de 
transmisión oral en los departamentos de Santander, Casanare, Cesar, Meta, Bolívar, Antioquia, 
Chocó y Atlántico; aumentando la tasa de letalidad de la enfermedad a 7,9%, una medida que 
está por encima de otras enfermedades transmitidas por vectores como el dengue y la malaria 
(INS, 2019). 

La enfermedad de Chagas cursa con dos fases clínicas: aguda y crónica. Durante la fase aguda, 
los altos niveles de parasitemia inducen una fuerte respuesta inmune que controla, pero no 
elimina la infección. Aunque la mayoría de los individuos progresan a la fase crónica con niveles 
de parasitemia indetectable y sin sintomatología, conocida como fase crónica indeterminada, 
años o décadas después de la infección aguda, del 30 al 40% de estos individuos desarrollan la 
fase sintomática de la enfermedad con alteraciones cardíacas o digestivas, conocida como fase 
crónica determinada. En la actualidad no existe una vacuna disponible para prevenir la 
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enfermedad de Chagas y se desconocen los mecanismos inmunes que impiden la progresión de 
la fase crónica indeterminada a la fase crónica determinada, lo cual ocurre solo en un porcentaje 
de individuos infectados (Bern, 2015; WHO, 2020). 

2.1.1 Agente etiológico: Trypanosoma cruzi 

T. cruzi es un parásito protozoo flagelado perteneciente a la familia Trypanosomatidae y al orden 
Kinetoplastida. El parásito muestra una gran variabilidad genética, mide entre 20 y 30 µm, se 
caracteriza por un flagelo bien desarrollado en los estadios extracelulares y por organizar su ADN 
mitocondrial en un orgánulo conocido como cinetoplasto (Stuart et al., 2008). La clasificación 
taxonómica de T. cruzi es la siguiente: 

Dominio: Eukaryota 

    Reino: Protista 

        Filo: Euglenozoa 

                Orden: Kinetoplastida 

                    Familia: Trypanosomatidae 

                        Género: Trypanosoma 

   Sección: Stercoraria 

2.1.1.1 Ciclo de vida 

T. cruzi es transmitido al hombre a través de las heces de insectos hematófagos infectados de la 
familia Reduviidae, subfamilia Triatominae, que se alimentan principalmente de sangre. En 
Colombia, las especies de vectores que están asociadas a la transmisión de la infección son 
Rhodnius prolixus, Triatoma dimidiata, T. maculata y T. venosa (Guhl et al., 2007). 

El insecto vector ingiere los tripomastigotes sanguíneos a partir de un mamífero infectado. En la 
región media del intestino del vector, el parásito se diferencia en epimastigote y se multiplica por 
fisión binaria. Luego, en la región posterior del intestino o el recto, el parásito se diferencia en la 
forma infectiva, tripomastigote metaciclíco, el cual es depositado con las heces del vector en el 
momento de la picadura. Estas formas metacíclicas, ingresan por mucosas o una herida e infectan 
fibroblastos, macrófagos o las células cercanas a la herida. Dentro de las células, los 
tripomastigotes se diferencian en amastigotes y tras varias rondas de replicación se diferencian 
en tripomastigotes que son liberados al torrente sanguíneo por la ruptura de la célula. Los 
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tripomastigotes tienen la capacidad de infectar otras células e iniciar el ciclo nuevamente cuando 
son ingeridos por vectores no infectados (Stuart et al., 2008). 

2.1.1.2 Diversidad genética 

A la fecha, se han propuesto diferentes marcadores moleculares que permiten agrupar las 
poblaciones del parásito que se encuentran relacionadas genéticamente entre sí, con el fin de 
correlacionar la biología, bioquímica y genética del parásito. Estos grupos de T. cruzi se conocen 
como unidades discretas de tipificación (Discrete Typing Units, DTU) y se han dividido en seis 
DTU: TcI, TcII, TcIII, TcIV, TcV y TcVI. Además, se ha propuesto un nuevo grupo conocido como 
TcBat, el cual incluye alrededor de 30 especies de tripanosomas que han sido encontrados en 
diferentes especies de murciélagos (Zingales, 2018; Zingales et al., 2012).  

A la fecha, los grupos genéticos del parásito han sido relacionados como una característica 
relevante que puede influir, entre otros factores, en las manifestaciones clínicas de los individuos 
infectados, la susceptibilidad a los medicamentos, la patogenicidad en modelos animales y en su 
distribución geográfica (Buscaglia et al., 2003; Higo et al., 2004; Manoel-Caetano Fda et al., 2007; 
Monteiro et al., 2013; Santi-Rocca et al., 2017; Toledo et al., 2003; Toledo et al., 2004; Williams-
Blangero et al., 1997; Zingales et al., 2012). La TcI predomina en pacientes de América del Norte 
(México y Estados Unidos), países de América Central y del norte de América del Sur (Colombia y 
Venezuela) y se ha relacionado con las manifestaciones cardiacas; la TcII se encuentra 
principalmente en la región central de Brasil, un área en la que los megasíndromes son la 
presentación clínica más frecuente; y la TcV y TcVI prevalecen en individuos de Chile, Argentina, 
Bolivia, Paraguay, Uruguay y el sur de Brasil y se asocia con formas cardíacas y digestivas y una 
mayor tasa de transmisión congénita (Luquetti et al., 2015; Yun et al., 2009; Zingales, 2018). 

En Colombia se ha reportado circulación de todas las DTU de T. cruzi entre mamíferos reservorios 
y vectores (Guhl et al., 2013) y la infección con T. cruzi está asociada principalmente a 
manifestaciones cardiacas en humanos. En los PCC provenientes de Colombia, aunque la DTU 
con mayor circulación es la TcI seguido por la TcII, se han encontrado pacientes infectados o 
coinfectados con todos los grupos genéticos del parásito, incluyendo TcBat (Hernandez et al., 
2016; Mantilla et al., 2010; Ramirez et al., 2014; Sanchez et al., 2013). 

2.1.2 Manifestaciones clínicas y patogénesis 

La enfermedad de Chagas tiene dos fases secuenciales: una fase aguda, seguida de una fase 
crónica que puede clasificarse como indeterminada (asintomática o latente) y determinada 
(sintomática). La fase aguda de la enfermedad de Chagas dura de 4 a 8 semanas y se caracteriza 
por una alta parasitemia. En esta fase, las personas infectadas pueden ser asintomáticas, 
presentar síntomas leves o inespecíficos que son asociados frecuentemente con una infección 
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viral leve, excepto en personas con un signo visible de infección, como el Chagoma (nódulo 
inflamatorio en el sitio de la picadura del insecto) o el signo de Romaña (inflamación periorbital 
unilateral). Generalmente no se observan alteraciones en electrocardiograma (ECG) o radiografía 
de tórax, esófago y colon. Sin embargo, alrededor del 1% de las personas con infección aguda 
desarrollan hepatoesplenomegalia, linfadenopatía o una alteración clínica grave, como 
miocarditis, insuficiencia cardíaca o meningoencefalitis. Interesantemente, por razones aún 
desconocidas, existen pocos reportes de individuos que de manera espontánea logran controlar 
la infección y eliminar el parásito (Francolino et al., 2003; Zeledon et al., 1988). 

Una vez finalizada la fase aguda, los pacientes que no logran la eliminación del parásito pasan a 
una fase crónica indeterminada que puede durar toda la vida sin sintomatología o disfunción 
orgánica evidenciada por resultados normales en ECG o estudios radiológicos. Estos pacientes 
tienen un buen pronóstico y baja morbilidad. Estudios histológicos en muestras de corazón de 
pacientes en fase crónica indeterminada revelaron miocarditis leve, presencia de ADN del 
parásito, infiltración de linfocitos, macrófagos y células plasmáticas (Jones et al., 1992; Lopes et 
al., 1981). De hecho, entre el 60 y el 70% de las personas infectadas permanecen en la fase 
indeterminada durante toda la vida sin ninguna manifestación clínica asociada a la enfermedad 
de Chagas (Figura 1). 

Aproximadamente 20 a 40 años después de la infección, cerca del 30 al 40% de las personas 
infectadas progresan de la fase indeterminada a la fase determinada de la enfermedad de Chagas 
con manifestaciones cardíacas, digestivas o mixtas. Históricamente, no ha sido posible predecir 
qué individuos progresarán a la enfermedad crónica sintomática y se desconocen los factores 
determinantes en la progresión de la enfermedad. La cardiomiopatía es la manifestación clínica 
más grave y frecuente de la enfermedad de Chagas que incluye un amplio espectro de 
manifestaciones, que van desde la afectación leve del miocardio hasta la disfunción sistólica del 
ventrículo izquierdo, la miocardiopatía dilatada, arritmias, eventos tromboembólicos, 
insuficiencia cardíaca y muerte súbita. Los pacientes en fase determinada presentan alteraciones 
en el ECG y aumento en el tamaño del corazón que se hace más evidente a medida que aumenta 
la gravedad de la enfermedad (Bern, 2015; Perez-Molina et al., 2018).  

Las manifestaciones gastrointestinales en pacientes con enfermedad de Chagas se caracterizan 
por un aumento progresivo en el tamaño de los órganos y las más comunes son el megaesófago 
y el megacolon. Estas manifestaciones conducen a alteraciones en las funciones motoras, 
secretoras y de absorción del tracto gastrointestinal ocasionadas por lesiones del sistema 
nervioso entérico e inflamación crónica. Los principales síntomas en individuos con megaesófago 
son disfagia, regurgitación y dolor esofágico, pero pueden presentarse otros síntomas menos 
comunes como hipo, pirosis y sialorrea. En pacientes con megacolon los síntomas más comunes 
son estreñimiento y meteorismo, y con menos frecuencia, dolor cólico abdominal. Estos 
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pacientes presentan un diámetro de los órganos aumentado, lo cual es evidente en estudios 
radiológicos de esófago y colon. Como se mencionó anteriormente, se han descrito diferencias 
en la prevalencia de las formas cardíacas y digestivas de la enfermedad de Chagas y podrían estar 
relacionadas con la distribución geográfica de los grupos genéticos del parásito. 

 
Figura 1. Fases de la enfermedad de Chagas. 

La enfermedad de Chagas cursa con una fase aguda y una fase crónica. La fase aguda se caracteriza por una alta 
parasitemia que induce una fuerte respuesta inmune que es capaz, en la mayoría de los casos, de controlar, pero no 
eliminar el parásito. En ausencia de tratamiento antiparasitario, los individuos evolucionan a una fase crónica 
indeterminada sin sintomatología clínica, sin embargo, alrededor del 30 al 40% de estos individuos, luego de 20 a 40 
años de la infección pueden desarrollar alteraciones cardiacas o digestivas, relacionadas con la fase crónica 
determinada de la enfermedad. Imagen por Jose Mateus. 

La patogénesis de la enfermedad de Chagas aún no es clara, continúa siendo controversial y se 
ha relacionado a una reacción inflamatoria progresiva con acumulación de células 
mononucleares que conlleva a la destrucción del tejido, daño neuronal, disfunción microvascular 
y fibrosis (Bonney et al., 2019). La respuesta autoinmune y la persistencia del parásito en el tejido 
son las dos principales hipótesis de la patogenia de la enfermedad de Chagas. La hipótesis 
autoinmune postula que el daño del tejido es el resultado de una respuesta inmune contra 
antígenos propios del hospedero. Los potenciales mecanismos que se han propuesto en la 
hipótesis autoinmune inducida por la infección por T. cruzi son el mimetismo molecular 
encontrado entre antígenos del parásito y proteínas del hospedero, la existencia de antígenos 
crípticos liberados luego de la lisis de células infectadas, una respuesta policlonal de linfocitos B 
(LB) desencadenada por superantígenos del parásito después de la infección (Minoprio, 2001) y 
una activación bystander de los LT causada por un microambiente proinflamatorio y niveles altos 
de antígenos del hospedero. A la fecha se han identificado moléculas del parásito que podrían 
inducir la activación y generación de autoanticuerpos y LT autorreactivos en modelos animales y 



Marco Teórico 

 9 

pacientes con enfermedad de Chagas contra diferentes moléculas del hospedero, presentes en 
componentes celulares de neuronas (Scott et al., 1982; Wood et al., 1982), corazón (Cunha-Neto 
et al., 2011; dos Santos et al., 1992) y músculo (esquelético, estriado, liso) (Cunha-Neto et al., 
2011; Szarfman et al., 1982). De hecho, estudios con ratones inmunizados con miosina e 
infectados con el parásito o ratones infectados con el parásito desarrollan mayor grado de 
patología cardiaca, medida por mayor infiltrado inflamatorio y fibrosis, en comparación con 
ratones no infectados o inmunizados con miosina (Leon et al., 2001; Pontes-de-Carvalho et al., 
2002), sugiriendo que el parásito induce una respuesta contra moléculas del hospedero y podría 
estar relacionada con la patología cardiaca detectada en individuos con la fase crónica 
determinada.  

Por otro lado, la hipótesis de la persistencia antigénica se basa en el daño causado por el parásito 
a las células que se infectan y la respuesta inmune del hospedero contra el parásito que conllevan 
a la inflamación y la lisis de las células cardiacas. Así, la presencia y persistencia del parásito en el 
tejido infectado constituyen el estímulo primario para mantener la inflamación en el miocardio, 
esófago o colon que conducen al daño tisular. Esta hipótesis se basa en los siguientes hallazgos: 
(a) estudios histopatológicos de muestras de tejido cardíaco de PCC detectaron presencia de 
nidos de amastigotes y antígenos del parásito (Anez et al., 1999), además, se ha detectado ADN 
de T. cruzi en muestras de tejido cardiaco y esofágico provenientes de PCC sintomáticos (Jones 
et al., 1992; Salomone et al., 2000; Vago et al., 1996). (b) Estudios sugieren una relación directa 
entre el parasitismo y la severidad de la enfermedad de Chagas en PCC con miocarditis y en 
modelos múridos de infección crónica por T. cruzi (Higuchi Mde et al., 1993; Tarleton et al., 1999). 
(c) El tratamiento antiparasitario puede conducir a la cura parasitológica, evitando el desarrollo 
de miocarditis en individuos infectados (de Andrade et al., 1996; Sosa-Estani et al., 1998); así 
mismo, el tratamiento antiparasitario ha mostrado reducir la carga parasitaria en pacientes 
asintomáticos (Fragata-Filho et al., 2016) y sintomáticos (Morillo et al., 2015) y en ratones con 
infección crónica (Bustamante et al., 2008). (d) La inmunosupresión en PCC, causada por 
medicamentos o por la coinfección con el Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH), conduce a 
la reactivación de la infección por T. cruzi y exacerbación de la enfermedad de Chagas (Guidetto 
et al., 2019; Jardim et al., 1994; Martins-Melo et al., 2012; Silva et al., 1999). De hecho, resultados 
similares se han observado en ratones infectados crónicamente con el parásito y tratados con 
ciclofosfamida (Pereira et al., 1996).  (e) Estudios epidemiológicos en individuos con anticuerpos 
anti-T. cruzi muestran que la exposición a repetidas infecciones aumenta el riesgo de progresión 
de la enfermedad a la miocardiopatía de Chagas (Basquiera et al., 2003; Sabino et al., 2013); 
igualmente, estudios en modelos animales experimentales de infección por T. cruzi muestran que 
ratones con infección mixta por cepas de diferentes grupos genéticos del parásito presentan 
aumento de la carga parasitaria y desarrollan patología cardiaca (Bustamante et al., 2007; 
Bustamante et al., 2002). 
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2.1.3 Diagnóstico 

El diagnóstico de la enfermedad de Chagas puede variar según las fases clínicas de la enfermedad 
y debe incluir métodos de laboratorio y datos epidemiológicos. Teniendo en cuenta que la fase 
aguda se caracteriza por una alta parasitemia, los métodos directos, que detectan el parásito, 
constituyen la primera opción para el diagnóstico en individuos con infección aguda. Los métodos 
directos para el diagnóstico de la enfermedad de Chagas incluyen el extendido de sangre 
periférica, microhematocrito o el método de Strout. Por otro lado, dado que la parasitemia es 
baja y a menudo indetectable durante la fase crónica, el diagnóstico de laboratorio en esta fase 
se realiza, principalmente, con métodos indirectos basados en pruebas serológicas. Las pruebas 
más usadas para el diagnóstico durante la fase crónica son la inmunofluorescencia indirecta (IFI), 
hemaglutinación indirecta (HAI) o el inmunoensayo ligado a enzima (ELISA). De acuerdo con la 
OMS, el criterio diagnóstico en individuos con infección crónica es que al menos 2 pruebas 
serológicas de diferente principio deben ser positivas (WHO, 2002). Adicionalmente, durante la 
última década, grupos de América Latina han unido esfuerzos para desarrollar una PCR con alta 
sensibilidad y especificidad para el diagnóstico de individuos con infección crónica (Duffy et al., 
2009; Duffy et al., 2013; Piron et al., 2007); sin embargo, las pruebas de PCR han demostrado ser 
menos sensibles que las pruebas serológicas en PCC y el volumen de muestra y los blancos de 
hibridación de los oligonucleótidos pueden determinar la sensibilidad de la prueba (Abras et al., 
2016; Caicedo Diaz et al., 2019; Duffy et al., 2013; Remesar et al., 2009).  

2.1.4 Tratamiento para la enfermedad de Chagas 

En la actualidad existen dos fármacos utilizados para el tratamiento para la enfermedad de 
Chagas: nifurtimox (NFX) y benznidazol (BZL), sin embargo, estos medicamentos presentan varias 
limitaciones debido a su toxicidad y efectos adversos (Bern, 2011, 2015). Los efectos secundarios 
más comunes de NFX incluyen anorexia, pérdida de peso, polineuropatía, náuseas, vómitos, 
cefalea y vértigo, y los principales efectos secundarios del tratamiento con BZL incluyen 
dermatitis alérgica, neuropatía periférica, anorexia, pérdida de peso e insomnio. A la fecha, si 
bien no se han demostrado diferencias en la eficacia del tratamiento con NFX o BZL, algunos 
estudios han mostrado que PCC tratados con NFX presentan más efectos adversos que aquellos 
pacientes tratados con BZL (Fabbro et al., 2007; Jackson et al., 2020; Olivera et al., 2015; Olivera 
et al., 2017). 

El tratamiento antiparasitario se recomienda en niños o adultos con infección aguda por T. cruzi, 
pacientes con infección congénita por el parásito, PCC menores de 18 años, pacientes con 
trasplante de órganos y pacientes inmunosuprimidos (Bern et al., 2007; Carlier et al., 2011; Perez-
Molina et al., 2009; Soverow et al., 2019). Curiosamente, aunque en América Latina se usan 
ambos fármacos para el tratamiento de la enfermedad de Chagas, solo el BZL ha sido aprobado 
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por la Agencia de Administración de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (FDA) para 
el tratamiento de pacientes pediátrico de 2 a 12 años de edad (FDA, 2017). La efectividad de 
estos medicamentos, especialmente en la etapa crónica de infección, sigue siendo un tema de 
debate debido a los resultados inconsistentes y la falta de marcadores biológicos tempranos de 
la eficacia del tratamiento antiparasitario (Pinazo et al., 2014), sin embargo, esta terapia se 
recomienda para PCC de hasta 50 años que aún no han desarrollado cardiomiopatía o 
megasíndromes. Para los adultos mayores de 50 años con infección crónica por el parásito, la 
decisión de tratar a los individuos debe ser individualizada, sopesando los posibles beneficios y 
riesgos para el paciente (Viotti et al., 2014). Diferentes estudios en humanos y en modelos 
múridos han sugerido que el tratamiento antiparasitario durante la fase crónica temprana de la 
enfermedad previene el desarrollo de una miocardiopatía grave (Fabbro De Suasnabar et al., 
2000; Garcia et al., 2005; Machado-de-Assis et al., 2012; Viotti et al., 2006). Por ejemplo, ratones 
infectados crónicamente por el parásito y tratados con BZL tienen menos parasitismo y 
miocarditis que ratones infectados no tratados, así como niveles más bajos de anticuerpos en 
suero contra antígenos de T. cruzi (Garcia et al., 2005). En humanos el escenario es más complejo, 
algunos estudios sugieren que el tratamiento previene la progresión de la enfermedad en PCC 
durante la forma clínica asintomática de la enfermedad (Fabbro De Suasnabar et al., 2000; 
Fragata-Filho et al., 2016; Viotti et al., 2006) o incluso en la fase clínica sintomática temprana de 
la enfermedad (Britto et al., 2001; Lauria-Pires et al., 2000). Sin embargo, un estudio prospectivo, 
multicéntrico, aleatorizado que involucró a 2.854 PCC con miocardiopatía grave que recibieron 
BZL y fueron seguidos durante 5,4 años mostró que el tratamiento reduce la carga parasitaria, 
pero no el deterioro clínico de los PCC con cardiopatía (Morillo et al., 2015). Hasta la fecha, la 
seroconversión (desaparición de anticuerpos anti-T. cruzi) es el método más utilizado para 
evaluar la eficacia del tratamiento, aunque, en muchos casos, lleva años o décadas detectar una 
disminución en los títulos de anticuerpos, mientras se determina el éxito o la falla terapéutica 
(Coura et al., 2002; Fabbro et al., 2007; Viotti et al., 2006).  

2.2 Generalidades de la respuesta inmune 

El sistema inmune es una colección de moléculas, células y tejidos que logran mantener la 
tolerancia, la homeostasis y la protección del hospedero. Una de las funciones fisiológicas más 
importantes del sistema es la respuesta inmune que se define por la reacción coordinada de estas 
moléculas, células y tejidos contra microorganismos potencialmente patógenos, tolerando 
aquellos componentes propios o que no tienen un potencial patogénico tal como la flora 
comensal, antígenos ambientales o de los alimentos. La respuesta inmune se puede dividir en 
inmunidad innata y adaptativa, que corresponden a dos mecanismos de defensa conectados que 
buscan prevenir y erradicar las infecciones (Chaplin, 2010). 
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La inmunidad innata (o respuesta natural) es la primera línea de defensa, incluye las barreras 
físicas y químicas como el tejido epitelial, moco, pH y los cilios epiteliales que evitan el ingreso 
de los microorganismos. Además, los factores solubles de esta respuesta natural lo conforman 
las proteínas del complemento, citocinas, quimiocinas, reactantes de fase aguda y proteínas de 
la coagulación cuya función principal, entre otras, es promover la inflamación y alertar a las 
células para eliminar los posibles agentes infecciosos. Las proteínas del complemento 
contribuyen a la opsonización o lisis de los patógenos mediante sus tres vías de activación 
(clásica, alternativa y de las lectinas) (Turvey et al., 2010). El componente celular de la inmunidad 
innata está compuesto por fagocitos (monocitos o macrófagos, células dendríticas (DC), células 
polimorfonucleares) y células linfoides innatas (como las células asesinas naturales [NK], células 
de linfocitos innatos [ILC], células NKT). Estas células de la inmunidad innata se caracterizan 
porque no generan memoria inmunológica y expresan receptores que están codificados en la 
línea germinal y permiten detectar patrones moleculares asociados a patógenos (PAMP, 
Pathogen-associated molecular patterns) que corresponden a moléculas conservadas y comunes 
presentes en los microorganismos (Chaplin, 2010; Turvey et al., 2010). 

Mediante los receptores de reconocimiento de patrones (PRR, Pattern recognition receptor) 
como los receptores tipo Toll (TLR, Toll-like receptors) o NOD (NLR, Nucleotide-binding 
oligomerization domain receptors) se generan señales intracelulares que conllevan a la 
producción de citocinas proinflamatorias y quimiocinas que activan y atraen otras células. En un 
proceso inflamatorio con manifestaciones sistémicas, estas citocinas inducen fiebre, promueven 
cambios vasculares, alteraciones en la presión sanguínea y favorecen la activación del endotelio 
para facilitar la migración de células de la respuesta inmune innata y adaptativa para eliminar los 
agentes infecciosos (Turvey et al., 2010). 

La inmunidad adaptativa (o inmunidad específica) actúa más lentamente y proporciona una 
defensa más especializada contra las infecciones. La inmunidad adaptativa se caracteriza por una 
alta especificidad frente a diversas moléculas de los patógenos y la propiedad de generar 
memoria inmunológica luego del encuentro con el antígeno. En contraste de los receptores de la 
inmunidad innata, la inmunidad adaptativa depende de receptores que sufren procesos de 
recombinación somática de segmentos génicos que generan un repertorio de receptores 
altamente específicos. Estos receptores son los receptores de antígenos de los LT (TCR o T cell 
receptor) y LB (BCR o B cell receptor) (Bonilla et al., 2010). En la inmunidad adaptativa, el 
componente humoral está compuesto por citocinas e inmunoglobulinas (Ig) o anticuerpos, los 
cuales pueden unirse de manera específica a moléculas de los patógenos, neutralizar patógenos 
y atraer moléculas del complemento o células para destruirlos.  

El componente celular está compuesto por los LB y LT. Los LB maduran en médula ósea y los LT 
maduran en timo y mediante un proceso de selección, adquieren un fenotipo CD4+ o CD8+ (Bonilla 
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et al., 2010). Aunque todos los linfocitos son morfológicamente similares, son una población 
heterogénea en linaje, función y fenotipo. Los LB son las únicas células capaces de producir 
anticuerpos y, por lo tanto, son las células que median la inmunidad humoral.  

2.2.1 Respuesta de los linfocitos T 

Los LT son los responsables de la respuesta celular de la inmunidad adaptativa y, a través de su 
receptor, reconocen fragmentos peptídicos de antígenos que están unidos a moléculas de 
presentación de antígenos, llamadas moléculas del Complejo Mayor de Histocompatibilidad 
(CMH). Un vínculo entre la inmunidad innata y adaptativa son las células presentadoras de 
antígenos (CPA). Estas células son las encargadas de capturar, procesar y presentar en contexto 
del CMH de clase II o I los antígenos a LT CD4+ y CD8+, respectivamente. Durante este proceso, 
las DC maduran aumentando los niveles de expresión de las moléculas del CMH y moléculas 
coestimuladoras, así como la producción de citocinas y quimiocinas que regulan e inducen la 
activación de LT.  

Las CPA migran a los órganos linfoides secundarios para llevar a cabo la activación de LT vírgenes 
(TN) mediante la sinapsis inmunológica, que resulta en la generación de señales intracelulares 
que contribuyen a la activación linfoide. Posteriormente, los LT activados entran en un proceso 
de expansión y diferenciación en células efectoras. Estas células adquieren patrones de migración 
a los tejidos u órganos donde se llevó a cabo el encuentro con el antígeno. Luego de la expansión, 
en el órgano linfoide secundario ocurre un proceso de contracción en donde alrededor del 90 al 
95% de las células mueren por apoptosis y de la población que sobrevive se generan los LT de 
memoria que pueden sobrevivir, en ausencia del antígeno, por largos periodos de tiempo (Bonilla 
et al., 2010).  

2.2.1.1 Subpoblaciones de los LT 

Los LT de memoria son una población celular heterogénea que responden rápidamente frente al 
encuentro con el antígeno e incluyen subpoblaciones con variada actividad funcional, así como 
diferente capacidad para proliferar, sobrevivir y recircular a diferentes tejidos u órganos (Farber 
et al., 2014). Las subpoblaciones de LT CD4+ y CD8+ pueden ser analizadas con base en su 
fenotipo, que consiste en el análisis de la expresión diferencial de moléculas de superficie 
mediante citometría de flujo multiparamétrica.  
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Figura 2. Subpoblaciones de LT en humanos y ratones. 

Las subpoblaciones de LT de memoria han sido reconocidas en humanos y en ratones. A la fecha, se han descrito 
diferentes subpoblaciones que incluyen: TSCM, TCM, TTM, TEM y TTE con base a la expresión diferencial de moléculas de 
superficie como CD45RA, CCR7, CD27, CD28, CD127 y CD95 en humanos; o CD44, CD62L y CD122 en ratones. 
Además, estas subpoblaciones se pueden clasificar con base a sus atributos, los cuales incluyen, entre otros 
elementos, la capacidad de sobrevivir en ausencia de antígeno, su plasticidad transcripcional, las funciones efectoras 
inmediatas y el grado de diferenciación celular. Imagen por Jose Mateus basada en previos reportes (Jandus et al., 
2017; Mahnke et al., 2013). 

Diferentes estudios han descrito distintas subpoblaciones de LT de memoria de acuerdo con su 
grado de diferenciación: stem cell memory (TSCM, temprano), memoria central (TCM), memoria 
transicional (TTM), memoria efectora (TEM) y efectores terminales (TTE, tardío). A la fecha, se han 
propuesto diferentes moléculas para la identificación de las subpoblaciones de LT en humanos y 
ratones que, en condiciones fisiológicas, cumplen funciones relacionadas con la migración, la 
activación o la supervivencia de los LT (Figura 2).  

En humanos, la identificación de las subpoblaciones de LT se basa en la expresión diferencial de 
CD45RA, CCR7, CD27, CD28, CD127 y CD95. La glicoproteína CD45 tiene distintas isoformas 
(CD45RA/RO) que son expresadas diferencialmente en los LT, el dominio citoplasmático de la 
proteína CD45 tiene actividad tirosina fosfatasa y su expresión está asociada a la capacidad de 
proliferación y activación de los LT (Leitenberg et al., 2007). Clásicamente se ha descrito que la 
expresión de la isoforma CD45RA permite discriminar a los TN de los LT de memoria; sin embargo, 
se ha reportado que LT con activación temprana, como los TSCM, también expresan esta molécula 
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(Gattinoni et al., 2011). Además, aunque tradicionalmente se ha descrito que los LTTE CD8+ son 
capaces expresar la isoforma CD45RA (Henson et al., 2012), estudios sugieren que luego del 
estímulo antigénico, LT CD4+ citotóxicos pueden expresar CD45RA (Tian et al., 2017). 

En cuanto a la expresión de marcadores de migración, la molécula de adhesión L-selectina 
(CD62L) y el receptor CCR7 (C-C chemokine receptor type 7 o CD197) de las quimiocinas, 
pertenecen al grupo de receptores que cuya expresión está asociada a la migración de los LT a 
órganos linfoides secundarios y se ha encontrado que su expresión es alta en las subpoblaciones 
TN, TSCM, TCM de LT CD4+ y CD8+ (Gattinoni et al., 2011; Sallusto et al., 1999). En cuanto al grado 
de diferenciación, la expresión diferencial de las moléculas CD27 y CD28 permite clasificar los LT 
en células con un grado de diferenciación temprano (CD27+CD28+), intermedio (CD27+/-CD28+/-) 
o tardío (CD27-CD28-) (Appay et al., 2002). Estas moléculas están implicadas en la coestimulación 
de los LT durante la sinapsis inmunológica y proporcionan señales de proliferación y 
supervivencia (Hendriks et al., 2003; Sharpe et al., 2002).  

Por otra parte, la diferenciación de las subpoblaciones de LT de memoria también se ha basado 
en receptores para citocinas homeostáticas como CD122 (cadena beta del receptor de la IL-15) y 
CD127 (cadena alfa del receptor de la IL-7). Estas citocinas homeostáticas, IL-7 e IL- 15, 
contribuyen al mantenimiento de células de larga vida, aportando señales de sobrevida y 
proliferación en ausencia de estímulo antigénico y su expresión permite diferenciar a células con 
un estado de diferenciación temprano que viven por largos periodos de tiempo en ausencia de 
algún estimulo (Boyman et al., 2007). Finalmente, CD95 o el receptor de muerte FAS es otra 
molécula que ha sido útil para discriminar las subpoblaciones de LT, esta molécula está implicada 
en la regulación de procesos de muerte programada o apoptosis, regula procesos de activación 
y proliferación de los LT (Paulsen et al., 2011) y su expresión permite diferenciar a los TN (CD95-) 
de los LT activados (CD95+) (Cossarizza et al., 2000). 

En ratones, la identificación de las subpoblaciones de LT generalmente se basa en la expresión 
diferencial de CD44, CD62L y CCR7 (Figura 2). CD44 es uno de los marcadores de activación más 
utilizados para los LT, se ha asociado con la migración a órganos linfoides secundarios y en la 
regulación de la proliferación y apoptosis de los LT, su expresión permite diferenciar a los TN 
(CD44-) de los LT activados (CD44+) (Hauptschein et al., 2005; Ponta et al., 2003). Adicionalmente, 
como se describió anteriormente, la expresión de CD62L y CCR7 está relacionada con la migración 
a los órganos linfoides secundarios y permite caracterizar las células con menor grado de 
diferenciación como las TN y TCM.  

Al igual que en humanos, en ratones se han descrito las TSCM como una subpoblación de LT dentro 
del compartimento de las TN (CD44-CD62L+), para discriminar esta subpoblación celular se ha 
propuesto evaluar la expresión de los receptores para citocinas homeostáticas CD122 y CD127 
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(Gattinoni et al., 2009), que permiten a células con menor grado de diferenciación, persistir por 
largos periodos de tiempo en ausencia de estímulo antigénico. Aunque en ratones no se han 
caracterizado las TTE como en humanos, algunos estudios han sugerido que en ratones las 
subpoblaciones efectoras de LT CD8+ pueden identificarse mediante la expresión de CD127 y el 
receptor tipo lectina de células asesinas (KLRG-1) (Remmerswaal et al., 2019). La expresión 
diferencial de estas moléculas permite identificar: células efectoras tempranas (Early effector 
cells, EEC; CD127-KLRG-1-) que se generan principalmente durante la activación de los LT; células 
efectoras precursoras de memoria (Memory precursor effector cells, MPEC; CD127+KLRG-1-) que 
persisten por largos periodos de tiempo y células efectoras de vida corta (Short-lived effector 
cells, SLEC; CD127-KLRG-1+) que se generan en respuesta al encuentro con el antígeno y mueren 
(Joshi et al., 2007; Obar et al., 2015).  

Si bien las diferencias fenotípicas entre las subpoblaciones de LT se reflejan también a nivel de 
expresión génica, cromatina y metabolismo celular (Man et al., 2015), las subpoblaciones de LT 
pueden ser clasificados de acuerdo a su perfil de citocinas. 

2.2.1.2 Respuesta efectora de los LT 

Las subpoblaciones efectoras de LT ayudadores (Th, helper) o LT CD4+ se agrupan en Th1, Th2, 
Th17 y T folicular helper (Tfh) (Crotty, 2019; Saravia et al., 2019). Asimismo, aunque clásicamente 
se describe la actividad citotóxica de los LT CD8+ por la producción de granzimas y perforinas, las 
subpoblaciones de los LT CD8+ se pueden clasificar en Tc1 (IFNg, IL-2, TNFa, Granzima, Perforina), 
Tc2 (IL-4, IL-5) y Tc17 (IL-17, IL-21) (Mittrucker et al., 2014).  

Tabla 1. Subpoblaciones efectoras de LT. 

 
IL, Interleucina; IFNg, Interferon Gama, TNFa, Factor de Necrosis Tumoral Alfa; TBX21, Factor de Transcripción T-Box 
21, TGFb, Factor de Crecimiento Transformante Beta, RORgt, Receptor Gama Huérfano Relacionado con RAR- 
Isoforma Timo; BCL6, Proteína 6 del Linfoma de Células B. 

Th1 o Tc1 Th2 o Tc2 Th17 o Tc17 Tfh

Señales inductoras IL-12 IL-4 TGFb, IL-6, IL-1b, 
IL-21, IL-23

IL-6 (ratones)
IL-21 (humanos)

Perfil de citocinas IFNg, IL-2, TNFa IL-4, IL-5, IL-13 IL-17A, IL-17F, 
IL-21, IL-22 IL-4, IL-21

Factor de 
transcripción

TBX21 GATA3 RORgt BCL6

Funciones
Respuesta contra 

patógenos 
extracelulares

Implicados en 
reacciones alérgicas

Respuesta contra 
bacterias extracelulares y 

hongos.
Implicadas en procesos 

autoinmunes

Proveen ayuda a LB en la 
generación de anticuerpos
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Adicionalmente, los LT reguladores (Treg), otra subpoblación de LT heterogénea, tienen un papel 
importante en la homeostasis y tolerancia inmune y se encuentran implicados en la prevención 
de enfermedades autoinmunes, inmunopatologías y alergias. Esta subpoblación se puede 
clasificar, de acuerdo con su origen, en tímicas (tTreg), periféricas (pTreg) o inducidas (iTreg) 
(Abbas et al., 2013), sin embargo, es tan alto el grado de heterogeneidad de los Treg, que su 
fenotipo y funcionalidad puede estar determinado por el tejido en el que se detecten (Panduro 
et al., 2016). Aunque clásicamente los Treg se han caracterizado como células que producen 
citocinas como IL-10 o el factor de crecimiento transformante beta (TGFb), estas células puede 
tener una alta capacidad citotóxica mediada por moléculas como granzima y perforina y producir 
otras citocinas como TNFa o IFNg (Panduro et al., 2016; Tian et al., 2019). Además, si bien se ha 
encontrado que los Treg expresan el factor de transcripción FoxP3, se han propuesto otros 
marcadores para su identificación, como Helios o Neuropilina 1 (Nrp1) (Thornton et al., 2010; 
Weiss et al., 2012), sin embargo, el uso de estos marcadores aún es debatido (Shevach, 2018).  

Por otro lado, en cuanto a la actividad funcional de los LT, se ha propuesto que dicha actividad 
puede variar según el grado de diferenciación celular o la cronicidad de las infecciones (Bengsch 
et al., 2018). Este fenómeno ha sido ampliamente estudiado en la respuesta frente a patógenos 
intracelulares (es decir, para subpoblaciones Th1 o Tc1 de LT CD4+ o CD8+, respectivamente), en 
donde la producción de citocinas como IFNg, TNFa o IL-2 es crítica para el control de las 
infecciones. Así, LT con un estado de diferenciación temprano tienen una alta actividad 
multifuncional y a medida que las células aumentan en su grado de diferenciación pierden 
actividad multifuncional (Seder et al., 2008). 

2.2.1.3 Agotamiento clonal de los LT 

En infecciones crónicas virales, bacterianas y parasitarias en humanos y modelos múridos se ha 
encontrado deterioro de la funcionalidad de LT acompañado de un incremento progresivo en la 
expresión y coexpresión de receptores inhibitorios, un estado celular conocido como 
agotamiento clonal de LT (Wherry, 2011; Wherry, Teichgraber, et al., 2003). Las características 
del agotamiento de LT incluyen pérdida de la capacidad proliferativa, de la producción de 
citocinas, de la capacidad citotóxica, aumento de receptores inhibidores, y poca capacidad de 
respuesta frente a citocinas homeostáticas (IL-7 e IL-15) (Fourcade et al., 2012; Shin, Blackburn, 
et al., 2007; Wherry, Blattman, et al., 2003). 

El agotamiento se describió por primera vez en la infección por el Virus de la Coriomeningitis 
Linfocítica en modelos múridos (LCMV) (Gallimore et al., 1998; Zajac et al., 1998) y desde 
entonces, se ha reportado en diferentes modelos de enfermedad crónica no transmisible o de 
origen infeccioso. El estado de agotamiento se ha descrito en infecciones víricas causadas por 
VIH (Day et al., 2006; Goepfert et al., 2000; Shankar et al., 2000), virus de la hepatitis C (VHC) 
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(Bengsch et al., 2010; Lechner et al., 2000), virus de la hepatitis B (VHB) (Ye et al., 2015); 
bacterianas causadas por micobacterias (Jurado et al., 2008; Singh et al., 2013) y parasitarias 
causadas por Plasmodium sp, Leishmania sp y Toxoplasma sp (Gigley et al., 2012).  

Aunque las características particulares del agotamiento pueden variar entre las infecciones, se 
ha descrito que el agotamiento inicia con la pérdida de la producción de IL-2, seguido por la de 
TNFa, y por último, la pérdida de la producción de IFNg (Wherry, 2011; Wherry et al., 2015). 
Además, un sello distintivo del estado de agotamiento de los LT es la expresión aumentada y 
sostenida de receptores inhibitorios, una característica que fue asociada al agotamiento de los 
LT hasta el 2006 (Barber et al., 2006). Barber y colaboradores demostraron que el bloqueo de 
PD-1 durante la infección crónica por LCMV conduce a la reversión del agotamiento de las células 
T y la reducción de la carga viral. Estas observaciones fueron importantes para entender que el 
estado de agotamiento puede ser revertido y respaldaron la idea que los LT agotados son un 
estado de los LT. 

 
Figura 3. Respuesta de LT frente a infecciones agudas y crónicas. 

Frente a una infección aguda o después de una vacunación, las CPA capturan y procesan antígenos y activan TN para 
desencadenar una respuesta específica y controlar la infección. Después de la eliminación del antígeno y la 
resolución de la inflamación, la mayoría de LT mueren; sin embargo, un pequeño grupo celular persiste y se 
diferencia a LT de memoria con gran potencial proliferativo, de supervivencia independiente del antígeno y 
capacidad de reactivar sus funciones efectoras frente a un nuevo encuentro con el antígeno. En contraste, en una 
infección, donde persiste la estimulación antigénica, aunque se generan subpoblaciones efectoras y de memoria, los 
LT pierden funciones efectoras conforme se cronifica la infección, así como aumentan la expresión y coexpresión de 
receptores inhibitorios (como PD-1, CTLA-4, CD160, 2B4). Algunas funciones, tales como la citotoxicidad, la 
proliferación o producción de IL-2 se pierden inicialmente, sin embargo, en algunos casos, se ha reportado la perdida 
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de la producción de TNFa, IFNg y en estados severos de agotamiento, las células pueden morir por apoptosis. Imagen 
creada por Jose Mateus basada en previos reportes (Attanasio et al., 2016; Wherry, 2011). 

Clásicamente, los receptores inhibitorios estuvieron relacionados con la activación de los LT y 
otros leucocitos para prevenir la hiperactivación inmune y la autoinmunidad. Sin embargo, en la 
última década, se han identificado numerosos receptores inhibitorios que pueden regular, entre 
otras características, la función y la proliferación de los LT y su expresión y coexpresión, en 
condiciones de persistencia antigénica o una infección crónica, ha sido asociada con el 
agotamiento de los LT (Figura 3). En la Tabla 2 se describen algunas de las moléculas inhibitorias 
que han sido relacionadas con el estado de agotamiento de los LT. 

Tabla 2. Receptores inhibitorios relacionados con el agotamiento de LT. 

 
LT, Linfocitos T; LB, Linfocitos B; NK, células asesinas naturales; DC, células dendríticas; células presentadoras de 
antígeno; ITIM, Motivos de Inhibición del Inmunoreceptor Basado en Tirosina; ITSM, Motivos de Inhibición del 
Inmunoreceptor Basado en Tirosina; HVEM, Receptor mediador de entrada de Herpesvirus; CMH-I, Complejo Mayor 
de Histocompatibilidad de clase I; Treg, Linfocitos T reguladores; CEACAM-1, Molécula de Adhesión Celular 
Relacionada con el Antígeno Carcinoembrionario 1. 

Los receptores inhibitorios se pueden agrupar con base en el tipo de mecanismo relacionado con 
la inhibición de la respuesta de los LT. Por ejemplo, PD-1 y 2B4 median su acción inhibidora a 
través de Motivos de Inhibición del Inmunoreceptor Basado en Tirosina (ITIM) o Motivos de 
Inhibición del Inmunoreceptor Basado en Tirosina (ITSM) presentes en la porción citoplasmática 
de estos receptores (Attanasio et al., 2016). PD-1 es una molécula que se expresa de forma 
transitoria durante la activación de los LT y, por el contrario, en condiciones de persistencia 
antigénica, la expresión de esta molécula se mantiene en los LT y es uno de los principales 

PD-1 (CD279) 2B4 (CD244) CTLA-4 (CD152) CD160 TIM-3 (CD366)

Función

Homeostasis inmune
Tolerancia central y 

periférica
Inhibe la proliferación y 
disminuye las funciones 

efectoras

Inhibidor de la activación 
de LT

Inhibidor o activador de 
NK

Homeostasis inmune
Tolerancia central y 

periférica

Regulador de la 
activación de LT

Inhibe la proliferación.

Inhibe la 
proliferación celular y 

las funciones 
efectoras de los LT
Induce apoptosis

Incrementa la 
supresión mediada 

por Treg

Distribución 
del receptor

LT, LB, NK, monocitos, 
macrófagos, DC

NK, LT, monocitos, 
basófilos, eosinófilos

LT, timocitos, LB, 
monocitos, granulocitos, 

células madres CD34+, 
fibroblastos, células 

embrionarias

LT, NK LT, LB, NK, CPA

Ligando
PD-L1 (CD274, 
constitutiva)

PD-L2 (CD273, inducible)
CD48 CD80 (B7-1, inducible)

CD86 (B7-2, constitutiva) HVEM, CMH-I Galectina-9, 
CEACAM-1

Distribución 
del ligando

(PD-L1) LT, LB, CPA, 
células de origen 

mesenquimal, timocitos
(PD-L2) LB, CPA, 

mastocitos

Células de origen 
hematopoyético

LT, CPA LT, LB, DC, Macrófagos
LT, eosinófilos, 

células endoteliales, 
CPA

Mecanismo 
de acción 
inhibidora

Mediado a través de 
motivos ITIM/ITSM

Mediado a través de 
motivos ITIM/ITSM

Competición con 
moléculas 

coestimuladoras

Competición con 
moléculas 

coestimuladoras

Mediado a través de 
motivos de tirosina
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marcadores asociados con agotamiento inmune. 2B4 es una molécula que hace parte de los 
receptores de Moléculas de Señalización de Activación Linfoide (SLAM) de la superfamilia de las 
Ig y su porción citoplasmática contiene motivos ITSM que pueden conducir a señales inhibidoras 
o activadoras en los LT (Boles et al., 1999; Kubin et al., 1999). Cuando estas moléculas se unen a 
su ligando (PD-1 se une a PD-L1 [CD274] y PD-L2 [CD273] y 2B4 se une a CD48) inhiben las señales 
de activación de los LT mediante la fosforilación de los dominios citoplasmáticos de ITIM e ITSM 
de los receptores, lo que resulta en el reclutamiento de proteínas adaptadoras SHP-1 o SHP-2 
(Sayos et al., 2000; Tangye et al., 2000; Yokosuka et al., 2012), que inhiben vías de señalización 
de PI3K/Akt y MAPK/ERK (Patsoukis et al., 2012) e interfieren en la señal del TCR y CD28. 2B4 
puede tener señales activadoras si luego de la fosforilación de los motivos ITSM interacciona con 
SAP (Sayos et al., 1998)o EAT2 (Morra et al., 2001).  

Las moléculas CTLA-4 y CD160, miembros de la familia de receptores B7/CD28, median su acción 
inhibidora a través de la competición con receptores activadores (Attanasio et al., 2016). CTLA-4 
regula la activación de los TN, se expresa constitutivamente en los Treg activados que expresan 
FoxP3 y puede regular las funciones efectoras de los LT CD4+ y CD8+ y aumentar la capacidad 
supresora de los Treg (Peggs et al., 2009; Wing et al., 2008). Aunque CTLA-4 puede inhibir las 
funciones de los LT al competir directamente con su homólogo CD28 por su ligando (CD80 o 
CD86), también se ha demostrado que CTLA-4 induce señales negativas que interrumpen las vías 
de señalización PI3K/Akt. Por otro lado, la molécula CD160, se une a HVEM o a moléculas del 
CMH-I (Barakonyi et al., 2004; Cai et al., 2008; Le Bouteiller et al., 2002) para mediar señales de 
activación o inhibición y, aunque no se conocen los detalles de dichos mecanismos, se ha 
propuesto que CD160 puede inducir señales activadoras mediante la inducción de las vías de 
señalización PI3K/Akt o señales de inhibición que son mediadas por la unión de CD160 soluble 
con moléculas del CMH-I (Fons et al., 2006; Rabot et al., 2007). 

TIM-3 es un receptor con una estructura extracelular compleja que proporciona señales 
negativas a través de residuos de tirosina en la porción intracelular de la molécula (Anderson et 
al., 2016). TIM-3 es clasificado como un receptor que media señales inhibidoras no 
convencionales ya que carece de motivos ITIM o ITSM (Attanasio et al., 2016). En condiciones de 
reposo, la porción citoplasmática de TIM-3 está asociada a BAT3. Cuando TIM-3 se une a su 
ligando (Galectina-9 o CEACAM-19), los residuos de tirosina presentes en la porción intracelular 
de TIM-3 se fosforilan por la interacción con cinasas Src (que contienen dominios SH2) 
conduciendo a la liberación de BAT3 y posteriormente, la regulación de la activación del TCR 
(Huang et al., 2015; Rangachari et al., 2012). 

Aunque las características precisas del agotamiento de los LT pueden variar de una enfermedad 
a otra, estas pueden estar relacionadas con la carga o el tropismo del microorganismo, la 
cronicidad de la infección, los antígenos expresados y el entorno inflamatorio. De esta manera, 
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analizar las condiciones particulares del estado de agotamiento de los LT en las infecciones, 
permitiría ayudar a entender características particulares del agotamiento, así como también 
explorar potenciales estrategias terapéuticas para pacientes con enfermedades de origen 
infeccioso (McLane et al., 2019). 

2.3 Respuesta inmune frente a la infección por T. cruzi 

El control inmune de T. cruzi requiere la respuesta combinada de mecanismos efectores de la 
respuesta inmune innata y adaptativa (Bonney et al., 2019). En infección aguda, mediante 
diferentes mecanismos, el parásito es capaz de evadir la respuesta inmune, invadir las células y 
diseminarse por vía hematógena a otros tejidos donde establece infección crónica y latente 
relacionada con un estado de quiescencia (Sanchez-Valdez et al., 2018). Los mecanismos que 
contribuyen a controlar la infección y evitar el progreso a la fase determinada, son poco 
conocidos.  

2.3.1 Inmunidad innata 

Teniendo en cuenta que el parásito tiene la capacidad de infectar las células cercanas al sitio de 
la infección, la activación de la inmunidad innata frente a la infección por T. cruzi, inicia por PRR 
que reconocen PAMP presentes en el parásito, que inducen la producción de citocinas 
proinflamatorias y activación de células que se encargan de controlar la replicación del parásito. 
A la fecha se ha mostrado que los TLR y NLR son los PRR implicados en el reconocimiento de las 
moléculas del parasito. Los TLR2 reconocen moléculas de anclaje glicofosfatidilinositol (GPI) 
(Campos et al., 2001) y la proteína secretada Tc52 de T. cruzi (Ouaissi et al., 2002), TLR4 reconoce 
compuestos de fosfolípidos de glicoinositol (GIPL) (Oliveira et al., 2010), TLR7 reconoce ARN del 
parásito (Caetano et al., 2011) y TLR9 reconoce regiones ricas en citosina y guanina (CpG) en el 
ADN del parásito (Bartholomeu et al., 2008).  

Aunque se desconoce si los NLR reconocen moléculas del parásito, en modelos múridos de 
infección por T. cruzi se ha encontrado que la ausencia de NOD1 (Nucleotide-binding 
oligomerization domain-containing protein 1) incrementa la susceptibilidad a la infección 
comparado con los ratones silvestres (Silva et al., 2010). Además, se ha mostrado que 
componentes del inflamosoma como ASC, NLRP3 (perteneciente a la familia de los NLR) y la 
caspasa 1 tienen un papel importante en la activación de la IL-1β, la cual está involucrada en el 
control de la replicación del parásito puesto que la ausencia de estos componentes del 
inflamosoma conduce al aumento de la carga parasitaria en modelos múridos de infección (Silva 
et al., 2013). Además, aunque se ha descrito que T. cruzi puede resistir la lisis mediada por 
complemento, se ha encontrado que el parásito puede activar la vía alterna y la vía de las lectinas 
mediante el reconocimiento de moléculas presentes en la superficie del parásito como manosa, 
N-acetilglucosamina y galactosa (Cestari et al., 2010; Cestari et al., 2009). Finalmente, el 
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reconocimiento de estas moléculas mediante los PRR inducen la producción de citocinas pro-
inflamatorias (IFNg, IL-12, IL-1β, TNFa) y quimiocinas (IL-8, CCL-2, MIP-1β) (Bartholomeu et al., 
2008; Caetano et al., 2011; Campos et al., 2001; Oliveira et al., 2004; Ouaissi et al., 2002).  

En la infección por T. cruzi los neutrófilos, eosinófilos, macrófagos, células NK y células NKT están 
implicados en el control de la parasitemia. En general, se ha encontrado que estas células se 
encargan de eliminar los parásitos mediante fagocitosis o lisis de los parásitos y la secreción de 
citocinas pro-inflamatorias y quimiocinas para reclutar y activar otros leucocitos (Bastos et al., 
2007; Chen et al., 2001; Une et al., 2000; Vaena de Avalos et al., 2002). Uno de los mecanismos 
más importantes de la respuesta innata frente a la infección por T. cruzi es la liberación de  
especies reactivas de oxígeno (ROS o Reactive Oxygen Species) por neutrófilos (Docampo et al., 
1983). Además, los neutrófilos tienen la capacidad de eliminar parásito mediante la producción 
de mieloperoxidasa y peróxido de hidrógeno (Villalta et al., 1983); los eosinófilos mediante la 
liberación de la proteína básica mayor (Villalta et al., 1984), los macrófagos mediante la 
producción de óxido nítrico (Ramos-Ligonio et al., 2004) y la liberación de ROS (Peluffo et al., 
2004) y las células NK mediante la liberación gránulos líticos para la eliminación directa del 
parásito (Lieke et al., 2004). Aunque el mecanismo por el cual las células NKT contribuyen a la 
eliminación de los parásitos se desconoce, ratones genéticamente modificados sin células NKT 
presenten un incremento de la parasitemia y de la muerte de los ratones en comparación con 
ratones silvestres (Duthie et al., 2006). 

2.3.2 Inmunidad adaptativa 

En cuanto a la inmunidad adaptativa humoral se ha mostrado que la eliminación de los LB en el 
modelo múrido experimental conduce a un aumento de la parasitemia y la muerte rápida de 
ratones infectados (Kumar et al., 1998). Además, la transferencia de anticuerpos conduce a la 
eliminación de parásitos presentes en la circulación de ratones infectados (Brodskyn et al., 1989; 
Krettli et al., 1976). Algunos de estos anticuerpos a menudo denominados líticos, se asocian con 
la protección frente a la infección por T. cruzi, ya que permiten la lisis del parásito mediada por 
el complemento. Se ha propuesto que los blancos de estos anticuerpos líticos son moléculas del 
parásito, como gp190, T-DAF y mucinas ancladas a GPI, que han mostrado regular la activación 
del complemento en el hospedero (Krautz et al., 2000).  

Adicionalmente, los anticuerpos anti-T. cruzi también se han visto implicados en la fagocitosis y 
opsonización de parásitos (Lages-Silva et al., 1987) y la citotoxicidad celular dependiente de 
anticuerpos (Lima-Martins et al., 1985; Okabe et al., 1980). Por otro lado, durante la fase crónica 
de la infección, a la inmunidad humoral se le ha atribuido un papel doble, por un lado, al control 
de la parasitemia y, por otro lado, al desarrollo de la patología cardiaca de la enfermedad de 
Chagas. Por ejemplo, niveles de anticuerpos líticos se encuentran disminuidos en PCC con formas 
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más severas de la enfermedad al comparar con individuos asintomáticos, lo cual sugiere un papel 
protector de estos anticuerpos en el control de la progresión de la enfermedad (Cordeiro et al., 
2001; Gazzinelli et al., 1991). Sin embargo, como se mencionó anteriormente, algunos 
anticuerpos que reconocen antígenos del parásito, pueden reconocer proteínas del hospedero y 
podrían estar implicados en el daño tisular y la patogenia de la enfermedad (Cunha-Neto et al., 
1995). Además, se ha propuesto que la seroconversión, entendida como la disminución o no 
detección de anticuerpos anti-T. cruzi, en PCC sometidos a tratamiento antiparasitario con NFX 
o BZL permitiría evaluar la eficacia de la terapia y la cura parasitológica (Bertocchi et al., 2013; 
Viotti et al., 2014).  

En cuanto a la respuesta inmune celular de la inmunidad adaptativa se ha encontrado que los LT 
CD4+ y CD8+ son cruciales durante la infección aguda y crónica experimental por T. cruzi (Tarleton, 
1990; Tarleton et al., 1992; Tarleton et al., 1994). Aunque no se han establecido en detalle las 
diferencias entre la respuesta de LT CD4+ y CD8+, se ha descrito que la respuesta específica de LT 
CD8+ puede generarse en ausencia de LT CD4+ durante la infección por el parásito (Padilla et al., 
2007). Teniendo en cuenta que T. cruzi es un patógeno intracelular, el papel de los LT CD8+ se ha 
evaluado en humanos crónicamente infectados y en modelos animales experimentales de 
infección. Similar a otros patógenos intracelulares, en modelos múridos experimentales de 
infección por el parásito, se ha descrito que perfiles efectores inducidos por factores de 
transcripción TBX21 (Th1 y Tc1 de LT CD4+ y CD8+, respectivamente) son esenciales para controlar 
la infección por T. cruzi (Guo et al., 2009; Hoft et al., 2002). Así mismo, ratones genéticamente 
modificados o tratados con anticuerpos anti-citocinas han mostrado mayor susceptibilidad frente 
a la infección por el parásito cuando se interrumpe la producción de IFNg (Tzelepis et al., 2006), 
TNFa (Silva et al., 1995), perforinas (Muller et al., 2003; Tzelepis et al., 2006) y granzimas (Muller 
et al., 2003), sugiriendo que los LT y su respuesta efectora son clave para el control de la 
parasitemia durante la infección por T. cruzi. 

En PCC y ratones infectados con el parásito, la respuesta de los LT se ha estudiado de acuerdo 
con su grado de diferenciación o su perfil funcional. Estudios donde se han evaluado las 
subpoblaciones de memoria de LT CD4+ y CD8+ han mostrado que PCC con mayor grado de 
severidad presentan LT con mayor grado de diferenciación celular, como las TEM y TTE, que 
individuos asintomáticos (Albareda et al., 2006; Albareda et al., 2009; Fiuza et al., 2009; Lasso et 
al., 2015; Mateus et al., 2015). Similar a lo observado en humanos, en el modelo experimental 
de infección por T. cruzi se ha encontrado que ratones con infección crónica presentan mayor 
frecuencia de TEM que ratones con infección aguda (Martin et al., 2004); sin embargo, el 
tratamiento con antiparasitarios de ratones crónicamente infectados  ha mostrado aumentar LT 
con un menor grado de diferenciación, como los células TCM (Bustamante et al., 2008), sugiriendo 
que los cambios en el grado de diferenciación de las subpoblaciones de LT durante la infección 
crónica podrían estar relacionado con la persistencia del parásito. 
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Estudios que evalúan el perfil funcional de los LT han sugerido que el deterioro de la respuesta 
funcional de estas poblaciones linfoides estaría relacionado con la falla en el control de la 
infección y la progresión de la enfermedad (Giraldo et al., 2013; Lasso et al., 2015; Mateus et al., 
2015), y esta hipótesis se ha basado en los siguientes hallazgos: (a) en PCC se ha observado una 
relación inversa entre la frecuencia de LT específicos que producen IFNg y el grado de severidad 
de la enfermedad (Laucella et al., 2004); (b) LT CD4+ de PCC adultos residentes de áreas 
endémicas muestran una respuesta monofuncional predominante con células que producen 
principalmente IFNg en comparación con PCC menores de 18 años (Albareda et al., 2013); y (c) 
PCC con formas severas de la enfermedad presentan LT con menor capacidad proliferativa, 
disminuida actividad multifuncional y aumentada expresión y coexpresión de receptores 
inhibitorios (PD-1 y CTLA-4) (Giraldo et al., 2013; Lasso et al., 2015; Mateus et al., 2015).  

Adicionalmente, diferentes estudios han mostrado que, adicional a la respuesta Th1, la respuesta 
de células Th17 y Treg es necesaria para la protección y el control eficiente de la infección por T. 
cruzi (Cai et al., 2016; da Matta Guedes et al., 2010; Guo et al., 2009; Miyazaki et al., 2010). Sin 
embargo, en los PCC el papel de los LTh17 y los Treg es controversial, puesto que unos estudios 
sugieren un papel protector y otros estudios atribuyen un papel patogénico (Bonney, Taylor, et 
al., 2015; de Araujo et al., 2011). Por ejemplo, se ha encontrado que células Th17 y Treg están 
aumentadas en individuos con cardiopatía chagásica comparado con individuos asintomáticos, 
sugiriendo que la expansión de estas poblaciones celulares puede ser benéfico durante la fase 
crónica de la enfermedad limitando el daño tisular (Guedes et al., 2012; Vitelli-Avelar et al., 2005). 
En cambio, otros estudios sugieren que la disminución de las poblaciones de células Th17 y Treg 
en PCC en fase determinada podrían conducir a un aumento de la respuesta específica, la falta 
del control de la inflamación y al desarrollo de la patología cardiaca (Almeida et al., 2018; 
Nogueira et al., 2014). 

En conjunto, si bien estos hallazgos sugieren que la progresión de la enfermedad de Chagas 
estaría relacionada con el deterioro de la respuesta de los LT, la relación de la persistencia del 
parásito y la progresión de la enfermedad de Chagas durante la infección crónica no se ha 
demostrado puesto que las formas severas de la enfermedad ocurren en el 30-40% de los 
individuos infectados luego de 20 a 40 años después de la infección y la carga parasitaria en PCC 
es baja o indetectable en la mayoría de los individuos (Hernandez et al., 2016). 

2.3.3 El ratón como modelo para estudiar la respuesta inmune frente a la infección por T. cruzi 

La historia natural de la enfermedad de Chagas dificulta monitorear longitudinalmente la 
progresión de la enfermedad en PCC. Modelos animales experimentales han permitido estudiar 
los mecanismos de la infección por el parásito, así como de los componentes inmunes 
relacionados con la protección o la patogénesis de la infección aguda y crónica (Jelicks et al., 
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2011; Lewis et al., 2016). Se han propuesto distintas alternativas de reemplazo para estudiar la 
infección por T. cruzi en modelos animales, los cuales incluyen peces cebra (Akle et al., 2017), 
conejos (da Silva et al., 1996), perros (de Lana et al., 1992), ratas (Junqueira Junior et al., 1992), 
primates no humanos (de Almeida et al., 1992) y ratones (Chatelain et al., 2015). Teniendo en 
cuenta el tamaño y la rentabilidad de alojamiento, los ratones constituyen uno de los modelos 
animales más utilizados para estudiar esta enfermedad parasitaria y otras enfermedades 
infecciosas. De hecho, estudios en inmunología se han beneficiado enormemente del modelo de 
ratón y gran parte del conocimiento del funcionamiento del sistema inmune se deriva de estudios 
realizados en modelos múridos experimentales (Takao et al., 2015). 

De hecho, si bien no existe un modelo estándar para evaluar la infección por T. cruzi que pueda 
imitar la infección y la respuesta inmune detectada en humanos naturalmente infectados, el uso 
de modelos múridos ha permitido entender mecanismos de la infección y de la respuesta inmune 
generada tras la infección (Costa, 1999; Jelicks et al., 2011). Como se mencionó anteriormente, 
el estudio de los componentes celulares de la respuesta inmune adaptativa en modelos 
experimentales de infección por T. cruzi ha permitido entender, entre otros elementos, que la 
respuesta de LT CD4+ y CD8+ son esenciales para el control de la infección aguda y crónica por T. 
cruzi (Tarleton, 1990; Tarleton et al., 1992; Tarleton et al., 1994; Tzelepis et al., 2006). Además, 
el uso de modelos múridos de infección por el parásito ha permitido establecer la relación de 
parámetros de la respuesta inmune con la cronicidad de la infección (Pack et al., 2018), el 
tropismo de los diferentes grupos genéticos del parásito y la heterogeneidad de la infección 
(Santi-Rocca et al., 2017), la dosis de parásitos (Tzelepis et al., 2007), la carga parasitaria en 
sangre y tejidos (Lewis et al., 2018), el tratamiento antiparasitario (Bustamante et al., 2008) y el 
efecto de las infecciones mixtas (Basombrio et al., 1982; Bustamante et al., 2007; Bustamante et 
al., 2002; Perez et al., 2018); entre otros aspectos que, en humanos naturalmente infectados, no 
es ético o es difícil de controlar. 

Así, los modelos múridos experimentales de infección por T. cruzi constituyen una herramienta 
para la evaluación de la relación de la respuesta de los LT y su relación con la falla en el control 
de la infección por T. cruzi. 
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3. OBJETIVOS 

3.1 Objetivo general 

Evaluar la relación de la capacidad funcional de linfocitos T con el control de la infección por 
Trypanosoma cruzi. 

3.2 Objetivos específicos 

- Evaluar el efecto del tratamiento antiparasitario sobre la capacidad funcional de la 
respuesta de los linfocitos T de pacientes con enfermedad de Chagas en fase crónica. 

- Determinar la respuesta funcional de los linfocitos T en el modelo experimental de 
infección por Trypanosoma cruzi y su relación con el control de la infección evaluado por 
la carga parasitaria y el daño en el tejido. 
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4. METODOLOGÍA 

4.1 Poblaciones de estudio 

4.1.1 Pacientes con enfermedad de Chagas 

Para el presente trabajo se incluyeron PCC en la forma asintomática de la enfermedad 
provenientes de Colombia y Bolivia (residentes en España). Las muestras de los pacientes 
colombianos fueron recolectadas en el Instituto Nacional de Salud y el Hospital Universitario San 
Ignacio en Bogotá, Colombia, mientras que las muestras de los PCC provenientes de Bolivia, 
residentes en España, fueran recolectadas en el Hospital Virgen de la Arrixaca en Murcia, España. 
Se obtuvo la firma del consentimiento informado de todos los individuos incluidos en el estudio 
que estuvieron de acuerdo con su participación, donde se les explicó las generalidades de la 
enfermedad de Chagas, los objetivos de la investigación, riesgos, derechos y beneficios de su 
participación en el estudio.  

Los PCC fueron diagnosticados para la infección mediante pruebas serológicas para la 
determinación de anticuerpos específicos de T. cruzi por ELISA e IFI (WHO, 2002). El grupo de PCC 
incluyó individuos sin cambios patológicos en ECG, tamaño de corazón y fracción de eyección del 
ventrículo izquierdo (FEVI) conservadas y una valoración funcional de la insuficiencia cardiaca de 
clase funcional I de acuerdo a la escala de Asociación del Corazón de Nueva York (Bern et al., 
2007). Los PCC se clasificaron como pacientes no tratados (PNT) o pacientes tratados (PT). El 
grupo PT incluyó individuos tratados con NFX o BZL y se evaluó entre 6 y 12 meses después del 
tratamiento. Además, se siguieron dos grupos de PCC tratados con NFX o BZL después de 
completar el tratamiento antiparasitario. Cinco pacientes colombianos fueron tratados con NFX 
y evaluados antes del tratamiento (T0) y a los 6-12 meses posteriores al tratamiento (T1), y 11 
pacientes bolivianos residentes en España fueron tratados con BZL y evaluados en T0, T1 y a los 
24-30 meses luego de terminado el tratamiento antiparasitario (T2) (Figura 4). El NFX o BZL se 
administró a 8 mg/kg/día durante 90 días o 5 mg/kg/día durante 60 días, respectivamente. 
Adicionalmente, se incluyó un grupo de nueve controles no infectados (CS) seronegativos que 
residían en áreas no endémicas y mostraron resultados normales en el ECG, tamaño del corazón, 
FEVI y presentación clínica. El número de individuos para cada experimento se menciona en la 
leyenda de cada figura. 
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Figura 4. Diseño de estudio en pacientes sin y con tratamiento antiparasitario. 

Se incluyó una cohorte de PCC asintomáticos sin tratamiento antiparasitario (PNT) y una cohorte de PCC 
asintomáticos con tratamiento antiparasitario (PT) (cohorte transversal). Además, se incluyó una cohorte 
longitudinal de PCC asintomáticos tratados con NFX o BZL seguidos hasta por 30 meses terminado el tratamiento. El 
número de individuos (n) para cada grupo se describe en la figura. 

4.1.2 Modelo experimental de infección con T. cruzi 

4.1.2.1 Ratones y parásitos 

En el presente trabajo se usaron ratones BALB/cAnNCr hembras de seis a ocho semanas de edad 
(Charles River Laboratories) alojados en instalaciones de animales libres de patógenos específicos 
(Specific-pathogen-free o SPF) en la Unidad de Biología Comparativa de la Pontificia Universidad 
Javeriana. La cepa de ratón y el tamaño de la muestra (número de ratones por grupo) se 
determinó con base en estudios previos de ratones infectados por T. cruzi (Bustamante et al., 
2008; Bustamante et al., 2007; Bustamante et al., 2002; Egui et al., 2017; Hoft et al., 2002; 
Mariano et al., 2008; Sanoja et al., 2013). Los animales se alojaron en cajas ventiladas en una sala 
de nivel dos de bioseguridad animal (Animal Biosafety Level two o ABSL-2) en condiciones 
ambientales constantes, sin ruido y en jaulas de policarbonato (cuatro o cinco animales/caja) 
enriquecidas con viruta de madera blanda estéril, de recambio semanal. Los ratones recibieron 
agua filtrada (cambiada semanalmente) y una dieta estándar ad libitum. Se realizaron análisis 
periódicos del comportamiento y bienestar animal junto con pruebas microbiológicas y 
serológicas de acuerdo con las pautas del Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales 
(CICUA).  

Para el desarrollo del presente trabajo se utilizaron tripomastigotes de T. cruzi de la cepa DA 
(MHOM/CO/01/DA; TcI) y la cepa Y (aislado MHOM/BR/00/Y; TcII). Las cepas DA y Y fueron 

Diseño de estudio
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Pacientes tratados
(PT)
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Pacientes colombianos
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seleccionadas teniendo en cuenta los siguientes aspectos: (i) estudios previos de nuestro grupo 
de investigación (Barrera et al., 2008); (ii) la presencia de los grupos genéticos de T. cruzi en 
Colombia (Hernandez et al., 2016); y (iii) reportes previos de otros grupos de investigación 
relacionados con el área de estudio (Cruz et al., 2015; Gutierrez et al., 2011; Sanoja et al., 2013; 
Tzelepis et al., 2006). Los tripomastigotes de las cepas DA y Y se mantuvieron en cultivo mediante 
pases en serie a través de una monocapa de células VERO (ATCC CCL-81, Manassas, VA, EE. UU.). 
Previo a los ensayos de infección o reinfección de ratones, los tripomastigotes de la cepa Y se 
pasaron en ratones BALB/c al menos 3 veces para aumentar su virulencia. 

4.1.2.2 Infección de ratones 

Veinte ratones BALB/c se infectaron aleatoriamente por vía intraperitoneal (ip) con 105 
tripomastigotes de la cepa Y en 100 µl de PBS en condiciones asépticas. Se sacrificaron cinco 
ratones por grupo mediante inhalación de CO2 a los 10, 30, 100 o 260 días post-infección (dpi), 
respectivamente. Los períodos de tiempo para las fases agudas (10 y 30 dpi) o crónicas (100 y 
260 dpi) se seleccionaron con base a informes previos que evaluaron parámetros inmunológicos 
en ratones infectados con T. cruzi (Bustamante et al., 2008; Bustamante et al., 2007; Bustamante 
et al., 2002; Sanoja et al., 2013). La parasitemia se evaluó diariamente en 5 µl de sangre venosa 
de la cola realizando una observación microscópica directa de 50 campos durante los primeros 
10 días, y luego cada 2 días hasta el día 40 después de la infección. Como control se incluyó un 
grupo de ratones no infectados los cuales fueron seguidos hasta por 260 dpi. Los indicadores de 
bienestar animal se registraron semanalmente durante los primeros 30 días y luego cada mes a 
partir de la infección. La Figura 5 muestra el diseño experimental de infección aguda y crónica 
por T. cruzi. 

 
Figura 5. Diseño experimental de infección aguda y crónica por T. cruzi. 
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La infección aguda y crónica se examinó en ratones sacrificados a los 10, 30, 100 y 260 dpi. Se obtuvieron muestras 
de colon, corazón, hígado, músculo esquelético y sangre de cada ratón para el análisis histopatológico y la 
cuantificación la carga parasitaria. Además, se purificaron células mononucleares de bazo para evaluar la respuesta 
de los LT después de la infección. 

Adicionalmente, cuarenta ratones BALB/c se dividieron aleatoriamente en dos grupos y se 
infectaron ip con 105 tripomastigotes de la cepa Y o DA en las mismas condiciones descritas 
anteriormente. Cinco ratones de cada grupo experimental se sacrificaron mediante inhalación de 
CO2 a los 10, 30, 100 o 260 dpi, respectivamente, usando la estrategia mencionada anteriormente 
(Figura 5). Los indicadores de bienestar animal se registraron semanalmente durante los 
primeros 30 días luego de las infecciones y posteriormente cada mes. 

4.1.2.3 Reinfección o infección mixta de ratones 

Para evaluar la reinfección o la infección mixta por cepas de T. cruzi, veinte ratones BALB/c se 
dividieron aleatoriamente en dos grupos experimentales y se infectaron ip con 105 
tripomastigotes de la cepa Y o DA en las mismas condiciones descritas anteriormente (10 
ratones/grupo). Posteriormente, los ratones se infectaron a los 10 o 100 dpi con 105 
tripomastigotes de la cepa Y y se sometieron a eutanasia a los 260 dpi mediante inhalación de 
CO2. Los indicadores de bienestar animal se registraron semanalmente durante los primeros 30 
días luego de las infecciones o reinfecciones y posteriormente cada mes. La Figura 6 muestra el 
diseño experimental de las reinfecciones o infecciones mixtas por cepas de T. cruzi.  

 
Figura 6. Diseño experimental de reinfección o infección mixta por cepas de T. cruzi en ratones. 

Para evaluar la infección mixta, ratones BALB/c se infectaron con la cepa Y o DA y se reinfectaron con la cepa Y a los 
10 o 100 dpi. Los ratones infectados y reinfectados con Y (Y/Y) y los ratones infectados con DA y reinfectados con Y 
(DA/Y) se sometieron a eutanasia a los 260 dpi. En paréntesis se muestra el número de ratones que se infectaron 
con la cepa Y a los 10 o 100 dpi. De cada ratón se obtuvo muestras de tejido de colon, corazón, hígado, músculo 
esquelético, sangre y bazo. 
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4.2 Componente ético 

El estudio en PCC (Figura 4) fue aprobado por los Comités de Investigación y Ética de la Facultad 
de Ciencias de la Pontificia Universidad Javeriana, el Instituto Nacional de Salud, el Hospital 
Universitario San Ignacio (Colombia) y el Hospital Virgen de la Arrixaca y Consejo Superior de 
Investigaciones Científicas (España).  

Los estudios en el modelo múrido experimental por T. cruzi, descritos en la Figura 5 y la Figura 6, 
fueron aprobados por el CICUA y el Comité de Investigación y Ética de la Facultad de Ciencias de 
la Pontificia Universidad Javeriana. 

4.3 Muestras 

4.3.1 Muestras de PCC 

De cada individuo se tomó una muestra de sangre para la obtención de suero y de células 
mononucleares de sangre periférica (CMSP). Las muestras de suero fueron usadas para la 
realización de las pruebas confirmatorias de IFI y ELISA (desarrolladas por el laboratorio de 
parasitología del Instituto Nacional de Salud, Bogotá, Colombia) y las muestras de CMSP se 
usaron para la evaluación de la respuesta de los LT. 

4.3.2 Muestras de ratones infectados  

De cada ratón se obtuvo muestras de bazo, colon, corazón, hígado, músculo esquelético y sangre 
cardíaca. Las muestras de bazo se usaron para la obtención de células mononucleares usadas 
para evaluar la respuesta de los LT y las muestras de los otros tejidos se usaron para la extracción 
de ADN y cuantificación de la carga parasitaria, así como para tinción con hematoxilina-eosina 
(H&E) y el análisis del infiltrado inflamatorio (desarrollados por el laboratorio de la Corporación 
Patológica Veterinaria [CORPAVET], Bogotá, Colombia). Para extracción de ADN las muestras de 
sangre se almacenaron con clorhidrato de guanidina a 4°C y para los otros tejidos se almacenaron 
en etanol al 70% a 4°C. Para la tinción con H&E, las muestras de tejidos se almacenaron en formol 
amortiguado al 10%. 

4.4 Lisado de proteínas de T. cruzi 

El lisado de proteínas de T. cruzi (TcSA) se realizó a partir de tripomastigotes y amastigotes de 
cultivo en células VERO (ATCC CCL-81, Manassas, VA, USA). Los parásitos del aislado Y se 
cultivaron con células VERO a 37°C y 5% de CO2 en medio Dulbecco's Modified Eagle Medium 
(DMEM) (Eurobio; Les Ulis, Francia), suplementado con suero fetal bovino (SFB) al 10%, 2mM de 
L-glutamina, 100 U/mL de penicilina, 100 µg/mL de estreptomicina y 0,01 M de Hepes (Eurobio). 
Luego de obtener los parásitos, se obtuvo el lisado de proteínas de acuerdo a lo descrito 
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previamente (Martinez-Calvillo et al., 2007). Brevemente, los parásitos se lavaron con PBS 1X 
(Eurobio), se homogeneizaron en tampón de lisis (10 mM Tris–HCl pH 8,0, 150 mM NaCl, 0,1% 
NP40) a una concentración de 1 millón de parásitos por 1 µl de tampón de lisis y Triton X-100 
(Sigma-Aldrich; Saint Louis, MO, USA) a una concentración final de 1,4% y coctel inhibidor de 
proteasas (Sigma-Aldrich) a una concentración final de 2%. Posteriormente, la mezcla se incubó 
en hielo durante 30 minutos y se centrifugó a 12.000 x g durante 15 minutos a 4°C. La 
concentración de proteínas del lisado del parásito se determinó por el método de Bradford y el 
análisis del perfil de proteínas se evaluó en un gel de poliacrilamida (BIORAD) con sodio dodecil 
sulfato (Sigma-Aldrich) al 10% (SDS-PAGE) teñido con azul de Coomassie R250 (Gibco BRL; Grand 
Island, NY, USA).  

4.5 Marcaje de moléculas extracelulares e intracelulares para evaluar la respuesta de los LT 
mediante citometría de flujo 

4.5.1 Anticuerpos conjugados usados para la tinción de LT de PCC 

En la Tabla 3 se describen los anticuerpos conjugados a fluorocromos que se usaron para marcar 
las moléculas extracelulares e intracelulares en LT de PCC. Adicionalmente, se incluyó el 
marcador de viabilidad LIVE/DEAD Fixable Aqua Dead Cell Stain (Invitrogen, Eugene, OR, USA) 
para descartar las células muertas durante el análisis de citometría de flujo. Previo a las tinciones, 
los anticuerpos fueron titulados y los paneles multicolor fueron evaluados según la metodología 
previamente descrita (Mateus et al., 2013).   

Tabla 3. Anticuerpos conjugados a fluorocromos usados para evaluar la respuesta de LT de PCC sin y con 
tratamiento antiparasitorio. 
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4.5.2 Marcaje de moléculas de superficie e intracelulares para evaluar la respuesta de los LT de 
PCC 

La respuesta de los LT en muestras de PCC sin y con tratamiento antiparasitario se evaluó 
mediante el análisis de las subpoblaciones de LT CD8+, su actividad multifuncional y los que 
expresan y coexpresan receptores inhibitorios. A continuación, se describe la metodología usada 
para evaluar los parámetros mencionados anteriormente: 

Para evaluar la frecuencia de las subpoblaciones LT CD8+, un millón de CMSP se incubaron 
durante 20 minutos, en oscuridad y temperatura ambiente, con el marcador de viabilidad y se 
lavaron con PBS 1X. Luego, las células fueron marcadas con los anticuerpos de superficie: anti-
CD3, anti-CD8, anti-CD45RA, anti-CCR7, anti-CD28, anti-CD27, anti-CD127 y anti-CD95, incubadas 
en oscuridad durante 30 minutos a 4°C y posteriormente lavadas con el tampón fosfato salino 
para tinción (PBS con suero fetal bovino al 1%).  

Para evaluar la respuesta multifuncional de LT CD8+ específicos de T. cruzi, un millón de CMSP se 
cultivaron por 6 horas en presencia de los anticuerpos anti-CD28 (BD Biosciences) y anti-CD49d 
(BD Biosciences) y lisado de tripomastigotes de T. cruzi. Como control negativo se cultivaron las 

Molécula Fluorocromo Clona Fabricante

CD3 Pacific Blue UCHT1 BD Biosciences

CD8 APC-H7 SK1 BD Biosciences

CD45RA PE HI100 BD Biosciences

CCR7 (CD197) PE-Cy7 3D12 BD Biosciences

CD27 Alexa Fluor 700 M-T271 BD Biosciences

CD95 APC DX2 BD Biosciences

CD127 FITC HIL-7R-M21 BD Biosciences

CD28 PerCP-Cy5.5 L293 BD Biosciences

2B4 (CD244) FITC 2.69 BD Biosciences

PD-1 (CD279) FITC MIH4 BD Biosciences

CD160 Alexa Fluor 647 BY55 eBioscience

TIM-3 (CD366) PerCP 344823 R&D Systems

CTLA-4 (CD152) APC BNI3 BD Biosciences

IFNg FITC 4S.B3 BD Biosciences

IL-2 PerCP-Cy5.5 MQ1-17H12 BD Biosciences

TNFa Alexa Fluor 700 MAb11 BD Biosciences

IFNg PE-Cy7 B27 BD Biosciences

IL-2 APC MQ1-17H12 BD Biosciences

TNFa AlexaFluor 488 MAb11 BD Biosciences

Granzima B PE-CF594 GB11 BD Biosciences

Perforina PE B-D48 Abcam
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células con medio y como control positivo se cultivaron con la enterotoxina B de Staphylococcus 
aureus (SEB) (Sigma-Aldrich). Luego de una hora de cultivo se adicionó brefeldina A (BD 
Biosciences) y monensina (BD Biosciences) a una concentración final de 1 µg/mL. Pasado el 
tiempo de cultivo, las células fueron lavadas y marcadas con el marcador de viabilidad como se 
mencionó previamente. Posteriormente, si el panel multicolor contempla la determinación de 
las subpoblaciones de LT, las células fueron incubadas con el marcador de viabilidad como se 
describió anteriormente. Las células fueron marcadas con los anticuerpos de superficie: anti-CD3, 
anti-CD8, anti-CD45RA, anti-CCR7 y anti-CD95 e incubadas en oscuridad durante 30 minutos a 
4°C y lavadas con el tampón fosfato salino para tinción. Después, las células fueron fijadas y 
permeabilizadas de acuerdo con las instrucciones del estuche Cytofix/Cytoperm (BD Biosciences). 
Finalmente, las células fueron incubadas con los anticuerpos anti-citocinas en oscuridad durante 
30 minutos a 4°C y lavadas con Perm/Wash 1X (BD Biosciences). Además, si el panel multicolor 
contempla la medición de las moléculas de citotoxicidad, las células fueron incubadas al mismo 
tiempo que los anticuerpos anti-citocinas, con los anticuerpos anti-granzima B y anti-perforina. 

Para evaluar los LT CD8+ que expresan receptores inhibitorios, un millón de CMSP se incubaron 
con el marcador de viabilidad según como se mencionó antes. Luego, las células se marcaron con 
los anticuerpos de superficie: anti-CD3, anti-CD8, anti-2B4, anti-CD160, anti-PD-1 y anti-TIM-3, 
se incubaron en oscuridad durante 30 minutos a 4°C y posteriormente se lavaron con el tampón 
fosfato salino para tinción. Después, las células se fijaron y permeabilizaron de acuerdo con las 
instrucciones del estuche Cytofix/Cytoperm. Finalmente, las células se incubaron con el anti-
CTLA-4 en oscuridad durante 30 minutos a 4°C y se lavaron con Perm/Wash 1X. 

Las lecturas se realizaron en el citómetro de flujo BD FACS Aria II o BD FACS Aria III (BD 
Biosciences) y se adquirieron al menos 50.000 eventos CD3+CD8+. Los datos obtenidos fueron 
analizados usando el programa FlowJo (BD Biosciences), Pestle 1.7 (National Institutes of Health 
[NIH]) y SPICE 5.3 (NIH). El criterio de positividad de la producción de citocinas se definió por la 
sustracción del ruido de fondo de las citocinas (frecuencia de LT CD8+ productoras de citocinas 
cuando las células fueron cultivadas con medio) y por una frecuencia de LT CD8+ >0,05% (la 
frecuencia se determinó por el promedio de la frecuencia de la respuesta de LT CD8+ de los CS 
cultivados con el lisado de T. cruzi más 3 desviaciones estándar). 

4.5.3 Anticuerpos conjugados usados para la tinción de LT de ratones  

En el Tabla 4 se describen los anticuerpos conjugados a fluorocromos que se usaron para marcar 
las moléculas extracelulares e intracelulares. Adicionalmente, se incluyó el marcador de 
viabilidad LIVE/DEAD Fixable Aqua Dead Cell Stain para descartar las células muertas durante el 
análisis de citometría de flujo. Previo a las tinciones, los anticuerpos fueron titulados y los paneles 
multicolor fueron evaluados según la metodología previamente descrita (Mateus et al., 2013).   
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Tabla 4. Anticuerpos conjugados a fluorocromos usados para evaluar la respuesta en el modelo experimental de 
infección por T. cruzi. 

 

4.5.4 Marcaje de moléculas de superficie y citocinas para evaluar la respuesta de los LT de 
ratones. 

La respuesta de los LT en ratones se evaluó mediante el análisis de las subpoblaciones de LT, la 
actividad multifuncional de LT y la medición de LT que expresan y coexpresan receptores 
inhibitorios. A continuación, se describe la metodología usada para evaluar los parámetros 
mencionados anteriormente: 

Para evaluar las subpoblaciones de LT de ratones, un millón de células mononucleares de bazo 
se incubaron en placas de fondo redondo con el anticuerpo de bloqueo anti-CD16/CD32 (1 
µg/mL, BD Biosciences) por 5 minutos a 4ºC con el propósito de disminuir las uniones 
inespecíficas. Luego, se incubaron con el marcador de viabilidad de acuerdo con las indicaciones 
previamente mencionadas. Posteriormente, las células se marcaron con los anticuerpos anti-
CD3, anti-CD4, anti-CD8, anti-CD44, anti-CD62L, anti-CD122, anti-CD127 y anti-KLRG-1 en 
oscuridad durante 30 minutos a 4°C y consecutivamente se lavaron con el tampón fosfato salino 
para tinción.  

A partir de células mononucleares obtenidas de bazo, un millón de células se cultivaron por 6-12 
horas a 37 ºC y 5% de CO2 en presencia de anti-CD28 (1 µg/mL) y el lisado de proteínas del 

Molécula Fluorocromo Clona Fabricante

CD3 PerCP-Cy5.5 17A2 BD Biosciences
CD4 Alexa Fluor 700 GK1.5 BD Biosciences
CD4 APC-H7 GK1.5 BD Biosciences
CD8 APC-H7 53-6.7 BD Biosciences

CD44 FITC IM7 BD Biosciences
CD62L PE-Cy7 MEL-14 BD Biosciences
CD122 PE TM-b1 BD Biosciences
CD127 BV421 A7R34 BioLegend
KLRG1 PE-eFluor 610 2F1 Thermo Fisher Scientific
IFNg PE-CF594 XMG1.2 BD Biosciences

TNFa PE-Cy7 MP6-XT22 BD Biosciences
IL-2 VB421 JES6-5H4 BD Biosciences

Granzima B PE NGZB Thermo Fisher Scientific
Perforina APC eBioOMAK- D Thermo Fisher Scientific

PD-1 (CD279) APC J43 BD Biosciences
CTLA-4 (CD152) PE UC10-4F10-11 BD Biosciences

2B4 (CD244) FITC 2B4 BD Biosciences
CD160 PE-CF594 CNX46-3 BD Biosciences
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parásito (1 µg/mL). Como control negativo las células se cultivaron con el Mock (sobrenadante 
de células VERO no infectadas) del lisado de proteínas del parásito y como control positivo las 
células se cultivaron con acetato de Forbol Miristato más Ionomocina (PMA+I) (BD Biosciences). 
Luego de 1 hora de incubación se adicionaron los inhibidores del transporte intracelular de 
proteínas [brefeldina A (1 µg/mL) y monensina (0,7  µg/mL)]. Después del cultivo, un millón de 
células se incubaron en placas de fondo redondo con el anticuerpo de bloqueo anti-CD16/CD32 
por 5 minutos a 4 ºC. Luego, las células se incubaron con el marcador de viabilidad, se marcaron 
con los anticuerpos de superficie anti-CD3, anti-CD4, anti-CD8, se incubaron en oscuridad 
durante 30 minutos a 4°C y consecutivamente se lavaron con el tampón fosfato salino para 
tinción. Para el marcaje de las moléculas intracelulares, las células se fijaron y permeabilizaron 
con el estuche Cytofix/Cytoperm siguiendo las recomendaciones del fabricante. Posteriormente, 
las células se incubaron 30 minutos a 4ºC con los anticuerpos anti-citocinas, anti-granzima B y 
anti-perforina, y se lavaron dos veces con el tampón de permeabilización PermWash 1X.  

Para evaluar los LT que expresan receptores inhibitorios, un millón de células mononucleares de 
bazo se incubaron en placas de fondo redondo con el anticuerpo de bloqueo anti-CD16/CD32 por 
5 minutos a 4ºC. Posteriormente, se incubaron con el marcador de viabilidad según como se 
mencionó anteriormente. Luego, las células se marcaron con los anticuerpos de superficie: anti-
CD3, anti-CD4, anti-CD4, anti-2B4, anti-CD160 y anti-PD-1, se incubaron en oscuridad durante 30 
minutos a 4°C y posteriormente se lavaron con el tampón fosfato salino para tinción. Después, 
las células se fijaron y permeabilizaron con el estuche Cytofix/Cytoperm siguiendo las 
recomendaciones del fabricante. Finalmente, las células fueron incubadas con el anti-CTLA-4 en 
oscuridad durante 30 minutos a 4°C y se lavaron con Perm/Wash 1X (BD Biosciences). 

Las lecturas se realizaron en el citómetro de flujo BD FACS Aria II o BD FACS Aria III (BD 
Biosciences) y se adquirieron al menos 50.000 eventos CD3+. Los datos obtenidos fueron 
analizados usando el programa FlowJo (BD Biosciences), Pestle 1.7 (National Institutes of Health 
[NIH]) y SPICE 5.3 (NIH). El criterio de positividad de la producción de citocinas se definió por la 
sustracción del ruido de fondo de las citocinas (frecuencia de LT productores de citocinas cuando 
las células fueron cultivadas con medio). Además, se excluyeron los datos de la respuesta 
efectora si la frecuencia de LT que producen IFNg frente al estímulo con PMA+I fue menor al 1% 
como se describió anteriormente (Grifoni et al., 2017). 

4.6 Cuantificación de la carga parasitaria 

A partir muestras de corazón, colon, hígado, músculo esquelético y sangre se extrajo ADN de 
acuerdo con las instrucciones del estuche comercial “High pure PCR template preparation kit” 
(Roche). Con el propósito de comprobar la integridad del ADN y descartar la presencia de 
inhibidores en las muestras, se realizó una PCR convencional para la detección de una secuencia 
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génica del citocromo B de mamíferos pequeños de acuerdo a lo reportado previamente (Schlegel 
et al., 2012). Posteriormente, en las muestras con resultados positivos, se realizó una PCRq para 
la cuantificación relativa del ADN de T. cruzi cuyo blanco de amplificación e hibridación es una 
región de 166 pb del ADN satelital del parásito. Se utilizaron los iniciadores Cruzi 1 
(ASTCGGCTGATCGTTTTCGA), Cruzi 2 (AATTCCTCCAAGCAGCGGATA) y la sonda Cruzi 3 (6FAM-
CACACACTGGACACCAA-BBQ) (Piron et al., 2007). Cada muestra se procesó por duplicado y la 
carga parasitaria se estimó con base en una curva estándar con diferentes concentraciones de 
ADN genómico del parásito mezcladas con ADN de tejido de ratón no infectado entre un rango 
de 10-1 y 104 parásitos equivalentes por 50 ng de ADN (Figura 7) según lo reportado previamente 
(Cummings et al., 2003). Las PCRq se analizaron utilizando el QuantStudio® 3 System (Applied 
Biosystems). Además, para asegurar que los resultados estén libres de contaminación, en cada 
PCR se incluyeron los siguientes controles: blanco (agua estéril en el cuarto de preparación de la 
mezcla de reacción), gris (agua estéril en el cuarto de adición de muestras), negativo (ADN de 
ratón no infectado) y positivo (ADN genómico del aislado Y y DA de T. cruzi).  

 
Figura 7. Curva estándar para la cuantificación de la carga parasitaria por PCRq en tejidos de ratones de ratones 

infectados por T. cruzi. 

La curva estándar se construyó con diferentes concentraciones de ADN de la cepa Y de T. cruzi mezcladas con 50 ng 
de ADN de muestras de corazón o colon de un ratón no infectado, con un rango de 10-1 a 104 parásitos equivalentes 
por 50 ng de ADN. En la figura se indica la ecuación de la recta, el coeficiente de determinación (r2) y la eficiencia de 
la PCRq. 

4.7 Análisis histopatológico 

Con el fin de determinar el infiltrado inflamatorio y el daño en el tejido, muestras de colon, 
corazón, hígado y músculo esquelético almacenadas en formol amortiguado al 10%, se enviaron 
a CORPAVET para tinción con H&E. Los análisis se realizaron en ciego por patólogos veterinarios 
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y los hallazgos histopatológicos se clasificaron en ausente, leve, moderado o severo teniendo en 
cuenta los criterios previamente descritos (Guarner et al., 2001).  

4.8 Análisis estadísticos 

Para todos los análisis estadísticos se usó estadística no paramétrica. El análisis estadístico entre 
dos grupos se realizó mediante la prueba de U de Mann-Whitney o Wilcoxon. Los análisis de 
correlación entre dos variables cuantitativas, se analizó mediante la Prueba de Correlación de 
Spearman. Las pruebas estadísticas usadas son mencionadas en cada pie figura según sea el caso. 
Las diferencias estadísticas se consideraron cuando p<0,05. El análisis estadístico se realizó en el 
programa GraphPad Prism.  

Como resultado parcial de este trabajo metodológico, el cual integraba metodologías de 
citometría de flujo para la detección de la respuesta de los LT en PCC (Lasso et al., 2015; Mateus 
et al., 2015), se realizó la siguiente publicación de un capítulo de libro:  
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Chapter 26

CD8+ T Cell Response to Trypanosoma cruzi Antigens during
Chronic Chagas Disease

Paola Lasso, Jose Mateus, John Mario González, Adriana Cuéllar,
and Concepción Puerta

Abstract

Flow cytometry is a valuable technique in cellular immunology that allows evaluating effective parameters of
the immune response associated with CD8+ T cells. During Chagas disease, infection caused by Trypano-
soma cruzi parasite, similar to other intracellular infectious agents, antigen-specific CD8+ T cells are
essential for controlling the infection. However, CD8+ T cell response is only partially effective in some
chronic Chagas disease patients. Thus, characterization and phenotyping of T. cruzi-specific CD8+ T cells
are of great importance during chronic Chagas disease.

Key words Chagas disease, CD8+ T cells, Polyfunctionality, Inhibitory receptors, Phenotype,
Cytometry

1 Introduction

Immune control of T. cruzi infection requires the actions of multi-
ple mechanisms, including potent innate and acquired immune
responses. Most humans infected with T. cruzi subsist the acute
phase but then develop the chronic phase of the disease, suggesting
that the immune response is substantial but only partially effective,
allowing parasitic persistence and the development of heart or
digestive alterations [1]. During T. cruzi infection, similar to
other intracellular infectious agents, antigen-specific CD8+ T cells
are essential for controlling the infection. The importance of these
cells in T. cruzi infection has been demonstrated by several studies
showing the predominance of CD8+ T cells in tissues infected by
the parasite [2–4] and the inability of CD8+ T cell-depleted mice to
survive the acute phase of infection [5, 6]. Indeed, the relevance of
CD8+ T cells is not restricted to only the acute phase of infection
since it has been shown that the depletion of these cells during the
chronic phase results in exacerbation of the infection with an

Karina Andrea Gómez and Carlos Andrés Buscaglia (eds.), T. cruzi Infection: Methods and Protocols, Methods in Molecular Biology,
vol. 1955, https://doi.org/10.1007/978-1-4939-9148-8_26, © Springer Science+Business Media, LLC, part of Springer Nature 2019
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increase in parasitic load and inflammation [6, 7]. T. cruzi infects
phagocytic and nonphagocytic cells and releases its proteins into
the host cell cytosol; these proteins are processed and presented on
major histocompatibility complex (MHC) class I molecules, lead-
ing to the activation of naı̈ve antigen-specific CD8+ T cells
[8–10]. These cells proliferate, acquire effector functions, and dif-
ferentiate into effector T cells to mount an immune response that
will control or eliminate the pathogens. Then, memory CD8+ T cell
subsets are generated, which are composed of cells with distinct
differentiation stages and functional activities. This cellular com-
partment is composed of stem cell memory (TSCM), central mem-
ory (TCM), transitional memory (TTM), effector memory (TEM),
and terminal effector (TTE) cells [11]. TSCM cells were recently
identified and described as an early differentiated and long-lived
human memory T cell population with an enhanced capacity for
self-renewal and multipotent ability to generate other subsets of
memory cells, even in the absence of antigen [12, 13]. The impor-
tance of these cells has been described in viral infections, and it has
been demonstrated that TSCM cells have a better survival capacity
compared with conventional memory T cells [14–16]. However, in
chronic infections, it has been shown that CD8+ T cells fail to
acquire and retain certain memory T cell characteristics, probably
due to antigen persistence, as could occur during Chagas disease
[17, 18].

CD8+ T cells control infection by numerous mechanisms,
including the secretion of cytokines that induce the microbicide
activity of the host cells as well as the lytic activity of the perforin/
granzyme pathway. In terms of functional activity of T cells, it has
been suggested that the measurement of a single parameter does
not reflect the magnitude of the response and that the quality of the
response must be determined by the characterization of simulta-
neous parameters by flow cytometry [19, 20]. In several studies,
polyfunctional T cells are associated with a better immune response
in infection models and vaccinations [21–23]. However, during
T. cruzi infection, it has been reported that established chagasic
cardiomyopathy patients show a poor functional T cell response
[24–26]. Several studies with Chagas disease patients have shown a
reduced frequency of early differentiated T cells (TSCM or TCM) and
an increased frequency of late-differentiated T cells (TEM or TTE)
when the disease becomes more severe [24, 25, 27, 28]. In addi-
tion, it has been described that the attenuated effector functions of
CD8+ T cells in the most severe states of the disease are related to a
phenotype of CD8+ TEM cells [24, 25, 28]. Interestingly, concomi-
tant with the loss of polyfunctional capacity of the T cell response
observed in chronic Chagas disease patients, an increase in the
frequency of CD8+ T cells expressing and coexpressing inhibitory
receptors, such as programmed cell death protein-1 (PD-1), cyto-
toxic T lymphocyte antigen-4 (CTLA-4), CD160, 2B4 (CD244),
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and T cell immunoglobulin and mucin domain-3 (TIM-3), was
observed [24]. As in other chronic infections [17, 29–33], during
Chagas disease, the simultaneous expression of various inhibitory
receptors by CD8+ T cells substantially affects their functional
activity [24]. In summary, it was reported that during chronic
Chagas disease, CD8+ T cells undergo gradual dysfunction char-
acterized by (1) impaired cytokine effector activity, (2) late-stage
cell differentiation, (3) increased inhibitory receptor coexpression,
and (4) increased expression of cytolytic mediators, such as gran-
zyme B and perforin.

Herein, we described the protocols used to evaluate (1) mem-
ory CD8+ T cell subsets, (2) inhibitory receptor expression and
coexpression, and (3) polyfunctional antigen-specific CD8+ T cells
from chronic Chagas disease patients.

2 Materials

2.1 Reagents

2.1.1 Cell Culture

Reagents

1. Tubes containing sodium heparin anticoagulant.

2. Sterile distilled water (dH2O).

3. Sterile phosphate-buffered saline (PBS: 137 mM NaCl,
2.7 mM KCl, 10 mM Na2HPO4, 1.8 mM KH2PO4).

4. Fetal bovine serum (FBS).

5. Ficoll-Paque Plus.

6. RPMI 1640 supplemented with 10% heat-inactivated FBS,
2 mM L-glutamine, 100 U/mL penicillin, 100 μg/mL strep-
tomycin, 0.01 M HEPES buffer, and 1 mM sodium pyruvate.

7. Staphylococcal enterotoxin B (SEB) stock: dilute lyophilized
SEB in 1! PBS at 1 mg/mL, aliquot and store at "20 #C to
"70 #C until use.

8. Peptides or proteins (as determined by researcher): dilute in
sterile dH2O or DMSO (see Note 1).

2.1.2 Flow Cytometry

Reagents

1. Costimulatory antibodies:
– Anti-CD28.

– Anti-CD49d.

2. Monensin.

3. Brefeldin A (BFA).

4. LIVE/DEAD Fixable Aqua Dead Cell Stain viability marker.

5. Fluorescently labeled antibodies for flow cytometry:
– CD3-Pacific Blue (clone UCHT1).

– CD8-APC H7 (clone SK1).

– CD45RA-PE (clone HI100).
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– CCR7-PE-Cy7 (clone 3D12).

– CD28-PerCP-Cy5.5 (clone L293).

– CD27-Alexa Fluor 700 (clone MT271).

– CD127-FITC (clone HIL-7R-M21).

– CD95-APC (clone DX2).

– 2B4-FITC (clone 2.69).

– CTLA-4-APC (clone BNI3).

– PD-1-PE (clone eBioJ105).

– TIM-3-PerCP (clone 344823).

– CD107a-FITC (clone H4A3).

– CD107b-FITC (clone H4B4).

– Interferon-gamma (IFN-γ) Alexa Fluor 700 (clone B27).

– IL-2-PerCP-Cy5.5 (clone MQ1-17H12).

– Tumor necrosis factor-alpha (TNF-α)-APC (clone
6401.1111).

– Perforin-PE (clone B-D48).

6. Staining buffer: 1! PBS and 2% FBS.

7. Cytofix-Cytoperm Kit, including Cytofix-Cytoperm reagent
and Perm/Wash buffer (prepare following the manufacturer’s
instructions, BD Pharmingen).

2.2 Materials 1. Multichannel pipette.

2. Micropipettes.

3. Sterile pipettes.

4. 96-well plates, round bottom.

5. 15 mL and 50 mL conical centrifuge tubes.

6. Flow cytometry tubes.

7. Automatic pipette.

2.3 Equipment 1. Flow cytometer must be equipped with three lasers capable of
emitting at 488 nm (for FITC, PerCP, PerCP-Cy5.5, PE, and
PE-Cy7), 633 nm (for APC, Alexa Fluor 647, APC-H7, and
Alexa Fluor 700), and 405 nm (for Aqua Dead Cell Stain
viability marker and Pacific Blue).

2. Refrigerated centrifuge with swinging-bucket rotor and adap-
tors for 15- and 50-mL tubes.

3. Humidified incubator with 5% CO2 and 95% air at 37 "C.
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3 Methods

3.1 Peripheral Blood
Mononuclear Cell
(PBMC) Preparation

1. Collect whole blood from donors in tubes containing sodium
heparin anticoagulant, and store at room temperature for not
more than 8 h until processing (see Notes 2, 3, and 4).

2. To a 50-mL centrifuge tube, add anticoagulant-treated blood
and mix with an equal volume of 1! PBS.

3. To a 15-mL centrifuge tube, carefully add 1 mL of Ficoll-
Paque Plus media solution per 3 mL of 1:1 diluted whole
blood.

4. Slowly layer the diluted blood sample over the Ficoll-Paque
Plus media solution by gently pipetting the diluted blood down
the side of the tube.

5. Centrifuge at 400 ! g for 30 min at room temperature (brake
should be turned off).

6. Draw off the upper layer containing plasma and platelets using
a sterile pipette, leaving the mononuclear cell layer undisturbed
at the interface.

7. Using a sterile pipette, transfer the layer of mononuclear cells
to a sterile 15-mL centrifuge tube.

8. Add 1! PBS up to 12 mL and mix the cells by gentle pipetting.

9. Centrifuge at 400 ! g for 5–10 min at room temperature.

10. Discard the supernatant and repeat the wash with supplemen-
ted RPMI medium.

11. Discard the supernatant and resuspend in 5 mL of supplemen-
ted RPMI medium.

12. Perform a viable cell count using trypan blue, and dilute to a
final concentration of 1.0! 106 viable cells/mL of supplemen-
ted RPMI medium.

3.2 Activation of
Cells

1. Thaw aliquots of peptides (1 mg/mL), recombinant proteins
(1 mg/mL), protein lysates (1 mg/mL), or SEB (1 mg/mL).

2. Add 2.0 ! 106 viable PBMCs to a 15-mL centrifuge tube.

3. Prepare each 15-mL tube with the stimulation reagents and
activation antigen to be used. If the panel includes the evalua-
tion of CD107a/b, add the appropriate volume of anti-
CD107a and anti-CD107b to the cells (see Note 5, Table 1).

4. Mix by gentle pipetting up and down a few times.

5. Incubate all tubes 1 h at 37 "C in 5% CO2 with the lid open a
quarter turn so CO2 can enter (see Note 6).

6. Thaw BFA and monensin reagents (see Note 7).
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7. Add BFA and monensin at a final concentration of 1 μg/mL
and mix by gentle pipetting.

8. Incubate all tubes 5 h at 37 !C in 5% CO2 with the lid open a
quarter turn so CO2 can enter (see Note 8).

3.3 Sample
Processing

1. After activation, remove tubes from the incubator.

2. Centrifuge the tubes for 5–10 min at 400 " g at room temper-
ature, discard the supernatant, homogenize the pellet, and
resuspend in 5 mL of staining buffer.

3. Centrifuge the resuspended sample for 5–10 min at 400 " g at
room temperature, discard the supernatant, and resuspend the
pellet in 100 μL of staining buffer for each panel of antibodies
to be evaluated (e.g., if you need to evaluate three panels of
antibodies, resuspend the pellet in 300 μL of staining buffer to
maintain 1 " 106 cells/100 μL).

4. Label the 96-well plate cover with sample and antigen
identification.

5. Transfer 100 μL of each sample into the appropriate wells on
the plate.

6. Centrifuge the plate for 5 min at 500" g at room temperature,
discard the supernatant, and immediately and quickly blot plate
on a paper towel.

Table 1
Stimulus preparation

Without stimulus (negative
control) SEB (positive control) Parasite antigen

Antigen 10 μL of 1" PBS or PBS + 10%
DMSO, depending on the
buffer used for antigens

10 μL of working stock
(final concentration,
1.5 μg/mL)

10 μL of working
stock (final
concentration,
1 μg/mL)

Anti-CD28 (see
Note 5)

1 μg/mL 1 μg/mL 1 μg/mL

Anti-CD49d (see
Note 5)

1 μg/mL 1 μg/mL 1 μg/mL

Final volume
RPMI-
supplemented
medium

2 mL 2 mL 2 mL

CD107a and
CD107b

According to the titration of the
antibody

According to the
titration of the
antibody

According to the
titration of the
antibody
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7. Add 100 μL of staining buffer containing 0.1 μL of the LIVE/
DEAD Fixable Aqua Dead Cell Stain viability marker (resus-
pend according to the manufacturer’s instructions), and resus-
pend pellet by pipetting up and down.

8. Incubate for 20 min in the dark at room temperature.

9. Add 100 μL of staining buffer to each well.

10. Centrifuge the plate for 5 min at 500! g at room temperature,
discard the supernatant, and immediately and quickly blot plate
on a paper towel.

11. Add 100 μL of staining buffer containing the appropriate
concentration of fluorochrome-labeled cell-surface antibodies
(Table 2) to be evaluated on the cell surface (see Note 9).

12. Incubate for 30 min in the dark at 4 "C.

13. Add 100 μL of staining buffer to each well.

14. Centrifuge the plate for 5 min at 500 ! g at 4 "C, discard the
supernatant, and immediately and quickly blot plate on a paper
towel.

15. Add 200 μL of staining buffer to each well.

16. Centrifuge the plate 5 min at 500 ! g at 4 "C, discard the
supernatant, and immediately and quickly blot plate on a paper
towel.

17. Add 100 μL of Cytofix-Cytoperm reagent and mix by pipetting
up and down a few times.

18. Incubate for 20 min in the dark at 4 "C.

19. Add 100 μL of 1! Perm/Wash buffer to each well.

Table 2
Flow cytometry multicolor panels

Memory CD8+ T cell subsets Inhibitory receptor expression Polyfunctional CD8+ T cells

CD3-Pacific Blue CD3-Pacific Blue CD3-Pacific Blue

CD8-APC-H7 CD8-APC-H7 CD8-APC-H7

CD45RA-PE PD-1-PE Perforin-PEa

CCR7-PE-Cy7 – –

CD28-PerCP-Cy5.5 TIM-3-PerCP IL-2-PerCP-Cy5.5a

CD27-Alexa Fluor 700 – IFN-γ-Alexa Fluor 700a

CD127-FITC 2B4-FITC CD107a/b-FITCa

CD95-APC CTLA-4-APCa TNF-α-APCa

Fixable aqua Fixable aqua Fixable aqua

aIntracellular detection
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20. Centrifuge the plate for 5 min at 500 ! g at 4 "C, discard the
supernatant, and immediately and quickly blot plate on a paper
towel.

21. Add 200 μL of 1! Perm/Wash buffer to each well.

22. Centrifuge the plate for 5 min at 500 ! g at 4 "C, discard the
supernatant, and immediately and quickly blot plate on a paper
towel.

23. Add 100 μL of 1! Perm/Wash buffer containing the mix of
intracellular staining reagents (Table 2) to each well and mix by
pipetting up and down a few times.

24. Incubate for 30 min in the dark at 4 "C.

25. Add 100 μL of 1! Perm/Wash buffer to each well.

26. Centrifuge the plate for 5 min at 500 ! g at 4 "C, discard the
supernatant, and immediately and quickly blot plate on a paper
towel.

27. Add 200 μL of 1! Perm/Wash buffer to each well.

28. Centrifuge the plate for 5 min at 500 ! g at 4 "C, discard the
supernatant, and immediately and quickly blot plate on a paper
towel.

29. Resuspend cells in 200 μL of 1! PBS.

30. Store plate at 4 "C in the dark until ready for data acquisition,
which should be performed within 48 h.

3.4 Data Acquisition
and Analysis

1. Set up flow cytometer. Calibrate flow cytometer either manu-
ally or using beads and calibration software.

2. Acquire at least 50,000 CD8+ live (according viability marker)
T cells (see Note 10).

3. Analyze data by correctly defining regions (e.g., live cells,
CD3+, CD8+ cells) (Fig. 1).

4. To determine positive events for cytokines, use the negative
control (unstimulated cells, cultured alone with medium) and
positive control (SEB-stimulated cells), draw a gate that
includes all positive events, and copy and paste the region
onto the other samples.

5. Subtract the background and percent of the negative control
from each of the stimulated samples to obtain the net antigen-
specific response.

6. To perform polyfunctional or coexpression analysis (Fig. 1),
use the FlowJo Boolean gating function to define all possible
subsets, then use Pestle to convert data to an archive for SPICE
software, and use SPICE to format and graph the data [34].
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Fig. 1 Gating strategy. The gating strategy is a representative flow cytometric analysis of samples from a
chronic chagasic patient. The lymphocytes are selected, and cell doublets are excluded from the analysis for
the identification of CD8+ T cells based on the forward scatter area (FSC-A) vs forward scatter height (FSC-H)
(Singlet 1), the forward scatter width (FSC-W) vs forward scatter height (FSC-H) (Singlet 2), and the side
scatter width (SSC-W) vs SSC-H characteristics (Singlet 3). Then, live CD3+ CD8+ cells are selected.
Functional and phenotypic characterization of total CD8+ T cells is performed as shown in the figure. The
CD8+ T cells of the representative functional characterization analysis are stimulated with T. cruzi-soluble
antigens. Gates applied for the identification of cytokine-positive cells are defined according to unstimulated
samples for each subject. The evaluation of inhibitory receptor expression is also gated on CD8+ T cells. The
color in the pie charts depicts polyfunctionality or inhibitory receptor coexpression
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4 Notes

1. If DMSO is used as a diluent, prepare antigen stock so that the
final concentration of DMSO in each culture tube does not
exceed 1% because high concentrations can be toxic to cells.

2. Whole blood can be collected in ethylenediaminetetraacetic
acid (EDTA) or sodium heparin anticoagulants. However, if
you need to store the sample for more than 8 h, it is recom-
mended to use sodium heparin as the anticoagulant. It has been
reported that the performance of EDTA-stored blood tends to
deteriorate more quickly with increasing storage time (24 h)
before processing. This deterioration is less pronounced with
sodium heparin [35].

3. Whole blood should ideally be stimulated within 8 h of
collection.

4. Blood stimulation for 24 h can result in variable loss of viability,
depending on the donor and type of stimulus.

5. The costimulatory molecules, anti-CD28 and anti-CD49d
antibodies, have been shown to effectively enhance the activa-
tion of antigen-specific T cell responses during short (<12 h)
stimulations with antigens. However, sometimes, these antibo-
dies can contribute to spontaneous cytokine production in
cells, even in the absence of antigen.

6. Incubating with antigen prior to addition of BFA (1–2 h) is
recommended for whole protein antigens (which require pro-
cessing by antigen-presenting cells).

7. BFA and monensin are the protein transport inhibitors most
commonly used in intracellular cytokine staining assays. How-
ever, monensin does not sufficiently inhibit TNF-α secretion
from the cell. Therefore, BFA must be included in the mix
when evaluating TNF-α production. Otherwise, monensin is
required to prevent acidification of lysosomes and endosomes
when reinternalization of CD107a/b occurs during T cell
stimulation. Therefore, if analyzing CD107a/b mobilization,
monensin must also be included in the protocol [36].

8. Stimulation for 6 h is adequate for induction of IFN-γ, TNF-α,
and IL-2 or degranulation. Incubation for longer periods in the
presence of BFA may increase the cytokine fluorescence inten-
sity but will eventually lead to toxicity (>12 h).

9. All antibodies must be titrated before use under the same
experimental conditions to be used in future testing.

10. Detection of small populations of antigen-specific T cells
requires the collection of a large number of events. This proto-
col suggests acquiring at least 50,000 live CD8+ T cells, which
is sufficient to distinguish a response from the background.
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5. RESULTADOS 

5.1 Evaluar el efecto del tratamiento antiparasitario sobre la capacidad funcional de la 
respuesta de los linfocitos T de pacientes con enfermedad de Chagas en fase crónica. 

Un alto porcentaje de individuos infectados con T. cruzi, tras una fase inicial clínicamente 
inaparente, permanecen asintomáticos durante el resto de sus vidas. Sin embargo, cerca del 40% 
estos desarrollan alteraciones cardiacas o digestivas más adelante. Actualmente, existen dos 
medicamentos para el tratamiento de la enfermedad (NFX y BZL), sin embargo, su uso en la fase 
crónica es controversial pues algunos estudios sugieren que su efectividad se limita únicamente 
a la fase asintomática. Tanto en esta enfermedad como en otras causadas por patógenos 
intracelulares, se ha observado que LT CD8+ de memoria juegan un importante papel en el control 
de la infección. En los PCC se ha encontrado mayor frecuencia de LT CD8+ con un estado de 
diferenciación terminal (TEM y TTE) y una pérdida de la capacidad multifuncional, asociado con un 
aumento en la coexpresión de receptores inhibitorios, sin embargo, se desconoce el efecto del 
tratamiento antiparasitario en los LT CD8+ de PCC en cuanto al fenotipo, la coexpresión de 
receptores inhibitorios y la actividad funcional. En la actualidad, se conocen pocos marcadores 
del pronóstico de la enfermedad y efectividad del tratamiento, lo que supone una limitación en 
la búsqueda de nuevos medicamentos o inmunoterapias para tratar la enfermedad. 

En consecuencia, con el propósito de evaluar si el tratamiento antiparasitario tiene un efecto en 
la respuesta de los LT CD8+ de PCC y que a su vez pudiera ser usado como un marcador temprano 
para la eficacia del manejo farmacológico, se evaluó el efecto del tratamiento antiparasitario en 
PCC sobre la capacidad funcional de la respuesta de los LT. Como se mostró en la Figura 4, se 
incluyeron PCC asintomáticos no tratados (PNT) o tratados (PT) con NFX o BZL seguidos a T0, T1 
o T2 provenientes de Colombia o Bolivia (residentes en España). Adicionalmente, se incluyó un 
grupo de nueve individuos (CS) seronegativos para T. cruzi. Las características de los pacientes 
incluidos para el desarrollo del presente objetivo se muestran en la Tabla 5. 
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Tabla 5. Características de los PCC sin y con tratamiento antiparasitario. 

 
*Los valores de p se determinaron con la prueba U de Mann-Whitney (PNT versus PT). 

PCC, Pacientes con enfermedad de Chagas en fase Crónica; PNT, Pacientes No Tratados; PT, Pacientes tratados; 
ELISA, Ensayo por Inmunoabsorción Ligado a Enzimas; IFI, Inmunofluorescencia indirecta. 

Como se mencionó en el aparte metodológico, un millón de CMSP fueron incubadas por 6 horas 
sin estímulo, con el lisado del parásito o con SEB y posteriormente se marcaron según los paneles 
multicolor que se indican en la Tabla 6. 

Tabla 6. Paneles multicolor para evaluar la respuesta de los LT en CMSP de PCC. 

 

Los resultados correspondientes al desarrollo de este objetivo fueron publicados en la revista 
The Journal of Immunology, con el título: “Antiparasitic Treatment Induces an Improved CD8+ T 
Cell Response in Chronic Chagasic Patients”. 2017;195:3170-3180 y se presentan a continuación:  

Variable PNT PT p
Edad, mediana (rango) 43 (22-67) 36 (23-65) 0,3278*

Mujeres (%) 70,0 78,2
Pruebas serológicas
Prueba de ELISA
- Índice, mediana (rango) 4,39 (1,2-9,5) 5,5 (0,3-7,9) 0,7930*

- Positivos (%) 30 (100) 20 (87)
- Negativos (%) 0 3 (13)
Prueba de IFI
- Título, mediana (rango) 256 (56-2048) 160 (8-512) 0,0124*

- Positivos (%) 30 (100) 22 (95,7)
- Negativos (%) 0 1 (4,3)
Tratamiento
- Nifurtimox (%)
- Benznidazol (%)

-
-

8 (34,8)
15 (65,2)

Panel subpoblaciones Panel receptores 
inhibitorios 1

Panel receptores 
inhibitorios 2

Panel actividad 
funcional 1

Panel actividad 
funcional 2

Panel 1 Panel  2 Panel 3 Panel 4 Panel 5
AQUA

CD3-Pacific Blue
CD8-APC-H7
CD45RA-PE

CCR7-PE-Cy7
CD27-Alexa Fluor 700

CD95-APC
CD127-FITC

CD28-PerCP-Cy5.5

AQUA
CD3-Pacific Blue

CD8-APC-H7
2B4-FITC

CD160-AF647
TIM-3-PerCP

AQUA
CD3-Pacific Blue

CD8-APC-H7
PD-1-FITC

CTLA-4-APC
TIM-3-PerCP

AQUA
CD3-Pacific Blue

CD8-APC-H7
CD45RA-PE

CCR7-PE-Cy7
CD95-APC
IFNg-FITC

IL-2-PerCP-Cy5.5
TNFg-Alexa Fluor 700

AQUA
CD3-Pacific Blue

CD8-APC-H7
Granzima B-PE-CF594

IFNg-PE-Cy7
IL-2-APC

TNFg-Alexa Fluor 488
Perforina-PE
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5.1.1 Distribución de las subpoblaciones de LT CD8+ de PCC asintomáticos sin y con tratamiento 
antiparasitario. 

Con el fin de comparar la frecuencia de las subpoblaciones de LT CD8+ totales entre CS y PCC 
asintomáticos sin (PNT) o con tratamiento antiparasitario (PT) después de 6-12 meses, CMSP se 
marcaron con anticuerpos contra las moléculas CD45RA, CCR7, CD28, CD27, CD127 y CD95 (Tabla 
6, Panel 1). Basado en la expresión diferencial de estas moléculas se determinaron las siguientes 
subpoblaciones de LT CD8+: TSCM (CD45RA+CCR7+CD28+CD27+CD127+CD95+), TCM (CD45RA-

CCR7+CD28+CD27+CD127+CD95+), TTM (CD45RA-CCR7-CD28+CD27+CD127+/-CD95+), TEM (CD45RA-

CCR7-CD28-CD27+CD127-CD95+) y TTE (CD45RA+CCR7-CD28-CD27-CD127-CD95+) (Figura 8A). 
Teniendo en cuenta que encontramos similares frecuencias para las subpoblaciones de LT CD8+ 
entre pacientes tratados con NFX y BZL, ambos grupos de PCC fueron incluidos en la cohorte de 
PT (Figura 8C). El análisis de las subpoblaciones de LT CD8+ de memoria mostró similares 
frecuencias TSCM, TTM y TEM entre CS, PNT y PT. Por el contrario, se encontró mayor frecuencia de 
TCM en PT en comparación con PNT y CS (Figura 8B). Con relación a los TTE, se encontró una mayor 
frecuencia en CS, seguida por la de los PT, en comparación a la de los PNT. 
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Figura 8. Subpoblaciones de LT CD8+ en PCC sin y con tratamiento antiparasitario. 

(A) Dispersograma representativo de la selección de las subpoblaciones de LT CD8+ totales de acuerdo con la 
expresión diferencial de las moléculas CD45RA, CCR7, CD28, CD27, CD127 y CD95. La selección de las subpoblaciones 
se realizó de acuerdo con lo mencionado en la  Figura 2. Los valores de p fueron calculados usando la prueba U de 
Mann-Whitney; *p<0,05, **p<0,01. (B) Frecuencia de las subpoblaciones de LT CD8+ TSCM, TCM, TTM, TEM y TTE de CS, 
PNT y PT. Las cajas y bigotes muestran la mediana y rango de las subpoblaciones de LT CD8+. (C) Proporción de las 
subpoblaciones de LT CD8+ de PT con BZL o NFX. La distribución de las subpoblaciones de LT detectadas en individuos 
tratados con BZL o NFX se agruparon de acuerdo al código de colores mostrados en la Figura. Se incluyeron, 9 CS, 9 
PNT y 11 PT. 
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5.1.2 Expresión y coexpresión de receptores inhibitorios en LT CD8+ de pacientes sin y con 
tratamiento antiparasitario. 

Con el propósito de evaluar si el tratamiento antiparasitario modifica la expresión o coexpresión 
de receptores inhibitorios en LT CD8+ de PCC asintomáticos PNT y PT, CMSP se marcaron con 
anticuerpos conjugados contra 2B4, CD160, TIM-3, CTLA-4 y PD-1 (Tabla 6, Panel 2 y 3). Al 
comparar la frecuencia de LT CD8+ que expresan receptores inhibitorios entre CS, PNT y PT, se 
encontró mayor frecuencia de LT CD8+ expresando 2B4, CD160, TIM-3, CTLA-4 o PD-1 en PNT 
comparado con CS y menor frecuencia de LT CD8+ expresando 2B4, TIM-3, CTLA-4 o PD-1 en PT 
comparado con PNT. No se observaron diferencias en la frecuencia de LT CD8+ que expresan 
CD160 entre PNT y PT (Figura 9A). Además, se encontró que PT tienen menor frecuencia de LT 
CD8+ que coexpresan 2B4+CD160+TIM-3+ y CTLA-4+PD-1+TIM-3+, al comparar con el grupo de PNT. 

 
Figura 9. Expresión y coexpresión de receptores inhibitorios en LT CD8+ de pacientes sin y con tratamiento 

antiparasitario. 

(A) Frecuencia de LT CD8+ que expresan 2B4, CD160, TIM-3, CTLA-4 o PD-1 en CS, PNT y PT. Las cajas y bigotes 
muestran la mediana y rango de la frecuencia de receptores inhibitorios en LT CD8+. (B) Proporción de células que 
coexpresan 2B4, CD160 y TIM-3 en LT CD8+ de PNT y PT. (C) Proporción de células que coexpresan CTLA-4, PD-1 y 
TIM-3 en LT CD8+ de PNT y PT. Los perfiles de coexpresión se agrupan de acuerdo al número de moléculas expresadas 
y al código de grises mostrados en la Figura. Se incluyeron 5 CS, 14 PNT y 9. Los valores de p fueron calculados usando 
la prueba U de Mann-Whitney (A) o la prueba de permutación (B y C); *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, 
****p<0,0001. 
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5.1.3 Respuesta funcional de LT CD8+ de PCC asintomáticos después del tratamiento 
antiparasitario 

Teniendo en cuenta los resultados ya mencionados, asociado a que se ha descrito que la 
expresión de receptores inhibitorios podría estar relacionada con la actividad funcional de LT 
CD8+ (Lasso et al., 2015) en PCC, se evaluó la actividad funcional y multifuncional de LT CD8+ en 
respuesta al estímulo con SEB y TcSA marcados con anticuerpos conjugados anti-citocinas (Tabla 
6, Panel 4). Inicialmente, se examinó la producción individual de citocinas en LT CD8+ de PNT y 
PT (Figura 10A), observándose mayor frecuencia de LT CD8+ que producen IFNg o IL-2 en 
respuesta al estímulo con proteínas del parásito de PT en comparación con PNT (Figura 10B). Se 
detectó una frecuencia similar de LT CD8+ que producen TNFa en PNT y PT. Al comparar el perfil 
funcional de LT CD8+ entre PNT y PT medidos por la producción de IFNg, TNFa e IL-2, se 
encontraron similares perfiles de LT CD8+ con uno, dos y tres funciones luego del estímulo 
policlonal con SEB entre PNT y PT. En contraste, en respuesta al estímulo con el parásito, se 
encontró tendencia a mayor frecuencia de LT CD8+ específicos de T. cruzi en PT que producen 
TNFa e IFNg+TNFa+ en comparación con PNT (Figura 10C). Al comparar la proporción de LT CD8+ 
con una, dos y tres funciones, se observó mayor proporción de LT CD8+ específicos de T. cruzi en 
PT que realizan dos funciones en comparación con PNT (Figura 10D). 
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Figura 10. Perfil funcional de los LT CD8+ que producen IFNg, TNFa e IL-2 de pacientes sin y con tratamiento 

antiparasitario. 

(A) Dispersograma representativo de la selección de LT CD8+ que producen IFNg, TNFa o IL-2 cultivadas con medio, 
TcSA o SEB. Las ventanas para la selección de LT CD8+ que producen citocinas se definieron de acuerdo con las células 
cultivadas con medio. (B) Frecuencia de LT CD8+ que producen IFNg, TNFa o IL-2 en PNT y PT. (C) Frecuencia de LT 
CD8+ con una, dos o tres funciones después del estímulo con SEB o TcSA. Las cajas y bigotes muestran la mediana y 
rango de la frecuencia de LT CD8+ que producen citocinas en respuesta al estímulo con SEB o TcSA. (D) Proporciones 
de LT CD8+ específicos para T. cruzi de PNT y PT estimulados con SEB o TcSA. Los perfiles funcionales de LT CD8+ se 
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agrupan de acuerdo al número de funciones y al código de grises mostrados en la Figura. Se incluyeron 8 PNT y 5 PT. 
Los valores de p fueron calculados usando la prueba U de Mann-Whitney; *p<0,05. 

Basados en estos resultados, se analizó el perfil multifuncional en otra cohorte de PCC 
asintomáticos tratados con BZL y seguidos por hasta 30 meses después del tratamiento (T0, T1 y 
T2) y se amplió el panel de moléculas para evaluar la respuesta multifuncional de los LT CD8+. Así, 
se determinó la respuesta de LT CD8+ frente a proteínas del parásito, mediante la medición 
simultanea de IFNg, TNFa, IL-2, perforina y granzima B (Tabla 6, Panel 5). Primero, al analizar la 
producción individual de citocinas, perforina y granzima B en LT CD8+, se detectó mayor 
frecuencia de LT CD8+ que producen IFNg en PT luego de T1 y T2 que en T0. Además, se encontró 
una tendencia a mayor frecuencia de LT CD8+ que producen IL-2 en T2 en comparación con T1 y 
T0, similar a lo observado previamente en otra cohorte de PT provenientes de Colombia (Figura 
10B y 11A). Se documentó una frecuencia similar de LT CD8+ que producen TNFa, perforina y 
granzima B entre T0, T1 y T2 (datos no mostrados). Posteriormente, al comparar el perfil 
multifuncional de LT CD8+ en T0, T1 y T2 en respuesta al estímulo con TcSA, se encontró que la 
respuesta multifuncional en T0 y T1 estaba compuesta por LT CD8+ citotóxicos con una función 
(Granzima B+ o Perforina+) y con dos funciones (Perforina+Granzima B+), mientras que la 
respuesta multifuncional en PT en T2 fue mayor en comparación con la respuesta en T0 y T1 y 
estaban compuestas por poblaciones multifuncionales con dos (IL-2+Granzima B+), tres 
(IFNg+Perforina+Granzima B+) y cuatro funciones (IFNg+IL-2+Perforina+Granzima B+) (Figura 11B). 
Adicionalmente, la proporción de LT CD8+ multifuncionales específicos del parásito con tres y 
cuatro funciones aumentó luego de 30 meses post-tratamiento (T2) en comparación con los 
mismos PCC antes del tratamiento antiparasitario (Figura 11C). Estos resultados sugieren que el 
tratamiento con antiparasitario conduce a una mejora de la respuesta multifuncional de LT CD8+ 
específicos de T. cruzi luego de 2,5 años después de finalizado el tratamiento con BZL. 
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Figura 11. Perfil multifuncional de LT CD8+ de PT con BZL seguidos hasta por 30 meses después del tratamiento 

antiparasitario. 

(A) Frecuencia de LT CD8+ que producen IFNg o IL-2 en PCC tratados con BZL evaluados en T0, T1 y T2. (B) Frecuencia 
de LT CD8+ con una, dos, tres y cuatro funciones luego del estímulo con TcSA de pacientes tratados con BZL y 
evaluados en T0, T1 y T2. Las cajas y bigotes muestran la mediana y el rango de la frecuencia de las LT CD8+ específicas 
del parásito. (C) Proporciones de LT CD8+ multifuncionales específicos para T. cruzi de PCC tratados con BZL 
evaluados en T0, T1 y T2. Los perfiles multifuncionales de LT CD8+ se agrupan de acuerdo con el número de funciones 
y al código de colores mostrados en la Figura. Se incluyeron 10 PCC evaluados a T0, 9 PCC evaluados a T1 y 9 PCC 
evaluados a T2. Los valores de p fueron calculados usando la prueba de rangos de Wilcoxon; *p<0,05. 
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5.1.4 Perfil funciona de las subpoblaciones de LT CD8+ de PCC asintomáticos después del 
tratamiento antiparasitario. 

Para evaluar si la respuesta multifuncional está relacionada con las subpoblaciones de LT CD8+, 
se determinó la respuesta específica de las subpoblaciones de LT CD8+ que, en respuesta a las 
proteínas del parásito, producen IFNg, TNFa e IL-2 (Tabla 6, Panel 4). No se encontraron 
diferencias en la frecuencia de LT CD8+ TSCM, TCM, TEM y TTE específicas de T. cruzi entre PNT y PT 
(Figura 12A). Al comparar el perfil multifuncional de las subpoblaciones de LT CD8+ que producen 
una, dos y tres citocinas entre CS, PNT y PT, se encontró similar perfil multifuncional en LT CD8+ 
estimulados con SEB entre CS, PNT y PT. En contraste, luego del estímulo con el lisado del 
parásito, se encontró mayor proporción de TSCM, TCM, TEM y TTE con dos funciones en PT en 
comparación con los PNT. De manera interesante, se detectaron subpoblaciones de LT CD8+ TCM 
y TEM en PT en comparación con los PNT. 

 

 
Figura 12. Perfil multifuncional de las subpoblaciones de LT CD8+ específicos de T. cruzi de PNT y PT. 
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(A) Frecuencia de LT CD8+ TSCM, TCM, TEM y TTE específicos de T. cruzi de PNT y PT. Las cajas y bigotes muestran la 
mediana y el rango de la frecuencia de las subpoblaciones de LT CD8+ específicas de T. cruzi. La prueba U de Mann-
Whitney se utilizó comparar la frecuencia de las subpoblaciones de LT CD8+ entre PNT y PT. (B y C) Proporción de 
subpoblaciones de LT CD8+ estimulados con SEB o TcSA de CS, PNT y PT. Los perfiles multifuncionales de las 
subpoblaciones de LT CD8+ se agrupan de acuerdo con el número de funciones y al código de grises mostrados en la 
Figura. Se incluyeron 8 PNT y 5 PT. 

En conjunto, los resultados mostraron que, en pacientes asintomáticos con enfermedad de 
Chagas, el tratamiento antiparasitario contribuye a mejorar la calidad de la respuesta linfoide 
evidenciado en el aumento de LT CD8+ con menor grado de diferenciación (TCM), disminución de 
la expresión y coexpresión de receptores inhibitorios y mayor respuesta multifuncional de las 
subpoblaciones de LT CD8+. Estos resultados sugieren que el tratamiento antiparasitario exitoso, 
que como se ha descrito disminuye la carga parasitaria (Morillo et al., 2015), podría evitar la 
progresión de la enfermedad (Fragata-Filho et al., 2016), mejorando la calidad de la respuesta de 
los LT en PCC. 
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The Journal of Immunology

Antiparasitic Treatment Induces an Improved CD8+ T Cell
Response in Chronic Chagasic Patients

Jose Mateus,*,† Elena Pérez-Antón,‡ Paola Lasso,*,† Adriana Egui,‡ Nubia Roa,x

Bartolomé Carrilero,{ John M. González,‖ M. Carmen Thomas,‡ Concepción J. Puerta,†

Manuel C. López,‡ and Adriana Cuéllar*

Chagas disease is a chronic infection caused by Trypanosoma cruzi, an intracellular protozoan parasite. Chronic chagasic patients
(CCPs) have dysfunctional CD8+ T cells that are characterized by impaired cytokine production, high coexpression of inhibitory
receptors, and advanced cellular differentiation. Most patients diagnosed in the chronic phase of Chagas disease already exhibit
heart involvement, and there is no vaccination that protects against the disease. Antiparasitic treatment is controversial as to its
indication for this stage of the disease. There is a lack of biological markers to evaluate the effectiveness of antiparasitic treatment,
and little is known about the effect of the treatment on CD8+ T cells. Thus, the aim of the current study was to analyze the early
effects of antiparasitic treatment on CD8+ T cells from CCPs with asymptomatic clinical forms of disease. To evaluate the CD8+

T cell subsets, expression of inhibitory receptors, and functionality of T cells in CCPs, PBMCs were isolated. The results showed
that treatment of CCPs with the asymptomatic form of the disease induces an increase in the frequency of CD8+ central memory
T cells and terminal effector T cells, a decrease in the coexpression of inhibitory receptors, an improved Ag-specific CD8+ T cell
response exhibited by the individual production of IFN-g or IL-2, and a multifunctional CD8+ T cell profile of up to four functions
(IFN-g+IL-2+Perforin+Granzyme B+). These findings suggest that, in CCPs, antiparasitic treatment improved the quality of Ag-
specific CD8+ T cell responses associated with a decrease in inhibitory receptor coexpression, which could serve as biomarkers for
monitoring the effectiveness of antiparasitic treatment. The Journal of Immunology, 2017, 198: 3170–3180.

T rypanosoma cruzi, the etiological agent of Chagas disease,
is an intracellular protozoan parasite that causes a com-
plex disease that is endemic to Latin America and a se-

rious public health problem (1). Approximately 6–7 million
people are estimated to be infected worldwide (2). The disease
has gained importance in nonendemic areas, such as the United
States and European and Western Pacific countries, where there
have been reported cases of infected people who migrated from
endemic areas (3). The course of Chagas disease has two clin-
ical phases: acute and chronic. During the acute phase, high
levels of parasitemia induce a robust immune response, which
can control but not completely eliminate the parasite. Then,
most patients remain in the asymptomatic chronic phase and
have undetectable parasitemia. Years or even decades after the
acute infection, nearly 30–40% of these individuals can develop
a symptomatic phase with cardiac or digestive alterations. There
is no vaccine available to prevent Chagas disease, and the im-
mune mechanisms that prevent the progression of the chronic
phase are unknown (1, 2).
Two nitroaromatic heterocyclic compounds, nifurtimox

(NFX) and benznidazole (BZL), are available as treatment for T.
cruzi infection; however, they present several limitations be-
cause of their toxicity and side effects related to gastrointes-
tinal and neurologic involvement (1, 4). Antiparasitic treatment
is recommended in patients with acute T. cruzi infection, in-
fected children (includes congenital T. cruzi infection), chronic
chagasic patients (CCPs) ,18 y old (5–9), organ transplant
patients, and immunosuppressed patients. During the acute
phase, treatment can induce a parasitological cure in ∼60–85%
of patients, but it is rare that patients are diagnosed at this stage
(1). The efficacy for treatment of CCPs is controversial, but
several studies in murine models and humans suggested that
antiparasitic treatment during the early chronic phase of the
disease prevents the development of a severe chronic cardio-
myopathy (10–13). For instance, chronically infected mice
treated with BZL had less parasitism and myocarditis than did
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untreated infected mice, as well as lower serum levels of Abs
against T. cruzi Ags (11). In humans, the scenario is more
complex; some studies suggested that treatment prevents dis-
ease progression in CCPs during the asymptomatic clinical
form of the disease (10, 13) or even in the early symptomatic
clinical phase of the disease (14, 15). Recently, a prospective,
multicenter, randomized study involving 2854 CCPs with
established severe cardiomyopathy who received BZL and were
followed for 5.4 y showed that the treatment reduced parasite
detection in peripheral blood, but it did not reduce cardiac
clinical deterioration (16). Seroconversion is the method most
used for assessing the efficacy of treatment, although, in many
cases, it takes years or decades to detect a decrease in Ab titers
(13, 17, 18). Thus, different biological markers (parasite bio-
markers and host response/damage biomarkers) were proposed
to evaluate short-term antiparasitic treatment efficacy in
asymptomatic and symptomatic CCPs (19–21). For example,
membrane receptors on T cells, the cell phenotype, and CD8+

T cell cytokine production were described as immunological
host biomarkers after treatment (22–26). It was proposed that
these biomarkers should be useful to predict the progression of
Chagas disease in CCPs with the asymptomatic form of the
disease, assess the efficacy of antiparasitic drugs, and identify
early stage-specific characteristics for cardiac or gastrointesti-
nal damage (20).
CD8+ T cells play a crucial role in the course of T. cruzi in-

fection, as in other infections caused by intracellular pathogens.
This cell group is formed by a heterogeneous population and,
according to surface markers, can be divided into T cell pop-
ulations of stem cell memory (TSCM), central memory (TCM),
transitional memory (TTM), effector memory (TEM), and terminal
effector (TTE) cells (27, 28). CD8

+ TSCM cells could be involved in
repopulating the T cell pool that controls infection, but their levels
are drastically reduced in CCPs with severe forms of the disease.
Consequently, CD8+ TSCM cells can be associated with the defi-
cient cellular immune response to T. cruzi infection and the out-
come of Chagas disease (29). Considering the heterogeneity of
T cells, there are no studies that compared the distribution of
CD8+ T cell subsets between CCPs without or with antiparasitic
treatment. However, in murine models, treatment was found to
allow for the generation of TCM cells, which are involved in the
generation of effector T cells and associated with a parasitological
cure (23, 24). Therefore, it would be interesting to evaluate the
distribution of these T cell subsets in humans to analyze the effect
of antiparasitic treatment in the immune response.
Previous studies by our group suggested that CCPs had an

impaired CD8+ T cell response that is characterized by a reduced
proliferative capacity and low CD28 expression in T cells (30).
Additionally, CCPs had more terminally differentiated CD8+

T cells, a monofunctional CD8+ T cell response, and an increased
coexpression of inhibitory receptors in comparison with patients
with mild forms of cardiac disease (31). The effect of antiparasitic
treatment on T cells is not fully understood; hence, it is important
to find immunological biomarkers to evaluate the early efficacy of
treatment in CCPs. Consequently, in this study, the short-term
influences of antiparasitic treatment on the expression of CD8+

T cell subsets and the expression of the inhibitory receptors and
functionality in CCPs were assessed.

Materials and Methods
Selection of study participants

CCPs from endemic areas with the asymptomatic clinical form of the
disease were recruited at the Instituto Nacional de Salud and at the Hospital

Universitario San Ignacio in Bogota, Colombia. In addition, asymptomatic
CCPs from Bolivia, not residing in endemic areas, were recruited and
treated at the Hospital Virgen de la Arrixaca in Murcia, Spain. All subjects
were tested for T. cruzi Abs using an indirect immunofluorescence assay
and ELISA. The CCP group included individuals with a normal electro-
cardiogram, heart size, and left ventricular ejection fraction and a New
York Heart Association class I designation (6). CCPs were further classi-
fied as nontreated patients (NTPs) or treated patients (TPs). The TP group
included individuals treated with NFX or BZL and was evaluated between
6 and 12 mo posttreatment. Additionally, two groups of CCPs treated with
NFX or BZL were followed after the antiparasitic treatment was com-
pleted. Five Colombian patients were treated with NFX and were evaluated
before treatment (T0) and at 6–12 mo posttreatment (T1), and 11 Bolivian
patients residing in Spain were treated with BZL and evaluated at T0, T1,
and at 24–30 mo posttreatment (T2) (Fig. 1). NFX or BZL was adminis-
tered at 8 mg/kg/d for 90 d or 5 mg/kg/d for 60 d, respectively. A group of
healthy donors (HDs) included nine seronegative individuals who resided
in nonendemic areas and exhibited normal electrocardiogram results, heart
size, left ventricular ejection fraction, and clinical presentation. The
characteristics of the study population are summarized in Table I. This
study was approved by the Research and Ethics Committees of the
Facultad de Ciencias of Pontificia Universidad Javeriana, Instituto
Nacional de Salud, Hospital Universitario San Ignacio (Colombia) and
the Hospital Virgen de la Arrixaca and Consejo Superior de Inves-
tigaciones Cientı́ficas (Spain). All donors were volunteers and provided
written informed consent before the study. Not all patients and controls
were included in each study because of limitations imposed by blood
volumes. The number of individuals for each experiment is given in the
figure legend.

Blood samples

Blood samples were obtained in heparinized tubes from all study par-
ticipants. PBMCs were isolated with Ficoll-Paque PLUS (GE Healthcare,
Uppsala, Sweden) from the heparinized blood. Nonfrozen cells and frozen
cells stored in FBS with 10% DMSO were used in phenotypic and
functional activity analyses for Colombian and Bolivian patients,
respectively.

Isolation of T. cruzi soluble Ags

T. cruzi soluble Ags (TcSA) were obtained as previously described (32,
33). Briefly, T. cruzi trypomastigotes (MHOM/CO/01/DA isolate, discrete
typing unit I or MHOM/BR/00/Y isolate, discrete typing unit II) were
obtained on a monolayer of renal fibroblast-like cells (VERO or LLC-MK2
cells) (ATCC CCL-81 or ATCC CCL-7) (34). The fibroblast-like cells
were cultured in DMEM or RPMI 1640 (Eurobio, Les Ulis, France) sup-
plemented with 10% FBS, 2 mM L-glutamine, 100 U/ml penicillin,
100 mg/ml streptomycin or 5% gentamicin, and 0.01 M HEPES (Eurobio).
The cells were grown at 37˚C in a humid atmosphere at 5% CO2. Amasti-
gotes and trypomastigotes (ratio 1:1) were collected from the culture super-
natant of fibroblast-like cells at 96 h postinfection (32). TcSA were obtained
as previously described with some modifications (35). Then, parasites were
washed twice with cold 13 PBS (Eurobio) and suspended at 1 3 106

parasites per microliter in lysis buffer that was prepared according to
previously reported procedures (32, 33). The parasites were incubated
on ice for 30 min, and the supernatant containing TcSAwas collected by
centrifugation at 12,000 3 g for 15 min at 4˚C and stored at 280˚C
until further use. The protein concentration was determined using a
Bradford assay. The protein profile was analyzed by SDS-PAGE, fol-
lowed by Coomassie blue staining (Life Technologies BRL, Grand
Island, NY).

Abs

The following conjugated Abs were used for cell surface staining:
CD3–Pacific Blue (clone UCHT1), CD8–allophycocyanin–H7 (clone
SK1), CD45RA-PE (clone HI100), CCR7–PE–Cy7 (clone 3D12),
CD27–Alexa Fluor 700 (clone M-T271), CD95-allophycocyanin
(clone DX2), CD127-FITC (clone HIL-7R-M21) (BD Pharmingen,
San Diego, CA), CD28–PerCP–Cy5.5 (clone L293), 2B4-FITC (clone
2.69), PD-1–FITC (clone MIH4) (BD Biosciences, San Jose, CA),
CD160–Alexa Fluor 647 (clone BY55; eBioscience, San Diego, CA),
and TIM-3–PerCP (clone 344823; R&D Systems, Minneapolis, MN).
Conjugated Abs for intracellular staining included the following:
CTLA-4–allophycocyanin (clone BNI3), IFN-g–FITC (clone 4S.B3),
IL-2–PerCP–Cy5.5 (clone MQ1-17H12), TNF-a–Alexa Fluor 700
(clone MAb11), Granzyme B–PE–CF594 (clone GB11), IFN-g–PE–
Cy7 (clone B27), IL-2–allophycocyanin (clone MQ1-17H12), TNF-a–Alexa
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Fluor 488 (clone MAb11) (BD Biosciences), and Perforin-PE (clone B-D48;
Abcam, Cambridge, U.K.). For exclusion of dead cells, the Fixable Aqua
Dead Cell Stain viability marker (LIVE/DEAD) was used (Invitrogen,
Eugene, OR).

Cell surface phenotypic and intracellular cytokine staining
using flow cytometry

All conjugated Abs were titrated as previously described (33). To evaluate
the CD8+ T cell subsets, 1 3 106 PBMCs were stained with the viability
marker for 20 min in the dark at room temperature and washed with 13
PBS (Eurobio). Cells were stained with anti-CD3, anti-CD8, anti-
CD45RA, anti-CCR7, anti-CD28, anti-CD27, anti-CD127, and anti-
CD95 Abs for 30 min in the dark at 4˚C and washed with staining
buffer (13 PBS, 1% FBS). To identify the expression of inhibitory re-
ceptors, 1 3 106 PBMCs were stained with the viability marker and with
anti-CD3, anti-CD8, anti-2B4, anti-CD160, anti–PD-1, and anti–TIM-3
Abs for 30 min in the dark at 4˚C and washed with staining buffer.
Then, cells were fixed and permeated with Cytofix/Cytoperm (BD Bio-
sciences) for 20 min at 4˚C for staining with anti–CTLA-4 Ab, followed by
washing with 13 Perm/Wash (BD Biosciences). To determine the subsets
and functional activity of CD8+ T cells, 1 3 106 PBMCs were cultured
with medium as a negative control, staphylococcal enterotoxin B (SEB;
Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO) as a positive control, and TcSA (1 mg/ml)
in the presence of anti-CD28 and anti-CD49d and incubated for 6 h in the
presence of brefeldin A and monensin (BD Biosciences). After the culture,
cells were stained with the viability marker and then with anti-CD3, anti-
CD8, anti-CD45RA, anti-CCR7, and anti-CD95 Abs for 30 min in the dark
at 4˚C and washed with staining buffer. Cells were fixed and permeated for
staining with anti–IFN-g, anti–TNF-a, and anti–IL-2 Abs for 30 min in the
dark at 4˚C and washed with 13 Perm/Wash. To study the multi-
functionality of CD8+ T cells in Bolivian patients, under the same con-
ditions, PBMCs were cultured and stimulated with TcSA and stained with
the viability marker. Then, cells were stained with anti-CD3, anti-CD4, and
anti-CD8 Abs. Cells were fixed and permeated for staining with anti–
granzyme B, anti-perforin, anti–IFN-g, anti–IL-2, and anti–TNF-a Abs. At
least 50,000 or 100,000 events, gated on live CD3+CD8+ cells, were
acquired on a FACSAria II or FACSAria III flow cytometer (BD
Immunocytometry Systems, San Jose, CA). Analysis was performed
using FlowJo 9.3.2 (TreeStar, Ashland, OR), Pestle 1.7, and SPICE
5.3 (both from National Institutes of Health, Bethesda, MD) software.
Dead and doublet cells were excluded from the analysis. In Colom-
bian patients, a positive cytokine response was defined as a frequency
.0.05%, determined as the average frequency of a CD8+ T cell re-
sponse obtained from HD cells after stimulation with TcSA plus three
SDs after background subtraction (cells from each of the CCPs cul-
tured with medium). Data from Bolivian patients are expressed as
the percentage of Ag-specific cellular responses minus the negative
control.

Statistical analyses

Statistical analyses were performed using the Mann–WhitneyU test for two
groups or the Wilcoxon signed-rank test. The tests were two tailed, and
statistical significance was achieved at p , 0.05. GraphPad Prism 6.0b for
Mac OS X software (GraphPad, San Diego, CA) was used for statistical
analyses. The coexpression pie charts were compared using 10,000 per-
mutations calculated with SPICE version 5.3 (36).

Results
Distribution of CD8+ T cell subsets in CCPs with the
asymptomatic clinical form of the disease after
antiparasitic treatment

To compare the total expression of CD8+ T cell subsets between
HDs and CCPs with the asymptomatic clinical form of the disease
without (NTPs) or with antiparasitic treatment (TPs) after 6–12 mo
(Fig. 1, Table I), T cells were evaluated and divided into TSCM, TCM,
TTM, TEM, and TTE cells. Naive cells were excluded to identify total
memory CD8+ T cell subsets. PBMCs isolated from HDs, NTPs,
and TPs were stained with conjugated Abs as described inMaterials
and Methods. The ex vivo selection of the CD8+ T cell subsets based
on the differential expression of CD45RA, CCR7, CD28, CD27,
CD95, and CD127 was performed as previously described (Fig. 2A,
Supplemental Fig. 1) (29, 33). Initially, we assessed whether the
type of antiparasitic treatment (NFX or BZL) had an effect on CD8+

T cell phenotypes, but no difference was found in the frequency of
CD8+ T cell subsets between TPs treated with NFX or BZL
(Supplemental Fig. 2). Based on these results, the following analyses
were carried out with the TP group including the CCPs treated with
NFX or BZL. Similar frequencies of CD8+ TSCM, TTM, and TEM

cells were observed among HDs, NTPs, and TPs. However, a higher
frequency of TCM cells was found in TPs compared with NTPs
(p = 0.0058) and HDs (p = 0.0023), and a higher frequency of TTE

cells was found in TPs (p = 0.0428) and HDs (p = 0.0220) compared
with NTPs (Fig. 2B). Indeed, the proportion of CD8+ T cell subsets
was uniform between TPs treated with BZL or NFX (Fig. 2C). Next,
the frequency of CD8+ T cell subsets in three CCPs with the
asymptomatic clinical form of the disease and treated with NFX
was evaluated at T0 and T1. The frequency of CD8+ TCM cells had
a tendency to increase within 1 y after treatment with NFX in all
three patients followed (data not shown).

FIGURE 1. Study design. A cohort of asymptomatic CCPs without antiparasitic treatment (NTPs) and a cohort of asymptomatic CCPs with antiparasitic
treatment (TPs) (transversal cohort) were included in the study. In addition, a longitudinal cohort of asymptomatic CCPs treated with NFX or BZL were
included and evaluated at T0, T1, and T2. The number of individuals for each group (n) is shown.
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Inhibitory receptor expression on CD8+ T cells from CCPs
with the asymptomatic clinical form of the disease after
antiparasitic treatment

To assess whether antiparasitic treatment modifies inhibitory receptor
expression or coexpression on CD8+ T cells from CCPs with the
asymptomatic form of the disease, PBMCs from 14 NTPs and 9 TPs
were stained with conjugated Abs, as described in Materials and
Methods. A decrease in the frequency of CD8+ T cells expressing
2B4 (p = 0.0042), TIM-3 (p , 0.0001), CTLA-4 (p = 0.0183), and
PD-1 (p = 0.0069) was observed in TPs compared with NTPs.
Nonetheless, the frequency of CD8+ T cells that express CD160
(p = 0.2972) was similar between NTPs and TPs (Fig. 3A). When the
coexpression of these inhibitory molecules was determined, a de-
creased proportion of CD8+ T cells coexpressing 2B4, CD160, and
TIM-3 (Fig. 3B) or PD-1, CTLA-4, and TIM-3 was found in TPs
compared with NTPs (Fig. 3C). Additionally, to determine the
effect of antiparasitic treatment on the expression of inhibitory
receptors in CD8+ T cells from the same patient, the expression
and coexpression of these molecules in patients treated with
NFX or BZL were evaluated at T0, T1, and T2. Interestingly, in
four patients treated with NFX, a lower frequency of CD8+

T cells expressing and coexpressing 2B4, TIM-3, CTLA-4, and
PD-1 was found at T1 compared with T0. In contrast, in nine
patients treated with BZL who were followed for up to 30 mo
posttreatment, a decrease in the frequency of 2B4 and PD-1
expression on CD8+ T cells was observed compared with that
at T0 (data not shown).

Functional activity of CD8+ T cells in CCPs with the
asymptomatic clinical form of the disease after
antiparasitic treatment

Because inhibitory receptor expression on CD8+ T cells in
CCPs is linked to the functional response against T. cruzi Ags
(31), we assessed the functional activity of CD8+ T cells from
NTPs and TPs in response to SEB and TcSA, as described in
Materials and Methods (Fig. 4A). Initially, the secretion of
individual cytokines from CD8+ T cells was examined, and
a higher frequency of CD8+ T cells producing IFN-g
(p = 0.0435) or IL-2 (p = 0.0381) was observed in TPs com-
pared with NTPs (Fig. 4B). No differences were observed in
the frequency of CD8+ T cells producing TNF-a (p = 0.0622),
but it tended to be higher in TPs. Next, the frequency of CD8+

T cells with one, two, or three functions was compared be-
tween NTPs and TPs. In TPs, the prevalent functional profile
of Ag-specific CD8+ T cells with one function was the pro-

duction of TNF-a and with two functions was the production
of IFN-g and TNF-a (Fig. 4C). In contrast, when we analyzed
the proportion of cells with one, two, and three functions after
SEB stimulation, similar proportions of functional profiles of
CD8+ T cells were found among HDs, NTPs, and TPs. In
addition, a higher proportion of Ag-specific CD8+ T cells
performing two functions was found in TPs compared with
NTPs (Fig. 4D).
Given these results, the multifunctional profile of cells from

CCPs who received BZL and were followed up to 30 mo
posttreatment was analyzed. To analyze the Ag-specific CD8+

T cell response, IFN-g, TNF-a, and IL-2 production, as well as
the cytotoxic capacity for perforin and granzyme B after anti-
genic stimulation with TcSA, was assessed as described in
Materials and Methods. First, the individual production of
cytokines, as well as perforin and granzyme B, in CD8+ T cells
was analyzed. A higher frequency of IFN-g production was
detected at T1 (p = 0.0313) and T2 (p = 0.0313) than at T0. In
fact, a trend in IFN-g and IL-2 production by CD8+ T cells was
found according to the time after treatment (Fig. 5A), similar to
the previous observation reported for the comparison of TPs
and NTPs from Colombian patients (Fig. 4B). However, no
difference in TNF-a, perforin, or granzyme B production was
observed in CD8+ T cells among T0, T1, and T2 (data not
shown). Next, we examined the multifunctional profile of the
Ag-specific CD8+ T cell response at T0, T1, and T2 after TcSA
stimulation (Fig. 5B). The profile of the responses was re-
stricted and skewed toward a few of the possible combinations
of functional profiles evaluated. At T0 and T1, the Ag-specific
CD8+ T cell response was composed of two major populations:
cells with one function (Granzyme B+ or Perforin+) and cells with
two functions (Perforin+Granzyme B+). At T2, the responses were
enhanced compared with those at T0 and T1 and were composed of
three populations: cells with two functions (IL-2+Granzyme B+),
three functions (IFN-g+Perforin+Granzyme B+), and four functions
(IFN-g+IL-2+Perforin+Granzyme B+). Interestingly, in all patients
treated with BZL, the proportion of multifunctional Ag-specific
CD8+ T cells increased. The proportion of Ag-specific CD8+

T cells with three functions increased gradually after treatment,
comparing T0 with T1 (p = 0.0742) and with T2 (p = 0.0195). The
proportion of Ag-specific CD8+ T cells with four functions in-
creased gradually when the patients were followed 30 mo post-
treatment (Fig. 5C). These results suggest that antiparasitic
treatment induced an improvement in the T. cruzi–specific CD8+

T cell response $2.5 y after ending the treatment.

Table I. Characteristics of study participants

Variable HDs NTPs TPs p Valuea

Median age, y (range) 45 (32–60) 43 (22–67) 36 (23–65) 0.3278
Female (%) 22.2 70.0 78.2
Serological tests
ELISA
Median index (range) — 4.39 (1.2–9.5) 5.5 (0.3–7.9) 0.7930
Positive results, n (%) — 30 (100) 20 (87)
Negative results, n (%) — 0 3 (13)

Immunofluorescence assay
Median dilution (range) — 256 (56–2048) 160 (8–512) 0.0124
Positive results, n (%) — 30 (100) 22 (95.7)
Negative results, n (%) — 0 1 (4.3)

Treatment
NFX (%) — — 8 (34.8)
BZL (%) — — 15 (65.2)

aThe p values were determined with the Mann–Whitney U test (NTPs versus TPs).
—, negative results of serological tests evaluated in HDs or the NTPs that do not receive antiparasitic treatment.
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Multifunctional activity of CD8+ T cell subsets in CCPs with
the asymptomatic clinical form of the disease after
antiparasitic treatment

Subsequently, we investigated whether the degree of multi-
functionality in CCPs was linked to the CD8+ T cell subsets after
treatment. The proportions of TSCM, TCM, TEM, and TTE cells

performing one, two, and three functions, as measured by cytokine
production (IFN-g, TNF-a and IL-2), were evaluated. No differ-
ences were found between the frequencies of Ag-specific CD8+

TSCM, TCM, TEM, and TTE cells in NTPs and TPs (Fig. 6A). As
expected, the proportion of these cells was similar in all CD8+

T cell subsets among HDs, NTPs, and TPs when the cells were

FIGURE 2. Distribution of the total CD8+ T cell subsets from NTPs and TPs. (A) Representative dot plot of the gating strategy for CD8+ T cell
subsets. CD8+ T cells were then separated by the expression of CCR7 and CD45RA. Subsequently, each subset was separated using the differential
expression of CD28, CD27, CD127, and CD95 to discriminate between the six phenotypes of CD8+ T cells: naive (CD45RA+CCR7+CD28+CD27+

CD127+CD952), TSCM (CD45RA+CCR7+CD28+CD27+CD127+CD95+), TCM (CD45RA2CCR7+CD28+CD27+CD127+CD95+), TTM (CD45RA2

CCR72CD28+CD27+CD127+/2CD95+), TEM (CD45RA2CCR72CD282CD27+CD1272CD95+), and TTE (CD45RA+CCR7+CD282CD272

CD1272CD95+). (B) Frequency of CD8+ TSCM, TCM, TTM, TEM, and TTE cells from HDs, NTPs, and TPs. (C) Proportion of CD8+ T cell subsets
from TPs with BZL or NFX. Boxes (25th–75th percentiles) and whiskers (minimum to maximum) show the median frequency and range of the
CD8+ T cell subsets. CCPs were divided into NTPs (n = 9) and TPs (n = 11). Additionally, nine HDs were included. *p , 0.05, **p , 0.01, Mann–
Whitney U test.
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stimulated with SEB (Fig. 6B). However, in T. cruzi–specific cells,
a higher proportion of cells with two functions were observed in
all CD8+ T cell subsets from TPs compared with NTPs. Inter-
estingly, Ag-specific TCM and TEM cells from TPs showed more
cells performing three functions compared with those from NTPs
(Fig. 6C), suggesting that there was an improvement in the quality
of the response of T. cruzi–specific CD8+ T cell subsets in CCPs
with antiparasitic treatment independent of the quantity of Ag-
specific CD8+ T cells.

Discussion
Antigenic persistence is one of the main factors that affects the
immune adaptive response and can lead to T cell exhaustion (37).
Protective immunity in chronic infections was associated with the
maintenance of memory CD8+ T cells for long periods, the ex-
pression of high levels of antiapoptotic molecules, the ability to
proliferate independently of antigenic stimulation as a result of the
presence of homeostatic cytokines (e.g., IL-7 and IL-15), a rapid
differentiation to effector cells, and the quality of the memory
T cell response in terms of multifunctionality, as measured by the
capacity of cells to perform several functions (e.g., cytokine se-
cretion and production of cytotoxic molecules) (27, 38–40).
Chronic T. cruzi infection leads to the development of Chagas
disease, in which the immunological mechanisms involved in
sickness control remain unknown. Most patients are diagnosed in
the chronic phase of the disease and already exhibit clinical
symptoms and heart involvement. The progressive deficiency in
the functional T cell response during T. cruzi infection is known to
not help control parasite replication and, consequently, allows
disease progression. Recently, during the course of Chagas dis-

ease, CD8+ T cells were observed to undergo a gradual loss of
function that is characterized by impaired cytokine production, as
well as the presence of advanced differentiation and increased
inhibitory receptor coexpression (29, 31).
Available treatment (NFX and BZL) for this stage of the disease

is controversial (1, 4, 16). Several studies showed that antiparasitic
treatment reduces the parasite load in the bloodstream (16, 41, 42).
Furthermore, two recent studies showed that the efficacy of
treatment depends on the degree to which the patient is compro-
mised. Thus, the large Benznidazole Evaluation for Interrupting
Trypanosomiasis (BENEFIT) study done in patients with estab-
lished myocardiopathy showed that, despite elimination of the
parasite, there was no improvement in the cardiac condition (16).
In contrast, BZL treatment also was described to prevent the oc-
currence of electrocardiographic alterations in individuals without
mild cardiac compromise (asymptomatic) (41). Antiparasitic
treatment was demonstrated to induce a substantial activation of
T cells and change in the T cell response related to the loss of the
capacity for cytokine production by T cells after treatment (25,
43). Recently, CD4+ T cells in CCPs with antiparasitic treatment
were shown to rebound, inducing a recovery in the production of
IFN-g (44). A recent study showed that asymptomatic CCPs
treated with BZL have a higher frequency of CD4+ T cells that
produce IFN-g and TNF-a and a higher frequency of CD4+ Th17
cells compared with NTPs (42). Thus, the quality of the Ag-
specific T cell response seems crucial for determining disease
outcome after infections. In this study, antiparasitic treatment in-
duced an increase in the frequency of CD8+ TCM cells and TTE

cells and a decrease in the expression and coexpression of in-
hibitory receptors. Likewise, an enhancement in the Ag-specific
CD8+ T cell response exhibited by the individual production of

FIGURE 3. Inhibitory receptor expression and coexpression on CD8+ T cells from NTPs and TPs. (A) Frequency of CD8+ T cells expressing 2B4,
CD160, TIM-3, CTLA-4, or PD-1 in HDs, NTPs, and TPs. Boxes (25th–75th percentiles) and whiskers (minimum to maximum) show the median fre-
quency and range of the frequency of inhibitory receptors on CD8+ T cells. *p , 0.05, **p , 0.01, ***p , 0.001, ****p , 0.0001, Mann–Whitney U test.
(B) Coexpression of 2B4, CD160, and TIM-3 on CD8+ T cells from NTPs and TPs. (C) Coexpression of CTLA-4, PD-1, and TIM-3 on CD8+ T cells from
NTPs and TPs. The color in the pie charts depicts the coexpression of inhibitory receptors. CCPs were divided into NTPs (n = 14) and TPs (n = 9).
Additionally, five HDs were included. The p values of the permutation test in the coexpression analysis (B and C) are shown in the pie charts (**p , 0.01,
****p , 0.0001).
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cytokines, such as IFN-g or IL-2, and an improvement in the
multifunctionality of the Ag-specific CD8+ T cells were observed.
Furthermore, treatment allowed for an improvement in the quality
of the response of CD8+ T cell subsets.
In this study, it was found that soluble Ags from amastigotes and

trypomastigotes from the parasite induce a specific response that is
characterized by the production of cytokines and molecules with
cytotoxic potential. In murine models and human T. cruzi infection,

it was found that the type 1 response or Th1 measured by the
production of IFN-g plays a protective role and that perforin-
producing cells contribute to the tissue lesions during chronic
T. cruzi infection (29, 31, 45–48). Interestingly, in treated CCPs, a
multifunctional CD8+ T cell profile with up to four functions,
including IFN-g and perforin, was found. Although the dual effect
of these two effector mediators in CD8+ T cells from treated CCPs
is unknown, it is possible that the production of both molecules

FIGURE 4. Functional activity profile of T. cruzi–specific CD8+ T cells from NTPs and TPs. (A) Gating strategy for CD8+ T cells producing IFN-g,
TNF-a, and IL-2 after stimulation with medium alone, TcSA, or SEB. The gates applied for the identification of cytokine production on the total
population of CD8+ T cells and the CD8+ T cell subsets were defined according to the cells cultured with medium alone for each individual. (B)
Frequency of CD8+ T cells producing IFN-g, TNF-a, or IL-2 in NTPs and TPs. (C) Frequency of CD8+ T cells with one, two, or three functions after
stimulation with SEB (left panel) or TcSA (right panel). Boxes (25th–75th percentiles) and whiskers (minimum to maximum) show the median fre-
quency of Ag-specific CD8+ T cells. (D) Proportions of functional activity profiles for T. cruzi–specific CD8+ T cells from HDs, NTPs, and TPs
stimulated with SEB or TcSA. The color in the pie charts depicts the production of one, two, or three functions. CCPs were grouped according to NTPs
(n = 8) and TPs (n = 5). *p , 0.05, Mann–Whitney U test.
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has a beneficial effect in the antigenic control. Further studies are
needed to prove this interesting hypothesis. Supporting this idea is
the fact that, in an experimental murine model of T. cruzi infec-
tion, CD4+ and CD8+ T cell–mediated immunity elicited by the
DNA–prime recombinant adenovirus-boost vaccination requires
perforin and IFN-g production (49).
TCM cells have a greater capacity to generate TEM and TTE cells,

as well as a better quality of cellular response to produce several
cytokines, such as IFN-g, TNF-a, or IL-2, than cells with a higher
degree of differentiation (27). The higher frequency of TTE cells
observed in TPs has been suggested to be due to the differentiation
of TCM cells, which promote the migration of effector T cells to
the site where the parasite is hidden. In murine models of T. cruzi
infection, mice in which the infection resolves (parasitological
cure) had a higher frequency of TCM cells (23, 24). Indeed, early-
differentiated cells were proposed to be highly competent CD8+

T cells (22, 50).
In contrast, our data showed that asymptomatic CCPs who re-

ceived BZL or NFX treatment exhibited a lower frequency of CD8+

T cells expressing or coexpressing inhibitory receptors, such as

2B4, TIM-3, PD-1, or CTLA-4. Previous laboratory studies
showed that CCPs with severe forms of the disease had a higher
frequency of CD8+ T cells that expressed or coexpressed these
inhibitory receptors compared with patients with mild forms of
disease (31), indicating that exhaustion of CD8+ T cells occurs
during advanced stages of the disease. The expression of these
receptors in several chronic infections was associated with the
dysfunctionality of T cells that can lead to apoptosis of Ag-
specific T cells (51–54). In murine infection models produced
by viruses and protozoa, the expression of inhibitory receptors was
associated with the outcome of infection. Thus, inhibition of these
receptors is related to an improvement in the response of T cells,
causing a decrease in the antigenic load and even the total elim-
ination of the Ag (55, 56). Because treatment with BZL decreases
T. cruzi burden in CCPs (16), we suggest that the treatment may
disrupt the continuous parasitic antigenic stimulation of immune
cells, leading to changes in the response of CD8+ T cells and a
decrease in the frequency of CD8+ T cells that coexpress inhibi-
tory receptors that can improve the survival capacity of Ag-
specific T cells.

FIGURE 5. Multifunctional profile of CD8+

T cells in CCPs treated with BZL and followed for
30 mo posttreatment. (A) Frequency of CD8+

T cells producing IFN-g or IL-2 in CCPs treated
with BZL and assessed at T0, T1, and T2. (B)
Frequency of CD8+ T cells with one, two, three,
and four functions stimulated with TcSA from
patients treated with BZL and assessed at T0, T1,
and T2. Boxes (25th–75th percentiles) and whis-
kers (minimum to maximum) show the median of
the frequency of Ag-specific CD8+ T cells. (C)
Proportions of multifunctional activity for T. cruzi–
specific CD8+ T cells from CCPs treated with BZL
and evaluated at T0, T1, and T2. The color in the
pie charts depicts the production of one, two, three,
four, and five functions. CCPs were grouped ac-
cording to T0 (n = 10), T1 (n = 9), and T2 (n = 9).
*p , 0.05, Wilcoxon signed-rank test.
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In a murine model of T. cruzi infection, it was described that
CD8+ T cells expressing Fas (CD95) have a suboptimal capability
response with a proapoptotic phenotype (57). Indeed, it was shown
that anti-FasL treatment improved CD8+ T cell responses; this was
accompanied by a high proliferative capacity and an increase in
IFN-g production leading to antigenic clearance (58). In humans,
it was shown that CCPs with heart involvement had PBMCs with
a low proliferative response that was associated with Ag-induced
apoptosis and correlated with Fas/FasL expression compared
with asymptomatic CCPs (59). In this study, it was observed that
CCPs with antiparasitic treatment exhibited improvement in the
multifunctionality of Ag-specific CD8+ T cells compared with

NTPs. Overall, these findings suggest that antiparasitic treatment
could lead to a decrease in the continuous antigenic stimulus, as
reported in other studies (16, 41), avoiding Ag-induced activa-
tion of T cells and improving their survival and response,
probably as a result of mechanisms other than Fas–Fas ligand
interaction, such as homeostatic cytokines (60). However, fur-
ther studies are needed to prove whether antiparasitic treatment
of CCPs improves the proliferative response and survival of
T cells.
Interestingly, TPs had a higher frequency of CD8+ T cells

producing IFN-g or IL-2 compared with that detected at T0 in
the two groups from different geographical areas of Latin America

FIGURE 6. Multifunctional activity of T. cruzi–specific CD8+ T cell subsets from NTPs and TPs. (A) Comparison of the frequency of Ag-specific CD8+

TSCM, TCM, TEM, and TTE cells from NTPs and TPs. Boxes (25th–75th percentiles) and whiskers (minimum to maximum) show the median of the fre-
quency of Ag-specific CD8+ T cells. The Mann–Whitney U test was used to calculate statistical significance. (B) Proportion of CD8+ T cell subsets
stimulated with SEB from HDs, NTPs, and TPs. (C) Proportion of CD8+ T cell subsets stimulated with TcSA from NTPs and TPs. The color in the pie
charts depicts the production of one, two, and three functions. CCPs were divided into NTPs (n = 8) and TPs (n = 5).
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(T. cruzi–infected patients living in a Colombian endemic area and
CCPs infected in Bolivia and currently living in Spain, a non-
endemic area). Thus, an improvement in the Ag-specific CD8+

T cell response was observed in all subsets in TPs compared with
NTPs, even showing three functions in TCM and TEM cells. When
the expression profile of cytokines and cytotoxic molecules by
CD8+ T cells from TPs was compared with NTPs, it was observed
that treated Colombian and Bolivian patients trended toward a
recovery of CD8+ T cell multifunctionality, with a few qualitative
differences. We believe that this different multifunctional profile
could be affected by continuous antigenic exposure to the genetic
diversity of the T. cruzi parasite. In fact, the persistence and dis-
tribution of parasite genotypes can induce a different clinical
disease and immune response (26, 61–63).
In summary, these findings suggest that treatment leads to an

improvement in the quality of the Ag-specific response of CD8+

T cell subsets in asymptomatic CCPs that is associated with a
decreased frequency of CD8+ T cells coexpressing inhibitory re-
ceptors, as well as an increase in the functional capability of CD8+

T cells (cytokines and cytotoxic molecule expression). Therefore,
monitoring of CCPs is crucial to assess whether the response of
CD8+ T cells is constant and stable after treatment and whether
the improved quality of the cellular response prevents cardiac
damage. Thus, changes in the CD8+ T cells of treated CCPs can
serve as biological markers of treatment efficacy.
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5.2 Determinar la respuesta funcional de los linfocitos T en el modelo experimental de 
infección por Trypanosoma cruzi y su relación con el control de la infección evaluado por la carga 
parasitaria y el daño en el tejido. 

Teniendo en cuenta los resultados descritos anteriormente y considerando que el modelo múrido 
de infección experimental por T. cruzi ha sido usado para entender los mecanismos implicados 
en la progresión de la enfermedad de Chagas y que la calidad de la respuesta de LT en ratones 
infectados y tratados ha sido asociada con la eficacia del tratamiento antiparasitario (Bustamante 
et al., 2008), se utilizó el modelo de ratón para determinar la respuesta funcional de los LT en el 
modelo experimental de infección por T. cruzi y su relación con el control de la infección evaluado 
por la carga parasitaria y el daño en el tejido. Para desarrollar este objetivo se plantearon las 
siguientes actividades: 

- Determinar si, al igual que en humanos, la infección crónica conduce al deterioro de la 
respuesta de los LT, evaluando la respuesta de estos durante la infección aguda y crónica 
por el parásito.  

- Evaluar si la respuesta de los LT se relaciona con el control de la infección crónica por el 
parásito en un modelo múrido de infección por T. cruzi. 

5.2.1 Evaluación de la respuesta de los LT durante la infección aguda y crónica en el modelo de 
infección experimental por T. cruzi. 

Con la intención de evaluar la respuesta de los LT frente a la infección aguda y crónica por T. cruzi 
en el modelo múrido de infección experimental por el parásito, ratones hembras BALB/c se 
infectaron con tripomastigotes de la cepa Y de T. cruzi y se sometieron a eutanasia al día 10, 30, 
100 o 260 post-infección (Figura 5). Como se mencionó en la metodología, los períodos de tiempo 
para las fases agudas (10 y 30 dpi) o crónicas (100 y 260 dpi), se seleccionaron con base en 
estudios previos en ratones infectados con T. cruzi (Bustamante et al., 2008; Bustamante et al., 
2007; Bustamante et al., 2002; Sanoja et al., 2013). A partir de cada ratón, se obtuvieron los 
siguientes tejidos: hígado, colon, músculo esquelético, corazón y sangre, los cuales se usaron 
para la evaluación del grado de infiltrado inflamatorio o de la carga parasitaria mediante una PCR 
cuantitativa (PCRq). La carga parasitaria se estimó con base en una curva estándar con diferentes 
concentraciones de ADN genómico del parásito mezclado con ADN de tejido de ratón no 
infectado entre un rango de 105 y 10-1 parásitos equivalentes por mililitro (Figura 7). 

Adicionalmente, de cada ratón se obtuvo el bazo y se purificaron las células mononucleares, se 
marcaron con anticuerpos conjugados para identificar mediante citometría de flujo, los LT que 
producen citocinas, granzima B o perforina en respuesta a proteínas del parásito y la expresión 
de receptores inhibitorios (Tabla 7).  
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Tabla 7. Paneles multicolor para evaluar la respuesta de los LT en células mononucleares de ratones infectados. 

 

Los resultados correspondientes al desarrollo de la primera actividad de este objetivo fueron 
publicados en la revista Frontiers in Immunology, con el título: “An animal model of acute and 
chronic Chagas disease with the reticulotropic Y strain of Trypanosoma cruzi that depicts the 
multifunctionality and dysfunctionality of T cells”. 2019;10:918 y se presentan a continuación:  

5.2.1.1 Evaluación de la carga parasitaria y el infiltrado inflamatorio en ratones con infección 
aguda y crónica por T. cruzi 

Inicialmente, se evaluó la parasitemia en ratones infectados con la cepa Y de T. cruzi, 
encontrándose parasitemia detectable entre 3 y 7 dpi con un pico de parasitemia a los 5 dpi 
(mediana [rango], 9,3 × 104 parásitos/mL [3,1 × 104 -1,85 × 105]). Posteriormente, al analizar la 
carga parasitaria en ratones con infección aguda y crónica por T. cruzi, se encontró mayor carga 
parasitaria en muestras de colon y corazón de ratones con infección aguda (con 10 y 30 dpi) en 
comparación con muestras de hígado y muestras de sangre de los mismos ratones (Figura 13A). 
Se encontró similar carga parasitaria en muestras de colon, corazón, hígado, músculo esquelético 
y sangre de ratones con infección crónica. Además, al comparar la carga parasitaria entre ratones 
con infección aguda y crónica, se encontró mayor carga parasitaria en muestras de colon, 
corazón, hígado y músculo esquelético de ratones con infección aguda que en ratones con 
infección crónica (Figura 13A). 

Posteriormente, se analizó el grado de infiltrado inflamatorio en muestras de colon, corazón, 
hígado y músculo esquelético de ratones con infección aguda y crónica, identificándose similar 
infiltrado inflamatorio mononuclear en muestras de colon, corazón, hígado y músculo 
esquelético de ratones con infección aguda. En ratones con infección crónica se encontró mayor 
infiltrado inflamatorio mononuclear en muestras de colon e hígado en comparación con 
muestras de corazón y músculo esquelético de ratones con infección crónica. Al comparar el 
infiltrado inflamatorio entre ratones con infección aguda y crónica, se encontró mayor grado de 
infiltrado inflamatorio en muestras de corazón y músculo esquelético de ratones con infección 

Panel actividad 
funcional

Panel receptores 
inhibitorios

Panel 1 Panel 2
AQUA

CD3-PerCP-Cy5.5
CD4-Alexa Fluor 700

CD8-APC-H7
IFNg-PE-CF594
TNFa-PE-Cy7
IL-2-VB421

Granzima B-PE
Perforina-APC

AQUA
AQUA

CD3-PerCP-Cy5.5
CD4-Alexa Fluor 700

CD8-APC-H7
PD-1-APC
CTLA-4-PE
2B4-FITC

CD160-PE-CF594
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aguda en comparación con ratones con infección crónica. Además, se encontró similar grado de 
infiltrado inflamatorio en muestras de colon e hígado entre ratones con infección aguda y crónica 
por T. cruzi (Figura 13B).  

Al evaluar la relación entre la carga parasitaria y el grado de infiltrado inflamatorio en muestras 
de ratones con infección aguda y crónica por T. cruzi, se documentó que ratones con muestras 
de colon, corazón, hígado y músculo esquelético con bajo o ausente infiltrado inflamatorio 
presentan menor carga parasitaria y ratones con mayor grado de infiltrado presentaron mayor 
carga parasitaria en los tejidos evaluados (Figura 13C). Estos resultados sugieren que una mayor 
carga parasitaria, en muestras de colon, corazón, hígado y músculo esquelético, induce 
moderado infiltrado inflamatorio en tejidos de ratones infectados con T. cruzi. 

 
Figura 13. Análisis de la carga parasitaria y el grado de infiltrado inflamatorio en ratones con infección aguda y 

crónica. 

(A) Niveles de carga parasitaria en muestras de colon, corazón, hígado, músculo esquelético y sangre de ratones con 
infección aguda y crónica por T. cruzi. (B) Grado de infiltrado inflamatorio en muestras de colon, corazón, hígado y 
músculo esquelético de ratones con infección aguda y crónica por T. cruzi. Los gráficos de barras (B) muestran el 
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grado de infiltrado inflamatorio promedio en los tejidos. (C) Relación entre el grado de infiltrado inflamatorio y la 
carga parasitaria detectados en tejidos de ratones infectados por T. cruzi seguidos hasta por 260 dpi. Los gráficos de 
barras (A y C) muestran la mediana de parásitos equivalentes por 50 ng de ADN (LOG10). La línea de puntos 
representa el límite de cuantificación detectable (LDC) en la PCRq (A y C). Los valores de p fueron calculados usando 
la prueba U de Mann-Whitney; *p<0,05, ** p<0,001, *** p<0,0001, **** p<0,00001. 

5.2.1.2 Evaluación de la respuesta funcional de los LT durante la infección aguda y crónica por T. 
cruzi 

Teniendo en cuenta que bajo estas condiciones experimentales fue posible detectar ratones  
donde la carga parasitaria podría estar relacionada con el daño en el tejido, se evaluó la respuesta 
funcional de LT CD4+ y CD8+, mediante el marcaje con anticuerpos conjugados contra IFNg, TNFa, 
IL-2, granzima B o perforina en respuesta al estímulo con el lisado de proteínas del parásito (Tabla 
7, Panel 1), en ratones con infección aguda y crónica por T. cruzi. La respuesta funcional de los LT 
en ratones infectados fue analizada mediante la producción individual de citocinas, el porcentaje 
total de LT que producen citocinas y la proporción y el perfil de LT multifuncionales y 
monofuncionales. 

Al evaluar la producción individual de citocinas en LT, se encontró mayor frecuencia de LT CD4+ 
y CD8+ que producen IFNg, TNFa o IL-2 en ratones con 10 y 100 dpi en comparación con los 
ratones infectados con 30 dpi. Similar frecuencia de LT CD4+ que producen IFNg, TNFa o IL-2 o LT 
CD8+ que producen IFNg o TNFa fueron detectados entre ratones con 10 y 260 dpi (Figura 14A y 
Figura 15A). Así mismo, se encontró que ratones con 100 dpi presentan mayor frecuencia de LT 
CD4+ y CD8+ que producen TNFa que LT que producen IFNg o IL-2; además, no se detectaron LT 
CD8+ que producen IL-2 en ratones con 260 dpi (Figura 14A y Figura 15A). Luego, se analizó el 
total de LT CD4+ y CD8+ específicos del parásito que en respuesta a las proteínas del parasito 
producen citocinas, es decir la sumatoria de células productoras de IFNg, TNFa o IL-2, 
encontrándose que ratones con 10 (mediana: 0,6419 y 0,9386%, respectivamente) y 100 dpi 
(mediana: 1,067 and 1,488%, respectivamente) presentan mayor frecuencia de LT CD4+ y CD8+ 
productores de citocinas en comparación con ratones con 30 (mediana: 0,2731 and 0,10%, 
respectivamente) y 260 dpi (mediana: 0,4743 and 0,8312%, respectivamente). Cuando se evaluó 
la producción individual de granzima B o perforina en LT CD8+, se encontró mayor frecuencia de 
LT CD8+ que producen granzima B o perforina en ratones infectados a 10 dpi que en los otros 
grupos experimentales (Figura 15A). 

Posteriormente, se comparó la proporción y el perfil de LT multifuncionales y monofuncionales 
entre ratones con 10, 30, 100 o 260 dpi, encontrándose que ratones con 10 dpi presentan mayor 
proporción de LT CD4+ y CD8+ multifuncionales con dos y tres funciones en comparación con 
ratones con 30, 100 o 260 dpi. Además, en ratones con 100 dpi se detectaron LT CD4+ y CD8+ con 
dos funciones mientras que en ratones con 30 y 260 dpi se detectaron LT CD4+ y CD8+ 
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monofuncionales (Figura 14B y Figura 15B). Los perfiles funcionales de LT CD4+ y CD8+ específicos 
del parásito fueron similares, en donde los LT monofuncionales producen preferentemente TNF-
α, mientras que aquellos con dos funciones producen IFNg y TNFa. En ratones con 10 dpi se 
detectó mayor proporción de LT CD4+ multifuncionales que producen IFNg+IL-2+, IFNg+TNFa+ e IL-
2+ TNFa+ en comparación con ratones con 100 dpi. Estos perfiles de LT CD4+ fueron indetectables 
o bajos en ratones con 30 y 260 dpi (Figura 14B). Adicionalmente, en ratones con 100 dpi se 
detectó una alta proporción de LT CD8+ monofuncionales productores de TNFa comparado con 
ratones con 10, 30 y 260 dpi (Figura 15B). Cuando se comparó la respuesta multifuncional de LT 
CD8+ citotóxicos midiendo la producción de granzima B y perforina en ratones con 10, 30, 100 o 
260 dpi, se encontró mayor frecuencia de LT CD8+ multifuncionales productores de granzima 
B+perforina+ en ratones con 10, 100 y 260 dpi. De hecho, ratones con 260 dpi por T. cruzi 
presentaron mayor proporción de LT CD8+ que producen granzima B y perforina en comparación 
con ratones con 100 dpi. No se detectaron células específicas del parásito productoras de 
granzima B o perforina en ratones con 30 dpi (Figura 15C). 

 
Figura 14. Perfil multifuncional de LT CD4+ específicos de T. cruzi de ratones con infección experimental aguda y 

crónica. 

(A) Dispersograma representativo y frecuencia de LT CD4+ que producen IFNg, TNFa o IL-2 en ratones con infección 
aguda y crónica por T. cruzi. Las ventanas para identificar los LT CD4+ que producen citoquinas luego del estímulo 
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con TcSA se definieron de acuerdo con las células cultivadas con el control negativo (Mock) para cada ratón. El 
número en el lado superior derecho corresponde a la frecuencia de LT CD4+ que producen IFNg, TNFa o IL-2 luego 
del cultivo con Mock o TcSA. La línea de puntos representa el punto de corte para considerar una respuesta positiva. 
(B) Proporción de LT CD4+ con una, dos o tres funciones en respuesta a las proteínas del parásito. Las cajas y bigotes 
muestran la mediana y los rangos de las frecuencias (A) o proporciones (B) de LT CD4+ específicos de T. cruzi. El 
gráfico de tortas muestra la mediana de la proporción de los perfiles funcionales LT CD4+ específicos de T. cruzi 
agrupados de acuerdo con el número de funciones y al código de colores mostrados en la Figura. Los valores de p 
fueron calculados usando la prueba U de Mann-Whitney; *p<0,05, **p<0,001. 
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Figura 15. Perfil multifuncional de LT CD8+ específicos de T. cruzi de ratones con infección experimental aguda y 
crónica. 

(A) Dispersograma representativo y frecuencia de LT CD8+ que producen IFNg, TNFa, IL-2, granzima B o perforina en 
ratones con infección aguda y crónica por T. cruzi. Las ventanas para identificar los LT CD8+ que producen citocinas, 
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granzima B o perforina, luego del estímulo con TcSA, se definieron de acuerdo con las células cultivadas con el control 
negativo (Mock) para cada ratón. El número en el lado superior derecho corresponde a la frecuencia de LT CD8+ que 
producen IFNg, TNFa, IL-2, granzima B o perforina luego del cultivo con Mock o TcSA. La línea de puntos representa 
el punto de corte para considerar una respuesta positiva. (B) Proporción de LT CD8+ que producen una, dos o tres 
citocinas en respuesta a las proteínas del parásito. (C) Proporción de LT CD8+ citotóxicos que producen granzima B y 
perforina en respuesta a las proteínas del parásito. Las cajas y bigotes muestran la mediana y los rangos de las 
frecuencias (A) o proporciones (B y C) de LT CD8+ específicos de T. cruzi. El gráfico de tortas (B y C) muestra la mediana 
de la proporción de los perfiles funcionales LT CD8+ específicos de T. cruzi agrupados de acuerdo al número de 
funciones y al código de colores mostrados en la Figura. Los valores de p fueron calculados usando la prueba U de 
Mann-Whitney; *p<0,05, ** p<0,001. 

5.2.1.3 Análisis de la expresión y coexpresión de receptores inhibitorios en LT CD4+ y CD8+ en 
ratones con infección aguda y crónica por T. cruzi 

Teniendo en cuenta que clásicamente los receptores inhibitorios se han descrito como moléculas 
que regulan o inhiben la activación de LT durante la infección aguda y crónica, respectivamente, 
comparamos la expresión de receptores inhibitorios en LT de ratones con infección aguda y 
crónica por T. cruzi (Figura 16A y Figura 17A). Así, se analizó la frecuencia de LT CD4+ y CD8+ que 
expresan 2B4, CD160, CTLA-4 o PD-1 o coexpresan estos receptores inhibitorios en ratones con 
infección aguda y crónica por el parásito. Además, se comparó la expresión de los receptores 
inhibitorios entre ratones sin y con infección por el parásito. 

Al comparar la expresión individual de receptores inhibitorios, se observó mayor frecuencia de 
LT CD4+ y CD8+ que expresan 2B4, CD160, CTLA-4 o PD-1 en ratones infectados con 10 dpi en 
comparación con ratones no infectados y ratones infectados a 30 o 100 dpi. Además, se observó 
similar frecuencia de LT CD4+ y CD8+ que expresan 2B4, CD160, CTLA-4 o PD-1 de ratones no 
infectados en comparación con ratones con 30 dpi. Así mismo, se encontró que ratones con 100 
dpi presentaban mayor frecuencia de LT CD4+ y CD8+ que expresan 2B4 o PD-1 en comparación 
con ratones con 30 dpi y se observó mayor frecuencia de LT CD4+ y CD8+ que expresan CTLA-4 o 
PD-1 en ratones con 260 dpi en comparación con ratones con 100 dpi. Ratones con infección 
crónica a 260 dpi mostraron LT CD4+ y CD8+ que expresan niveles similares o más altos de CTLA-
4 o PD-1 en comparación con ratones infectados con 10 dpi (Figura 16B y Figura 17B).  

Al analizar la coexpresión de estos receptores inhibitorios en ratones con infección aguda y 
crónica, se encontró que la población de LT CD4+ y CD8+ que expresa CTLA-4 (mediana: 15,35 y 
3,4%, respectivamente), CTLA-4 y PD-1 (mediana: 2,08 y 0,44%, respectivamente) y CD160, CTLA-
4 y PD-1 (mediana: 0.05 y 0.06%, respectivamente) prevalecen en ratones infectados por T. cruzi. 
Adicionalmente, en comparación con ratones con 30 y 100 dpi, solo se detectaron LT CD4+ y CD8+ 
que coexpresan 2B4, CD160, CTLA-4 y PD-1 en ratones con 10 (mediana: 0,3 y 0,2%, 
respectivamente) y 260 dpi (mediana: 0,5 y 0,4%, respectivamente). De esta manera, estos 
hallazgos muestran que la infección por T. cruzi induce la expresión y coexpresión de receptores 
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inhibitorios y conforme aumenta el tiempo de infección, hay un aumento gradual de la expresión 
y coexpresión de receptores inhibitorios (Figura 16B y Figura 17B). 

 
 

Figura 16. Expresión y coexpresión de receptores inhibitorios en LT CD4+ de ratones con infección experimental 
aguda y crónica. 

(A) Dispersograma representativo de LT CD4+ que expresan 2B4, CD160, CTLA-4 o PD-1 en ratones con infección 
aguda y crónica por T. cruzi. El número en el lado superior derecho corresponde a la frecuencia de LT CD4+ que 
expresan el receptor inhibitorio descrito en el eje x. (B) Frecuencia de LT CD4+ que expresan 2B4, CD160, CTLA-4 o 
PD-1 en ratones con infección aguda y crónica por T. cruzi. Las cajas y bigotes muestran la mediana y rangos de las 
frecuencias de LT CD4+ que expresan 2B4, CD160, CTLA-4 o PD-1. El gráfico de tortas muestra la mediana de las 
proporciones de LT CD4+ que coexpresan 2B4, CD160, CTLA-4 y PD-1 durante la infección aguda y crónica por T. cruzi 
agrupados de acuerdo con el número de receptores inhibitorios expresados y al código de colores mostrados en la 
Figura. Los valores de p fueron calculados usando la prueba U de Mann-Whitney (B, panel superior) o por la prueba 
de permutación (B, panel inferior); *p<0,05, **p<0,001. 
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Figura 17. Expresión y coexpresión de receptores inhibitorios en LT CD8+ de ratones con infección experimental 

aguda y crónica. 

(A) Dispersograma representativo de LT CD8+ que expresan 2B4, CD160, CTLA-4 o PD-1 en ratones con infección 
aguda y crónica por T. cruzi. El número en el lado superior derecho corresponde a la frecuencia de LT CD8+ que 
expresan el receptor inhibitorio descrito en el eje x. (B) Frecuencia de LT CD8+ que expresan 2B4, CD160, CTLA-4 o 
PD-1 en ratones con infección aguda y crónica por T. cruzi. Las cajas y bigotes muestran la mediana y rangos de las 
frecuencias de LT CD8+ que expresan 2B4, CD160, CTLA-4 o PD-1. El gráfico de tortas muestra la mediana de las 
proporciones de LT CD8+ que coexpresan 2B4, CD160, CTLA-4 y PD-1 durante la infección aguda y crónica por T. cruzi 
agrupados de acuerdo con el número de receptores inhibitorios expresados y al código de colores mostrados en la 
Figura. Los valores de p fueron calculados usando la prueba U de Mann-Whitney (B, panel superior) o por la prueba 
de permutación (B, panel inferior); *p<0,05, **p<0,001. 
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5.2.1.4 Relación entre el infiltrado inflamatorio y la respuesta de los LT en ratones con infección 
aguda y crónica por T. cruzi 

Teniendo en cuenta que, bajo estas condiciones experimentales, se detectó moderado infiltrado 
inflamatorio asociado con alta carga parasitaria en muestras de hígado de ratones infectados con 
la cepa Y de T. cruzi y que estudios han mostrado que la cepa Y causa patología hepática en el 
modelo experimental por T. cruzi, se analizó la relación entre el infiltrado inflamatorio detectado 
en tejido hepático y la respuesta de los LT en ratones con infección crónica por T. cruzi. De esta 
manera, se agruparon los ratones con infección crónica (100 y 260 dpi), se distribuyeron de 
acuerdo al grado de infiltrado inflamatorio en: ausente o leve (7 ratones) y moderado (3 ratones); 
y se comparó en ambos grupos la respuesta específica de LT (medido por las células que producen 
[IFNg, TNFa o IL-2]), la frecuencia de LT multifuncionales (medido por las células que tienen dos 
o tres funciones) y la frecuencia de LT que coexpresan receptores inhibitorios (medido por las 
células que coexpresan 3 y 4 moléculas inhibitorias).  

En ratones con infección crónica con leve o moderado infiltrado inflamatorio se encontraron 
similares frecuencias de LT CD4+ específicos del parásito, LT CD4+ multifuncionales y LT CD4+ que 
coexpresan receptores inhibitorios. En contraste, se encontró que ratones con infección crónica 
que presentan moderado infiltrado inflamatorio tienen menor frecuencia de LT CD8+ específicos 
de T. cruzi, menor frecuencia de LT CD8+ multifuncionales específicos del parásito y mayor 
frecuencia de LT CD8+ que coexpresan receptores inhibitorios en comparación con ratones 
infectados con bajo infiltrado inflamatorio (Figura 18).  

 
Figura 18. Relación entre el grado de infiltrado inflamatorio y la respuesta de los LT en ratones con infección 

crónica por T. cruzi. 

(A y B) Comparación de la frecuencia de LT CD4+ y CD8+ específicos del parásito y la frecuencia de LT CD4+ y CD8+ 
que coexpresan receptores inhibitorios de acuerdo con el grado de infiltrado inflamatorio en muestras de hígado de 
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ratones con infección crónica por T. cruzi. Los gráficos de barras muestran la mediana de la frecuencia de LT 
específicos de T. cruzi, la frecuencia de LT multifuncionales con dos y tres funciones o la frecuencia de LT que 
coexpresan tres y cuatro receptores inhibitorios. Los valores de p fueron calculados usando la prueba U de Mann-
Whitney; *p<0,05. 

En resumen y con el propósito de responder a la actividad relacionada con este objetivo, los 
resultados mostraron que, bajo estas condiciones experimentales, la infección aguda por T. cruzi 
conduce a la generación de LT multifuncionales específicos de antígeno y su regulación mediante 
la alta coexpresión de receptores inhibitorios; en contraste, la infección crónica por el parásito 
conduce al deterioro de la respuesta T, con características similares a las detectadas en humanos 
crónicamente infectados (Figura 19). De esta manera, los hallazgos muestran que la infección 
crónica de ratones por la cepa Y de T. cruzi conduce a la patología hepática y al deterioro de la 
respuesta de los LT CD8+. 

 
Figura 19. Respuesta de LT en ratones con infección aguda y crónica por T. cruzi. 

Esquema representativo de la respuesta de LT detectada en ratones con infección aguda (10 y 30 dpi) y crónica (100 
y 260 dpi) por T. cruzi. Las gráficas de tortas representan la respuesta detectada en LT CD8+ de ratones infectados y 
sometidos a eutanasia a los tiempos previamente mencionados. Las líneas conectan la respuesta de los LT entre 
ratones con infección aguda y crónica: multifuncionales medidos por la producción de citocinas (línea negra) o con 
actividad citotóxica (línea azul) y la coexpresión de receptores inhibitorios (línea roja). Nuestros resultados 
mostraron que una infección aguda por T. cruzi induce una respuesta multifuncional de LT y alta coexpresión de 
receptores inhibitorios, mientras que la infección crónica por el parásito se caracteriza por una respuesta 
monofuncional de LT, alta actividad citotóxica y incrementada expresión y coexpresión de receptores inhibitorios. 
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An Animal Model of Acute and
Chronic Chagas Disease With the
Reticulotropic Y Strain of
Trypanosoma cruzi That Depicts the
Multifunctionality and
Dysfunctionality of T Cells
Jose Mateus 1,2, Paula Guerrero 1, Paola Lasso1,2, Claudia Cuervo2, John Mario González 3,
Concepción J. Puerta 2 and Adriana Cuéllar 1*

1 Grupo Inmunobiología y Biología Celular, Facultad de Ciencias, Pontificia Universidad Javeriana, Bogotá, Colombia, 2 Grupo

de Enfermedades Infecciosas, Facultad de Ciencias, Pontificia Universidad Javeriana, Bogotá, Colombia, 3 Grupo de

Ciencias Básicas Médicas, Facultad de Medicina, Universidad de los Andes, Bogotá, Colombia

Chagas disease (ChD), a complex and persistent parasitosis caused by Trypanosoma

cruzi, represents a natural model of chronic infection, in which some people exhibit

cardiac or digestive complications that can result in death 20–40 years after the

initial infection. Nonetheless, due to unknown mechanisms, some T. cruzi-infected

individuals remain asymptomatic throughout their lives. Actually, no vaccine is available

to prevent ChD, and treatments for chronic ChD patients are controversial. Chronically

T. cruzi-infected individuals exhibit a deterioration of T cell function, an exhaustion

state characterized by poor cytokine production and increased inhibitory receptor

co-expression, suggesting that these changes are potentially related to ChD progression.

Moreover, an effective anti-parasitic treatment appears to reverse this state and improve

the T cell response. Taking into account these findings, the functionality state of T cells

might provide a potential correlate of protection to detect individuals who will or will not

develop the severe forms of ChD. Consequently, we investigated the T cell response,

analyzed by flow cytometry with two multicolor immunofluorescence panels, to assess

cytokines/cytotoxic molecules and the expression of inhibitory receptors, in a murine

model of acute (10 and 30 days) and chronic (100 and 260 days) ChD, characterized

by parasite persistence for up to 260 days post-infection and moderate inflammation

of the colon and liver of T. cruzi-infected mice. Acute ChD induced a high antigen-

specific multifunctional T cell response by producing IFN-γ, TNF-α, IL-2, granzyme

B, and perforin; and a high frequency of T cells co-expressed 2B4, CD160, CTLA-4,

and PD-1. In contrast, chronically infected mice with moderate inflammatory infiltrate

in liver tissue exhibited monofunctional antigen-specific cells, high cytotoxic activity

(granzyme B and perforin), and elevated levels of inhibitory receptors (predominantly

CTLA-4 and PD-1) co-expressed on T cells. Taken together, these data support our

previous results showing that similar to humans, the T. cruzi persistence in mice promotes
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the dysfunctionality of T cells, and these changes might correlate with ChD progression.

Thus, these results constitute a model that will facilitate an in-depth search for immune

markers and correlates of protection, as well as long-term studies of new immunotherapy

strategies for ChD.

Keywords: Chagas disease, T cell response, multifunctionality, inhibitory receptors, clonal exhaustion,

immune activation

INTRODUCTION

During the last decades, animal models have facilitated the study
of complex diseases to analyze the components that potentially
explain human pathologies. Indeed, studies using mice have
provided major insights into the immunopathology of infectious
diseases (1, 2). Protozoa are complex eukaryotic unicellular
organisms because of their structure and metabolic activities
(3). These parasites are a challenge to human health and a
global threat because they persist for long periods of time,
causing severe pathologies. Some species, such as Leishmania
spp., Plasmodium spp., and Trypanosoma cruzi, are human
pathogens, causing leishmaniasis, malaria, and Chagas disease
(ChD), respectively. Although these illnesses were described
many years ago, no vaccines are currently available and their
effective etiological treatments are limited (4, 5). Thus, the
use of appropriate animal models is crucial to understand the
immunopathogenesis of these infectious diseases, to develop
vaccines or immunotherapy strategies and to explore alternative
approaches to treat infected individuals. A striking example of
this success is the measurement of the quality (or multifunctional
capacity) of the CD4+ T cell cytokine response as a crucial
determinant for monitoring vaccine-mediated protection against
L. major and Plasmodium berghei infection in mice (6, 7).

Furthermore, ChD, which is caused by the obligate
intracellular protozoan T. cruzi, is a potentially life-threatening
illness that was discovered more than 100 years ago and is
responsible for more than seven times as many disability-
adjusted life-years lost as malaria (8, 9). An estimated 6 to 7
million people have ChD (8), but it is increasingly spreading
in non-endemic areas, mainly due to the migration of people
from South and Central America (10). ChD, a complex and
persistent parasitosis, has two clinical phases: acute and chronic.
The acute phase lasts ∼6–8 weeks and is usually asymptomatic
in 90% of individuals or causes non-specific symptoms (11, 12).
If infected individuals are not treated, the infection evolves
into the chronic phase; ∼60–70% of these patients will have
the asymptomatic clinical form (indeterminate), while the
remaining infected individuals develop the symptomatic clinical
form (determinate) 20–40 years after the initial infection and
exhibit cardiac, digestive, or mixed complications due to as
yet unknown mechanisms (9). The etiological treatments in
the chronic phase are controversial due to their toxicity and
the lack of evidence for efficacy of the treatment. To date, the
mechanisms involved in the pathogenesis of the disease are not
well-established, and the immune mechanisms that prevent the
progression of the chronic phase are being studied (9).

The long natural history of ChD makes the monitoring of
patients and the sequential study of the immune mechanisms
underlying protection or disease pathogenesis difficult. Indeed,
experimental models of T. cruzi infection have been successfully
used to propose or develop new strategies to combat ChD.
To date, several animal models have been used to study many
aspects of T. cruzi infection (13), including zebrafish (14), rabbits
(15), dogs (16), rats (17), mice (18), and non-human primates
(19). Given their small size and cost-effectiveness of laboratory
maintenance, mice are one of the most promising animal models
used to study this parasitic disease (18, 20).

Similar to other intracellular pathogens, T. cruzi induces
CD4+ Th1 and CD8+ Tc1 cell responses, resulting in the
secretion of cytokines and the release of cytotoxic granules
upon antigen presentation (21, 22). Interestingly, in protozoan
models of infection, the multifunctional response of T cells
is essential for efficient parasite control (6). In contrast,
in models of persistent infection, the failure to control
the infection has been associated with the presence of
T cells exhibiting a pronounced state of dysfunctionality
known as T cell exhaustion, which is characterized by a
monofunctional response, as measured by cytokine secretion,
and increased inhibitory receptor co-expression on T cells (23,
24). Indeed, according to previous studies by our research
group, T cells from individuals with advanced forms of
ChD (i.e., established chagasic cardiomyopathy) have a higher
monofunctional capacity and increased inhibitory receptor co-
expression than T cells from asymptomatic patients with ChD
(25, 26). Interestingly, when evaluating T cell responses in
asymptomatic patients treated with anti-parasitic agents, a better
quality or functional phenotype of T cells (i.e., increased
proportion of multifunctional T. cruzi-specific CD8+ T cells)
and decreased inhibitory receptor expression of 2B4 (CD244),
CD160, TIM-3 (CD366), CTLA-4 (CD152), and PD-1 (CD279)
on T cells have been observed (27). Based on these data, changes
in these T cell immune parameters (such as multifunctionality
and dysfunctionality) are potentially related to the failure of
parasite control and ChD progression. However, a higher
proportion of cytotoxic T cells, detected in chronically infected
mice and in patients with symptomatic forms of ChD, has been
related to a mechanism of tissue damage induced by T. cruzi
infection (28–31).

In an effort to develop an animal model that will facilitate the
identification of immune markers and correlates of protection,
and, in the long term, new immunotherapy strategies for ChD,
in the present study, we analyzed whether experimental acute
(10 and 30 days) and chronic (100 and 260 days) ChD alters
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the CD4+ Th1 and CD8+ Tc1 cell multifunctional capacities and
inhibitory receptor co-expression on T cells in a murine model
with a reticulotropic Y strain of T. cruzi.

MATERIALS AND METHODS

Ethics Statement
This study was performed in accordance with the ethical
standards of the Institutional Animal Care and Use Committee
(IACUC, approval FUA-007-14) from the Unidad de Biología
Comparativa (UBA) at Pontificia Universidad Javeriana (PUJ,
Bogotá, Colombia). All animal studies were conducted in
accordance with the “Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals” from UBA-PUJ. The present study was described
according to the Animal Research: Reporting in vivo Experiments
(ARRIVE) criteria from the National Center for the Replacement,
Refinement and Reduction of Animals in Research (NC3Rs) (32).

Mice
Female inbred BALB/cAnNCr mice (6–8 weeks old) were
purchased from Charles River Laboratories International, Inc.
(Wilmington, MA, USA) and housed in specific pathogen-free
(SPF) animal facilities at the UBA-PUJ. The BALB/c mouse strain
was chosen to minimize variability in comparisons with previous
studies (22, 33–35). The animals were housed in ventilated racks
in an animal biosafety level 2 (ABSL-2) room under constant
noise-free environmental conditions at a room temperature of
21 ± 1◦C, a humidity of 50 ± 1%, an air exchange rate of
22.55 air changes/h, and a day–night rhythm of 12–12 h (light
phase from 6 a.m. to 6 p.m.) in polycarbonate cages (4 or 5
animals/cage) with sterile soft wood shaving bedding, which
was changed weekly. The mice received filtered water (changed
weekly) and a standardmousemaintenance diet ad libitum. Stress
and microbiological monitoring (behavioral and animal welfare
analyses, as well as microbiological and serological testing) were
performed according to IACUC guidelines.

Parasites
Trypanosoma cruzi trypomastigotes from the Y strain
(MHOM/BR/00/Y isolate; discrete typing unit (DTU) TcII)
were obtained by culture passage on a monolayer of renal
fibroblast-like cells (VERO cells, ATCC CCL-81, Manassas, VA,
USA). Then, Y strain trypomastigotes were passaged in female
inbred BALB/cAnNCr mice at least 3 times to increase their
virulence. The parasite strain was chosen to minimize variability
in comparisons with previous studies (33, 36, 37).

Mouse Infection
BALB/c mice were randomly divided into 4 experimental groups
(G1–G4, 5 mice per group) and infected with the parasite. All
mice were simultaneously intraperitoneally injected with 105

Y strain trypomastigotes in 100 µl of 1 × PBS under aseptic
conditions and euthanized by CO2 inhalation at different time
points after infection. G1, G2, G3, and G4 mice were euthanized
at 10, 30, 100, and 260 days post-infection (dpi), respectively. In
addition, another group of mice (G5) was injected with 100 µl
of 1× PBS under the same conditions and euthanized on the

same dpi described above. Parasitemia was evaluated daily in
5 µl of tail venous blood by performing a direct microscopic
observation of 50 fields during the first 10 days, and then every
2 days until day 40 dpi. Data are presented as the number of
parasites per ml. The sample size was determined based on the
average number of mice used in previous studies of T. cruzi
infection in mice (33, 38–40). The time periods for acute (10 and
30 dpi) or chronic phases (100 and 260 dpi) were selected based
on previous reports that evaluated immunological parameters
in T. cruzi-infected mice (33, 41–43). Animal welfare indicators
(score sheet) were recorded weekly for the first 30 days and
then every month thereafter. Supplementary Figure 1 shows the
experimental design of the present work.

T. cruzi Soluble Antigens (Ags)
The T. cruzi soluble Ags (TcSAs) were obtained using previously
described methods, with some modifications (44–46). Briefly, T.
cruzi trypomastigotes (Y strain) were obtained on a monolayer
of VERO cells (44, 45), which were cultured in DMEM
(Eurobio, Les Ulis, France) supplemented with 10% FBS,
2mML-glutamine, 100 U/ml penicillin, 100µg/ml streptomycin,
and 0.01M HEPES (Eurobio; Les Ulis, France) at 37◦C
in a humidified atmosphere of 5% CO2. Amastigotes and
trypomastigotes (1:1 ratio) were collected from the VERO cell
culture supernatants at 96–120 h post-infection (44). Then, the
parasites were washed twice with cold 1× PBS (Eurobio) and
resuspended at a density of 1 × 106 parasites/µl in lysis buffer
as previously reported (46). Parasites were incubated on ice for
30min, and the supernatants containing TcSAs were collected
by centrifugation at 12,000 × g for 15min at 4◦C and stored at
−80◦C until use. The protein concentrations were determined
using the Bradford assay, and the protein profiles were analyzed
using SDS-PAGE followed by Coomassie blue staining (Gibco
BRL; Grand Island, NY, USA).

Monoclonal Antibodies for Staining
The following conjugated Abs were used for cell surface staining:
CD3-PerCP-Cy5.5 (clone 17A2), CD4-Alexa Fluor 700 (clone
GK1.5), CD8a-APC-H7 (clone 53–6.7), PD-1-APC (clone J43),
2B4-FITC (clone 2B4), and CD160-PE-CF594 (clone CNX46-3)
(BD Biosciences; San Jose, CA, USA). The conjugated antibodies
for intracellular staining included: IFN-γ-PE-CF594 (clone
XMG1.2), IL-2-BV-421 (clone JES6-5H4), TNF-α-PE-Cy7 (clone
MP6-XT22) (BD Biosciences), perforin-APC (clone eBioOMAK-
D) and granzyme B-PE (clone NGZB) (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA). The Fixable Aqua Dead Cell Stain viability
marker (LIVE/DEAD) (Invitrogen; Eugene, OR, USA) was used
to exclude the dead cells. All conjugated antibodies were titrated
and evaluated as previously described (45).

Analysis of the Cell Surface and
Intracellular Cytokine Staining Using
Flow Cytometry
One million spleen cells were stained with two multicolor panels
to assess the cytokine/cytotoxic response associated with CD4+

Th1 and CD8+ Tc1 cells and inhibitory receptors on T cells.
Cells were cultured for 3 h at 37◦C in a humidified atmosphere
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containing 5% CO2 with Mock (as a negative control) and TcSAs
(1µg/ml) in the presence of anti-CD28 (1µg/ml, clone 37.51,
BD Pharmingen) and then incubated in the presence of brefeldin
A (1µg/ml) and monensin (0.7µg/ml) (BD Biosciences) for
an additional 9 h to examine the cytokine/cytotoxic response
by T cells. After incubation in 96-well round-bottom tissue
culture plates, the cells were stainedwith the LIVE/DEADmarker
followed by anti-CD3, anti-CD4, and anti-CD8 Abs for 30min
in the dark at 4◦C and washed with staining buffer. Cells
were fixed and permeabilized with Cytofix/Cytoperm buffer (BD
Biosciences), incubated with anti-IFN-γ, anti-TNF-α, anti-IL-
2, anti-granzyme B, and anti-perforin antibodies for 30min in
the dark at 4◦C and then washed with 1× Perm/Wash buffer
(BD Biosciences).

In 96-well round-bottom tissue culture plates, the cells were
stained with the viability marker, incubated with the anti-
CD3, anti-CD4, anti-CD8, anti-2B4, anti-CD160, and anti-PD-1
antibodies for 30min in the dark at 4◦C and then washed with
staining buffer to assess the expression of inhibitory receptors.
Then, cells were fixed and permeabilized with Cytofix/Cytoperm
buffer for 20min at 4◦C prior to staining with the anti-CTLA-
4 antibody and then washed with 1× Perm/Wash buffer. At
least 100,000 events, gated on live CD3+ cells, were acquired
on a FACS Aria II flow cytometer (BD Biosciences). Data were
analyzed using FlowJo 9.3 (Tree Star; Ashland, OR, USA), Pestle
1.7 (National Institutes of Health (NIH), Bethesda, MD, USA),
and SPICE 5.3 (NIH) software. Dead and doublet cells were
excluded from the analysis (Supplementary Figure 2). A positive
cytokine/cytotoxic response was defined as a frequency >0.05%,
which was determined as the median frequency of a T cell
response obtained from uninfected mice after stimulation with
TcSA plus 1 SD after background subtraction (cells from each
mouse cultured with Mock).

Parasite Detection and Quantification
Using Conventional and Quantitative PCR
Cardiac blood, skeletal muscle from the posterior leg, heart,
colon and liver tissue were collected for DNA extraction.
The blood was placed in guanidine hydrochloride-EDTA and
stored at 4◦C, while the other tissues were stored in absolute
ethanol at 4◦C. Genomic DNA (gDNA) was extracted using
a High Pure PCR template preparation kit according to
the manufacturer’s instructions (Roche, Mannheim, Germany).
Afterwards, conventional PCR (cPCR) was performed with the
CytB Uni fw 5′-TCATCMTGATGAAAYTTYGG-3′ and CytB
Uni rev 5′-ACTGGYTGDCCBCCRATTCA-3′ primers, which
amplify the cytochrome B gene of small mammalian species, as
described previously (47), to assess DNA integrity and exclude
the presence of inhibitors in the sample. For parasite detection,
cPCRs were performed using gDNA from all tissues with the
primers S35 5′-AAATAATGTACGGG(T/G)GAGATGCATGA-
3′ and S36 5′-GGTTCGATTGGGGTTGGTGTAATATA-3′,
based on the conserved regions of minicircles from T. cruzi
kinetoplast DNA, and the primers TcH2AF 5′-CGAGCTCTT
GCCCACACGGGTGCT-3′ and TcH2AR 5′-CCTCCAAGCAG
CGGATAGTTCAGG-3′, based on T. cruzi satellite DNA which

amplify a fragment present in the non-coding region of the
histone H2A from T. cruzi, using previously described conditions
(48, 49). Subsequently, quantitative PCR (qPCR) was performed
with the Cruzi 1 5′-ASTCGGCTGATCGTTTTCGA-3′ and Cruzi
2 5′-AATTCCTCCAAGCAGCGGATA-3′ primers and the Cruzi
3 5′-6FAM-CACACACTGGACACCAA-BBQ-3′ probe, which
amplify a 166-bp segment of T. cruzi satellite DNA (50).
Each sample was analyzed in duplicate (with a coefficient of
variation of <20%), and the parasite load was estimated based
on a standard curve. The curve was constructed with different
concentrations of T. cruzi Y strain gDNA mixed with 50 ng of
gDNA from the heart or colon tissue of one uninfected mouse,
ranging from 10−1 to 104 parasite equivalents per 50 ng of
DNA (Supplementary Figure 3), as described previously (51).
Parasite loads below the limit of quantification (LOQ) were set
to LOQ/2 (0.05 parasite equivalents per 50 ng of DNA), as
previously described (52). Amplification was performed using

the Applied Biosystems
TM

QuantStudio
TM

3 Real-Time PCR
System (Applied Biosystems, USA) with previously described
qPCR conditions (53). For both PCR methods, the following
controls were included: reaction (water added in the room
containing the reaction mixture), gray (water added in the
room where the sample was added to the reaction), negative
(genomic DNA from one uninfected mouse), and positive
(genomic DNA from T. cruzi).

Histopathology
Paraffin-embedded tissues were stained with hematoxylin and
eosin (H&E), and the following features were blinded and
analyzed: presence of inflammation, type of cellular infiltration
and pathological changes (e.g., necrosis). Histopathological
scores were assigned as follows using previously described
methods (54): absent, mild, moderate, or severe.

Statistical Analysis
Statistical analyses were performed using the Mann–Whitney U
test for two groups. Correlations between the multifunctional T
cell response and inhibitory receptor co-expression on T cells
were analyzed using Spearman’s rank correlation coefficient. The
tests were two-tailed, and statistical significance was achieved
at p < 0.05. GraphPad Prism 6.0b for Mac OS X software
(GraphPad, San Diego, CA) was used for statistical analyses.
The multifunctional and co-expression pie charts were compared
using 10,000 permutations calculated with SPICE version 5.3
software (55).

RESULTS

The Presence of T. cruzi Is Associated With
Inflammatory Infiltration in the Colon and
Heart of Experimental ChD Model Mice
BALB/c mice were infected and followed for 260 dpi to
experimentally mimic the course of a human T. cruzi
infection (Supplementary Figure 1). After infection with 105

Y strain trypomastigotes, parasitemia was observed at 3 dpi,
peaked at 5 dpi [median (range), 9.3 × 104 parasites/ml
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(3.1 × 104-1.85 × 105)], and became undetectable after 8 dpi
(Supplementary Figure 4A). Then, we sought to compare the
detection and quantification of the parasite in the colon, heart,
liver, skeletal muscle, and blood of mice with acute (10 and
30 dpi) and chronic (100 and 260 dpi) experimental ChD. As
expected, the parasite was detected in most of the tissues from
acutely infected mice analyzed (colon: 90%, heart: 80%, liver:
30%, skeletal muscle: 60%, and blood: 100%), whereas it was
found less often in tissues from chronically infected mice (colon:
20%, heart: 20%, liver: 10%, skeletal muscle: 10%, and blood:
20%) (Supplementary Table). Furthermore, mice with an acute
infection showed higher parasite loads in the colon and heart
than in the liver and blood. Although the parasite load was
below the LOQ in themajority of chronically infectedmice, when
comparing the parasite loads according to the dpi, higher parasite
loads in the colon, heart, liver, and skeletal muscle tissues were
detected in mice at 10 or 30 dpi compared with those at 100
or 260 dpi (Supplementary Figure 4B). On the contrary, similar
parasite loads in the colon, heart, liver, and skeletal muscle tissues
were detected in mice at 100 and 260 dpi (Figure 1A).

Subsequently, we compared the histological findings in the
colon, heart, liver, and skeletal muscle tissues of mice with acute
and chronic experimental ChD. No changes in histology were
observed in any of the tissues harvested from uninfected control
mice, while mononuclear infiltration was present in all tissues
(colon, heart, liver, and skeletal muscle) obtained from mice
with acute and chronic experimental ChD (Figures 1B,C). The
average inflammatory infiltrate was higher in the colon and
liver tissues than in the heart and skeletal muscle tissues from
all mice, and was more evident in tissues from the chronically
infected mice (Figure 1C). Necrosis was mainly observed in
the heart and skeletal muscle of mice with an acute infection
(data not shown). Finally, the parasite detected using cPCR
and qPCR was associated with inflammatory infiltration in the
colon [p = 0.0281, OR (95% CI) = 14.0 (1.2–156.7)] and
heart [p = 0.0325, OR (95% CI) = 21.0 (0.9–454.3)] of all
infected mice (Supplementary Figure 5A), and higher parasite
loads were observed in colon (p = 0.0201), heart (p = 0.0001),
liver (p = 0.0071), and skeletal muscle (p = 0.0017) tissues with
moderate inflammatory infiltrate compared with those with low
or absent inflammatory infiltrate from T. cruzi-infected mice
(Supplementary Figure 5B). Thus, the parasite persists for up
to 260 dpi, preferably in liver, and high parasite loads induce a
moderate inflammatory infiltrate in the colon, heart, liver, and
skeletal muscle tissues from T. cruzi-infected mice.

Acute T. cruzi Infection Induces
Multifunctional T Cells, Whereas Chronic
Infection Promotes Monofunctional T
Cell Responses
The induction of a CD4+ Th1 and CD8+ Tc1 cell responses by
the production of IFN-γ, TNF-α, IL-2, granzyme B, or perforin
by T cells in response to TcSA was evaluated as described in
the Materials and Methods section to compare the function
of T cells between acute and chronic T. cruzi-infected mice.
Initially, the secretion of individual cytokines from T cells was

assessed, and greater percentages of CD4+ and CD8+ T cells
producing IFN-γ, TNF-α, or IL-2 were observed in infected
mice at 10 and 100 dpi than in mice at 30 dpi. Comparable
proportions of CD4+ T cells producing IFN-γ, TNF-α, or IL-2
and of CD8+ T cells producing IFN-γ or TNF-α were found in
infected mice at 10 and 260 dpi (Figures 2A, 3A). Interestingly,
in mice at 100 dpi, higher proportions of CD4+ and CD8+ T
cells producing TNF-α appeared to be present compared with
CD4+ and CD8+ T cells producing IFN-γ and IL-2 (Figures 2A,
3A). In CD8+ T cells, most mice at 260 dpi had low or
undetectable levels of IL-2 (Figure 3A). When comparing the
percentages of total cytokine-producing T. cruzi-specific T cells,
as expected, increased percentages of Ag-specific CD4+ and
CD8+ T cells were observed in mice at 10 (median: 0.6419 and
0.9386%, respectively) and 100 dpi (median: 1.067 and 1.488%,
respectively) compared with those at 30 (median: 0.2731 and
0.1000%, respectively) and 260 dpi (median: 0.4743 and 0.8312%,
respectively). Notably, although lower percentages of T cells
producing IFN-γ, TNF-α, or IL-2 were observed in mice at
30 dpi, the total Ag-specific responses of CD4+ and CD8+ T
cells were higher in these mice (median: 0.0671 and 0.0876%,
respectively) than in uninfected mice (data not shown). When
individual cytotoxic molecules on CD8+ T cells were assessed,
greater percentages of T cells expressing granzyme B or perforin
were observed in infected mice at 10 dpi than in the other
experimental groups (Figure 3A).

Next, a Boolean gating approach was used to compare the
proportions of multifunctional and monofunctional cells with
CD4+ Th1 and CD8+ Tc1 cell profiles among mice at 10, 30,
100, and 260 dpi. At 10 dpi, mice displayed higher proportions
of multifunctional CD4+ and CD8+ T cells with two and three
functions than at 30, 100 or 260 dpi. At 100 dpi, CD4+ and
CD8+ T cells had two functions in infected mice, whereas
T cells collected from mice at 30 and 260 dpi showed one
function. Interestingly, the predominant functional profiles of
Ag-specific CD4+ and CD8+ T cells were similar in all mice,
i.e., preferentially, T cells with one function produced TNF-α,
whereas those with two functions produced IFN-γ and TNF-α.
Multifunctional CD4+ T cells producing IFN-γ and IL-2, IFN-
γ and TNF-α, and IL-2 and TNF-α occurred more frequently in
mice at 10 dpi than at 100 dpi, whereas monofunctional CD8+ T
cells producing TNF-α were more commonly observed in mice
at 100 dpi than at 10 and 260 dpi (Figures 2B, 3B). We next
compared the proportions of cytotoxic profiles of CD8+ T cells
by measuring granzyme B and perforin production in mice at
10, 30, 100, and 260 dpi. Notably, no CD8+ T cells producing
granzyme B or perforin were detected in mice at 30 dpi. An
increased proportion of CD8+ T cells producing granzyme B and
perforin was detected in mice at 260 compared with that at 100
dpi (Figure 3C).

Inhibitory Receptors Are Upregulated
During Acute and Chronic
Experimental ChD
Because inhibitory receptors have been classically characterized
as molecules that regulate or inhibit the activation of T cells
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FIGURE 1 | Analysis of the parasite load and inflammatory cell infiltration in mice with acute and chronic experimental ChD. (A) Parasite loads in the colon, heart, liver,

skeletal muscle, and blood samples from mice with acute (left panel) and chronic (right panel) T. cruzi infections. The bar graphs show the median parasite equivalent

per 50 ng of DNA (LOG10) in each tissue from each mouse. The dotted line represents the cut-off for the limit of detectable quantification (LOQ) based on serially

diluted T. cruzi-spiked tissue DNA as described in the Materials and Methods (0.1 parasite equivalents per 50 ng of DNA). (B) Images of representative

histopathological staining of cross-sections of tissues from mice with acute and chronic experimental ChD. (C) Inflammatory infiltrate scores in the colon, heart, liver,

and skeletal muscle tissues from mice with acute (left panel) and chronic (right panel) T. cruzi infections. The bar graphs show the average inflammatory infiltrate

scores in the tissues. The inflammatory infiltrate score was obtained as described in the Materials and Methods. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, and

****p < 0.0001, Mann-Whitney U-test.
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FIGURE 2 | Functional activity profiles of T. cruzi–specific CD4+ Th1 cells from mice with acute and chronic experimental ChD. (A) Representative dot plot (left panel)

and percentages (right panel) of CD4+ T cells producing IFN-γ, TNF-α, or IL-2 in mice with acute and chronic experimental ChD. The gates applied for the

identification of cytokine production on the total population of CD4+ T cells were defined according to the cells cultured with Mock for each mouse. The number on

the upper right side corresponds to the frequency detected in spleen cells cultured with Mock or TcSAs. The dotted line represents the cut-off for the assessment of a

positive cytokine response, as described in the Materials and Methods. (B) Proportions of the functional profiles of CD4+ T cells with one, two, or three functions after

stimulation with TcSA. The boxes (25–75th percentiles) and whiskers (minimum to maximum) show the median percentages (A) or proportions (B) of Ag-specific

CD4+ T cells. The pie chart depicts the median proportion of Ag-specific CD4+ T cells, and the color depicts the T cells with one, two, or three functions. *p < 0.05

and **p < 0.01, Mann-Whitney U-test (boxes and whiskers) or permutation test (pie charts).

during acute and chronic infection, respectively (23, 56), we
compared the inhibitory receptor expression or co-expression
on T cells from mice with acute and chronic experimental
ChD (Figures 4A, 5A). Increased expression of some inhibitory
receptors was observed on CD4+ and CD8+ T cells from mice
acutely and chronically infected with T. cruzi. Interestingly, 2B4,
CD160, CTLA-4, or PD-1 were expressed at higher levels on
CD4+ and CD8+ T cells from infected mice at 10 dpi than in
uninfected mice and infected mice at 30 or 100 dpi, suggesting
that the acute T. cruzi infection induced the expression of these
molecules. Indeed, similar levels of 2B4, CD160, CTLA-4, or PD-
1 expression were observed on T cells from uninfected mice and
infected mice at 30 dpi, and in some cases, infected mice at 100
dpi (Top panel, Figures 4B, 5B). Additionally, CD4+ and CD8+

T cells obtained from infected mice at 100 dpi expressed 2B4 or
PD-1 at higher levels than T cells from infected mice at 30 dpi,
and mice at 260 dpi exhibited higher expression of CTLA-4 or
PD-1 than mice at 100 dpi. Interestingly, chronically infected
mice (at 260 dpi) exhibited increased or similar expression
of CTLA-4 or PD-1 on CD4+ and CD8+ T cells compared

with infected mice at 10 dpi (Top panel, Figures 4B, 5B).
Upon analyzing the co-expression of these inhibitory molecules
using a Boolean gating approach, the most prevalent population
observed consisted of CD4+ and CD8+ T cells expressing CTLA-
4 (median: 15.35 and 3.4%, respectively), CTLA-4 and PD-1
(median: 2.08 and 0.44%, respectively), and CD160, CTLA-4, and
PD-1 (median: 0.05 and 0.06%, respectively) (data not shown).
Notably, CD4+ and CD8+ T cells that co-expressed 2B4, CD160,
CTLA-4, and PD-1 were detected in mice at 10 (median: 0.3
and 0.2%, respectively) and 260 dpi (median: 0.5 and 0.4%,
respectively) but not in mice at 30 and 100 dpi (Bottom panel,
Figures 4B, 5B). Thus, 2B4, CD160, CTLA-4, and PD-1 were
transiently expressed on T cells after T. cruzi infection but were
then rapidly downregulated. However, the expression of these
molecules increased again in chronically T. cruzi-infected mice,
and high levels of co-expression were maintained up to 260 dpi.

We correlated the Ag-specific T cells endowed with two and
three functions and T cells that co-expressed three and four
inhibitory receptors in mice with acute and chronic experimental
ChD to determine whether multifunctionality was associated
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FIGURE 3 | Functional activity profiles of T. cruzi–specific CD8+ Tc1 cells from mice with acute and chronic experimental ChD. (A) Representative dot plot (left panel)

and percentages (right panel) of CD8+ T cells producing IFN-γ, TNF-α, IL-2, granzyme B, or perforin in mice with acute and chronic experimental ChD. The gates

applied for the identification of cytokine, granzyme B or perforin production on the total population of CD8+ T cells were defined according to the cells cultured with

Mock for each mouse. The number on the upper right side corresponds to the frequency of molecules detected in spleen cells cultured with Mock or TcSAs. The

dotted line represents the cut-off for the assessment of a positive response, as described in the Materials and Methods. (B) Proportions of the functional profiles of

CD8+ T cells with one, two, or three functions after stimulation with TcSA. (C) Proportions of the cytotoxic profiles of CD8+ T cells producing granzyme B or perforin

(Continued)
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FIGURE 3 | from mice with acute and chronic experimental ChD stimulated with TcSA. The boxes (25–75th percentiles) and whiskers (minimum to maximum) show

the median percentages (A) or proportions (B,C) of Ag-specific CD8+ T cells. The pie chart depicts the median proportion of Ag-specific CD8+ T cells, and the color

depicts the T cells with one, two, or three functions (B) or the production of granzyme B, perforin, or both (C). *p < 0.05 and **p < 0.01, Mann-Whitney U-test

(boxes and whiskers) or permutation test (pie charts). GzmB, granzyme B; UD, undetected.

FIGURE 4 | Inhibitory receptor expression and co-expression on CD4+ T cells from mice with acute and chronic experimental ChD. (A) Representative dot plot of the

gating strategy for CD4+ T cell expressing 2B4, CD160, CTLA-4, or PD-1. The number on the upper right side corresponds to the frequency of molecules detected in

CD4+ T cells. (B) Percentages (top panel) and median proportions (bottom panel) of CD4+ T cells expressing 2B4, CD160, CTLA-4, or PD-1 in mice with

experimental ChD. The boxes (25–75th percentiles) and whiskers (minimum to maximum) show the median percentages and range of expression of inhibitory

receptors on CD4+ T cells. The pie chart depicts the median proportion of inhibitory receptors. *p < 0.05 and **p < 0.01, Mann-Whitney U-test (boxes and

whiskers) or permutation test (pie charts).

with the co-expression of inhibitory receptors in experimental
ChD. In acutely infected mice (10 and 30 dpi), the percentage
of multifunctional CD4+ and CD8+ T cells correlated positively
with the level of inhibitory receptor co-expression on CD4+ and
CD8+ T cells (Spearman’s r= 0.8896, p= 0.0013 and Spearman’s
r = 0.8211, p = 0.0067, respectively). In contrast, in chronically
infected mice, the percentage of multifunctional CD8+ T
cells correlated negatively with the level of inhibitory receptor
co-expression on CD8+ T cells (Spearman’s r = −0.8232,
p = 0.0046), but no correlation was observed with CD4+ T cells

from chronically infected mice (data not shown). In addition, a
positive correlation between the percentage of multifunctional T
cells and 2B4 and CD160 expression on CD4+ and CD8+ T cells
was observed in acutely infected mice, and a negative correlation
was observed between the percentage of multifunctional CD8+

T cells and CTLA-4 and PD-1 expression on CD8+ T cells in
chronically infected mice (Supplementary Figure 6).

Finally, given that moderate inflammatory infiltrate and high
parasite load in liver in chronically infected mice at 260 dpi
could be related with the fact that the reticulotropic Y strain of
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FIGURE 5 | Inhibitory receptor expression and co-expression on CD8+ T cells from mice with acute and chronic experimental ChD. (A) Representative dot plot of the

gating strategy for CD8+ T cell expressing 2B4, CD160, CTLA-4, or PD-1. The number on the upper right side corresponds to the frequency of molecules detected in

CD8+ T cells. (B) histopathological Percentages (top panel) and median proportions (bottom panel) of CD8+ T cells expressing 2B4, CD160, CTLA-4, or PD-1 in

mice with experimental ChD. The boxes (25–75th percentiles) and whiskers (minimum to maximum) show the median percentages and range of expression of

inhibitory receptors on CD8+ T cells. The pie chart depicts the median proportion of inhibitory receptors. *p < 0.05 and **p < 0.01, Mann-Whitney U-test (boxes and

whiskers) or permutation test (pie charts).

T. cruzi causes liver pathology (Supplementary Figure 5B) (57,
58), we analyzed whether there was any relationship between the
inflammatory infiltrate in liver tissue and the functional activity
or inhibitory receptor co-expression in chronically T. cruzi-
infected mice. In 3 chronically infected mice at 100 and 260 dpi
was found a moderate inflammatory infiltrate in the liver tissue,
whereas in the rest of the mice (7 mice) it was detected a low
inflammatory infiltrate. The comparison of the effector function
and the inhibitory receptor expression revealed a reduction of
antigen-specific multifunctional CD8+ T cells and an increase
in the inhibitory receptor co-expression on CD8+ T cells in
chronically infected mice that presented moderate inflammatory
infiltrate in the liver tissue than in mice with low inflammatory
infiltrate. However, no differences were found in effector function
and the inhibitory receptor co-expression on CD4+ T cells

in chronically infected mice that presented moderate or low
inflammatory infiltrate in the liver tissue (Figure 6). In summary,
the pathology in liver tissue in chronically T. cruzi-infected
mice could be related with the dysfunctionality of CD8+ T
cells, characterized by a low multifunctional effector T cell
response and a high expression of inhibitory receptors on
T cells.

Based on our results, an acute T. cruzi infection with
the reticulotropic Y strain induces a multifunctional CD4+

Th1 and CD8+ Tc1 cell responses and high inhibitory
receptor co-expression on T cells (2B4 and CD160),
while a chronic T. cruzi infection is characterized by a
monofunctional T cell response, high cytotoxic activity,
and high levels of inhibitory receptor co-expression
(CTLA-4 and PD-1) (Figure 7).
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FIGURE 6 | Effector function of T cells and inhibitory receptor co-expression on T cells according to the inflammatory infiltrate score in the liver tissue in chronically T.

cruzi-infected mice. Comparison of the effector function of T cells and the inhibitory receptor co-expression on T cells between chronically T. cruzi-infected mice with

moderate and low inflammatory infiltrate in the liver tissue. The comparative analysis with CD4+ and CD8+ T cells is shown in (A,B), respectively. The bar graphs

show the median percentages of total cytokine-producing T. cruzi-specific T cells, percentages of multifunctional T cells endowed with two and three functions, or

percentages of T cells co-expressing three and four inhibitory receptors on T cells. *p < 0.05, Mann-Whitney U-test. FC, fold change.

DISCUSSION

The acquired T cell dysfunction, known as T cell exhaustion, is a
state commonly observed during chronic infections and cancer,
and is associated with the severity of infection or pathology.
This phenomenon is characterized by the gradual loss of antigen-
specific T cell effector capacity and increased inhibitory receptor
expression and co-expression on CD4+ and CD8+ T cells (23, 24,
59). In ChD, chronically infected individuals have dysfunctional
CD8+ T cells exhibiting impaired cytokine production and
increased inhibitory receptor co-expression, similar to the
findings described above (25, 26). Interestingly, an anti-parasitic
treatment improves the response of antigen-specific CD8+ T cells
and decreases inhibitory receptor co-expression (27), suggesting
that, similar to other models, changes in these T cell immune
parameters are potentially related to the failure of the etiological
treatment and progression of ChD. Thus, in the present study, we
analyzed whether acute and chronic experimental ChD alters the
multifunctional capacity and inhibitory receptor co-expression
on T cells. In summary, acute experimental ChD in BALB/c
mice induced a multifunctional CD4+ Th1 and CD8+ Tc1 cell
responses and high inhibitory receptor co-expression on T cells.
In contrast, chronically infected mice presented monofunctional
antigen-specific T cells, high cytotoxic activity, and high levels
of inhibitory receptor co-expression on T cells. In addition, we
observed that the pathology in liver tissue in chronically T. cruzi-
infected mice could be related with the dysfunctionality of CD8+

T cells, characterized by a low multifunctional effector T cell
responses and high inhibitory receptor expressions on T cells.
To our knowledge, this study is the first to provide evidence
suggesting that similar to humans, chronic T. cruzi infection

in mice leads to T cell exhaustion with impaired cytokine
production and increased inhibitory receptor co-expression.

To date, experimental models of ChD have shown substantial
variability in terms of infection outcomes, parasite load and
tropism that depend on both the host and the parasite (60,
61). For instance, C57BL/6 mice are more resistant to T. cruzi
infection than BALB/c mice, which show intermediate resistance
to parasite infection (33, 61). In addition, T. cruzi is a parasite
that includes different genetic lineages, known as DTUs (62),
which have shown different tropisms (e.g., of the reticulotropic
or myotropic strains) and infection outcomes in experimental
models of ChD that causes heart, gastrointestinal tract, or liver
pathologies (48, 60). For example, a lower parasite load has
been observed in chronic T. cruzi-infected mice than in acutely
infected mice (63), but these results can vary, even in studies
using the same parasite strain (64). Indeed, another parameter
that can affect the evolution of ChD is the number of parasites
infecting the host, because murine models have shown that a
high inoculum correlates with parasite persistence, inflammation
or tissue damage (65, 66). Given this feature and to control the
effect of the inoculum in our experimental ChD model, in a pilot
experiment, we infected mice with different inocula (104 and 105

parasites) to select a dose that would allow for the detection of
high levels of parasitemia, as shown here. However, it is still
necessary to understand how the inoculum affects the course
of the T. cruzi-infected humans, as the experimental dose of
parasites may not reflect what occurs naturally. Thus, given the
complexity of T. cruzi infection (60), the development of models
that have similar characteristics to humans is important and
potentially useful for identifying immune markers and correlates
of protection, and, in the long term, new immunotherapy
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FIGURE 7 | Schematic depicting the multifunctionality and dysfunctionality of T cells in an animal model of acute and chronic Chagas disease. In the present study,

whether experimental acute (10 and 30 days) and chronic (100 and 260 days) ChD alters the CD4+ Th1 and CD8+ Tc1 cell multifunctional capacities and inhibitory

receptor co-expression on T cells was analyzed in a murine model. Representative results of CD8+ T cells across the experimental infection conditions with T. cruzi

are shown. The black, blue, and red lines show the median proportions of functional and cytotoxic activity and the co-expression of inhibitory receptors, respectively.

The colors in the pie charts depict the number of T cell functions, as well as the inhibitory receptors co-expressed on CD8+ T cells in the acute and chronic phases of

experimental ChD. Based on our results, an acute T. cruzi infection induces a multifunctional T cell response and high inhibitory receptor co-expression on T cells,

whereas chronic T. cruzi infection is characterized by a monofunctional T cell response, high cytotoxic activity, and high levels of inhibitory receptor co-expression.

GzmB, granzyme B; Perf, perforin.

strategies for ChD. Studies using acute experimental models
of ChD have shown that T. cruzi infection leads to transient
mononuclear inflammatory infiltrates in many tissues, including
the colon, heart, liver, and skeletal muscle, which decrease
during chronic infection (54). Here, T. cruzi infection induced a
mononuclear inflammatory infiltrate that was potentially related
to the presence of the parasite in tissues, as it was observed in
nearly all of the colon and heart tissue samples obtained from
infected mice. Additionally, high parasite loads were observed
in colon, heart, liver, and skeletal muscle tissues with moderate
inflammatory infiltrate obtained from mice with acute and
chronic infections compared with those with low or absent
inflammatory infiltrate, suggesting that our experimental model
is similar to that of other studies (54, 67). As it was to be
expected, reticulotropic strains, such as Y strain, might be
involved in increased inflammatory infiltrates in liver and spleen
tissues and causes pathology as reported previously (57, 58),
but to evaluate the pathological forms of experimental ChD, is
important to implement other methodological approaches, such
as the measurement of heart rate or the identification of fibrosis
in tissue samples (57, 60, 68). However, to date, it has been very
difficult to establish the direct relationship among the parasite
load, the inflammatory infiltrate and the pathogenesis of ChD as
previously described (69).

During acute infection, naïve antigen-specific T cells are
activated, proliferate, acquire effector functions, and differentiate
into effector T cells that are capable of mounting an immune
response that will control or eliminate the pathogen (70). In
contrast, during a chronic infection, the panorama is more
complex; although antigen-specific effector T cells are developed,
these T cell subsets lose their effector functions hierarchically.
IL-2 production and cytotoxic capacity are the first functions to
be compromised, followed by TNF-α production, and finally,
IFN-γ production (23, 24). Additionally, T cells with this
dysfunctional phenotype express inhibitory molecules such as
PD-1 and CTLA-4 at high levels (71). This exhaustion state
has been reported in infections caused by other parasites, such
as Plasmodium spp. (72, 73), Toxoplasma gondii (74, 75), and
Leishmania spp. (76–78), in human andmousemodels. Although
the precise features of T cell exhaustion vary during infection
(24), a partial (i.e., poor effector response) or completely (i.e., a
lack of effector capacity) dysfunctional T cell effector response
can occur (23, 79). During a chronic T. cruzi infection, patients
with advanced-stage ChD disease exhibit a lower percentage of T
cells producing IFN-γ, TNF-α, or IL-2 and a lower proportion
of multifunctional T cells than patients in the early stage of the
disease (25), as well as decreased proliferation (59), which is
associated with a decrease in the number T stem cell memory

Frontiers in Immunology | www.frontiersin.org 12 April 2019 | Volume 10 | Article 918



Resultados 

 100 

 
 

Mateus et al. Animal Model of Chagas Disease

cells (26). Indeed, T cells from T. cruzi-infected children are more
multifunctional than T cells from T. cruzi-infected adults, which
have monofunctional T cells, suggesting that a persistent parasite
infection promotes the exhaustion of T cells and contributes to
the long-term progression of the disease in infected individuals
(80). Here, as expected, acutely (10 dpi) infected mice showed
an increased proportion of multifunctional T cells that produced
cytokines and cytotoxic activity compared to infected mice at 30
dpi or chronically infected mice (100 or 260 dpi), as previously
shown (81); however, although the elimination of the parasite
was not achieved, a reduction in the parasite load in the colon,
heart, liver, skeletal muscle, and blood was detected in chronically
T. cruzi-infected mice. These chronically infected mice at 100
dpi showed a higher percentage of T cells producing IFN-γ,
TNF-α, or IL-2 and a higher proportion of multifunctional T
cells endowed with two functions than mice chronically infected
at 260 dpi. Thus, chronic T. cruzi infection in mice potentially
leads to partial T cell exhaustion or poor T cell effector functions,
as has been observed in adult patients with ChD at advanced or
severe disease stages (25). Interestingly, in our experimental ChD
model that included the reticulotropic Y strain of the parasite
allowed us to reveal that chronically infected mice with moderate
inflammatory infiltrate in liver tissue has low percentages of
antigen-specific multifunctional T cells, suggesting that a poor
effector T cell response might be related with the liver pathology.
However, validation of the T cell response in chronically infected
mice with a myotropic T. cruzi strain is still necessary to
validate our results. Under our experimental conditions, no
direct relationship between the parasite load in tissues and the
effector response of the CD4+ and CD8+ T cells was found.
We hypothesized that this result may be related to different
variables that converge in this complex infection. These variables
include low levels of parasite load and low frequencies of T cells
detected during the chronic infection (technical), antigenic
variability, tropism and latency of the parasite (parasitological)
and genetic background and immune response (host)
(60, 69, 82–84).

Tissue injury has been suggested to be mediated by the
immune response, which plays a decisive role in the development
of chronic ChD (85). For instance, an association between TNF-
α-producing cells and cardiac damage has been observed in
the heart and plasma samples from patients with chronic ChD
with cardiac complications (86, 87), and TNF-α production by
T cells from patients with chronic ChD persists and is related
to CD8+ T cell degranulation (88). Furthermore, patients with
advanced-stage ChD disease exhibit a higher proportion of
cytotoxic CD8+ T cells producing granzyme B and perforin
than patients in early stages of the disease (25). Indeed, in
chronically infected mice, cytotoxic T cells were observed in
cardiac tissue samples, suggesting that these cells are implicated
in cardiac damage (31). For instance, studies have suggested
that cytotoxic T cells could be related to a mechanism of tissue
damage induced by T. cruzi infection, because these cells can be
detected in tissue from chagasic patients withmegaoesophagus or
myocardial lesions (28–31). However, it is necessary to elucidate
whether, during chronic T. cruzi infection, the absence of these
molecules —TNF-α, granzyme B, or perforin— could prevent

or enhance the Chagasic tissue lesions. Chronically infected
mice exhibited a higher percentage of T cells that produce
TNF-α than acutely infected mice, and late chronically infected
mice showed a higher proportion of cytotoxic CD8+ T cells
producing granzyme B and perforin than infected mice at 100
dpi, suggesting that our results are similar to previous studies
and correlated with the severity of ChD. Recently, despite the
chronic infection with T. cruzi, a population of CD8+ T cells
retain functional and cytotoxic activities against the parasite
in the tissue (89). Accordingly, in contrast with the classical
exhaustion model described for lymphocytic choriomeningitis
virus (LCMV) (90), the dysfunctionality of T cells observed in
the experimental model of ChD in the present study did not
affect all of the functional characteristics of CD8+ T cells (i.e.,
cytotoxic capacity). However, the roles of these populations of
T cells in the natural course of T. cruzi infection remain to
be elucidated.

Classically, inhibitory receptors are associated with processes
related to immune regulation, tolerance and the prevention
of autoimmunity (23, 56). However, these molecules are also
associated with T cell exhaustion during chronic infections (24).
Acute experimental models of ChD have shown that the infection
induces the transient expression of inhibitory receptors, such
as PD-1 (CD279) and CTLA-4 (CD152), on T cells and tissue-
infiltrating T cells in the myocardium (91, 92). In addition,
acute T. cruzi-infected mice treated with blocking antibodies
against PD-1 or PD-L1 show reduced parasitemia and parasitism
and an increased cardiac inflammatory response and mortality
compared to infected mice treated with an isotype control (IgG)
(91). In contrast, acute T. cruzi-infected mice treated with anti-
CTLA-4 show reduced parasitemia and mortality compared to
mice treated with an isotype control (IgG) (92). In chronic
experimental models of ChD and in patients with a severe form
of chronic ChD, a continuous increase in inhibitory receptor
expression and co-expression on T cells from peripheral blood
and cells from cardiac tissue has been observed (68, 93). Recently,
cardiac tissue cells from mice with a chronic infection and
heart failure showed high levels of PD-1 and PD-L1 expression
at 330 dpi (68). Moreover, mice treated with anti-PD-1 show
reduced parasitemia, increased numbers of cardiac T cells with
an effector memory phenotype, and increased deterioration of
cardiac function compared with infected mice treated with an
isotype control (IgG) (68). Remarkably, in the present study,
acute T. cruzi-infected mice expressed inhibitory receptors, such
as 2B4 (CD244), CD160, CTLA-4, and PD-1, at higher levels
and exhibited higher co-expression of these molecules at 10
dpi than at 30 dpi, suggesting that the transient increase in
inhibitory receptor expression and co-expression on T cells from
acute T. cruzi-infected mice is related to immune regulation
in an acute inflammatory microenvironment. In acutely T.
cruzi-infected humans, the dynamics of inhibitory receptor
expression on T cells are unknown. Given the difficulties of
detecting individuals in the acute phase due to non-specific
symptoms, inhibitory receptor expression has been evaluated
in asymptomatic chagasic patients, and low frequencies of 2B4,
CD160, TIM-3, CTLA-4, and PD-1 on CD8+ T cells were
found compared with those in symptomatic chronic chagasic
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patients (25). The model described here could reflect the
asymptomatic/latent phase, because these molecules are poorly
expressed on T cells from T. cruzi-infected humans (in the
asymptomatic phase) and in mice (at 30 dpi). In addition, we
observed a constant increase in the expression of inhibitory
receptors and co-expression on CD4+ and CD8+ T cells
from chronically infected mice. Indeed, a higher percentage
of T cells expressed CTLA-4 and PD-1 in infected mice at
260 dpi than at 10 dpi. Notably, although these preliminary
findings should be further explored, a positive correlation
between the percentage of multifunctional T cells and 2B4 and
CD160 expression on CD4+ and CD8+ T cells was observed
in acutely infected mice, and a negative correlation between
the percentage of multifunctional CD8+ T cells and CTLA-
4 and PD-1 expression on CD8+ T cells was observed in
chronically infected mice. Thus, these inhibitory molecules likely
play a crucial role in immune regulation (2B4 or CD160) and
inhibition (CTLA-4 or PD-1) during acute and chronic T.
cruzi infection, respectively, and might serve as biomarkers for
monitoring the progression of ChD. Intriguingly, although it was
postulated that the expression of inhibitory receptors in an acute
microenvironment could be related to the regulation of CD4+

and CD8+ T cell activation, it has been proposed that some of
these molecules, such as 2B4 and CD160, could be associated
with the optimal activation of T cells (94, 95). However, in
acute T. cruzi infection, it is necessary to determine whether the
expression of these molecules is related to lymphoid regulation
or activation. Consequently, blocking the interaction between the
inhibitory receptors and their ligands must be carefully analyzed
because these molecules play important roles in regulating the
hyperactive immune response in both the acute and chronic
inflammatory microenvironment.

In conclusion, during acute T. cruzi infection with the
reticulotropic Y strain, immune activation leads to the generation
of antigen-specific multifunctional CD4+ Th1 and CD8+ Tc1
cells and their regulation by inhibitory receptor co-expression. In
contrast, during chronic T. cruzi infection, the chronicity of the
infection induces amoderate inflammatory infiltrate in colon and
liver tissues accompanied with poor T cell effector function that
is possibly related to the co-expression of inhibitory receptors
on T cells, but this phenomenon does not occur in cytotoxic
CD8+ T cells. Taken together, these data support our previous
study in which we hypothesized that similar to several chronic
infectious diseases in humans and murine models, the T. cruzi
persistence could promotes the dysfunctionality of T cells, and
these changes are potentially related to the progression of ChD.
Thus, these data constitute a useful model for the identification of

immune markers and correlates of protection, and for long-term
explorations of new immunotherapy strategies for ChD.
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5.2.2 Evaluación de la respuesta de los LT y su relación con el control de la infección crónica por 
T. cruzi en ratones 

Diferentes estudios han documentado que algunas características del parásito o las infecciones 
puede tener un impacto en el curso y desenlace de la infección por T. cruzi. Por ejemplo, se ha 
descrito que la diversidad genética del parásito (DTU) puede estar relacionada con la fase de la 
infección o la severidad del daño (bajo-moderado) (Santi-Rocca et al., 2017). Adicionalmente, en 
modelos animales experimentales se ha mostrado que las reinfecciones o infecciones mixtas por 
cepas del parásito conducen a la falla en el control de la infección, evidenciada por alta carga 
parasitaria y alto infiltrado inflamatorio en tejido (Andrade et al., 2006; Bustamante et al., 2007; 
Bustamante et al., 2002; Perez et al., 2018). Por lo anterior y teniendo en cuenta que una 
limitación para el estudio de la infección crónica por T. cruzi en humanos y modelos múridos es 
la cuantificación de la carga parasitaria y del daño en tejido, se evaluó si la respuesta de los LT se 
relaciona con el control de la infección en un modelo múrido de infección con cepas de dos 
grupos genéticos del parásito y durante la reinfección o infección mixta por cepas de T. cruzi. 

Para dar respuesta a este punto, inicialmente, ratones fueron infectados con la cepa Y (TcII) o DA 
(TcI) de T. cruzi y se sometieron a eutanasia a los 10, 30, 100 o 260 dpi, como se mencionó en la 
Figura 5. Además, otro grupo de ratones se infectaron con la cepa Y o DA de T. cruzi y 
posteriormente, se reinfectaron con la cepa Y a los 10 o 100 dpi y se sometieron a eutanasia a 
los 260 dpi (Figura 6). A partir de cada ratón se obtuvieron los siguientes tejidos: hígado, colon, 
músculo esquelético, corazón, sangre y bazo para la evaluación del grado de infiltrado 
inflamatorio, la carga parasitaria o la repuesta de los LT, según sea el caso. 

Las células mononucleares de bazo se marcaron con anticuerpos conjugados para identificar 
mediante citometría de flujo las subpoblaciones de LT, los LT que producen citocinas en respuesta 
a proteínas del parásito y la expresión de receptores inhibitorios (Tabla 8). 

Tabla 8. Paneles multicolor para evaluar la respuesta de los LT en células mononucleares de ratones con 
infección mixta por cepas de T. cruzi, 

 

Panel subpoblaciones Panel actividad funcional Panel receptores 
inhibitorios

Panel 1 Panel 2 Panel 3
AQUA

CD3-PerCP-Cy5.5
CD4-Alexa Fluor 700

CD8-APC-H7
CD44-FITC

CD62L-PE-Cy7
CD122-PE

CD127-BV421
KLRG1-PE-eFluor 610

AQUA
CD3-PerCP-Cy5.5

CD4-Alexa Fluor 700
CD8-APC-H7

IFNg-PE-CF594
TNFa-PE-Cy7

IL-2-BV421

AQUA
AQUA

CD3-PerCP-Cy5.5
CD4-Alexa Fluor 700

CD8-APC-H7
PD-1-APC
CTLA-4-PE
2B4-FITC

CD160-PE-CF594
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Los resultados correspondientes al desarrollo de este objetivo fueron consignados en el 
manuscrito titulado: “T cell response quality is related to parasite control throughout chronic 
Trypanosoma cruzi infection”, el cual actualmente se encuentra en preparación. 

5.2.2.1 Carga parasitaria y grado de infiltrado inflamatorio en ratones con infección aguda y 
crónica por la cepa Y o DA de T. cruzi 

Teniendo en cuenta que varios estudios han documentado que la diversidad genética de T. cruzi 
puede tener un impacto en el curso y desenlace de la infección (Santi-Rocca et al., 2017), 
inicialmente, se establecieron las diferencias de la carga y el infiltrado inflamatorio en ratones 
con infección aguda o crónica con la cepa Y o DA de T. cruzi. Se encontró que ratones con 
infección aguda con la cepa Y presentan mayor carga parasitaria en muestras de colon, corazón, 
hígado, músculo esquelético y sangre comparado con muestras de ratones infectados con la cepa 
DA (Figura 20A). Sin embargo, similares niveles de carga parasitaria en muestras de colon, 
corazón, hígado, músculo esquelético y sangre se detectaron entre ratones con infección crónica 
con la cepa Y o DA de T. cruzi (Figura 20C).  

Posteriormente, se comparó el grado de infiltrado inflamatorio entre muestras de tejidos de 
ratones infectados con la cepa Y o DA del parásito, encontrándose que muestras de colon, 
corazón, hígado y músculo esquelético de ratones con infección aguda con la cepa Y presentaban 
un incremento de 1,4, 2,4, 3,0 y 2,2 veces, respectivamente, del grado de infiltrado inflamatorio 
en comparación con muestras de estos tejidos de ratones con infección aguda con la cepa DA 
(Figura 20B). Además, se encontró que muestras de colon e hígado de ratones con infección 
crónica con la cepa Y presentaban un incremento de 12,0 y 3,2 veces, respectivamente, del grado 
de infiltrado inflamatorio en comparación con muestras de estos tejidos de ratones con infección 
crónica con la cepa DA. Se observó similar grado de infiltrado inflamatorio en muestras de 
corazón o músculo esquelético de ratones con infección crónica con la cepa Y o DA (Figura 20D).  

Estos resultados mostraron que la infección aguda con la cepa Y conduce al aumento de la carga 
parasitaria y del grado de infiltrado inflamatorio en tejido mientras que la infección crónica con 
la cepa Y, como previamente se demostró, se caracterizó por bajos (pero detectables) niveles de 
carga parasitaria en tejido y alto grado de infiltrado inflamatorio en colon e hígado. En cambio, 
la infección aguda y crónica con la cepa DA, se caracterizó por bajos niveles de carga parasitaria 
e infiltrado inflamatorio en tejido. Así, teniendo en cuenta las diferencias en carga parasitaria e 
infiltrado inflamatorio en ratones infectados con la cepa Y o DA, los resultados muestran que la 
infección con la cepa Y conduce a mayor parasitemia, parasitismo e inflamación en comparación 
con la infección con la cepa DA de T. cruzi.  
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Figura 20. Comparación de la carga parasitaria y el infiltrado entre ratones con infección aguda y crónica por la 

cepa Y o DA de T. cruzi. 

(A y C) Niveles de carga parasitaria en muestras de colon, corazón, hígado, músculo esquelético y sangre de ratones 
con infección aguda y crónica por T. cruzi. Los gráficos de barras muestran la mediana de parásitos equivalentes por 
50 ng de ADN (LOG10). La línea de puntos representa el LDC en la PCRq. Los valores de p fueron calculados usando la 
prueba U de Mann-Whitney; *p<0,05, **p<0,001, ***p<0,0001. (B y D) Grado de infiltrado inflamatorio en muestras 
de colon, corazón, hígado y músculo esquelético de ratones con infección aguda y crónica por T. cruzi. Los gráficos 
de barras muestran el grado de infiltrado inflamatorio promedio en los tejidos. La RC fue calculada como la relación 
entre el promedio del infiltrado inflamatorio de muestras de ratones infectados con la cepa Y dividido por el 
promedio del infiltrado inflamatorio de muestras de ratones infectados con la cepa DA. 

5.2.2.2 Subpoblaciones de LT en ratones con infección aguda y crónica por la cepa Y o DA de T. 
cruzi. 

Teniendo en cuenta las diferencias observadas en la carga parasitaria y el infiltrado inflamatorio 
entre ratones infectados con la cepa Y o DA de T. cruzi, se buscó establecer las diferencias entre 
las subpoblaciones de LT de memoria y efectores en ratones infectados con estas cepas durante 
la fase aguda y crónica. Las subpoblaciones de memoria de los LT CD4+ y CD8+ fueron identificadas 
mediante la expresión diferencial de los marcadores CD44, CD62L, CD122 y CD127, definiendo 
TSCM (CD44-CD62L+CD122+CD127+), TCM (CD44+CD62L+) y TEM (CD44+CD62L-); además, en el 
análisis se incluyó la población de células que, aunque no se han asociado con un fenotipo 
específico en el modelo múrido, se aumentan durante las infecciones y se nombraron T dobles 
negativas (TDN, CD44-CD62L-) (Tabla 8, Panel 1). Las subpoblaciones efectoras de LT CD4+ y CD8+ 
fueron identificadas mediante la expresión diferencial de los marcadores KLRG-1 y CD127, 
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definiendo EEC (KLRG-1-CD127-), SLEC (KLRG-1+CD127-), MPEC (KLRG-1-CD127+) y DPEC (KLRG-
1+CD127+) (Tabla 8, Panel 1). La Figura 21A y Figura 22A muestra el representativo para la 
selección de las subpoblaciones de memoria y la Figura 21C y Figura 22C muestra el 
representativo para la selección de las subpoblaciones efectoras de LT CD4+ y CD8+, 
respectivamente.  

Durante la fase aguda de infección, se encontró menor frecuencia de LT CD4+ y CD8+ TSCM y TCM y 
mayor frecuencia de TEM y TDN en ratones infectados con la cepa Y a 10 y 30 dpi en comparación 
con ratones infectados con la cepa DA (Figura 21B y Figura 22B). Por el contrario, durante la fase 
crónica, para LT CD4+ se encontró mayor frecuencia de TSCM y menor frecuencia de TEM en ratones 
con infección con DA (Figura 21B); mientras que para LT CD8+ se encontró menor frecuencia de 
TSCM y TCM y mayor frecuencia de TEM y TDN en comparación con ratones infectados con la cepa 
DA (Figura 22B).  

Al comparar las subpoblaciones de LT efectores entre ratones infectados con la cepa Y y DA con 
infección aguda, se encontró mayor frecuencia de EEC, SLEC y DPEC, así como menor frecuencia 
de MPEC en ratones con infección con la cepa Y en comparación con ratones infectados con la 
cepa DA (Figura 21D y Figura 22D). Durante la infección crónica, se encontró mayor frecuencia 
de LT CD4+ MPEC en ratones infectados con 100 dpi en comparación con ratones infectados con 
la cepa DA; sin embargo, a los 260 dpi, ratones infectados con la cepa Y presentaron menor 
frecuencia de esta población celular en comparación con los ratones infectados con la cepa DA. 
La frecuencia de las subpoblaciones de LT CD4+ EEC, SLEC y DPEC fueron similares entre ratones 
con infección crónica con la cepa Y o DA (Figura 21D). Cuando se comparó la frecuencia de las 
subpoblaciones en los LT CD8+ efectoras en ratones infectados con la cepa Y y DA, se encontró, 
durante la fase aguda, mayor frecuencia de EEC y SLEC en ratones infectados con la cepa Y a los 
10 y 30 dpi comparado con ratones infectados con la cepa DA. Durante la fase crónica, se 
encontró mayor frecuencia de LT CD8+ SLEC y menor frecuencia de MPEC en ratones infectados 
con la cepa Y en comparación con ratones infectados con la cepa DA.  

En conjunto, estos hallazgos muestran que la respuesta de LT CD4+ y CD8+ es diferente entre 
ratones infectados con la cepa Y o DA de T. cruzi. Se observó que la infección con la cepa Y 
conduce al aumento de células con mayor grado de diferenciación (predominantemente TEM), así 
como a una mayor frecuencia de células efectoras de vida corta (EEC y SLEC), mientras que la 
infección con la cepa DA conduce al aumento de células con menor grado de diferenciación (TSCM 
y TCM) y de células efectoras precursoras de memoria (MPEC). 
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Figura 21. Comparación de las subpoblaciones de LT CD4+ entre ratones con infección aguda y crónica por la 

cepa Y o DA de T. cruzi. 

(A) Dispersograma representativo de la selección de las subpoblaciones de memoria LT CD4+ de acuerdo con 
la expresión diferencial de las moléculas CD44, CD62L, CD122 y CD127. (B) Frecuencia de las subpoblaciones 
de LT CD4+ TSCM, TCM, TEM y TDN en ratones con infección aguda y crónica por las cepas Y o DA de T. cruzi. (C) 
Dispersograma representativo de la selección de las subpoblaciones efectoras de LT CD4+ de acuerdo con la 
expresión diferencial de las moléculas KLRG-1 y CD127. (D) Frecuencia de las subpoblaciones de LT CD4+ EEC, 
SLEC, MPEC y DPEC en ratones con infección aguda y crónica por las cepas Y o DA de T. cruzi. Los valores de p 
fueron calculados usando la prueba U de Mann-Whitney; *p<0,05, **p<0,01. Las gráficas de barras (B y D) 
muestran la mediana y rango de las subpoblaciones de memoria o efectoras de LT CD4+.  
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Figura 22. Comparación de las subpoblaciones de LT CD8+ entre ratones con infección aguda y crónica por la 

cepa Y o DA de T. cruzi. 

(A) Dispersograma representativo de la selección de las subpoblaciones de memoria LT CD8+ de acuerdo con 
la expresión diferencial de las moléculas CD44, CD62L, CD122 y CD127. (B) Frecuencia de las subpoblaciones 
de LT CD8+ TSCM, TCM, TEM y TDN en ratones con infección aguda y crónica por las cepas Y o DA de T. cruzi. (C) 
Dispersograma representativo de la selección de las subpoblaciones efectoras de LT CD8+ de acuerdo con la 
expresión diferencial de las moléculas KLRG-1 y CD127. (D) Frecuencia de las subpoblaciones de LT CD8+ EEC, 
SLEC, MPEC y DPEC en ratones con infección aguda y crónica por las cepas Y o DA de T. cruzi. Los valores de p 
fueron calculados usando la prueba U de Mann-Whitney; *p<0,05, **p<0,01. Las gráficas de barras (B y D) 
muestran la mediana y rango de las subpoblaciones de memoria o efectoras de LT CD8+.  

5.2.2.3 Respuesta funcional de LT en ratones con infección aguda y crónica por la cepa Y o DA de 
T. cruzi 

Posteriormente, para evaluar si la respuesta funcional de los LT específicos de T. cruzi es 
determinada por infección con la cepa Y o DA del parásito, se comparó la actividad funcional de 
los LT en ratones con infección aguda y crónica por T. cruzi. La actividad funcional fue medida por 
la producción de IFNg, TNFa o IL-2 en respuesta a las proteínas del parásito (Tabla 8, Panel 2). El 
análisis de la producción individual de citocinas frente al estímulo con proteínas del parásito, en 
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ratones con infección aguda, mostró mayor frecuencia de LT CD4+ y CD8+ que producen IFNg o 
TNFa en ratones infectados con la cepa Y luego de 10 dpi comparado con ratones infectados con 
la cepa DA. Aunque no se detectaron diferencias en la producción de citocinas en LT CD4+ entre 
ratones infectados con la cepa Y o DA con 30 dpi, hubo una tendencia a disminuir la frecuencia 
de LT CD4+ que producen IFNg, TNFa e IL-2 se detectó en ratones infectados con la cepa Y con 30 
dpi en comparación con ratones infectados con la cepa DA (Figura 23A). En contraste, se encontró 
menor frecuencia de LT CD8+ que producen TNFa o IL-2 en ratones infectados con la cepa Y luego 
de 30 dpi comparado con ratones infectados con la cepa DA. Así mismo, en ratones infectados 
con la cepa Y luego de 30 dpi se observó una tendencia a disminuir la frecuencia de LT CD8+ 
productores de IFNg en comparación con los ratones infectados con DA (Figura 24A).  

Posteriormente, al comparar el perfil funcional de LT CD4+ y CD8+ de ratones con infección aguda 
y crónica por T. cruzi, se encontró que la infección con ambas cepas inducen una repuesta 
multifuncional a diferentes tiempos, ya que se detectaron LT CD4+ y CD8+ multifuncionales que 
producen IFNg+TNFa+IL-2+ en ratones infectados con la cepa Y con 10 dpi, mientras que en 
ratones infectados con la cepa DA se detectaron células IFNg+TNFa+IL-2+ a los 30 dpi. Similar a 
resultados mencionados anteriormente, se detectaron LT con dos funciones en ratones 
infectados con la cepa Y con 100 dpi y LT monofuncionales en ratones infectados con la cepa Y 
con 260 dpi. En contraste, en ratones infectados con la cepa DA con 100 y 260 dpi se detectaron 
LT con dos funciones (Figura 23B y Figura 24B).  

Al evaluar los perfiles funcionales de los LT entre ratones infectados con la cepa Y o DA durante 
la fase aguda de la infección, se encontró predominio de LT que producen IFNg en ratones 
infectados con la cepa Y y predominio de LT que producen IL-2 en ratones infectados con la cepa 
DA. En ratones con infección aguda por la cepa Y o DA, aunque se detectaron bajos niveles de 
células con dos funciones, tiende a ser mayor en ratones infectados con la cepa Y en comparación 
con ratones con la cepa DA. Durante la infección crónica, se encontró menor frecuencia de LT 
CD4+ que producen IL-2 y mayor frecuencia de LT CD8+ que producen IFNg en ratones infectados 
con la cepa Y en comparación con ratones infectados con la cepa DA. Además, se encontró en 
ratones infectados con la cepa Y o DA que la respuesta de LT CD4+ y CD8+ con dos funciones se 
encuentra enriquecida en células que producen IFNg e IL2 o IFNg y TNFa (Figura 23C y Figura 
24C).  

Por lo anterior, estos resultados confirman los hallazgos mencionados anteriormente en ratones 
infectados con la cepa Y, en donde a los 10 y 100 dpi se detectan LT multifuncionales con tres y 
dos funciones, respectivamente, y a los 30 y 260 dpi, se detectan LT monofuncionales. Por el 
contrario, frente a la infección con la cepa DA del parásito, se encontraron LT multifuncionales 
con tres o dos funciones a los 30, 100 y 260 dpi.  
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Figura 23. Comparación de la respuesta funcional de LT CD4+ entre ratones con infección aguda y crónica por la 
cepa Y o DA de T. cruzi. 

(A) Frecuencia de LT CD4+ que producen IFNg, TNFa o IL-2 en ratones con infección aguda y crónica por la cepa 
Y o DA de T. cruzi. (B) Proporción de LT CD4+ con una, dos o tres funciones en respuesta a las proteínas del 
parásito. El gráfico de tortas muestra la mediana de la proporción de los perfiles funcionales LT CD4+ específicos 
de T. cruzi agrupados de acuerdo con el número de funciones y al código de colores mostrados en la Figura. (C) 
Perfiles funcionales de LT CD4+ de ratones con infección aguda y crónica por la cepa Y o DA de T. cruzi. Los 
valores de p fueron calculados usando la prueba U de Mann-Whitney; *p<0,05, **p<0,001. ND; No detectado. 

 



Resultados 

 113 

 
Figura 24. Comparación de la respuesta funcional de LT CD8+ entre ratones con infección aguda y crónica por la 

cepa Y o DA de T. cruzi. 

(A) Frecuencia de LT CD8+ que producen IFNg, TNFa o IL-2 en ratones con infección aguda y crónica por la cepa 
Y o DA de T. cruzi. (B) Proporción de LT CD8+ con una, dos o tres funciones en respuesta a las proteínas del 
parásito. El gráfico de tortas muestra la mediana de la proporción de los perfiles funcionales LT CD8+ específicos 
de T. cruzi agrupados de acuerdo con el número de funciones y al código de colores mostrados en la Figura. (C) 
Perfiles funcionales de LT CD8+ de ratones con infección aguda y crónica por la cepa Y o DA de T. cruzi. Los 
valores de p fueron calculados usando la prueba U de Mann-Whitney; *p<0,05, **p<0,001. 
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5.2.2.4 Expresión y coexpresión de receptores inhibitorios en LT de ratones con infección por la 
cepa Y o DA de T. cruzi. 

En vista que la actividad funcional de los LT puede estar afectada por la expresión y coexpresión 
de receptores inhibitorios y teniendo en cuenta las diferencias observadas en las subpoblaciones 
y la respuesta funcional de los LT en ratones infectados con la cepa Y o DA, se comparó la 
frecuencia de LT que expresan o coexpresan receptores inhibitorios en ratones infectados con la 
cepa Y o DA de T. cruzi. De esta manera, células mononucleares de ratones infectados con la cepa 
Y o DA fueron marcadas con anticuerpos contra 2B4, CD160, CTLA-4 y PD-1 (Tabla 8, Panel 3).  

Al analizar la expresión individual de los receptores inhibitorios en LT de ratones con infección 
aguda, se encontró mayor frecuencia de LT CD4+ y CD8+ que expresan 2B4, CD160, CTLA-4 o PD-
1 en ratones infectados con la cepa Y con 10 dpi en comparación con ratones infectados con la 
cepa DA (Figura 25A y Figura 26A). Además, se encontró mayor frecuencia de LT CD4+ que 
expresan 2B4, CTLA-4 o PD-1 en ratones infectados con la cepa Y con 30 dpi en comparación con 
ratones infectados con la cepa DA. Similar frecuencia de LT CD4+ que expresan CD160 se observó 
entre ratones infectados con la cepa Y o DA (Figura 25A). Por el contrario, se encontró mayor 
frecuencia de LT CD8+ que expresan CD160 y similar frecuencia de LT CD8+ que expresan 2B4, 
CTLA-4 o PD-1 en ratones infectados con la cepa Y luego de 30 dpi en comparación con ratones 
infectados con la cepa DA (Figura 26A).  

En ratones con infección crónica, se encontró similar frecuencia de LT CD4+ que expresan 2B4, 
CD160, CTLA-4 o PD-1 en ratones infectados con la cepa Y o DA luego de 100 o 260 dpi. Por el 
contrario, se encontró mayor frecuencia de LT CD8+ que expresan PD-1 o CTLA-4 en ratones 
infectados con la cepa Y a los 100 o 260 dpi en comparación con ratones infectados con la cepa 
DA. Cuando se compararon las proporciones de LT que coexpresan receptores inhibitorios, se 
encontró mayor proporción de LT CD4+ y CD8+ que coexpresan tres o cuatro receptores 
inhibitorios en ratones infectados con la cepa Y a los 10 o 260 dpi en comparación con ratones 
infectados con la cepa DA. Además, se encontró similar proporción de LT CD4+ y CD8+ que 
coexpresan receptores inhibitorios en ratones infectados con la cepa Y o DA luego de 30 o 100 
dpi (Figura 25B y Figura 26B). 

Estos hallazgos mostraron que ratones con infección aguda (a los 10 dpi) o crónica (a los 260 dpi) 
con la cepa Y de T. cruzi presentan un aumento de LT que expresan y coexpresan receptores 
inhibitorios en comparado con ratones infectados con la cepa DA.  
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Figura 25. Comparación de la expresión y coexpresión de receptores inhibitorios en LT CD4+ entre ratones con 

infección aguda y crónica por T. cruzi. 

(A) Frecuencia de LT CD4+ que expresan 2B4, CD160, CTLA-4 o PD-1 en ratones con infección aguda y crónica 
por la cepa Y o DA de T. cruzi. Los gráficos de barras muestran la mediana y rangos de las frecuencias de LT 
CD4+ que expresan 2B4, CD160, CTLA-4 o PD-1. (B) Proporción de LT CD4+ que coexpresan receptores 
inhibitorios 2B4, CD160, CTLA-4 y PD-1 durante la infección aguda y crónica por la cepa Y o DA de T. cruzi. El 
gráfico de tortas muestra la mediana de las proporciones de LT CD4+ que coexpresan 2B4, CD160, CTLA-4 o PD-
1 agrupados de acuerdo con el número de receptores inhibitorios expresados y al código de colores mostrados 
en la Figura. Los valores de p fueron calculados usando la prueba U de Mann-Whitney; *p<0,05, **p<0,001. 

 
 

 
Figura 26. Comparación de la expresión y coexpresión de receptores inhibitorios en LT CD8+ entre ratones con 

infección aguda y crónica por T. cruzi. 

(A) Frecuencia de LT CD8+ que expresan 2B4, CD160, CTLA-4 o PD-1 en ratones con infección aguda y crónica 
por la cepa Y o DA de T. cruzi. Los gráficos de barras muestran la mediana y rangos de las frecuencias de LT 
CD8+ que expresan 2B4, CD160, CTLA-4 o PD-1. (B) Proporción de LT CD8+ que coexpresan receptores 
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inhibitorios 2B4, CD160, CTLA-4 y PD-1 durante la infección aguda y crónica por la cepa Y o DA de T. cruzi. El 
gráfico de tortas muestra la mediana de las proporciones de LT CD8+ que coexpresan 2B4, CD160, CTLA-4 o PD-
1 agrupados de acuerdo con el número de receptores inhibitorios expresados y al código de colores mostrados 
en la Figura. Los valores de p fueron calculados usando la prueba U de Mann-Whitney; *p<0,05, **p<0,001. 

En resumen, bajo estas condiciones experimentales, se encontró que las características de la 
repuesta frente a la infección por la cepa Y o DA del parásito son distintas. En ratones con 
infección crónica con la cepa Y de T. cruzi, en los que se detectó mayor parasitemia, parasitismo 
e inflamación, se encontró un deterioro de la respuesta de los LT (células con mayor grado de 
diferenciación, LT monofuncionales y alta expresión y coexpresión de receptores inhibitorios); 
mientras que en ratones con infección crónica con la cepa DA de T. cruzi, que presentaron menor 
parasitemia, parasitismo e inflamación en el tejido, se encontró una mejor calidad de la respuesta 
de los LT (células con menor grado de diferenciación, respuesta multifuncional y baja expresión 
y coexpresión de receptores inhibitorios). 

5.2.2.5 Análisis de la carga parasitaria y el infiltrado inflamatorio en ratones con reinfección o 
infección mixta de cepas de T. cruzi a los 260 dpi 

Posteriormente, teniendo en cuenta que las reinfecciones o las infecciones mixtas por cepas del 
parásito pueden estar relacionadas con el desenlace de la infección crónica por T. cruzi, se 
comparó la carga parasitaria y el grado de infiltrado inflamatorio en ratones infectados con la 
cepa Y o DA, reinfectados con la cepa Y y sacrificados a los 260 dpi, como se muestra en la Figura 
6. En ratones con infección Y/Y se encontró menor carga parasitaria en muestras de colon y 
sangre en comparación con muestras de ratones con infección DA/Y. Además, se detectó la 
presencia del parásito en un mayor número de muestras de hígado de ratones infectados con 
DA/Y, mientras que en ratones infectados Y/Y solo se detectaron en 1 ratón. Finalmente, se 
encontraron similares niveles de carga parasitaria en muestras de corazón y músculo esquelético 
de ratones infectados Y/Y o DA/Y (Figura 27A). Al comparar el grado de infiltrado inflamatorio, 
no se encontraron diferencias entre el grado de infiltrado inflamatorio en muestras de colon, 
corazón, hígado y músculo esquelético de ratones infectados con Y/Y o DA/Y (Figura 27B). No se 
detectaron diferencias cuando se comparó la carga parasitaria o el infiltrado inflamatorio en 
ratones infectados con Y/Y o DA/Y a los 10 y 100 dpi. 
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Figura 27. Evaluación de la carga parasitaria e infiltrado inflamatorio en ratones con reinfección o infección 

mixta por cepas de T. cruzi. 

(A) Niveles de carga parasitaria en muestras de colon, corazón, hígado, músculo esquelético y sangre de 
ratones con infección mixta por cepas de T. cruzi. El gráfico de barras muestra la mediana de parásitos 
equivalentes por 50 ng de ADN (LOG10). La línea de puntos representa el LDC en la PCRq. Los valores de p fueron 
calculados usando la prueba U de Mann-Whitney; ***p<0,0001. (B) Grado de infiltrado inflamatorio en 
muestras de colon, corazón, hígado y músculo esquelético de ratones con infección mixta por cepas de T. cruzi. 
El gráfico de barras muestra el grado de infiltrado inflamatorio promedio en los tejidos. La RC fue calculada 
como la relación entre el promedio del infiltrado inflamatorio de muestras de ratones Y/Y dividido por el 
promedio del infiltrado inflamatorio de muestras de ratones DA/Y. 

5.2.2.6 Evaluación de la repuesta de los LT en ratones con reinfección o infección mixta por cepas 
de T. cruzi. 

En vista que se observaron diferencias en la carga parasitaria entre ratones infectados y 
reinfectados con la cepa Y (Y/Y) y ratones con infección mixta con la cepa DA y Y (DA/Y), se 
comparó la respuesta de los LT CD4+ y CD8+ evaluando las subpoblaciones de LT de memoria y 
efectoras, la respuesta funcional y la expresión de receptores inhibitorios en ratones con 
infección mixta por cepas de T. cruzi (Tabla 8). Al comparar las subpoblaciones de LT CD4+ y CD8+, 
se encontró mayor frecuencia de TCM y menor frecuencia de TEM en ratones infectados con Y/Y 
comparado con ratones infectados con DA/Y (Figura 28A y Figura 29A). Además, se encontraron 
similares frecuencias de LT CD4+ EEC, SLEC, MPEC y DPEC entre ratones infectados con Y/Y y DA/Y 
(Figura 28B) y por el contrario, se encontró mayor frecuencia de LT CD8+ EEC y MPEC y menor 
frecuencia de SLEC en ratones infectados con Y/Y comparado con ratones infectados con DA/Y 
(Figura 29B). 

Al evaluar la respuesta funcional de los LT CD4+ y CD8+, no se detectaron diferencias en la 
frecuencia de LT CD4+ y CD8+ produciendo IFNg, TNFa o IL-2 entre ratones infectados con Y/Y o 
DA/Y (Figura 28C y Figura 29C). Se detectó mayor proporción de LT CD4+ y CD8+ con dos funciones 
en ratones infectados Y/Y que en comparación que ratones infectados DA (Figura 28D y Figura 
29D). En ratones infectados con Y/Y se encontró predominio de LT que producen IFNg+IL-2+, 
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mientras que en ratones infectados con DA/Y se observó un predominio de células que producen 
TNFa+ o IFNg+.  

Finalmente, al comparar la expresión de receptores inhibitorios en LT CD4+ y CD8+, se encontró 
menor frecuencia de LT CD4+ que expresan PD-1 en ratones infectados con Y/Y comparado con 
ratones infectados con DA/Y (Figura 28E y Figura 29E). Similar frecuencia de LT CD4+ expresando 
2B4, CD160 o CTLA-4 se encontró entre ratones infectados con Y/Y o DA/Y (Figura 28E). Además, 
se encontró menor frecuencia de LT CD8+ expresando CD160, CTLA-4 o PD-1 en ratones 
infectados Y/Y que en ratones infectados DA/Y. La frecuencia de LT CD8+ expresando 2B4 fue 
similar entre ratones infectados con Y/Y o DA/Y. De igual forma, se detectó una frecuencia similar 
de LT CD4+ y CD8+ que coexpresan receptores inhibitorios entre ratones infectados con Y/Y o 
DA/Y (Figura 28F y Figura 29F). 

 
Figura 28. Evaluación de la respuesta de los LT CD4+ en ratones con reinfección o infección mixta por cepas de T. 

cruzi. 

(A) Frecuencia de las subpoblaciones de LT CD4+ TSCM, TCM, TEM y TDN en ratones con infección mixta por cepas 
de T. cruzi. (B) Frecuencia de las subpoblaciones de LT CD4+ EEC, SLEC, MPEC y DPEC en ratones con infección 
mixta por T. cruzi. (C) Frecuencia de LT CD4+ que producen IFNg, TNFa o IL-2 en ratones con infección mixta 
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por T. cruzi. (D) Proporción de LT CD4+ con una, dos o tres funciones de ratones con infección mixta por cepas 
T. cruzi. (E) Frecuencia de LT CD4+ que expresan 2B4, CD160, CTLA-4 o PD-1 en ratones con infección mixta por 
cepas del parásito. (F) Proporción de LT CD4+ que coexpresan receptores inhibitorios en ratones con infección 
mixta por cepas de T. cruzi. Los gráficos de barras muestran la mediana y rangos de las frecuencias de las 
subpoblaciones de LT CD4+ (A y B), los LT CD4+ que producen citocinas (C) y los que expresan 2B4, CD160, CTLA-
4 o PD-1 (E). Los gráficos de tortas muestran la mediana de la proporción de los perfiles funcionales LT CD4+ 
específicos de T. cruzi agrupados de acuerdo con el número de funciones o LT CD4+ que coexpresan receptores 
inhibitorios agrupados de acuerdo al código de colores mostrados en la Figura. Los valores de p fueron 
calculados usando la prueba U de Mann-Whitney; **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001.  

 

 
Figura 29. Evaluación de la respuesta de los LT CD8+ en ratones con reinfección o infección mixta por cepas de T. 

cruzi. 

(A) Frecuencia de las subpoblaciones de LT CD8+ TSCM, TCM, TEM y TDN en ratones con infección mixta por cepas 
de T. cruzi. (B) Frecuencia de las subpoblaciones de LT CD8+ EEC, SLEC, MPEC y DPEC en ratones con infección 
mixta por T. cruzi. (C) Frecuencia de LT CD8+ que producen IFNg, TNFa o IL-2 en ratones con infección mixta 
por T. cruzi. (D) Proporción de LT CD8+ con una, dos o tres funciones de ratones con infección mixta por cepas 
T. cruzi. (E) Frecuencia de LT CD8+ que expresan 2B4, CD160, CTLA-4 o PD-1 en ratones con infección mixta por 
cepas del parásito. (F) Proporción de LT CD8+ que coexpresan receptores inhibitorios en ratones con infección 
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mixta por cepas de T. cruzi. Los gráficos de barras muestran la mediana y rangos de las frecuencias de las 
subpoblaciones de LT CD8+ (A y B), los LT CD8+ que producen citocinas (C) y los que expresan 2B4, CD160, CTLA-
4 o PD-1 (E). Los gráficos de tortas muestran la mediana de la proporción de los perfiles funcionales LT CD8+ 
específicos de T. cruzi agrupados de acuerdo con el número de funciones o LT CD8+ que coexpresan receptores 
inhibitorios agrupados de acuerdo al código de colores mostrados en la Figura. Los valores de p fueron 
calculados usando la prueba U de Mann-Whitney; *p<0,05, **p<0,01, ****p<0,0001.  

Por último, teniendo en cuenta las diferencias observadas en ratones con infección mixta por 
cepas de T. cruzi, se evaluó la relación de la carga parasitaria con la respuesta de los LT. En este 
análisis se incluyeron los resultados de la carga parasitaria detectada para muestras de colon y 
sangre de ratones con infección con Y/Y o DA/Y (Figura 27). Se encontró una correlación negativa 
entre la carga parasitaria con la frecuencia de LT CD4+ y CD8+ TCM y una correlación directa entre 
la carga parasitaria con la frecuencia de LT CD4+ y CD8+ TEM en ratones con infección mixta (Figura 
30A y Figura 31A). No se encontró correlación entre la carga parasitaria y la frecuencia de LT CD4+ 
y CD8+ que producen citocinas o la proporción de células multifuncionales (datos no mostrados). 
Adicionalmente, se encontró una relación directa de la carga parasitaria con la frecuencia de LT 
CD4+ expresando PD-1 en ratones con infección mixta por cepas del parásito; también, se 
encontró una relación directa de la carga parasitaria con la frecuencia de LT que expresan CD160, 
CTLA-4 o PD-1 (Figura 30B y Figura 31B).  

 
Figura 30. Correlación de la carga parasitaria con la respuesta de los LT CD4+ en ratones con reinfección o 

infección mixta por cepas de T. cruzi. 

(A y C) Correlación de la frecuencia de LT CD4+ TCM y TEM con la carga parasitaria en muestras de colon y sangre 
de ratones con infección mixta por cepas de T. cruzi. (B y D) Correlación de la frecuencia de LT CD4+ que 
expresan CD160, CTLA-4 o PD-1 con la carga parasitaria en muestras de colon y sangre de ratones con infección 
mixta por cepas de T. cruzi. Los valores de p fueron calculados usando la Prueba de Correlación de Spearman.  
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Figura 31. Correlación de la carga parasitaria con la respuesta de los LT CD8+ en ratones con reinfección o 

infección mixta por cepas de T. cruzi. 

(A y C) Correlación de la frecuencia de LT CD8+ TCM y TEM con la carga parasitaria en muestras de colon y sangre 
de ratones con infección mixta por cepas de T. cruzi. (B y D) Correlación de la frecuencia de LT CD8+ que 
expresan CD160, CTLA-4 o PD-1 con la carga parasitaria en muestras de colon y sangre de ratones con infección 
mixta por cepas de T. cruzi. Los valores de p fueron calculados usando la Prueba de Correlación de Spearman.  

En resumen, en ratones infectados y reinfectados con la cepa Y, en quienes se detectó menor 
carga parasitaria en muestras de colon y sangre a los 260 dpi, se encontró mayor proporción de 
células con menor grado de diferenciación (TCM) y menor expresión de receptores inhibitorios 
(CD160, CTLA-4 o PD-1). En cambio, en ratones con una infección mixta con la cepa DA y Y de T. 
cruzi, que presentaron mayor carga parasitaria en muestras de colon y sangre a los 260 dpi, se 
detectó aumento de células con mayor grado de diferenciación celular (TEM) y de receptores 
inhibitorios (CD160, CTLA-4 o PD-1) (Tabla 9). En conjunto, estos hallazgos muestran que la 
disminución de la carga parasitaria detectada en muestras de ratones infectados con Y/Y esta 
relacionada con la calidad de la respuesta de los LT (células con un estado de diferenciación 
temprano y expresión disminuida de receptores inhibitorios) y por el contrario, el aumento de la 
carga parasitaria, detectada en ratones infectados con DA/Y está relacionada con el deterioro de 
la respuesta de los LT y la falla en el control de la infección. 
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Tabla 9. Resumen de resultados en ratones con infección mixta por cepas de T. cruzi. 

 
Si los resultados disminuyeron, aumentaron o fueron similares entre 
ambos grupos se representaron con ↓, ↑ o →←, respectivamente.  

 
 

 

  

Y/Y DA/Y

Parámetros de infección
Carga parasitaria
Infiltrado inflamatorio

↓
→←

↑
→←

Subpoblaciones
Tempranas
Tardías

↑
↓

↓
↑

Actividad functional 
Perfil de respuesta Dos funciones Una función

Receptores inhibitorios
Expresión ↓ ↑
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Abstract 19 

Chagas disease (ChD) is a chronic infection caused by Trypanosoma cruzi, a protozoan that 20 
causes potentially life-threatening illness. This intracellular parasite is highly diverse and has 21 
been classified, based on the genetic markers, into seven genotypes or discrete typing units 22 
(DTUs, TcI-TcVI and TcBat); however, the parasite genotypes overlap in geographic range, 23 
vectors, and clinical characteristics. Although many studies have suggested that the progression 24 
of ChD is due to a deterioration in the quality of the immune response, a direct relationship 25 
between the T cell responses and the outcome of the disease has not been established. To define 26 
the outcome of the disease has been difficult because only 30-40% of the individuals exhibit 27 
mainly cardiac or digestive complications after 40 years of the initial infection. Here, to 28 
investigate the relationship between the parasite control and the immune response, we attempted 29 
to determine the histological and parasitological outcomes and dissected the T cell responses in 30 
mice infected by two genetically different T. cruzi strains (Y or DA) or in mice with homologous 31 
(Y/Y) or heterologous (DA/Y) infection by T. cruzi strains. Chronic infected mice with low 32 
inflammatory infiltrate (for DA infected mice) or low parasitemia and parasitism (for Y/Y 33 
infected mice), showed an increase in early-differentiated T cells and a multifunctional T cell 34 
response along with a lower expression of inhibitory receptors on T cells were detected. In 35 
contrast, in chronic infected mice with high inflammatory infiltrate (for Y infected mice) or high 36 
parasitemia and parasitism (for DA/Y infected mice), the T cell response was distinguished by an 37 
increase in late-differentiated cells, a monofunctional response, and an increment in the 38 
expression of inhibitory receptors on T cells. Also, we analyzed additional profiles of CD4+ T 39 
cells in Y or DA infected mice with the purpose of determining if the early responses of the 40 
CD4+ T cells helped to the differential responses detected in Y or DA infected mice. Y infection 41 
leads to different regulatory mechanisms (IL-10 production, Foxp3+RORgt+, Foxp3HiCD25+, and 42 
LAP+) and effector profiles (IL-17-, IL-21-producing CD4+ T cells, and RORgt+ cells) during the 43 
early acute phase, whilst a delayed activation of these mechanisms were detected in DA infected 44 
mice. Collectively, this study demonstrate that the quality of the T cell response is related to the 45 
parasite control during the chronic T. cruzi infection. 46 
Keywords: Immune quality, T cell, Trypanosoma cruzi, Chagas disease, infection, challenged  47 



Resultados 

 126 

 

 

 3 

Introduction 48 

T cell response quality induced after infection or vaccination may be used to predict the 49 
protection against pathogens. Although T cells are heterogeneous, an across-feature is their 50 
immune quality frequently defined as the efficient maintenance of memory T phenotypes and a 51 
competent antigen-specific T cell response [1-5]. Efficient maintenance of early memory T cell 52 
subsets has been associated with protection in successful vaccination models and controlled 53 
infections [6-9]. Memory T cell subsets encompass populations with distinct levels of 54 
differentiation, including central memory (TCM), effector memory (TEM), and effector cells [10]. 55 
Recently, it was described the early-differentiated stem memory cells (TSCM), an antigen-56 
experienced T cell subset endowed with the ability to self-renew and able to reconstitute memory 57 
and effector T phenotypes [10-12]. Secondly, a competent response is defined as the capacity of 58 
individual T cells to simultaneously produce several cytokines or molecules participating in the 59 
cytotoxic response [3, 13], a feature affected by the expression of inhibitory molecules such as 60 
the programmed cell death-1 (PD-1 or CD279) and cytotoxic T-lymphocyte–associated antigen 4 61 
(CTLA-4 or CD152) [14, 15]. Studies in diseases caused by a virus, bacteria, fungus, or protozoa 62 
showed that during the assessment of the immune response quality, the failure of infection 63 
control carries to an increase of the percentages of late-differentiated T cells, the loss of the 64 
functional T cell capacities, and increase of immune inhibition due to increased expression of the 65 
inhibitory molecules on T cells [3, 16-18]. Indeed, similar findings on T cells in cancer studies 66 
led to the development of immunotherapy with antibodies against inhibitory receptors such as 67 
anti-PD-1 or anti-CTLA-4, a treatment that reversed the immune quality impairment and boosted 68 
the antigen-specific T cell response [19]. 69 
 70 
Protozoan infections are responsible for fatal human diseases mainly in undeveloped countries 71 
including malaria, sleeping sickness, visceral leishmaniasis, and Chagas disease (ChD) [20]. 72 
Trypanosoma cruzi is the agent causal of ChD, an intracellular microorganism with a 73 
predilection for the cardiac muscle or gastrointestinal tract tissues leading to serious human 74 
pathologies known as cardiomyopathy or megasyndromes in chronic infected patients [21, 22]. 75 
The parasite is highly diverse and has been classified, based on the genetic markers, into seven 76 
genotypes or discrete typing units (DTUs, TcI-TcVI and TcBat); however, the parasite genotypes 77 
overlap in geographic range, vectors, and clinical characteristics [23, 24]. Indeed, 78 
epidemiological studies in individuals with positive Chagas serological tests show that the 79 
continuous exposition to infections by distinct T. cruzi genotypes increases the risk of 80 
progression to chronic Chagas cardiomyopathy [25-28]. Similar results have been observed in 81 
animal models of ChD showing that reinfections by T. cruzi strains might determine the severity 82 
of cardiac damage [29, 30]. However, despite the work in chronic ChD, it is unknown the reason 83 
why around 30-40% of the patients with Chagas experience, decades after the initial infection, 84 
cardiac or gastrointestinal disease [31, 32].  85 
 86 
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A strong effector T cell response is induced by the T. cruzi infection, resulting in the secretion of 87 
cytokines and the release of cytotoxic granules upon antigen presentation. Several lines of 88 
evidence indicate that the type I response (Th1 and Tc1) is the central mediator of protection 89 
against the T. cruzi infection; however, Th17 and regulatory T responses (Treg) might influence 90 
the generation of the effector immune response and the infection outcome [33-35]. Also, we and 91 
others research groups have described that T cells could be involved in controlling the 92 
progression of disease severity, since reports in humans and mice have shown that chronic T. 93 
cruzi infection leads to decay on the T cell response quality with a marked increase of late-94 
differentiated T cells, declining of the multifunctional T cell capacity, and increased expression 95 
of inhibitory receptors [36-39]. Indeed, anti-parasitic therapy in individuals and mouse models 96 
with chronic T. cruzi infection has shown that this treatment can reverse the deterioration of the 97 
T cell response [40-44]. Overall, although the mechanisms involved in the pathogenesis of ChD 98 
are unknown, this evidence suggests that the parasite persistence drives to the impairment of the 99 
T cell response and leading an uncontrolled T. cruzi infection and the progression of the disease. 100 
 101 
Several studies in patients or animal models with chronic parasite infection have suggested the 102 
relationship between some immunological markers with the severity of ChD, such as membrane 103 
receptors on T cells, the T cell phenotype, and the cytokine-producing T cells [45, 46]. However, 104 
correlate and validate these markers with the infection outcome has been difficult due to the 105 
natural history of ChD, which does not allow the long-term follow-up of patients until 40 years 106 
after the initial infection. Thus, to investigate if the infection outcome is related to the T cell 107 
response quality during the chronic T. cruzi infection, we used an animal model through two 108 
distinct infection approach to explore the histological and parasitological outcomes and dissect 109 
the T cell responses in mice infected by T. cruzi. First, we performed a set of single infection 110 
experiments with two T. cruzi strains, Y or DA strain, to compare the infection outcomes and 111 
assess the effector and regulatory T cells during the acute and chronic parasite infection. 112 
Secondly, since in naturally infected individuals is feasible found reinfections by T. cruzi strains, 113 
mice were infected either the Y or DA strain and subsequently reinfected with the Y strain. Thus, 114 
it was evaluated in mice with a homologous or heterologous infection by T. cruzi strains (Y/Y or 115 
DA/Y) if the infection outcome correlates with the T cell response. 116 
 117 
 118 
  119 
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Materials and methods 120 

Mice and parasites 121 

Female inbred BALB/cAnNCr mice (6 to 8 weeks old) were purchased from Charles River 122 
Laboratories International, Inc. (Wilmington, MA, USA) and housed in specific pathogen-free 123 
(SPF) animal facilities from the Unidad de Biología Comparativa at the Pontificia Universidad 124 
Javeriana. The BALB/c mouse strain was chosen to minimize variability in comparisons with 125 
previous studies [47-51]. The animals were housed in ventilated racks in an animal biosafety 126 
level 2 (ABSL-2) room under constant noise-free environmental conditions in polycarbonate 127 
cages (4 or 5 animals/cage) with sterile soft wood shaving bedding, which was changed weekly. 128 
The mice received filtered water (changed weekly) and a standard mouse maintenance diet ad 129 
libitum. Stress and microbiological monitoring (including a behavioral and animal welfare 130 
analyses along with microbiological and serological testing) were performed according to 131 
IACUC guidelines. T. cruzi trypomastigotes from the DA (MHOM/CO/01/DA; discrete typing 132 
unit (DTU) TcI) or Y strain (MHOM/BR/00/Y; TcII) were used in the present study. 133 
Trypomastigotes for both strains were maintained in tissue culture by serial passage through 134 
monolayer of renal fibroblast-like cells or VERO cells (ATCC CCL-81, Manassas, VA, USA). Y 135 
strain trypomastigotes were passaged in female inbred BALB/cAnNCr mice at least 3 times to 136 
increase their virulence.  137 

Infection and challenges experiments in mice 138 

Forty BALB/c mice were randomly divided into two experimental groups and infected 139 
intraperitoneally (i.p.) with 105 trypomastigotes of Y or DA strain in 100 µl PBS under aseptic 140 
conditions. Five mice per group were euthanized by CO2 inhalation at 10, 30, 100, or 260 days 141 
post-infection (dpi). The time periods for acute (10 and 30 dpi) or chronic phases (100 and 260 142 
dpi) were selected based on previous reports that evaluated immunological parameters in T. 143 
cruzi-infected mice [29, 30, 44, 47, 48, 51]. To evaluate the homologous and heterologous 144 
infection by T. cruzi strains, twenty BALB/c mice were randomly divided into two experimental 145 
groups and infected i.p. either with trypomastigotes of DA or Y strains under the same 146 
conditions described above. Five mice per group were challenged at 10 or 100 dpi with 105 147 
trypomastigotes of Y strain. Both mice groups were euthanized by CO2 inhalation at 260 dpi as 148 
described above. For all the mice used, we obtained spleen samples for cells purification, cardiac 149 
blood, skeletal muscle from the posterior leg, heart, colon and liver tissue for DNA extraction or 150 
histopathology analyzes. The sample size was determined based on the average number of mice 151 
used in previous studies of T. cruzi infection in mice [47, 52-54]. Animal welfare indicators 152 
(score sheet) were recorded weekly for the first 30 days and then every month thereafter. 153 

T. cruzi soluble antigens 154 
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The T. cruzi soluble antigens (TcSA) were obtained from Y strain using previously described 155 
methods [55-57]. Briefly, amastigotes and trypomastigotes (1:1 ratio) were collected from the 156 
VERO cell culture supernatants at 96-120 hours post-infection [55]. Then, parasites were washed 157 
twice with cold 1× PBS (Eurobio) and resuspended at a density of 1 x 106 parasites/µl in lysis 158 
buffer as previously reported [57]. Parasites were incubated on ice for 30 min, and the 159 
supernatants containing TcSA were collected by centrifugation at 12,000 x g for 15 min at 4°C 160 
and stored at -80°C until use. The protein concentrations were determined using the Bradford 161 
assay, and the protein profiles were analyzed using SDS-PAGE followed by Coomassie blue 162 
staining (Gibco BRL; Grand Island, NY, USA). All procedures described above were performed 163 
in non-infected VERO cell supernatants and used as mock control. 164 

Flow cytometry 165 

The antibodies used in the present study are listed on the Supplemental Table 1. The Fixable 166 
Aqua Dead Cell Stain viability marker (LIVE/DEAD) (Invitrogen; Eugene, OR, USA) was used 167 
to exclude the dead cells. All conjugated antibodies were titrated and evaluated as previously 168 
described [56]. Spleen cells were plated 96-well round-bottom tissue culture plates and stained 169 
with multicolor immunofluorescence panels to assess CD4+ and CD8+ T cell responses.  170 

First, cells were treated with Fc block antibodies (BD Biosciences) for 5 minutes at 4°C and 171 
subsequently stained with the LIVE/DEAD marker for 20 minutes at room temperature. To 172 
evaluate the memory/effector phenotypes, cells were stained with antibodies against CD3, CD4, 173 
CD8, CD44, CD62L, CD122, CD127, and KLRG1 antigens for 30 minutes at 4°C. To evaluate 174 
the antigen-specific T cells producing cytokines, cells were cultured for 1 hour at 37°C in a 175 
humidified atmosphere containing 5% CO2 with Mock (as a negative control) and TcSA (1 176 
µg/ml) in the presence of anti-CD28 (1 µg/ml, clone 37.51, BD Pharmingen) and then incubated 177 
in the presence of brefeldin A (1 µg/ml) and monensin (0.7 µg/ml) (BD Biosciences) for five 178 
hours. After incubation, cells were stained with the viability marker followed by antibodies 179 
against CD3, CD4, and CD8 molecules for 30 minutes at 4°C and washed with staining buffer. 180 
Cells were fixed and permeabilized with Cytofix/Cytoperm buffer (BD Biosciences) as 181 
manufacturer's instructions and incubated with anti-IFNg, anti-TNFa, and anti-IL-2 antibodies 182 
for 30 min at 4°C. To evaluate the functional subsets of the CD4+ T cells, cells were cultured 183 
under the same conditions described above and then stained with the viability marker followed 184 
by antibodies against CD3, CD4, CD25, and LAP antigens for 30 minutes at 4°C and washed 185 
with staining buffer. Cells were fixed and permeabilized with Transcription Factor 186 
Fixation/Permeabilization (Invitrogen) as manufacturer's instructions and incubated with anti-187 
Foxp3, anti-RORgt, anti-IL-10, anti-IL17A, and anti-IL-21 antibodies for 30 min at 4°C. Finally, 188 
to evaluate the inhibitory receptors expression on T cells, cells were stained with antibodies 189 
against CD3, CD4, CD8, PD-1 (CD279), 2B4 (CD244), and CD160. Then, cells were fixed and 190 
permeated using the Cytofix/Cytoperm buffer as manufacturer's instructions and incubated with 191 
anti-CTLA-4 (CD152) antibody for 30 min at 4°C. 192 
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At least 50,000 events, gated on live CD3+ cells, were acquired on a FACS Aria II flow 193 
cytometer (BD Biosciences). Data were analyzed using FlowJo 9.3 (Tree Star; Ashland, OR, 194 
USA), Pestle 1.7 (National Institutes of Health (NIH), Bethesda, MD, USA), and SPICE 5.3 195 
(NIH) software. Dead and doublet cells were excluded from the analysis (Supplementary Fig 196 
1). A positive cytokine response was defined for each profile measured and it was determined as 197 
the median frequency of a T cell response obtained from uninfected mice after stimulation with 198 
TcSA plus 1 SD after background subtraction (cells from each mouse cultured with Mock). 199 

Parasite quantification by qPCR 200 

Sample tissues from each mouse were collected and processed as described previously [51]. 201 
Briefly, DNA from tissue samples was extracted using a High Pure PCR template preparation kit 202 
according to the manufacturer’s instructions (Roche, Mannheim, Germany). Afterwards, to 203 
assess DNA integrity and exclude the presence of inhibitors in the sample, a PCR was performed 204 
with the CytB Uni fw 5’-TCATCMTGATGAAAYTTYGG-3’ and CytB Uni rev 5’-205 
ACTGGYTGDCCBCCRATTCA-3’ primers, which amplify the cytochrome B gene of small 206 
mammalian species, as described previously [58]. Subsequently, qPCR was performed with the 207 
Cruzi 1 5’-ASTCGGCTGATCGTTTTCGA-3’ and Cruzi 2 5’-208 
AATTCCTCCAAGCAGCGGATA-3’ primers and the Cruzi 3 5’-6FAM-209 
CACACACTGGACACCAA-BBQ-3’ probe, which amplify a 166-bp segment of T. cruzi 210 
satellite DNA [59]. Each sample was analyzed in duplicate. The parasite load was estimated 211 
based on a standard curve and constructed with different DNA concentrations of Y strain mixed 212 
with 50 ng of DNA from sample tissue from an uninfected mouse, ranging from 10-1 – 104 213 
parasite equivalents per 50 ng of DNA as described previously [51, 60]. Parasite loads below the 214 
limit of quantification (LOQ) were set to LOQ/2 (0.05 parasite equivalents per 50 ng of DNA) as 215 
previously described [61]. Amplification was performed using the Applied Biosystems™ 216 
QuantStudio™ 3 Real-Time PCR System (Applied Biosystems, USA) with previously described 217 
qPCR conditions [62]. Each PCR performed included the following controls: reaction (water 218 
added in the room containing the reaction mixture), gray (water added in the room where the 219 
sample was added to the reaction), negative (genomic DNA from one uninfected mouse), and 220 
positive (DNA from DA and Y strain). 221 

Histopathology 222 

Sample tissues from each mouse were stained with hematoxylin and eosin (H&E) for blinded 223 
analysis according to the following features: presence of inflammation, type of cellular 224 
infiltration, and pathological changes. Histopathological scores were assigned as follows using 225 
previously described methods [63]: absent, mild, moderate, or severe. 226 

Ethics statement 227 

This study was performed in accordance with the ethical standards of the Institutional Animal 228 
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Care and Use Committee (IACUC, approval FUA-007-14) from the Unidad de Biología 229 
Comparativa (UBA) at Pontificia Universidad Javeriana. All animal studies and protocols were 230 
conducted in accordance with the “Guide for the Care and Use of Laboratory Animals” from 231 
UBA. Also, this study was approved by the Research and Ethics Committees of the Facultad de 232 
Ciencias from the Pontificia Universidad Javeriana. 233 

Statistical analysis 234 

Statistical analyses between two groups were performed using the Mann–Whitney U test. 235 
Correlations between the T cell response and the parasite loads in tissue were analyzed using 236 
Spearman’s rank correlation coefficient. The tests were two-tailed, and statistical significance 237 
was achieved at p<0.05. GraphPad Prism 8.0 for Mac OS X software (GraphPad, San Diego, 238 
CA) was used for statistical analyses.  239 

 240 
 241 

242 



Resultados 

 132 

 

 
 

 9 

Results 243 

Distinctive outcomes in acute and chronic infected mice with different T. cruzi strains 244 

Since several studies have well-documented the genetics and phenotypic heterogeneity of the T. 245 
cruzi strains with distinct infection outcomes [23, 64], in the first approach, we analyzed the 246 
parasitological and histological outcomes during the T. cruzi infection in a mouse model 247 
inoculated with two different genotypes of T. cruzi strains (Y or DA) as described in the 248 
Materials and Methods section. Y and DA strains were isolated from infected patients and 249 
belong to the groups TcII and TcI of T. cruzi, respectively [65-68]. The parasite load and the 250 
inflammatory infiltrate scores in tissue samples corresponded to the infection outcomes 251 
evaluated in acute and chronic DA or Y infected mice. Colon, heart, liver, skeletal muscle, and 252 
blood samples from acute Y infected mice showed higher parasite loads and greater infiltrate 253 
inflammatory scores compared with acute DA infected mice (Fig 1A and 1B). Conversely, 254 
similar parasite load levels in the colon, heart, liver, skeletal muscle, and blood samples from 255 
chronic Y or DA infected mice were detectable (Fig 1C). Increased infiltrate inflammatory 256 
scores observed in colon and liver samples from chronic Y infected mice compared with chronic 257 
DA infected mice, and similar inflammatory grades found in the heart and skeletal muscle 258 
samples in chronically infected mice with both T. cruzi strains (Fig 1D). Here, increased patterns 259 
of parasitism and inflammation observed in acutely Y infected mice and reduced, but identifiable 260 
scores in chronically DA infected mice. Meanwhile, acute and chronically DA infected mice had 261 
lower parasitic and inflammatory outcomes. Thus, our findings display discernible parasitic and 262 
inflammatory outcomes for both acute and chronic Y (TcII) or DA (TcI) infected mice. 263 

Differential T cell responses mediated by DA or Y strain during acute and chronic T. cruzi 264 
infection 265 

Since we were able to establish two distinctive outcomes of T. cruzi infection after the Y or DA 266 
infection, the possible association between the outcome of the infection and the T cell response 267 
in Y or DA infected mice was evaluated. We examined the T cell response measured by the 268 
following parameters: memory/effector subsets, antigen-specific response, and inhibitory 269 
receptors expression on T cells. Each parameter was defined as described in Materials and 270 
Methods and as showed in the Supplemental Fig 1. 271 
First, memory T cell subsets analyzed in Y or DA infected mice included central memory (TCM, 272 
CD44+CD62L+), and effector memory cells (TEM, CD44+CD62L-). Also, since the double-273 
negative memory cells (TDN, CD44-CD62L-) increased in infected mice, the analysis of the 274 
memory T cell subsets in infected mice included this subset of T cells. Additionally, it was 275 
explored the stem cell memory cells (TSCM, CD44-CD62L+CD122+CD127+), an early memory 276 
subset with self-renew and multipotent capacities, as described in humans and mice [11, 12]. Y 277 
infected mice displayed higher percentages of TSCM (at 30 and 260 dpi), TEM (at 10 and 30 dpi), 278 
and TDN cells (at 10 dpi) compared with DA infected mice. In addition, Y infected mice showed 279 
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reduced percentages of TCM (at 10 and 30 dpi) and TEM cells (at 260 dpi) compared with DA 280 
infected mice (Fig 2A). In addition, Y infected mice showed reduced percentages of CD8+ TSCM 281 
(at 10, 100, and 260 dpi) and TCM cells (at 10, 30, and 260 dpi) along with increased percentages 282 
of CD8+ TEM cells (at 10, 30, 100, and 260 dpi) compared to DA infected mice. Similar 283 
percentage of TDN cells was detected in Y or DA infected mice (Fig 2B).  284 
 285 
Since in mice the effector CD8+ T cell response can be analyzed based on the KLRG1 and 286 
CD127 expression [69, 70], we analyzed the effector subsets in acute or chronic Y or DA 287 
infected mice. Effector CD8+ T cell subsets scrutinized included: early effector cells (EEC, 288 
KLRG1-CD127-), short-lived effector cells (SLEC, KLRG1+CD127-), memory precursor effector 289 
cells (MPEC, KLRG1-CD127+), and double-positive effector cells (DPEC, KLRG1-CD127+) 290 
(Fig 2C). Y infected mice presented high percentages of EEC (at 10 and 30 dpi) and SLEC CD8+ 291 
T cells (at 10, 30, 100, and 260 dpi) comparing DA infected mice. Also, Y infected mice showed 292 
low percentages of MPEC CD8+ T cells (at 10, 30, 100, 260 dpi) compared to DA infected mice 293 
(Fig 2C). These results showed in Y infected mice a memory profile of T cell subsets 294 
characterized by predominantly effector cells consisted of terminally differentiated memory 295 
phenotypes (TEM cells) and short-lived effector cells (EEC and SLEC). In contrast, DA infected 296 
mice exhibited early differentiated memory phenotypes (TSCM and TCM cells) and memory 297 
precursor effector cells (MPEC). 298 
 299 
To determine whether the functional properties exhibited by antigen-specific T cells were 300 
influenced by T. cruzi strain, we next compared the functional antigen-specific CD4+ and CD8+ 301 
T cells measuring IFNg, TNFa, or IL-2 production in response to the stimulation with soluble 302 
antigens from T. cruzi as mentioned in Materials and Methods section (Fig 3A). Y infected mice 303 
exhibited high percentages of CD4+ T cells producing IFNg (at 10 dpi) and TNFa (at 10 and 100 304 
dpi) compared with DA infected mice. IL-2 trended to be lower in Y infected mice at 30, 100 305 
and 260 dpi compared with DA infected mice (Fig 3A). The analysis of the multifunctional and 306 
monofunctional response in CD4+ T cells threw cells with two or three functions in Y infected 307 
mice at 10 or 100 dpi, respectively; however, DA infected mice displayed a robust 308 
multifunctional response with three or two functions at 30, 100, or 260 dpi (Fig 3B). 309 
Monofunctional response predominated in Y infected mice at 30 and 260 dpi. CD8+ T cells 310 
exhibited high percentages of IFNg (at 10 and 100 dpi) and TNFa (at 10 dpi) in Y infected mice, 311 
whereas DA infected mice presented a greater percentage of TNFa (at 30 dpi). IL-2 was the 312 
lowest cytokine produced in mice infected either the Y or DA strain, with trended to be lower in 313 
Y infected mice at 30 dpi compared with DA infected mice (Fig 3C). The analysis of the 314 
multifunctional and monofunctional response in CD8+ T cells threw cells with two or three 315 
functions in Y infected mice at 10 or 100 dpi, respectively; however, DA infected mice displayed 316 
a strong multifunctional response with three or two functions at 30, 100, or 260 dpi. Indeed, Y 317 
infected mice exhibited a reduced proportion of CD8+ T cells with two functions compared with 318 
DA infected mice (Fig 3D). Similar to CD4+ T cell responses, Y infected mice showed a 319 
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monofunctional CD8+ T cell responses at 30 and 260 dpi, while DA infected mice exhibited a 320 
monofunctional CD8+ T cell responses at 10 dpi (Fig 3D).  321 
 322 
To assess the expression of inhibitory receptors on T cells in infected mice with the T. cruzi 323 
strains, cells from Y or DA infected mice were stained with antibodies against 2B4, CD160, 324 
CTLA-4, and PD-1, as described in the Materials and Methods section. CD4+ T cells from Y 325 
infected mice showed increased expression of 2B4 (at 10 and 30 dpi), CD160 (at 10 dpi), CTLA-326 
4 (at 10 and 30 dpi), or PD-1 (at 10, 30 and 260 dpi) compared with DA infected mice (Fig 4B). 327 
Y infected mice at 10 or 30 dpi showed a greater coexpression profile of CD4+ T cells compared 328 
with DA infected mice (Supplemental Fig 2). CD4+ T cells from Y or DA infected mice 329 
coexpressed similar proportions of one, two, or more than three receptors at 100 dpi and Y 330 
infected mice trended to have a greater coexpression profile of inhibitory receptors on CD4+ T 331 
cells at 260 dpi in comparison with DA infected mice (Supplemental Fig 2 and Fig 4B). CD8+ 332 
T cells from Y infected mice showed increased expression of 2B4 (at 10 dpi), CD160 (at 10 and 333 
30 dpi), CTLA-4 (at 10 and 260 dpi), or PD-1 (at 10 and 260 dpi) compared with DA infected 334 
mice (Fig 4C). Also, CD8+ T cells expressing several inhibitory receptors exhibited a greater 335 
coexpression profile in Y infected mice at 10 dpi compared with DA infected mice 336 
(Supplemental Fig 3). CD8+ T cells from Y or DA infected mice coexpressed similar 337 
proportions of inhibitory receptors at 100 dpi and Y infected mice trended to have a greater 338 
coexpression profile of inhibitory receptors on CD8+ T cells at 260 dpi compared with DA 339 
infected mice (Supplemental Fig 3 and Fig 4D). The predominant profile of coexpression in 340 
chronic infected mice corresponds to CD4+ and CD8+ T cells coexpressing CD16, CTLA-4, and 341 
PD-1+. Y infected mice showed a trend toward higher percentages of CD4+ and CD8+ T cells 342 
coexpressing CD160+CTLA-4+PD-1+ than in DA infected mice. 343 
Thus, our results suggest that the CD4+ and CD8+ T cell responses were strain-specific and 344 
differentially modulated during the acute and chronic T. cruzi infection. 345 

CD4+ T cell responses in acute and chronically infected mice with T. cruzi strains 346 

Previous studies have reported that the T. cruzi infection promotes activation of different CD4+ T 347 
cells profiles involved in activating and regulating processes of the immune response that can 348 
determine the outcome of the infection [31]. To date, the heterogeneous response of CD4+ T 349 
cells can be analyzed based on the expression of master transcription factors (such as TBX21, 350 
Foxp3, RORgt) or the cytokine profiles of production (such as cells producing IFNg, IL-10, IL-351 
17A) [71]. Then, profiles of CD4+ T cells expressing transcription factors RORgt and Foxp3 352 
were analyzed, Y infected mice showed higher percentage of double-positive CD4+ T cells 353 
expressing Foxp3 and RORgt than in DA infected mice at 10 dpi; however, Y or DA infected 354 
mice at 30 or 100 dpi presented similar values of double-positive T cells for these transcription 355 
factors (Fig 5A). Meanwhile, increased percentages of RORgt+Foxp3- cells were detected in Y 356 
infected mice at 10 dpi, whereas in DA infected mice were increased at 100 dpi. Finally, RORgt-357 
Foxp3+ cells were detected reduced in Y infected mice at 10 dpi compared with DA infected 358 
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mice. Noteworthy, percentages of CD4+ T cells expressing Foxp3 remained similar throughout 359 
the other days evaluated in mice infected Y or DA (Fig 5A). Subsequently, we examined two T 360 
regulatory phenotypes, including cells expressing Foxp3 in high levels and CD25, known as 361 
thymic Treg (tTreg), and cells expressing latency-associated peptide (LAP) that identifies a 362 
population of cells producing TGFb. Notably, both CD4+ T regulatory phenotypes evidenced 363 
similar patterns in the acute infection and dependent on the T. cruzi strain, since FOXP3HiCD25+ 364 
and LAP+ cells were significantly increased in DA infected mice at 10 dpi, whilst these 365 
populations were higher in Y infected mice at 30 dpi (Fig 5B and C). In addition, CD4+ T cells 366 
expressing FOXP3HiCD25+ continue increased in Y infected mice at 100 dpi comparing with DA 367 
infected mice (Fig 5B). We next identified CD4+ T cell profiles measuring the CD4+ T cells 368 
producing IL-10, IL-17A, or IL-21 in Y or DA infected mice (Fig 5D). Y infected mice showed 369 
increased percentages of CD4+ T cells producing IL-10, IL-17A, or IL-21 at 10 dpi; whereas DA 370 
infected mice exhibited high frequencies of cells producing IL-17A or IL-21 at 30 dpi. Similar 371 
values of cytokine-producing CD4+ T cells at 100 dpi were observed between Y or DA infected 372 
mice (Fig 5E). The proportion of CD4+ multifunctional/monofunctional response measuring 373 
those cytokines displayed greater amounts of cells producing IL-10+IL-17A+IL-21+ in Y infected 374 
mice at 10 dpi than in DA infected mice; however, Y or DA infected mice exhibited similar 375 
multifunctional and monofunctional grades of the CD4+ T cell responses after the stimulation 376 
with the soluble antigens from T. cruzi (Fig 5F).  377 
Overall, our results suggest that differences in the infection outcomes in acute and chronic stages 378 
by genetically different T. cruzi strains might be dictated by the CD8+ and the CD4+ T cell 379 
response, including early effector and regulatory mechanisms. 380 

Differing outcomes in chronic homologous and heterologous T. cruzi infection in mice 381 

Since several studies demonstrated that the T. cruzi genotypes and the reinfections could define 382 
the outcome of infection in humans and animal models [29, 30, 72, 73], we examined the 383 
parasitological and histological outcomes during a homologous or heterologous infection by T. 384 
cruzi strains in a chronic setup. Mice were infected either with the Y or DA strain, challenged 385 
with the Y strain at 10 or 100 dpi, and euthanized at 260 dpi (Fig 6A). Reinfected mice with 386 
homologous or heterologous infection by the parasite strains at 10 or 100 dpi were grouped as 387 
Y/Y or DA/Y, respectively. Colon and blood samples from Y/Y infected mice showed lower 388 
parasite load compared with DA/Y infected mice. Parasite loads in heart and skeletal muscle 389 
samples from Y/Y or DA/Y infected mice were similar (Fig 6B). Higher number of liver samples 390 
from DA/Y infected mice were positive for T. cruzi compared with Y/Y infected mice. In 391 
addition, Y/Y or DA/Y infected mice showed similar inflammatory scores in colon, heart, and 392 
skeletal muscle samples. Average of the infiltrate inflammatory was higher in liver samples form 393 
Y/Y infected mice than in DA/Y infected mice (Fig 6C). In this case, our results showed that in 394 
contrast to the tissue parasite burden, the inflammatory infiltrates were not a differential 395 
parameter of the infection outcome, revealing marked similarities during the chronic infections 396 
of mice with homologous or heterologous infection by T. cruzi strains. 397 
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Homologous and heterologous T. cruzi infection by T. cruzi strains showed a contrasting T 398 
cell response in mice 399 

To investigate whether our observations in mice with mixed infection by T. cruzi strains are 400 
linking to the T cell response quality, we assessed the memory/effector subsets, antigen-specific 401 
T cell producing cytokines, and the expression of inhibitory receptors on T cells as described 402 
above. When it was compared the CD4+ and CD8+ T cell memory distribution in mice with 403 
homologous or heterologous infection by T. cruzi strains, Y/Y infected mice showed higher 404 
percentages of CD4+ and CD8+ TCM cells and lower TEM cells than DA/Y infected mice. Y/Y or 405 
DA/Y infected mice displayed similar percentages of TSCM and TDN cells. Also, Y/Y infected 406 
mice showed higher EEC and MPEC CD8+ T cells along with lower SLEC CD8+ T cells than in 407 
DA/Y infected mice (Fig 7A and D). Then, it was analyzed the antigen-specific response of 408 
CD4+ and CD8+ T cells producing cytokines in mice with homologous or heterologous infection 409 
by T. cruzi strains. Y/Y or DA/Y infected mice showed similar percentages of CD8+ T cells 410 
producing IFNg, TNFa, or IL-2. In addition, Y/Y infected mice showed a higher proportion of 411 
multifunctional CD4+ and CD8+ T cells with two functions than in DA/Y infected mice (Fig 7B 412 
and E). A further examination of the individual expression of inhibitory receptors on CD4+ T 413 
cells showed that Y/Y infected mice presented reduced expression levels of PD-1 compared with 414 
DA/Y infected mice (Fig 7C). Also, Y/Y infected mice exhibited lower percentages of CD8+ T 415 
cells expressing CD160, CTLA-4, or PD-1 than DA/Y infected mice (Fig 7F). Y/Y or DA/Y 416 
infected mice exhibited a similar proportion of CD4+ and CD8+ T cells coexpressing inhibitory 417 
receptors; however, the proportion of CD4+ and CD8+ T cells coexpressing CD160+CTLA-4+PD-418 
1+ tended to decrease in Y/Y infected mice compared with DA/Y infected mice (Fig 7C and F). 419 
 420 
Thus, we next examined the relationship between the parasite control and the T cell response 421 
using the variables differentially detailed in the tissue parasite loads and the T cell response in 422 
reinfected mice in a chronic setup. A Spearman correlation analysis was carried out between the 423 
parasite load detected in colon or blood samples with the percentages of memory T cell subsets 424 
or the inhibitory receptors on T cells. Correlation analysis in colon and blood samples showed 425 
similar patterns with slight differences. Colon and blood parasite load negatively correlated with 426 
the percentages of CD4+ TCM cells (r=-0.8431, p<0.0001; r=-0.5807, p=0.0115, respectively) in 427 
mice with homologous or heterologous infection by T. cruzi strains. Conversely, colon and blood 428 
parasite load positively correlated with the percentages of CD4+ TEM cells (r=0.5542, p<0.0170; 429 
r=0.5466, p=0.0189, respectively) or the percentages of CD4+ T cells expressing PD-1 430 
(r=0.8163, p<0.0001; r=0.7640, p=0.0002, respectively) (Fig 8). Parasite loads detected in colon 431 
and blood samples inversely correlated with the percentages of CD8+ TCM cells (r=-0.8467, 432 
p<0.0001; r=0.5405, p=0.0206, respectively). Also, parasite loads in colon and blood samples 433 
positively correlated with the percentages of CD8+ TEM cells (r=0.7630, p=0.0002; r=0.6109, 434 
p=0.0071, respectively), or the percentages of CD8+ T cells expressing CD160 (r=0.5810, 435 
p=0.0115; r=0.8364, p<0.0001, respectively), CTLA-4 (r=0.5088, p=0.0311; r=0.3058, 436 
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p=0.2172, respectively), or PD-1 (r=0.5315, p=0.0232; r=0.5210, p=0.0266, respectively) (Fig 437 
9). 438 
 439 
In summary, in the present work using two different approaches we detected a contrasting 440 
parasitological and histological outcome together with a differential T cell response in mice 441 
inoculated with two different genotypes of T. cruzi strains (Y or DA) or in mice with a 442 
homologous or heterologous infection by T. cruzi strains (Y/Y or DA/Y). When the T cell 443 
response was evaluated in chronic infected mice with low inflammatory infiltrate (for DA 444 
infected mice) or low parasitemia and parasitism (for Y/Y infected mice), an increase in early-445 
differentiated T cells and a multifunctional T cell response along with a lower expression of 446 
inhibitory receptors on T cells were detected. In contrast, in chronic infected mice with high 447 
inflammatory infiltrate (for Y infected mice) or high parasitemia and parasitism (for DA/Y 448 
infected mice), the T cell response was distinguished by an increase in late-differentiated cells, a 449 
monofunctional response, and an increment in the expression of inhibitory receptors on T cells. 450 
Collectively, this study demonstrate that the quality of the T cell response is related to the 451 
parasite control during the chronic T. cruzi infection (Table 1). 452 
  453 



Resultados 

 138 

 

 
 

 15 

Discussion 454 

 455 
Parameters of the immune quality T cell response have been evaluated in viral, bacterial, fungus, 456 
and protozoan infection. One of the most studied infection models is the lymphocytic 457 
choriomeningitis virus (LCMV), several investigations reported the differential patterns of the 458 
immune quality during an acute and chronic infection [74-76]. The two sceneries are the 459 
following, acute infection induces a potent and protective response resulting in the clearance of 460 
the pathogen characterized by early-differentiated antigen-specific T cells with high functional 461 
profile and, inversely, the chronic infection leads to a lethal outcome accompanied by 462 
uncontrollable viral burden in tissue, late-differentiated antigen-experienced T cells, reduced 463 
functional T cell capacities, and increased expression of inhibitory receptors on T cells. 464 
Comparable findings in HIV, tuberculosis, leishmania, toxoplasma, and others infectious 465 
diseases models have been reported [16, 18, 77, 78]. Here, it was investigated whether the 466 
parasitological or histological outcomes are related to the quality of the T cell response during 467 
the chronic T. cruzi infection. A lethal infectious disease, that primarily affects underprivileged 468 
populations, with no vaccine or treatment available for chronic disease. Although many studies 469 
have suggested that the progression of ChD is due to a deterioration in the quality of the immune 470 
response, a direct relationship between the T cell responses and the outcome of the disease has 471 
not been established. To define the outcome of the disease has been difficult because only 30-472 
40% of the individuals exhibit mainly cardiac or digestive complications after 40 years of the 473 
initial infection. Thus, we attempted to determine the histological and parasitological outcomes 474 
and dissected the T cell responses in mice infected by two distinct T. cruzi strains or 475 
subsequently challenged with the parasite to identify the relation between the parasite control 476 
and the immune response. 477 
 478 
First, it was carried out a set of single infection experiments with two T. cruzi strains, Y or DA, 479 
followed by a comparison of the parasite loads and tissue inflammatory infiltrate score in tissue 480 
along with the T cell responses in both infected groups with acute (at 10 and 30 dpi) and chronic 481 
stages (at 100 and 260 dpi). Infected mice, either Y or DA T. cruzi led to contrasting outcomes 482 
and T cell responses. Similar to a previous report of our group [51], acute Y infection induced a 483 
high antigen-specific multifunctional CD4+ and CD8+ cells by producing IFN-γ, TNF-α and IL-484 
2; along with high percentages of T cells co-expressed 2B4, CD160, CTLA-4, and PD-1. 485 
Chronically Y infected mice exhibited moderate inflammatory infiltrate in colon and liver tissues 486 
accompanied with poor T cell effector function and increased co-expression of inhibitory 487 
receptors on CD4+ and CD8+ T cells. Interestingly, DA infected mice showed reduced or 488 
undetectable tissue parasite loads and reduced tissue inflammatory infiltrate along with 489 
multifunctional T cell response detectable at 30, 100, and 260 dpi and reduced expression or 490 
coexpression of inhibitory receptors. Several studies have been shown that the T. cruzi genotypes 491 
can infect different tissues in humans and murine models with different degrees of damage and 492 
therefore drive to distinct infection outcomes; these differences have been associated with 493 
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several biological features of the parasite, including the dormancy/reactivation, persistence, low-494 
level infection, tropism, and episodic reinvasion [23, 79, 80]. We and others have described the 495 
histological and parasitological characteristics of the Y infection in mouse models [47, 51, 67]. 496 
Certainly, our findings in the inflammatory infiltrate, parasite loads, and CD4+ and CD8+ T cell 497 
responses measured in acute and chronic Y infected mice were quite consistent with a previous 498 
study [51], and suggested that similar to several chronic infectious diseases in humans and 499 
murine models, the T. cruzi persistence could promotes the dysfunctionality of T cells. 500 
Differently, only a few studies have evaluated the outcomes in animal models using the DA 501 
strain [65, 66]. These works suggested that the genotype of the DA strain (i.e., TcI) trend to be 502 
detectable in blood and can invade tissues [65], as is described in Colombian patients infected 503 
with TcI strains [81]. Here, similar findings were observed in the tissue parasite detection as 504 
described previously [65, 66]; however, lower parasitic loads were measured in samples from 505 
DA infected than in Y infected mice. We hypothesized that it might be related to the DTU, the 506 
degree of virulence of the strain, or that the DA strain was maintained in cell cultures, while the 507 
Y strain was passaged in mice to increase their virulence, as described in the Materials and 508 
Methods section. Several studies have revealed that the infection with T. cruzi strains maintained 509 
in cultures, as the case of DA strain used here, leads to a controlled infection evidenced by 510 
reduced/undetectable parasite loads in tissues together with reduced tissue damage [72, 73]. In 511 
this sense, the reduced tissue parasite burden and the lower inflammatory infiltrate score detected 512 
in DA infected mice perhaps is a consequence of a strong T cell response generated by the 513 
infection with the DA strain. Indeed, this hypothesis is supported because several studies have 514 
been suggested that a multifunctional CD8+ T cell response after vaccination might be related to 515 
a controlled T. cruzi infection [82, 83], which was similar to the findings observed in DA 516 
infected mice. Thus, this study underlines two different results related to the infection outcomes 517 
with the T cell response and suggests that the immune T cell responses detected in the mice 518 
infected either the Y or DA strains are associated with the differential outcomes detected in T. 519 
cruzi infected mice. 520 
 521 
Also, we analyzed additional profiles of CD4+ T cells in Y or DA infected mice with the purpose 522 
of determining if the early responses of the CD4+ T cells helped to the differential responses 523 
detected in Y or DA infected mice. Y infection leads to an increased regulatory (IL-10-producing 524 
CD4+ T cells and Foxp3+RORgt+), and effector profiles (IL-17-, IL-21-producing CD4+ T cells, 525 
and RORgt+ cells) during the early acute phase (10 dpi), whilst a delayed activation of these 526 
mechanisms were detected in DA infected mice at 30 dpi. Also, Y infected mice showed 527 
additional regulatory mechanisms (Foxp3HiCD25+CD4+ T cells and LAP+CD4+ T cells) during 528 
the late stage of the acute infection and tends to increase during the early chronic infection. This 529 
finding suggests that induction of the regulatory response during acute T. cruzi infection limits 530 
infection control to avoid damage. In contrast, the induction of a regulatory response during the 531 
chronic infection could promote the deterioration of the T cell response and drives to an 532 
uncontrolled infection as previously have been demonstrated [84, 85]. It is important to highlight 533 
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that this is the first study in which other CD4 profiles are compared in a set of single infection 534 
experiments with two T. cruzi strains with differential outcomes. Previous reported underline the 535 
importance of the CD4+ T cell functional subsets during the T. cruzi infection, such as Th17 or 536 
Treg [35, 47, 86, 87]. However, according to several findings, either in acute or chronic 537 
infection, these cell populations may be related to both susceptibility or protection against the T. 538 
cruzi infection. For instance, IL-17 is crucial for the control of the acute infection through 539 
enhancement of effector signals against the parasite [86, 88], but some studies showed that IL-17 540 
production is related to the susceptibility to the acute or chronic T. cruzi infection [89, 90]. Also, 541 
CD4+ Th17 cells could provide a critical help for the CD8+ T cell response commanded by the 542 
IL-21 secretion, a cytokine related with the Th17 phenotype and to the T follicular helper cells 543 
[35]. Indeed, we evaluated IL-21-producing CD4+ T cells in response to the T. cruzi soluble 544 
antigens and it was observed similar patterns of production of IL-17 and IL-21 in Y or DA 545 
infected mice, suggesting that both cytokines are produced by Th17 cells. However, we unknown 546 
if the IL-21 production detected in T. cruzi infected mice also helps to the induction of the 547 
follicular helper cells, and consequently, the activation of B cells, as well as the production of 548 
antibodies against T. cruzi antigens [91, 92]. Of note, in Y infected mice at 10 dpi, a 549 
multifunctional effector/regulatory response dictated by producing IL-10+IL-17+IL-21+ and 550 
increased percentages of Foxp3+ T cells expressing RORγt were detected. This phenotype of 551 
CD4+ T cells, although unconventional, has been described in infection models and autoimmune 552 
diseases with potently suppressive capacities in the mucosal inflammation [93-95]. Considering 553 
these findings, we hypothesize that these populations of CD4+ T cells can potently regulate the 554 
effector response found in Y infected mice.  555 
 556 
In addition, previous reports have been shown that the IL-10-producing CD4+ T cells, 557 
Foxp3HiCD25+, and LAP+ CD4+ T cells have a crucial role during the acute or chronic T. cruzi 558 
infection [49, 96-99]. Our results suggest different mechanisms of regulation according to the 559 
infection stage, since Y infected mice at 10 dpi displayed higher percentages of cells producing 560 
IL-10, while Foxp3HiCD25+, and LAP+ cells were increased at 30 dpi. These results support our 561 
hypothesis that the regulatory mechanisms could be a key factor in the acute stage, because 562 
immune regulatory response in Y infected mice at 30 dpi, determined by Foxp3HiCD25+ and 563 
LAP+ cells, control the effector mechanisms observed during the early stage of acute infection. 564 
Indeed, previous reports showed that the strong magnitude of the Foxp3+CD4+ T cells during the 565 
acute T. cruzi infection might determine the induction of a protective CD8+ T cell responses [33, 566 
34]. Consequently, we propose that effector and regulatory mechanisms would be related to the 567 
outcomes of the strains since in Y infected mice, greater but transitory effector and regulatory 568 
mechanisms were detected, while in DA infected mice the effector and regulatory response 569 
appear to be delayed but effective, since DA infected mice show a non-severe outcome during 570 
the acute and chronic T. cruzi infection, as it was described above. However, it is necessary to 571 
evaluate in detail the role of these populations during the late chronic Y or DA infections. 572 
 573 
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Epidemiological studies in individuals with positive Chagas serological tests show that the 574 
continuous exposition to repeated infections increases the risk of progression to chronic Chagas 575 
cardiomyopathy [25-28] and suggest in naturally infected individuals is feasible found mixed 576 
infection challenges. Also, several studies have evaluated the effect of the reinfections in the 577 
animal model of T. cruzi infection. For example, mixed T. cruzi infection can conducts to a 578 
disseminated infection, electrocardiographic abnormalities and a significant increase of parasite 579 
loads and fibrosis in tissues [29, 30, 100, 101]. Nonetheless, not all infection and reinfections 580 
tend to cause the same consequences in the host, and we consider that this scenario may be 581 
related to the parasite genetic heterogeneity, based on the fact that the biological interactions of 582 
the T. cruzi strains influence the infection outcomes [102, 103]. In this study, it was analyzed the 583 
outcomes and the immune quality T cells parameters in mice with homologous (Y/Y) or 584 
heterologous (DA/Y) strains infection. In the present study, Y/Y infected mice showed reduced 585 
parasite loads in colon and blood samples compared to DA/Y infected mice. Previous reports 586 
suggest a positive correlation between the inflammatory infiltrate and the deterioration of the 587 
cardiac function in infected and reinfected mice [104]. Although we also seek to establish a 588 
relationship between the parasite load and the infiltrate inflammatory in tissue samples from Y/Y 589 
or DA/Y infected mice, similar inflammatory infiltrate scores were found in tissue samples from 590 
Y/Y or DA/Y infected mice. Further studies are needed to prove this exciting hypothesis, using 591 
deep methods to measure the pathology in tissue from mice with distinct degrees of parasite load 592 
and inflammatory infiltrate in tissue samples, as previously done [64, 100]. 593 
 594 
In addition, Y/Y infected mice showed increased percentages of early-differentiated T cells 595 
(TCM) and reduced expression of inhibitory receptors (CD160, CTLA-4, or PD-1) on T cells, on 596 
the contrary mice with DA/Y infection displayed increased frequencies of late-differentiated T 597 
cells (TEM) and elevated expression of inhibitory receptors on T cells. Interestingly, as mentioned 598 
above, Y/Y or DA/Y infected mice showed contrasting parasite loads in colon and blood samples 599 
and them inversely correlated with the percentages of TCM cells or them positively correlated 600 
with the percentages of TEM cells and the expression of CD160, PD-1, and CTLA-4 on T cells. 601 
Notwithstanding, functional activity readouts were similar between homologous and 602 
heterologous infected mice and hence, they did not correlate with the parasite load in tissue 603 
samples collected. To our knowledge, this is the first time that the immune quality parameter on 604 
T cells correlated (either positively or inversely) with the parasitic outcomes during the chronic 605 
T. cruzi infection. Moreover, strong indirect evidences suggest that the progression of the T. 606 
cruzi infection is related to the deterioration of the immune T cell response and the parasite 607 
persistence. First, patients with Chagas disease coinfected with HIV reactivate the T. cruzi 608 
infection with high mortality due to severe complication in the central nervous system and 609 
myocardium [105, 106]. Second, increased number of T. cruzi infected individuals with 610 
immunosuppressive therapy present reactivation of the infection with detectable parasitemia in 611 
blood [107, 108]. Third, repeated infections increase the risk of progression to the symptomatic 612 
stage developing cardiomyopathy [25, 29, 30]. Fourth, the therapy with antiparasitic drugs in 613 



Resultados 

 142 

 

 
 

 19 

asymptomatic chagasic patients prevents the occurrence of electrocardiographic alterations 614 
[109]. However, to date, the direct relationship between the immune response and the parasite 615 
persistence has not been established. Thus, according to these evidences, our results showed that 616 
the parasite load during the chronic T. cruzi infection is related with the deterioration of the T 617 
cell response, supporting the notion that parasite persistence is related to the Chagas pathology. 618 
Thus, the monitoring of the immunological responses can help to understand and develop new 619 
therapy strategies for the T. cruzi infection.  620 
  621 
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Figures 932 
 933 

 934 
Figure 1. Parasite load and inflammatory infiltrate scores in tissues from Y or DA infected 935 
mice. (A and C) Parasite load in colon, heart, liver, skeletal muscle, and blood samples from 936 
acute and chronic Y or DA infected mice, respectively. The bar graphs show the parasite 937 
equivalent per 50 ng of DNA (LOG10) median and range in tissues from each group of infected 938 
mice. The dotted line represents the cut-off for the limit of detectable quantification (LOQ) based 939 
on serially diluted T. cruzi-spiked tissue DNA as described in the Materials and Methods (0.1 940 
parasite equivalents per 50 ng of DNA). (B and D) Inflammatory infiltrate score in colon, heart, 941 
liver, and skeletal muscle samples from acute and chronic Y or DA infected mice, respectively. 942 
The bar graphs show the average inflammatory infiltrate scores in the tissues from each group of 943 
infected mice. The fold change (FC) showed in B and C was determined as the average 944 
inflammatory score detected in Y infected mice divided per the average infiltrate inflammatory 945 
score found in DA infected mice. Each point represents the value for parasite load or the 946 
infiltrate inflammatory score detected in each mouse infected with Y (white) or DA (gray) strain 947 
of T. cruzi. 948 
 949 
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 953 
Figure 2. CD4+ and CD8+ T cell subsets in acute and chronic Y or DA infected mice. (A)  954 
Frequency of CD4+ TSCM, TCM, TEM, and TDN cells in acute and chronic Y or DA infected mice. 955 
(B) Frequency of CD8+ TSCM, TCM, TEM, and TDN cells in acute and chronic Y or DA infected 956 
mice. The bar graphs show the median and range for the memory CD4+ or CD8+ T cell subsets 957 
detected in Y or DA infected mice. (C) Proportion of EEC, SLEC, MPEC, and DPEC CD8+ T 958 
cells in acute and chronic Y or DA infected mice. The pie charts show the median for the 959 
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effector CD8+ T cell subsets detected in acute and chronic Y or DA infected mice. Increasing or 960 
decreasing frequencies of effector CD8+ T cell subsets are indicated with the upward or 961 
downward arrowheads, respectively. Each point represents a mouse. The p values were 962 
calculated using the Mann–Whitney U test (B and D); *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, 963 
****p<0.0001). 964 
  965 
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 966 
 967 

 968 
Figure 3. CD4+ and CD8+ T cell functional responses in acute and chronic Y or DA infected 969 
mice. (A) Antigen-specific CD4+ T cells producing IFNg, TNFa, or IL-2 in acute and chronic Y 970 
or DA infected mice. (B) Proportion of antigen-specific CD4+ T cells with one, two, or three 971 
functions, defined by the production of IFNg, TNFa, and IL-2 with a Boolean strategy, in acute 972 
and chronic Y or DA infected mice. (C) Antigen-specific CD8+ T cells producing IFNg, TNFa, 973 
or IL-2 in acute and chronic Y or DA infected mice. (D) Proportion of antigen-specific CD8+ T 974 
cells with one, two, or three functions, defined by the production of IFNg, TNFa, and IL-2 with a 975 
Boolean strategy, in acute and chronic Y or DA infected mice. The antigen-specific response was 976 
established as CD4+ or CD8+ T cells producing cytokine after the TcSA stimulation as described 977 
in Materials and Methods section. The bar graphs show the median and range for the CD4+ and 978 
CD8+ T cells producing IFNg, TNFa, or IL-2 detected in Y or DA infected mice. The pie charts 979 

!

IFNγ

0.01

0.1

1

10

C
D

8+  T
 c

el
ls

 (%
)   

Day 10 Day 30 Day 100 Day 260

** *

81.8%
14.3%

3.9%

98.9%

1.1%

88.1%
11.9% 100%

92.7%

5.6%
1.7%

90.8%
9.2%

80.9%
19.1%

Day 10 Day 30 Day 100 Day 260

1 2 3

Functions

Y

DA UD

D

B

IFNγ

0.01

0.1

1

10

C
D

4+  T
 c

el
ls

 (%
)   

Day 10 Day 30 Day 100 Day 260

**
TNFα

0.01

0.1

1

10

C
D

4+  T
 c

el
ls

 (%
)   

Day 10 Day 30 Day 100 Day 260

* **
IL-2

0.01

0.1

1

10

C
D

4+  T
 c

el
ls

 (%
)   

Day 10 Day 30 Day 100 Day 260

A

C

DA infected

Y infected

TNFα

0.01

0.1

1

10

C
D

8+  T
 c

el
ls

 (%
)   

Day 10 Day 30 Day 100 Day 260

** *
IL-2

0.01

0.1

1

10
C

D
8+  T

 c
el

ls
 (%

)   

Day 10 Day 30 Day 100 Day 260

DA infected

Y infected

Day 10 Day 30 Day 100 Day 260

Y

DA

85.7%
10.1%

4.2%

100%
80.3%

19.7% 100%

98.2%

1.8%

73.8%
19.7%

6.5%

49.1%
50.9%

68.2%
31.8% 1 2 3

Functions

"

** "*



Resultados 

 157 

 

 
 

 33 

show the median for the CD4+ or CD8+ T cells producing one, two, or three functions detected in 980 
acute and chronic Y or DA infected mice. Increasing or decreasing proportion of CD8+ T cells 981 
with one, two, or three functions are indicated with the upward or downward arrowheads, 982 
respectively. Each point represents a mouse. The p values were calculated using the Mann–983 
Whitney U test (B and C); *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001. 984 
 985 
  986 
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 987 
 988 

 989 
Figure 4. Expression and coexpression of inhibitory receptors on CD4+ and CD8+ T cells 990 
from acute and chronic Y or DA infected mice. (A) Frequency of CD4+ T cells expressing 991 
2B4, CD160, CTLA-4, or PD-1 from acute and chronic Y or DA infected mice. (B) Proportion 992 
CD4+ T cells coexpressing inhibitory receptors from chronic Y or DA infected mice at 260 dpi. 993 
(C) Frequency of CD8+ T cells expressing 2B4, CD160, CTLA-4, or PD-1 from acute and 994 
chronic Y or DA infected mice. (D) Proportion CD8+ T cells coexpressing inhibitory receptors 995 
from chronic Y or DA infected mice at 260 dpi. The graphs show the median and range for the 996 
CD4+ and CD8+ T cells expressing (A and C) or coexpressing (B and D) inhibitory receptors 997 
detected in Y or DA infected mice, respectively. Representative dot plot of CD4+ and CD8+ T 998 
cells coexpressing CTLA-4, CD160, and PD-1 in Y or DA infected mice at 260 dpi. Each point 999 
represents a mouse. The p values were calculated using the Mann–Whitney U test (B and C); 1000 
*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001. 1001 
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 1002 
 1003 
 1004 

 1005 
Figure 5. CD4+ T helper profiles dissected during the early T. cruzi infection with two 1006 
distinct strains. (A) Percentages of CD4+ T cells expressing differently RORgt and Foxp3 in Y 1007 
or DA infected mice. Left panel shows the representative dot plot of the gating strategy for CD4+ 1008 
T cells expressing RORgt+Foxp3+, RORgt+Foxp3-, or RORgt-Foxp3+. (B) Percentages of CD4+ T 1009 
cells coexpressing Foxp3 and CD25 in Y or DA infected mice. Left panel shows the 1010 
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representative dot plot of the gating strategy for CD4+ T cells expressing Foxp3HighCD25+. (C) 1011 
CD4+ T cells expressing LAP in Y or DA infected mice. Left panel shows the representative dot 1012 
plot of the gating strategy for CD4+ T cells expressing LAP. (D) Representative dot plot of CD4+ 1013 
T cells producing IL-10, IL-17A, or IL-21 in acute and chronic Y or DA infected mice. The gates 1014 
applied for the identification of cytokine production on the total population of CD4+ T cells were 1015 
defined according to the cells cultured with Mock for each mouse. (E) Percentages of CD4+ T 1016 
cells producing IL-10, IL-17A, or IL-21 in Y or DA infected mice. (F) Proportion of antigen-1017 
specific CD4+ T cells with one, two, or three functions, defined by the production of IL-10, IL-1018 
17A, and IL-21 with a Boolean strategy, in Y or DA infected mice. The bar graphs show the 1019 
median and range for the CD4+ T cells expressing RORgt+Foxp3+, RORgt+Foxp3-, RORgt-1020 
Foxp3+ (A), Foxp3HighCD25+ (B), or LAP+ (C), or CD4+ T cells producing IL-10, IL-17A, or IL-1021 
21 (E) detected in Y or DA infected mice. Each point represents a mouse. The pie charts show 1022 
the median for the CD4+ T cells producing one, two, or three functions detected in acute and 1023 
chronic Y or DA infected mice (E). The p values were calculated using the Mann–Whitney U 1024 
test (B and C); *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001. 1025 
 1026 
 1027 
  1028 
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 1029 

 1030 
Figure 6. Parasite load and inflammatory infiltrate scores in tissues from Y/Y or DA/Y 1031 
infected mice. (A) Schematic representation of the T. cruzi reinfections in mice. Two groups of 1032 
mice were infected either the Y or DA strain, reinfected with the Y strain at 10 or 100 dpi, and 1033 
euthanized by CO2 inhalation at 260 dpi. The group 1 were infected and reinfected with the Y 1034 
strain (Y/Y), and the group 2 were infected with DA and reinfected with the Y strain (DA/Y). 1035 
(B) Parasite load in colon, heart, liver, skeletal muscle, and blood samples from Y/Y or DA/Y 1036 
infected mice. The bar graphs show the parasite equivalent per 50 ng of DNA (LOG10) median 1037 
and range in tissues from each group of challenged mice. The dotted line represents the cut-off 1038 
for the LOQ based on serially diluted T. cruzi-spiked tissue DNA as described in the Materials 1039 
and Methods. (C) Inflammatory infiltrate score in colon, heart, liver, and skeletal muscle samples 1040 
from Y/Y or DA/Y infected mice. The bar graphs show the average inflammatory infiltrate 1041 
scores in the tissues from each group of challenged mice. The FC was determined as the 1042 
inflammatory score detected in Y/Y mice divided per the infiltrate inflammatory score found in 1043 
DA/Y mice. Each point represents the value for parasite load and infiltrate inflammatory score 1044 
detected in each mouse in the conditions described above. 1045 
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 1047 
Figure 7. CD4+ and CD8+ T cell responses in Y/Y or DA/Y infected mice. (A) Frequency of 1048 
memory CD4+ T cells in Y/Y or DA/Y infected mice. (B) Antigen-specific CD4+ T cells 1049 
producing IFNg, TNFa, or IL-2 in Y/Y or DA/Y infected mice. The pie charts show the median 1050 
for the CD4+ T cells producing one, two, or three functions in Y/Y or DA/Y infected mice. (C) 1051 
Frequency of CD4+ T cells expressing (top panel) or coexpressing (bottom panel) inhibitory 1052 
receptors in Y/Y or DA/Y infected mice. (D) Frequency of memory (top panel) or effector 1053 
(bottom panel) CD8+ T cell subsets in Y/Y or DA/Y infected mice. (E) Antigen-specific CD8+ T 1054 
cells producing IFNg, TNFa, or IL-2 in Y/Y or DA/Y infected mice. The pie charts show the 1055 
median for the CD8+ T cells producing one, two, or three functions in Y/Y or DA/Y infected 1056 
mice. (F) Frequency of CD4+ T cells expressing (top panel) or coexpressing (bottom panel) 1057 
inhibitory receptors in Y/Y or DA/Y infected mice. The graphs show the median and range for 1058 
the CD4+ and CD8+ T cell subsets (A and D), the CD4+ and CD8+ T cells producing IFNg, 1059 
TNFa, or IL-2 (B and E), or the CD4+ and CD8+ T cells expressing or coexpressing inhibitory 1060 
receptors (C and E) detected in Y/Y or DA/Y infected mice. Representative dot plot of CD4+ and 1061 
CD8+ T cells coexpressing CTLA-4, CD160, and PD-1 in Y/Y or DA/Y infected mice. Each 1062 
point represents a mouse. Each point represents a mouse. The p values were calculated using the 1063 
Mann–Whitney U test; *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001.  1064 
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 1065 
Figure 8. Correlation analysis between the CD4+ T cell responses and the tissue parasite 1066 
loads in Y/Y and DA/Y infected mice. (A) Correlation analysis of parasite load levels in colon 1067 
samples with the percentages of CD4+ TCM and TEM cells from Y/Y and DA/Y infected mice. (B) 1068 
Correlation analysis of parasite load levels in blood samples with the percentages of CD4+ TCM 1069 
and TEM cells from Y/Y and DA/Y infected mice. (C) Correlation analysis of parasite load levels 1070 
in colon samples with the percentages of CD4+ T cells expressing inhibitory receptors from Y/Y 1071 
and DA/Y infected mice. (D) Correlation analysis of parasite load levels in blood samples with 1072 
the percentages of CD4+ T cells expressing inhibitory receptors in Y/Y and DA/Y infected mice. 1073 
The r and p values were calculated using the Spearman rank test. 1074 
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 1079 
Figure 9. Correlation analysis between the CD8+ T cell responses and the tissue parasite 1080 
loads in Y/Y and DA/Y infected mice. (A) Correlation analysis of parasite load levels in colon 1081 
samples with the percentages of CD8+ TCM and TEM cells from Y/Y and DA/Y infected mice. (B) 1082 
Correlation analysis of parasite load levels in blood samples with the percentages of CD8+ TCM 1083 
and TEM cells from Y/Y and DA/Y infected mice. (C) Correlation analysis of parasite load levels 1084 
in colon samples with the percentages of CD8+ T cells expressing inhibitory receptors from Y/Y 1085 
and DA/Y infected mice. (D) Correlation analysis of parasite load levels in blood samples with 1086 
the percentages of CD8+ T cells expressing inhibitory receptors in Y/Y and DA/Y infected mice. 1087 
The r and p values were calculated using the Spearman rank test. 1088 
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Supplemental Figures 1091 
 1092 

 1093 
Supplemental Figure 1. Description of the gating strategy for CD4+ and CD8+ T cells. (A) 1094 
Initially, lymphocytes were identified in forward scatter (FSC) and side scatter (SSC) plots. The 1095 
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doublets were excluded by the FSC-A vs. FSC-H and SSC-H vs. SSC-W. Next, the dead cells 1096 
were excluded from analysis and the CD3+ and CD4+ or CD8+ population was selected. (B) 1097 
Representative dot plot of the gating strategy for memory CD4+ or CD8+ T cell subsets. Each 1098 
phenotype was discriminate as follows: Stem cell memory (TSCM, CD62L+CD44-1099 
CD122+CD127+), central memory (TCM, CD62L+CD44+), effector memory (TEM, CD62L-1100 
CD44+) double negative cells (TDN, CD62L-CD44-). The effector CD8+ T cell phenotypes were 1101 
discriminate as follows: early effector cells (EEC, KLRG1-CD127-), short-lived effector cells 1102 
(SLEC, KLRG1+CD127-), memory precursor effector cells (MPEC, KLRG1-CD127+), and 1103 
double-positive effector cells (DPEC, KLRG1-CD127+). (C) Gating strategy for CD4+ or CD8+ T 1104 
cells producing IFNg, TNFa, or IL-2 after stimulation with mock or TcSA. The gates applied for 1105 
the identification of cytokine production on the total each population of T cells were defined 1106 
according to the cells cultured with mock for each mouse. (D) Representative dot plot of the 1107 
gating strategy for CD4+ or CD8+ T cell expressing 2B4, CD160, CTLA-4, or PD-1. 1108 
 1109 
  1110 



Resultados 

 167 

 

 
 

 43 

 1111 
Supplemental Figure 2. Proportion CD4+ T cells coexpressing inhibitory receptors from acute 1112 
and chronic Y or DA infected mice. The pie charts show the median for the CD4+ T cells 1113 
expressing one, two, or more than three inhibitory receptors detected in acute and chronic Y or 1114 
DA infected mice. Increasing or decreasing proportion of CD4+ T cells that coexpress inhibitory 1115 
receptors are indicated with the upward or downward arrowheads, respectively. The p values 1116 
were calculated using the Mann–Whitney U test (B and C); *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, 1117 
****p<0.0001. 1118 
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 1127 
Supplemental Figure 3. Proportion CD8+ T cells coexpressing inhibitory receptors from acute 1128 
and chronic Y or DA infected mice. The pie charts show the median for the CD8+ T cells 1129 
expressing one, two, or more than three inhibitory receptors detected in acute and chronic Y or 1130 
DA infected mice. Increasing or decreasing proportion of CD8+ T cells that coexpress inhibitory 1131 
receptors are indicated with the upward or downward arrowheads, respectively. The p values 1132 
were calculated using the Mann–Whitney U test (B and C); *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, 1133 
****p<0.0001. 1134 
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 1144 
Table 1145 

Table 1. Infection outcome and T cell responses detected in chronically infected or 1146 
reinfected mice with T. cruzi strains 1147 

 Infected Reinfected 

 Y DA Y/Y DA/Y 

Infection outcome 
Parasite load† 

Inflammatory infiltrate 

 
→← 
↑ 

 
→← 
↓ 

 
↓ 
→← 

 
↑ 
→← 

T cell subsets 
Early-differentiated (TCM)† 
Late-differentiated (TEM)† 

 
↓ 
↑ 

 
↑ 
↓ 

 
↑ 
↓ 

 
↓ 
↑ 

Functional activity 
Profile of response 

One 
function 

 
Two 

functions 
 

 
Two 

functions 
 

One 
function 

Inhibitory receptors 
Individual expression† 

 
↑ 
 

↓ 
 
↓ 
 

 
↑  

†Variables positively or negatively correlated in T. cruzi reinfected mice. 1148 
Increasing or decreasing parameters of the infection outcome or the T cell 1149 
response were represented with the upward or downward arrowheads, respectively. 1150 
Also, if the results were similar between infected or reinfected groups of mice, 1151 
they were depicted as →←. 1152 

 1153 
 1154 
 1155 

  1156 
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Supplemental Table 1157 
 1158 
Supplemental Table 1. List of antibodies used in the present study. 1159 

Marker Fluorochrome Clone Manufacturer 

CD3 PerCP-Cy5.5 17A2 BD Biosciences 
CD4 Alexa Fluor 700 GK1.5 BD Biosciences 
CD4 APC-H7 GK1.5 BD Biosciences 
CD8 APC-H7 53-6.7 BD Biosciences 
CD44 FITC IM7 BD Biosciences 

CD62L PE-Cy7 MEL-14 BD Biosciences 
CD122 PE TM-b1 BD Biosciences 
CD127 BV421 A7R34 BioLegend 
KLRG1 PE-eFluor 610 2F1 Thermo Fisher Scientific 

IFNg PE-CF594 XMG1.2 BD Biosciences 
TNFa PE-Cy7 MP6-XT22 BD Biosciences 
IL-2 VB421 JES6-5H4 BD Biosciences 

PD-1 (CD279) APC J43 BD Biosciences 
CTLA-4 (CD152) PE UC10-4F10-11 BD Biosciences 

2B4 (CD244) FITC 2B4 BD Biosciences 
CD160  PE-CF594 CNX46-3   BD Biosciences 

LAP BV421 TW7-16B4 BioLegend 
Foxp3 FITC FJK-16s Thermo Fisher Scientific 
CD25 PE-Cy7 PC61.5 Thermo Fisher Scientific 
IL-10 Alexa Fluor 700 JES5-16E3 Thermo Fisher Scientific 
RORgt APC AFKJS-9 Thermo Fisher Scientific 
IL-17A PE-eFluor 610 eBio17B7 Thermo Fisher Scientific 
IL-21 PE FFA21 Thermo Fisher Scientific 

 1160 
 1161 
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6. DISCUSIÓN 

La enfermedad de Chagas, causada por la infección por T. cruzi, es una condición patológica 
parasitaria compleja y crónica que afecta, principalmente, a personas provenientes de América 
Latina. La infección crónica por este parásito conduce al desarrollo de alteraciones cardiacas o 
digestivas que pueden llevar a un desenlace fatal y a la fecha, no existe una vacuna o tratamiento 
que evite la progresión a las formas graves de la enfermedad. Además, tampoco se conocen los 
mecanismos que conducen al desarrollo de la patología cardiaca o digestiva. Aunque se han 
sugerido potenciales mecanismos relacionadas con el progreso de la enfermedad, no es claro si 
la patogénesis de la enfermedad de Chagas se relaciona con la persistencia del parásito. Por otro 
lado, en las últimas dos décadas, se ha propuesto que, durante las infecciones persistentes, la 
falla en el control de las infecciones se relaciona con el deterioro de la respuesta de los LT, 
conocido como agotamiento clonal.  

El agotamiento clonal se caracteriza por pérdida gradual de la capacidad proliferativa, de la 
capacidad funcional, aumento de receptores inhibitorios y poca capacidad de respuesta frente a 
citocinas homeostáticas (Fourcade et al., 2012; Shin, Blackburn, et al., 2007; Wherry, Blattman, 
et al., 2003). Por otro lado, durante una infección aguda (que conlleva a la eliminación del 
patógeno) o vacunación se ha encontrado una respuesta de LT con predominio de 
subpoblaciones de memoria que persisten por largos periodos de tiempo en ausencia del 
antígeno, con alta capacidad proliferativa y alta capacidad funcional. Recientemente, se ha 
encontrado que pacientes con formas severas de la enfermedad de Chagas presentan una 
respuesta de LT con características similares a las encontradas en otras infecciones persistentes 
en donde se ha establecido el estado de agotamiento de los LT.  

Se ha descrito que PCC con formas graves de la enfermedad tienen mayor frecuencia de células 
monofuncionales, aumento de células con mayor grado de diferenciación y aumento de 
expresión de receptores inhibitorios en comparación con individuos en fase crónica 
indeterminada (Lasso et al., 2015; Mateus et al., 2015). Aunque estos resultados sugieren que la 
falla en el control de la infección se relaciona con el deterioro de la respuesta de los LT en PCC, a 
la fecha se desconoce si existe una relación entre la respuesta de los LT y el control de la infección 
por T. cruzi. Así, en este trabajo, se evaluó la relación de la capacidad funcional de LT con el 
control de la infección por T. cruzi. Determinar la relación de la respuesta de los LT con la falla en 
el control de la infección, permitiría profundizar en la comprensión de la respuesta inmune 
durante la infección por el parásito y entender mecanismos relacionados con la progresión de la 
enfermedad de Chagas en humanos crónicamente infectados.  

Teniendo en cuenta la historia natural de la enfermedad de Chagas y que es difícil seguir a los 
individuos infectados hasta por 40 años para establecer la relación del control de la infección con 
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la respuesta de los LT, en el presente estudio se usaron dos enfoques metodológicos para 
desarrollar este objetivo. El primer enfoque incluyó PCC sin y con tratamiento antiparasitario y 
se justificó en que el tratamiento con BZL o NFX reduce la carga parasitaria en individuos y 
ratones con infección crónica por T. cruzi (Bustamante et al., 2008; Morillo et al., 2015). En estos 
individuos se evaluó el efecto del tratamiento antiparasitario sobre la capacidad funcional de la 
respuesta de los LT. Por otro lado, la segunda estrategia incluyó el uso del modelo múrido 
experimental de infección por T. cruzi, una herramienta que ha mostrado ser útil para el estudio 
de la enfermedad de Chagas. Para desarrollar este punto, primero se estableció un modelo de 
infección aguda y crónica, con el propósito de determinar si durante la infección crónica, al igual 
que en los humanos, se observaba el deterioro de los LT. Posteriormente, teniendo en cuenta 
que una limitación para el estudio de la infección crónica por T. cruzi en humanos y modelos 
múridos es la cuantificación de la carga parasitaria y del daño en tejido y que se ha documentado 
que la variabilidad genética del parásito o las reinfecciones pueden tener un impacto en el curso 
y desenlace de la infección por T. cruzi (Andrade et al., 2006; Bustamante et al., 2007; Bustamante 
et al., 2002; Perez et al., 2018; Santi-Rocca et al., 2017), se evaluó si la respuesta de los LT se 
relaciona con el control de la infección en un modelo múrido de infección con cepas de dos 
grupos genéticos del parásito y durante la reinfección o infección mixta por cepas de T. cruzi.  

En resumen, con el desarrollo de este trabajo, usando los enfoques metodológicos mencionados 
anteriormente, se encontró: 

- PCC con tratamiento antiparasitario mejoran la respuesta de los LT en comparación con 
los PCC sin tratamiento antiparasitario. Esto fue evidenciado por mayor frecuencia de LT 
con un menor grado de diferenciación celular (como las TCM), aumento de la capacidad 
funcional y multifuncional de los LT y disminución de la expresión de receptores 
inhibitorios en LT. 

- En el modelo experimental de infección se encontró que la infección aguda con la cepa Y 
de T. cruzi conduce a la generación de LT multifuncionales específicos de antígeno y su 
regulación mediante la alta coexpresión de receptores inhibitorios; en contraste, la 
infección crónica con la cepa Y del parásito conduce al deterioro de la respuesta T, con 
características similares a las detectadas en humanos crónicamente infectados.  Teniendo 
en cuenta estos resultados, se comparó la respuesta de los LT en ratones infectados con 
dos cepas del parasito (Y o DA). Interesantemente, ratones infectados con la cepa Y 
presentaron alta carga parasitaria e infiltrado inflamatorio y se encontró el deterioro de 
la repuesta de los LT, confirmando los hallazgos mencionados anteriormente. En cambio, 
en ratones infectados con la cepa DA, en quienes se detectó menor carga parasitaria e 
infiltrado inflamatorio, se encontró una repuesta de LT caracterizada por células con 
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menor grado de diferenciación, mayor capacidad funcional y disminuida expresión de 
receptores inhibitorios.  

Además, en el modelo experimental de infecciones mixtas por cepas de T. cruzi, se 
encontró menor carga parasitaria en ratones infectados y reinfectados con la cepa Y (Y/Y) 
en comparación con ratones infectados con la cepa DA y reinfectados con la cepa Y 
(DA/Y). De manera interesante, los ratones Y/Y presentaron una mejor respuesta de los 
LT, caracterizada por aumento de LT con un menor grado de diferenciación celular (como 
las TCM) y disminución de la expresión de receptores inhibitorios en LT; y en cambio, en 
ratones DA/Y se encontró un deterioro de la respuesta de los LT. Finalmente, un análisis 
de correlación mostró que hay una relación entre la calidad de la repuesta de los LT con 
el control de la infección en ratones reinfectados o con infecciones mixtas por cepas del 
parásito. 

A continuación, se discuten los hallazgos relacionados con las dos estrategias utilizadas, en 
individuos infectados con tratamiento antiparasitario y en el modelo experimental de infección 
y reinfección por T. cruzi. Por último, se contrastan los hallazgos de la respuesta de los LT 
detectadas en ambas estrategias con la literatura científica y sus implicaciones en la relación con 
el control de la infección por T. cruzi. 

6.1 El tratamiento antiparasitario en PCC como estrategia para evaluar la relación de la 
respuesta de los LT con el control de la infección 

Aunque aún no es claro si la persistencia del parásito es el parámetro fundamental relacionado 
con la patogénesis de la enfermedad de Chagas, estudios en modelos animales y humanos han 
sugerido que la persistencia del parasito es un importante factor implicado en la patogénesis de 
la enfermedad. Por ejemplo, si bien son pocos los estudios que han encontrado la presencia de 
nidos de amastigotes, antígenos del parásito o ADN del parásito en muestras de corazón de PCC 
(Anez et al., 1999), se ha sugerido una relación directa entre el parasitismo y la severidad de la 
enfermedad de Chagas en PCC y modelos múridos de infección crónica por T. cruzi (Higuchi Mde 
et al., 1993; Tarleton et al., 1999).  

Así mismo, estudios han mostrado que la respuesta inmune es fundamental para el control de la 
infección. Por ejemplo, PCC en condiciones de inmunosupresión, ya sea por confección con VIH 
o por tratamiento con inmunosupresores, tienen mayor probabilidad de reactivar la infección y 
progresar a los formas graves de la enfermedad (Guidetto et al., 2019; Jardim et al., 1994; 
Martins-Melo et al., 2012; Pereira et al., 1996; Silva et al., 1999). Además, cuando el tratamiento 
antiparasitario conduce a la cura parasitológica, los individuos tratados no desarrollan 
sintomatología clínica asociada a la patología cardiaca, sugiriendo que la eliminación del parásito 
evita la progresión de la enfermedad (de Andrade et al., 1996; Sosa-Estani et al., 1998).  
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En la actualidad existen dos fármacos para el tratamiento de pacientes con la enfermedad de 
Chagas: NFX y BZL. La efectividad de estos medicamentos, especialmente en la etapa crónica de 
la infección, sigue siendo un tema de debate debido a los resultados inconsistentes y la falta de 
marcadores biológicos tempranos de la eficacia del tratamiento antiparasitario (Pinazo et al., 
2014). A la fecha, la evaluación de la eficacia de la terapia y la cura parasitológica se realiza 
mediante la determinación de la seroconversión de los PCC o la disminución de anticuerpos anti-
T. cruzi por pruebas serológicas, sin embargo, la desaparición de los anticuerpos anti-T. cruzi 
puede tomar hasta 25 años (Bertocchi et al., 2013; Fabbro et al., 2007; Viotti et al., 2014). 
Estudios en modelos múridos y humanos han sugerido que el tratamiento antiparasitario durante 
la fase crónica temprana de la enfermedad previene el desarrollo de una miocardiopatía grave 
(Fabbro De Suasnabar et al., 2000; Garcia et al., 2005; Machado-de-Assis et al., 2012; Viotti et al., 
2006). Por ejemplo, se ha mostrado que el tratamiento antiparasitario en PCC asintomáticos 
previene la aparición de alteraciones electrocardiográficas en comparación con PCC 
asintomáticos no tratados, sin embargo, el escenario en PCC en fase determinada no es claro. 
(Fragata-Filho et al., 2016; Soverow et al., 2019). El estudio prospectivo BENEFIT (Benznidazole 
Evaluation for Interrupting Trypanosomiasis) que involucró a 2.854 PCC con miocardiopatía grave 
que recibieron BZL y fueron seguidos durante 5,4 años mostró que el tratamiento reduce la carga 
parasitaria, pero no el deterioro clínico de los PCC con cardiopatía (Morillo et al., 2015). Teniendo 
en cuenta que, el tratamiento antiparasitario se recomienda para todos los individuos infectados 
en fase aguda o fase crónica indeterminada menores de 50 años, es importante proponer 
marcadores biológicos tempranos para evaluar la eficacia terapéutica en individuos en fase 
crónica asintomática y evitar el desarrollo de las formas graves de la enfermedad de Chagas.  

En modelos experimentales de infección aguda por T. cruzi, se ha encontrado que los LT CD4+ y 
CD8+ son cruciales para el control de la parasitemia y el parasitismo (Tarleton, 1990; Tarleton et 
al., 1992; Tarleton et al., 1994). Además, similar a otros patógenos intracelulares, en modelos 
múridos experimentales de infección por el parásito, se ha descrito que perfiles efectores Th1 y 
Tc1 son esenciales para controlar la infección por T. cruzi (Guo et al., 2009; Hoft et al., 2002). De 
hecho, en ratones genéticamente modificados o tratados con anticuerpos anti-citocinas, se ha 
encontrado mayor susceptibilidad frente a la infección por el parásito cuando se interrumpe la 
producción de IFNg (Tzelepis et al., 2006), TNFa (Silva et al., 1995), perforinas (Muller et al., 2003; 
Tzelepis et al., 2006) y granzimas (Muller et al., 2003), sugiriendo que los LT y su respuesta 
efectora son clave para el control de la parasitemia durante la infección por T. cruzi.  

No obstante, durante la infección crónica por el parásito, el panorama parece ser mucho más 
complejo. Aunque se ha demostrado que los LT son esenciales para control del parasitismo 
durante la infección crónica (Tarleton et al., 1994), se ha sugerido que la infección crónica por T. 
cruzi conduce al deterioro de la respuesta de los LT y podría estar relacionada con la falla en el 
control de la infección y la progresión de la enfermedad a sus formas más severas. Por ejemplo, 
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PCC con las formas graves de la enfermedad presentan mayor frecuencia de LT con mayor grado 
de diferenciación celular (TEM y TTE), menor capacidad proliferativa, menor frecuencia de LT que 
producen IFNg, disminuida actividad multifuncional y aumentada expresión de receptores 
inhibitorios en comparación con PCC en fase indeterminada (asintomática) (Albareda et al., 2013; 
Giraldo et al., 2013; Lasso et al., 2015; Laucella et al., 2004; Mateus et al., 2015). De hecho, 
similares resultados se han descrito en ratones con infección crónica por T. cruzi (Bustamante et 
al., 2008; Martin et al., 2004; Pack et al., 2018).  

A diferencia de los modelos de infección viral que han mostrado la relación entre la deficiencia 
de la respuesta de los LT y la carga viral (Wherry, Blattman, et al., 2003; Wherry, Teichgraber, et 
al., 2003), en la infección por el parásito intracelular T. cruzi, establecer dicha relación podría 
llegar a tomar toda la vida de un individuo infectado y, por lo tanto, es complicado de seguir y 
documentar. De esta manera, se debe recurrir a otras estrategias para establecer dicha relación 
y entender si el control de la infección por el parásito se debe a una respuesta eficiente de los LT. 
Por lo anterior, diferentes grupos de investigación han buscado identificar cambios en el fenotipo 
y la funcionalidad de los LT en PCC con tratamiento antiparasitario para establecer si cambios en 
la respuesta de los LT podrían estar relacionadas con la eficacia del tratamiento antiparasitario.  

Sathler-Avelar y colaboradores mostraron que PCC asintomáticos con tratamiento antiparasitario 
presentan mayor frecuencia de LT CD4+ y CD8+ activados (que expresan CD69 o HLA-DR) que 
producen IFNg (Sathler-Avelar et al., 2008). Álvarez y colaboradores mostraron que PCC tratados 
que reducen los niveles de anticuerpos anti-T. cruzi presentan LT que producen IFNg o IL-2 y 
mayor frecuencia de LT expresando CD154 (CD40L) en comparación con individuos tratados que 
no reducen los niveles de anticuerpos (Alvarez et al., 2016). Así mismo, se encontró que PCC 
asintomáticos tratados con BZL tienen mayor frecuencia de LT CD4+ que producen IFNg o TNFa y 
mayor frecuencia de LT CD4+ Th17 en comparación con los PNT. En este trabajo, se encontró 
mayor frecuencia de LT CD8+ TCM y TTE, aumento de LT que producen IFNg o IL-2 y mayor respuesta 
multifuncional de LT que producen citocinas y moléculas con potencial citotóxico (granzimas y 
perforinas) de los LT frente al estímulo con las proteínas del parásito y menor frecuencia de LT 
que expresan y coexpresan receptores inhibitorios en PCC con tratamiento antiparasitario en 
comparación con PNT. Además, en PT se detectaron subpoblaciones de LT multifuncionales 
específicas del parásito en comparación con PNT (Mateus et al., 2017). De hecho, resultados 
similares fueron encontrados en PCC sometidos a tratamiento antiparasitario, en quienes luego 
de 24 meses post-tratamiento, se detectó mayor respuesta multifuncional de los LT CD8+, 
disminución de la expresión de receptores inhibitorios (2B4 o PD-1) y disminución de anticuerpos 
anti-T. cruzi (Egui et al., 2019).  

En conjunto, estos hallazgos sugieren que cuando el parásito está presente (como es el caso de 
los pacientes no tratados), la continua exposición del antígeno conduce al deterioro de la carga 
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parasitaria, y en cambio, en PCC con tratamiento antiparasitario, en quienes se ha mostrado que 
se reduce la carga parasitaria luego del tratamiento, tienen una mejora en la calidad de la 
respuesta de los LT. 

6.2 El modelo experimental de infección por T. cruzi como estrategia para evaluar la relación 
de la respuesta de los LT con el control de la infección 

El estudio del curso de la infección por T. cruzi en ratones ha resultado muy útil y ha generado 
avances importantes en el estudio de esta parasitosis, ya que los modelos experimentales 
controlados permiten analizar parámetros del hospedero y el parásito, lo que por razones 
prácticas y éticas no pueden realizarse en humanos (Jelicks et al., 2011; Lewis et al., 2016). 
Estudios moleculares han demostrado que T. cruzi presenta una gran variabilidad genética, 
compuesta por una amplia población de aislados que circulan entre hospedadores mamíferos e 
insectos vectores. Estas poblaciones se han clasificado en 7 grupos genéticos conocidos como 
DTU: TcI, TcII, TcIII, TcIV, TcV, TcVI y TcBat (Zingales, 2018).  

En modelos experimentales y en humanos infectados con T. cruzi, se ha demostrado que los 
parásitos aislados de diferentes órganos son genéticamente distintos, lo que sugiere que la 
variabilidad genética de los aislados del parásito, podría explicar las diversas manifestaciones 
clínicas de la enfermedad de Chagas y las diferencias en morbilidad y mortalidad observadas en 
diferentes áreas geográficas (Andrade et al., 1999; Perez et al., 2014). En el presente trabajo, se 
comparó la respuesta de los LT en un modelo de infección aguda y crónica por T. cruzi. 
Posteriormente, se estableció las diferencias frente a la infección por la cepa Y o DA y se evaluó 
la respuesta de los LT durante la infección crónica en un modelo de reinfección o infección mixta 
por cepas del parásito y el control de la infección. El control de la infección se definió mediante 
la medición de la carga parasitaria y el grado de infiltrado inflamatorio en ratones de los grupos 
experimentales descritos previamente. 

Frente a una infección aguda o después de una vacunación, las CPA capturan y procesan 
antígenos y activan TN para desencadenar una respuesta específica y controlar la infección. 
Después de la eliminación del antígeno y la resolución de la inflamación, la mayoría de LT mueren, 
sin embargo, un pequeño grupo celular persiste y se diferencia a LT de memoria con gran 
potencial proliferativo, de supervivencia independiente del antígeno y capacidad de reactivar sus 
funciones efectoras frente a un nuevo encuentro con el antígeno (Harty et al., 2008). En 
contraste, en una infección donde persiste la estimulación antigénica, aunque se generan 
subpoblaciones efectoras y de memoria, los LT pierden funciones efectoras conforme se cronifica 
la infección, así como aumentan la expresión y coexpresión de receptores inhibitorios (como PD-
1, CTLA-4, CD160, 2B4) (Wherry, 2011; Wherry et al., 2015). Algunas funciones, tales como la 
citotoxicidad, la proliferación o producción de IL-2 se pierden inicialmente, sin embargo, en 
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algunos casos, se ha reportado la perdida de la producción de TNFa, IFNg y en estados severos 
de agotamiento, las células pueden morir por apoptosis (Wherry, 2011).  

En la infección por T. cruzi, reportes en la literatura muestran que, tanto en humanos como en 
modelos múridos, la transición de la fase aguda a la fase crónica de la infección va acompañada 
de una disminución en el número de parásitos en sangre como consecuencia de la inducción de 
una respuesta inmune relativamente eficiente que logra controlar la infección, pero no eliminarla 
(Bonney et al., 2019). En el presente trabajó se encontró que ratones con infección aguda con la 
cepa Y presentan mayor carga parasitaria y mayor infiltrado inflamatorio que ratones con 
infección crónica. Además, en ratones con infección aguda se encontró aumento de LT efectores 
y células multifuncionales y una disminución de esta respuesta efectora luego de 30 dpi, 
posiblemente por el efecto de la expresión de receptores inhibitorios. En modelos 
experimentales de infección por T. cruzi, se ha encontrado que al disminuir la expresión de 
moléculas como CTLA-4 o PD-1 con anticuerpos anti-receptores inhibitorios, los ratones 
disminuyen la parasitemia y el parasitismo; sin embargo, estos ratones sucumben rápidamente 
por un aumento de la respuesta efectora y el daño en el tejido de los ratones (Gutierrez et al., 
2011; Martins et al., 2004), sugiriendo que la expresión de estas moléculas inhibitorias es esencial 
para controlar la activación excesiva de la respuesta inmune (Odorizzi et al., 2012). 

Por otro lado, durante la infección crónica por T. cruzi se encontró que la cronicidad de la 
infección conduce al aumento de LT con mayor grado de diferenciación, pérdida de las funciones 
efectoras de los LT y al aumento progresivo de la expresión de receptores inhibitorios. Estudios 
en cáncer, donde se ha reportado un estado de agotamiento de los LT, condujeron al desarrollo 
de moléculas anti-receptores inhibitorios, con el propósito de bloquear la inhibición de la 
respuesta causada por receptores inhibitorios y mejorar el control de los tumores (Huang et al., 
2017; Wei et al., 2019). En PCC se ha propuesto el uso de anticuerpos anti-receptores inhibitorios, 
ya que, como se mencionó anteriormente, se ha encontrado un estado de agotamiento de los LT 
en PCC con las formas severas de la enfermedad (Lasso et al., 2015). Sin embargo, si bien se ha 
encontrado un aumento en la expresión de receptores inhibitorios en tejido cardiaco de ratones 
crónicamente infectados, se encontró que ratones tratados con anti-PD-1, aunque disminuyen la 
carga parasitaria y aumentan los LT efectores en tejido cardiaco, presentan mayor deterioro de 
la función cardiaca (Fonseca et al., 2018). Estos hallazgos, sugieren que la infección crónica por 
T. cruzi de los ratones, al igual que en humanos, conduce al deterioro de la respuesta de los LT y 
a la falla en el control de la infección. 

Teniendo en cuenta que se ha descrito que T. cruzi tiene una alta variabilidad genética 
(Messenger et al., 2015; Zingales, 2018), algunos grupos se han enfocado en establecer la relación 
entre los grupos genéticos del parásito y el desenlace de la infección. Por ejemplo, Santi-Rocca y 
colaboradores evaluaron en ratones infectados con una sola cepa de cada grupo genético del 
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parásito, 66 parámetros relacionados con el tropismo, la respuesta inmune local o sistémica y la 
presentación clínica luego de la infección aguda o crónica por T. cruzi y, aunque usaron ratones 
con el mismo fondo genético, solo se estableció la relación con la fase de la infección [aguda o 
crónica], las cepas (TcI-TcVI) o la severidad del daño (bajo-moderado) (Santi-Rocca et al., 2017). 
Teniendo en cuenta esta variabilidad observada en las cepas del parásito en modelos 
experimentales de infección, se comparó la respuesta de los LT frente a la infección con la cepa 
Y o DA del parásito.  

Las cepas Y y DA fueron seleccionadas teniendo en cuenta los siguientes aspectos: (i) estudios 
previos de nuestro grupo de investigación (Barrera et al., 2008); (ii) la presencia de los grupos 
genéticos de T. cruzi en Colombia (Hernandez et al., 2016); y (iii) reportes previos de otros grupos 
de investigación relacionados con el área de estudio (Cruz et al., 2015; Gutierrez et al., 2011; 
Sanoja et al., 2013; Tzelepis et al., 2006). Se encontró que ratones infectados con la cepa Y 
presentan mayor carga parasitaria y mayor infiltrado inflamatorio que ratones infectados por la 
cepa DA. Así mismo, similar a lo mencionado anteriormente, se encontró que la infección aguda 
con la cepa Y induce una fuerte respuesta inmune durante la fase aguda y deterioro de la 
respuesta de los LT durante la infección crónica. Por el contrario, en ratones infectados con la 
cepa DA se encontraron LT con menor grado de diferenciación, alta capacidad multifuncional y 
baja expresión de receptores inhibitorios. Sugiriendo que en condiciones donde hay menor 
control de la infección (alta parasitemia, parasitismo e inflamación) es posible observar el 
deterioro de la respuesta de los LT y, por el contrario, en condiciones de mayor control de la 
infección (baja parasitemia, parasitismo e inflamación), la calidad de la repuesta de los LT es 
mejor. Estos resultados, claramente diferenciales entre estas cepas, podrían relacionarse con los 
grupos genéticos o DTU a las cuales pertenecen. No obstante, se requiere evaluar un mayor 
número de cepas para confirmar dicha relación. 

En PCC que residen en áreas endémicas para la enfermedad se ha sugerido que, al estar 
expuestos a múltiples infecciones con el parásito, tienen mayor riesgo de desarrollar las formas 
graves de la enfermedad (Perez et al., 2014; Zicker et al., 1990).  De hecho, esto ha sido 
demostrado en modelos animales, en donde las reinfecciones o infecciones mixtas conducen a 
la aparición de alteraciones en el ECG, mayor parasitemia y parasitismo y aumento en el daño en 
el tejido cardiaco (Bustamante et al., 2007; Bustamante et al., 2002; Perez et al., 2018). Por lo 
anterior y teniendo en cuenta los resultados previamente mencionados, se evaluó la relación de 
la respuesta de los LT durante la infección crónica con la falla en el control de la infección en 
ratones infectados con Y/Y o DA/Y. Los resultados mostraron que la disminución de la carga 
parasitaria y el control de la infección, detectada en muestras de ratones infectados con Y/Y, 
puede estar relacionada con la calidad de la respuesta de los LT (células con un estado de 
diferenciación temprano y disminuida expresión de receptores inhibitorios) y, por el contrario, el 
aumento de la carga parasitaria, detectada en ratones infectados con DA/Y, estaría relacionado 
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con el deterioro de la respuesta de los LT y la falla en el control de la infección. Este es el primer 
reporte, en donde se establece una relación entre la respuesta de los LT y la carga parasitaria en 
tejido y sangre en el modelo experimental de infección por T. cruzi. Sin embargo, hace falta 
establecer si esta relación también se puede observar con la progresión de la enfermedad.  

6.3 La respuesta de los LT y su relación con el control de la infección. 

En infecciones crónicas virales, bacterianas y parasitarias en humanos y modelos múridos se ha 
encontrado deterioro de la funcionalidad de LT acompañado de un incremento de células con 
mayor grado de diferenciación celular y aumento progresivo en la expresión y coexpresión de 
receptores inhibitorios, un estado celular conocido como agotamiento clonal de LT (Appay et al., 
2002; Attanasio et al., 2016; Bengsch et al., 2010; Betts et al., 2006; Bhadra et al., 2011; Esch et 
al., 2013; Riou et al., 2012; Wherry, 2011; Wherry et al., 2015; Wherry, Teichgraber, et al., 2003). 
Desde que se describió el agotamiento en el modelo del LCMV (Gallimore et al., 1998; Zajac et 
al., 1998) y se asoció este fenómeno con la expresión de receptores inhibitorios (Barber et al., 
2006), se han hecho grandes esfuerzos para entender el agotamiento y proponer estrategias para 
revertirlo (Attanasio et al., 2016; Wherry, 2011; Wherry et al., 2015).  

La inmunidad protectora se ha asociado con la habilidad que tienen las subpoblaciones de LT de 
memoria para sobrevivir por largos periodos de tiempo, y la capacidad de proliferar 
independiente del estímulo antigénico (Gattinoni et al., 2011; Gattinoni et al., 2017; Nolz et al., 
2020). Por ejemplo, en el modelo de vacunación contra la fiebre amarilla (una de las vacunas más 
eficaces producidas) (Ferreira et al., 2018), Akondy y colaboradores describen que luego de la 
vacunación, se generan LT de memoria con un estado de diferenciación temprana 
(CD45RA+CCR7+CD28+CD127+CD95+) que sobreviven por largos periodos de tiempo y proliferan 
independiente de la presencia del antígeno (Akondy et al., 2017).  

En PCC con la forma severa de la enfermedad se ha encontrado predominio de LT con menor 
grado de diferenciación (TSCM, TCM) comparado con PCC asintomáticos (Mateus et al., 2015). En 
el presente trabajo y similar a un estudio previo (Martin et al., 2004), se encontró que ratones 
con infección aguda tienen mayor frecuencia de TCM en comparación con ratones con infección 
crónica, quienes tienen mayor frecuencia de TEM. Adicionalmente y similar a lo observado en PCC 
asintomáticos, los ratones que presentaron menor parasitemia, parasitismo e infiltrado 
inflamatorio, tenían un predominio de células con menor grado de diferenciación (TSCM, TCM) 
comparado con los ratones con mayor parasitemia, parasitismo e infiltrado inflamatorio, en 
quienes se detectó mayor frecuencia de células con mayor grado de diferenciación (TEM). Por otro 
lado, cuando PCC asintomáticos o ratones con infección crónica reciben manejo antiparasitario, 
se encuentra un aumento de células con menor grado de diferenciación (TCM) en comparación 
con PCC o ratones sin tratamiento antiparasitario (Bustamante et al., 2008). En conjunto, estos 
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hallazgos sugieren que cuando hay control de la infección por T. cruzi, hay predominio de células 
con menor grado de diferenciación, en cambio, cuando hay una condición en la que no se 
controla la infección, se observa un predominio de células con mayor grado de diferenciación. 
Estos hallazgos sugieren que los cambios en el estado de diferenciación de las subpoblaciones de 
LT podrían estar relacionado con la falla en el control de la infección. De hecho, en el presente 
trabajo, se encontró una relación entre el estado de diferenciación de las subpoblaciones de LT 
con la carga parasitaria durante la infección por T. cruzi. 

Clásicamente, se ha descrito que el agotamiento de los LT inicia con la perdida de la producción 
de IL-2, seguido por la de TNFa y, por último, la pérdida de la producción de IFNg (Wherry, 2011; 
Wherry et al., 2015). El agotamiento de los LT se ha descrito en infecciones causadas por otros 
protozoos, como Plasmodium spp (Burel et al., 2017; Butler et al., 2012), Toxoplasma gondii 
(Bhadra et al., 2013; Bhadra et al., 2011) y Leishmania spp (Esch et al., 2013; Hernandez-Ruiz et 
al., 2010; Joshi et al., 2009) en humanos o modelos experimentales. Si bien las características 
precisas del agotamiento de los LT pueden variar de una infección a otra, se ha sugerido que el 
deterioro funcional de los LT puede ser parcial (descrito como una respuesta efectora deficiente) 
o total (entendida como la perdida de la capacidad efectora de los LT) (Attanasio et al., 2016; 
Shin & Wherry, 2007).  

Durante la infección por T. cruzi se ha sugerido que la infección crónica conduce a un agotamiento 
parcial de la respuesta efectora de los LT. Por ejemplo, PCC con estados avanzados de la 
enfermedad exhiben LT que producen IFNg o TNFa y menor proporción de LT multifuncionales 
comparado con pacientes con estadios tempranos de la enfermedad (Lasso et al., 2015). De 
hecho, se ha encontrado que LT de niños infectados con T. cruzi presentan mayor capacidad 
multifuncional que los LT de adultos crónicamente infectados (Albareda et al., 2013), lo cual 
soporta la hipótesis que la persistencia del parásito durante la infección crónica conlleva a 
cambios en la respuesta de los LT y al agotamiento de los mismos. En el presente trabajo, se 
encontró que luego del tratamiento antiparasitario, PCC tienen mayor frecuencia de LT que 
producen IFNg o IL-2 y mayor capacidad multifuncional.  

Similar a lo encontrado en PCC, en ratones con infección crónica se encontraron LT que producen 
IFNg o TNFa y disminución de la respuesta multifuncional de los LT en respuesta a las proteínas 
del parásito. Adicionalmente, ratones que presentaron un patrón más severo de infección 
(parasitemia, parasitismo e inflamación) tenían menor capacidad multifuncional en comparación 
con ratones que presentaron un patrón menos severo de infección. Teniendo en cuenta lo 
anterior, los hallazgos sugieren que la persistencia del parásito y la severidad de la infección están 
relacionados con la pérdida parcial de la actividad funcional de los LT. Adicionalmente, si bien no 
se observaron diferencias en la respuesta funcional de los LT en ratones con infección mixta por 
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cepas de T. cruzi, se observó que ratones infectados con Y/Y presentan un predominio de LT que 
producen IFNg+IL-2+ en comparación con ratones infectados con DA/Y.  

Teniendo en cuenta que se ha descrito que la producción de IL-2 estaría relacionada con la 
proliferación celular y que IFNg es una citocina esencial para el control de infecciones causadas 
por patógenos intracelulares como T. cruzi (Tzelepis et al., 2006), los hallazgos sugieren que la 
producción de citocinas como IFNg e IL-2 estaría relacionada con protección en PCC y ratones 
infectados. Además, en el presente trabajo, en ratones con un patrón de infección más severo, 
ya sea infectado con Y o DA/Y se detectó predominio de LT productores de TNFa. Estudios han 
encontrado una asociación entre las células productoras de TNFa y el daño cardíaco en muestras 
de corazón o plasma de PCC con estadios avanzados de la enfermedad (Rocha Rodrigues et al., 
2012; Talvani et al., 2004), sugiriendo que la lesión del tejido durante la infección crónica por T. 
cruzi puede estar mediada por la producción de TNFa. De hecho, se ha sugerido que la detección 
de la población de LT CD4+ y CD8+ TNFa+ puede ser útil para la evaluación de los LT específicos 
del parásito (Ripoll et al., 2018). Sin embargo, se debe aclarar si el perfil de citocinas IFNg+IL-2+ o 
TNFa+ puede estar relacionado con el control o la complicación de la infección crónica por T. 
cruzi, respectivamente. 

Adicionalmente, estudios han reportado que el daño en el tejido durante la infección crónica por 
T. cruzi podría estar mediado por la presencia de células citotóxicas productoras de granzimas y 
perforinas (Bonney & Engman, 2015). Contrario a lo que se mencionó anteriormente en el 
modelo clásico de agotamiento, durante la infección crónica por T. cruzi, la respuesta citotóxica 
de los LT no se ve afectada en el proceso de agotamiento de los LT. Esto ha sido reportado en 
PCC con estados graves de la enfermedad, en quienes se ha encontrado aumento de LT 
citotóxicos en comparación con individuos asintomáticos (Lasso et al., 2015). Similar a esto, en el 
presente trabajo se encontró que ratones con infección crónica por T. cruzi tienen una alta 
capacidad multifuncional citotóxica en comparación con ratones con infección crónica temprana. 
Soportando esta hipótesis, se ha encontrado aumento de LT citotóxicos en tejido cardiaco o 
músculo esquelético de ratones con infección crónica (Pack et al., 2018; Silverio et al., 2012). Así, 
estos hallazgos sustentan la hipótesis que la capacidad funcional de los LT durante la infección 
crónica por el parásito se ve afectada parcialmente y sugieren que la producción de IFNg o IL-2 
puede estar relacionada con el control de la infección. 

El aumento de la expresión de receptores inhibitorios durante las infecciones crónicas, parece 
ser la marca más característica del agotamiento (McLane et al., 2019; Winkler et al., 2019) y 
aunque los receptores inhibitorios clásicamente se asociaron a procesos relacionados con la 
tolerancia y la prevención de la autoinmunidad (Wherry, 2011), en ratones infectados 
crónicamente con una cepa del LCMV se encontró que los LT expresaban altos niveles de 
receptores inhibitorios (PD-1 o CTLA-4) al comparar con LT de ratones infectados con una cepa 
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de LCMV que induce una infección aguda (Barber et al., 2006). Así mismo, se ha reportado en 
otros modelos de infección que la exposición crónica a un agente infeccioso conlleva al aumento 
gradual de la expresión y coexpresión de estas moléculas inhibitorias (Bengsch et al., 2010; 
Bhadra et al., 2011; Butler et al., 2012; Esch et al., 2013). 

En la infección por T. cruzi en humanos o modelos experimentales de infección se ha encontrado 
aumento de 2B4, CD160, TIM-3, CTLA-4 o PD-1 en LT o células de tejido cardiaco (Arguello et al., 
2012; Egui et al., 2017; Fonseca et al., 2018; Lasso et al., 2015). De acuerdo con lo mostrado en 
el presente trabajo y con un reciente reporte (Egui et al., 2019), el tratamiento antiparasitario 
conduce a la reducción de receptores inhibitorios. Adicionalmente, en el presente estudio, se 
encontró aumento de la expresión de receptores inhibitorios en LT de ratones con infección 
crónica en comparación con ratones con infección aguda; de igual forma, se encontró que 
ratones con un patrón más severo de infección (mayor parasitemia, parasitismo e inflamación) 
presentaron mayor expresión y coexpresión de receptores inhibitorios en comparación con 
ratones que presentaron un patrón menos severo de infección. Interesantemente, se encontró 
una relación directa entre la expresión de receptores inhibitorios y la carga parasitaria en ratones 
con infección mixta por cepas de T. cruzi. Estos hallazgos confirman que la infección crónica por 
T. cruzi conduce a la expresión de receptores inhibitorios y detallan que en condiciones de 
parasitemia, parasitismo e infiltrado inflamatorio, la expresión de estos receptores es superior.  

A la fecha, si bien se ha evaluado en el modelo de infección aguda y crónica por T. cruzi que el 
tratamiento con anticuerpos anti-receptores inhibitorios disminuye la carga parasitaria, el 
tratamiento con estos anticuerpos en ratones infectados conduce a la muerte de los ratones 
(Fonseca et al., 2018; Gutierrez et al., 2011; Martins et al., 2004). Así, estos hallazgos suscitan la 
necesidad de explorar diferentes alternativas terapéuticas para alterar la inhibición causada por 
los receptores inhibitorios durante la infección por T. cruzi, así como se ha demostrado en otros 
modelos (Huang et al., 2017; Wei et al., 2019). 

Finalmente, aunque el estado de agotamiento se ha descrito en enfermedades crónicas no 
infecciosas e infecciosas, es importante identificar las características particulares de los LT 
agotados. Como se mencionó anteriormente y teniendo en cuenta los resultados del presente 
trabajo, el estado de agotamiento durante la infección por T. cruzi se ha encontrado en pacientes 
y en ratones experimentalmente infectados. Teniendo en cuenta los puntos previamente 
discutidos, las características de agotamiento de los LT durante la infección por T. cruzi son las 
siguientes: (i) durante la infección crónica por el parásito se encuentra predominio de células con 
mayor grado de diferenciación, disminuida actividad funcional y aumento de receptores de 
inhibitorios; (ii) en la infección crónica temprana o cuando la infección es controlada el estado de 
agotamiento parece no ser tan severo; (iii) el tratamiento antiparasitario mejora la respuesta de 
los LT y conduce al aumento de células con menor grado de diferenciación, aumento de la 
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capacidad funcional y disminución en la expresión de receptores inhibitorios y (iv) el agotamiento 
de la respuesta de los LT está relacionado con la progresión de la enfermedad. 

No obstante, este estudio presenta algunas limitaciones en los enfoques metodológicos usados. 
En los PCC con tratamiento antiparasitario el tamaño de la muestra y el tiempo de seguimiento 
es una de las principales limitantes. Además, teniendo en cuenta la variabilidad genética del 
parásito y las manifestaciones clínicas de la enfermedad podría ampliarse a otros contextos 
geográficos. Estas limitaciones podrían aclarar el panorama de si luego del tratamiento 
antiparasitario, los cambios de la respuesta de los LT, a largo plazo, pueden ser propuestos como 
marcadores biológicos tempranos de la eficacia del tratamiento antiparasitario en los individuos 
infectados con el parásito, independiente del grupo genético del parásito y la manifestación 
clínica. Asimismo, en los modelos múridos usados en el presente trabajo uno de las principales 
limitantes fue el uso mínimo de marcadores para definir el control de la infección y de la 
progresión de la enfermedad. Algunos estudios sugieren que el grado de fibrosis en tejido o las 
palpitaciones por minuto podrían reflejar en los modelos múridos la progresión de la enfermedad 
en los modelos animales. De esta manera, la relación observada entre la respuesta de los LT y la 
carga parasitaria podría extrapolarse, no solo al control de la infección por el parásito, sino 
también a la progresión de la enfermedad.  
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7. CONCLUSIÓN 

Existe una relación entre la respuesta funcional de los linfocitos T y el control de la infección por 
T. cruzi. Individuos con infección crónica asintomática con tratamiento antiparasitario y ratones 
con menor parasitemia, parasitismo e inflamación presentan una mejor calidad de la respuesta 
de los linfocitos T, mientras que individuos en fase crónica asintomática sin tratamiento 
antiparasitario o ratones con mayor parasitemia, parasitismo e inflamación presentan deterioro 
de la respuesta de los linfocitos T. 
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8. PERSPECTIVAS 

Los resultados obtenidos en este trabajo conducen al planteamiento de nuevas preguntas de 
investigación que a mediano o largo plazo puedan ser consideradas en la investigación para el 
control de la infección por T. cruzi: 

- Evaluar la respuesta de los LT en individuos sometidos a tratamiento antiparasitario en 
quienes se haya determinado la eficacia del tratamiento y compararlos con aquellos 
individuos tratados y no curados. 

- Evaluar la respuesta de los LT en PCC infectados con diferentes grupos genéticos del 
parásito. 

- Identificar si el bloqueo de receptores inhibitorios durante la infección crónica por T. cruzi 
conduce al control de la infección por el parásito en un modelo experimental de infección. 

- Comparar la respuesta funcional de los LT frente a la infección por los otros grupos 
genéticos o DTU de T. cruzi. 

Adicionalmente, se plantearon otras perspectivas que actualmente se encuentran en desarrollo: 

- Teniendo en cuenta que se encontró que la infección con la cepa Y conduce a mayor 
parasitemia, parasitismo e inflamación en comparación con la infección con la cepa DA 
de T. cruzi (Figura 20) y como resultado adicional de este trabajo doctoral, se evaluaron 
otros perfiles de LT CD4+ en estos ratones. Diferentes estudios han descrito que luego de 
la infección por T. cruzi se inducen otras subpoblaciones de LT CD4+ que están 
involucradas en la activación y regulación de la respuesta inmune, que al igual que las 
repuestas Th1 o Tc1, contribuyen al control de la infección por el parásito (Araujo Furlan 
et al., 2018; Cai et al., 2016; Ersching et al., 2016). Por lo anterior, se comparó el perfil de 
LT CD4+ Th17 y Treg en ratones con infección aguda y crónica por la cepa Y o DA de T. 
cruzi, como se describió en la sección de Metodología - Infección de ratones. Estas 
subpoblaciones de LT CD4+ se analizaron mediante la evaluación de la expresión de 
factores de transcripción (RORgt y Foxp3), de Foxp3AltoCD25+ y la expresión del péptido 
asociado a latencia (LAP) del TGFb (en su forma madura e inactiva). Adicionalmente, se 
comparó la frecuencia de LT CD4+ que producen IL-10, IL-17A o IL-21 en ratones 
infectados con la cepa Y o DA de T. cruzi. Los hallazgos de este trabajo se incluyeron en el 
manuscrito en preparación titulado: “T cell response quality is related to parasite control 
throughout chronic Trypanosoma cruzi infection” y se muestran en la Sección de Anexos 
- Resultados adicionales del presente trabajo. 
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- Considerando la relevancia e importancia de buscar alternativas terapéuticas para el 
tratamiento de la enfermedad de Chagas, se evaluó la capacidad tripanocida e 
inmunomoduladora de extractos etanólicos totales de especies vegetales sobre T. cruzi y 
linfocitos T CD8+ de individuos sanos. Producto de este trabajo, participé como asesor en 
los trabajos de grado titulados: 

o Evaluación de la actividad tripanocida de extractos obtenidos de especies 
vegetales colombianas. Realizado por: Sebastián Castañeda. 

o Efecto de los extractos totales de Siparuna sessiliflora, Rosmarinus officinalis y 
Clethra fimbriata sobre linfocitos T CD8+ de individuos sanos. Realizado por: María 
Fernanda Suta.  

Adicionalmente, los resultados de estos trabajos permitieron la preparación del siguiente 
manuscrito: 

o Ethanolic extracts of plant species have a trypanocidal effect against Trypanosoma 
cruzi and induce cytokine production in CD8+ T cells (Anexos - Manuscritos en 
preparación). 

- Para complementar mi formación doctoral y con el propósito de adquirir experiencia en 
la búsqueda de marcadores biológicos relacionados con protección frente a la infección 
por otros agentes patógenos, durante mi pasantía internacional, realizada en el 
Laboratorio del Dr. Alessandro Sette en La Jolla Institute for Immunology en San Diego, 
California (Estados Unidos), se determinaron marcadores biológicos de la respuesta de 
los LT frente a la infección por el virus del dengue y el virus SARS-CoV-2. Los resultados 
obtenidos durante la pasantía se resumen en las siguientes publicaciones o manuscritos 
en preparación: 

o Molecular signatures of dengue virus-specific IL-10/IFN-γ co-producing CD4 T cells 
and their association with dengue disease (Anexos - Publicaciones adicionales). 

o Targets of T cell responses to SARS-CoV-2 coronavirus in humans with COVID-19 
disease and unexposed individuals. Artículo sometido (Anexos - Publicaciones 
adicionales). 

o Identification of novel yellow fever class II epitopes in vaccine donors (Anexos - 
Manuscritos en preparación). 

- Producto de la participación en otros trabajos, hice parte de nuevas publicaciones que 
llevaron a la generación de nuevo conocimiento: 
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o  LAP+ cells modulate protection induced by oral vaccination with Rhesus Rotavirus 
in a neonatal mouse model (Anexos - Publicaciones adicionales). 

o Bats are a potential reservoir of pathogenic Leptospira species in Colombia 
(Anexos - Publicaciones adicionales). 
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10. ANEXOS  

10.1 Resultados adicionales del presente trabajo. 

Diferentes estudios han descrito que luego de la infección por T. cruzi se inducen otras 
poblaciones de LT CD4+ que están involucradas en la activación y regulación de la respuesta 
inmune que, al igual que las repuestas Th1 o Tc1, contribuyen al control de la infección por el 
parásito (Araujo Furlan et al., 2018; Cai et al., 2016; Ersching et al., 2016), sin embargo, se 
desconoce si estas poblaciones podrían estar relacionadas con la carga parasitaria o el infiltrado 
inflamatorio en tejido. Teniendo en cuenta que en ratones infectados con la cepa Y se encontró 
mayor carga parasitaria e infiltrado inflamatorio en comparación con ratones infectados con la 
cepa DA, se comparó el perfil de LT CD4+ Th17 y Treg en ratones con infección aguda (a los 10 y 
30 dpi) e infección crónica temprana (a los 100 dpi) por la cepa Y o DA de T. cruzi, como se 
describió en la sección de Metodología - Infección de ratones. Para evaluar estas poblaciones de 
LT CD4+, las células mononucleares fueron marcadas con los siguientes anticuerpos 
monoclonales: CD3- PerCP-Cy5.5 (17A2), CD4-APC-H7 (GK1.5), LAP-BV421 (TW7-16B4) y CD25-
PE-Cy7 (PC61.5). Posteriormente, las células fueron fijadas y permeabilizadas de acuerdo con las 
instrucciones del estuche comercial Foxp3/Transcription Factor Fixation/Permeabilization 
(ThermoFischer Scientific). Luego, se marcaron con los siguientes anticuerpos monoclonales para 
detectar mediante citometría de flujo la expresión de factores de transcripción y citocinas: Foxp3- 
FITC (FJK-16s), RORgt-APC (AFKJS-9), IL-10-Alexa Fluor 700 (JES5-16E3), IL-17A-PE-eFluor 610 
(eBio17B7), e IL-21-PE (FFA21). 

A continuación se describen los resultados encontrados al comparar el perfil de LT CD4+ Th17 y 
Treg en ratones infectados con la cepa Y o DA a los 10, 30 y 100 dpi y posteriormente, se discuten 
estos resultados de acuerdo con los reportes de la literatura. 

Al comparar las células que expresan diferencialmente los factores de transcripción Foxp3 y 
RORgt en ratones infectados con la cepa Y o DA de T. cruzi, se encontró que ratones infectados 
con la cepa Y a los 10 dpi presentan mayor frecuencia de LT CD4+ RORgt+Foxp3+, RORgt+Foxp3- y 
RORgt-Foxp3+ en comparación con ratones infectados con la cepa DA a los 10 dpi. No se 
encontraron diferencias en los LT CD4+ que expresan diferencialmente los factores de 
transcripción Foxp3 y RORgt en ratones infectados con la cepa Y o DA luego de 30 dpi. Además, 
se encontró que los ratones infectados con la cepa Y a los 100 dpi presentan menor frecuencia 
de LT CD4+ RORgt+Foxp3- en comparación con los ratones infectados con la cepa DA a los 100 dpi; 
mientras que no se encontraron diferencias en la frecuencia de LT CD4+ que expresan 
RORgt+Foxp3+ o RORgt-Foxp3+ entre ratones infectados con la cepa Y o DA de T. cruzi a los 100 
dpi (Figura 32A). 
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Consecutivamente, se compararon las poblaciones de LT CD4+ Foxp3AltoCD25+ y los LT CD4+ que 
expresan LAP entre ratones infectados con la cepa Y o DA durante la infección aguda y crónica 
temprana por T. cruzi, encontrándose que ratones infectados con la cepa Y a los 10 dpi presentan 
menor frecuencia de LT CD4+ Foxp3AltoCD25+ y los LT CD4+ LAP+ en comparación con ratones 
infectados con la cepa DA (Figura 32B y C). En contraste, ratones infectados con la cepa Y a los 
30 dpi presentan mayor frecuencia de estas poblaciones de LT CD4+ en comparación con los 
ratones infectados con la cepa DA. Además, se encontró mayor frecuencia de LT CD4+ 
Foxp3AltoCD25+ en ratones infectados con la cepa Y a los 100 dpi en comparación con ratones 
infectados con la cepa DA. No se encontraron diferencias en la frecuencia de LT CD4+ LAP+ en 
ratones infectados con la cepa Y o DA a los 100 dpi (Figura 32B y C). 

Se comparó la frecuencia de LT CD4+ que producen IL-10, IL-17A o IL-21 entre ratones infectados 
con la cepa Y o DA de T. cruzi, encontrándose que ratones infectados con la cepa Y a los 10 dpi 
presentan mayor frecuencia de LT que producen IL-10, IL-17A o IL-21 en comparación con los 
ratones infectados con la cepa DA. En contraste, se encontró que ratones infectados con la cepa 
Y a los 30 dpi presentan menor frecuencia de LT CD4+ que producen IL-17A o IL-21 en 
comparación con ratones infectados con la cepa DA. Aunque no se observó una diferencia 
estadísticamente significativa, la frecuencia de LT CD4+ productores de IL-10 tiende a aumentar 
en ratones infectados con la cepa DA a los 30 dpi en comparación con ratones infectados con la 
cepa Y. No se observaron diferencias en la frecuencia de LT CD4+ que producen IL-10, IL-17A o IL-
21 entre ratones infectados con la cepa Y o DA de T. cruzi luego de 100 dpi (Figura 32D y E). 

Al evaluar el perfil multifuncional de los LT CD4+ que producen una, dos o tres citocinas cuando 
se mide la producción de IL-10, IL-17A e IL-21 en ambos grupos de ratones, se encontró que 
especímenes infectados con la cepa Y a los 10 dpi presentan células con una, dos y tres funciones 
en comparación con los infectados con la cepa DA, en quienes se detectaron células con una y 
dos funciones. Similar proporción de LT CD4+ con una y dos funciones se detectaron en ratones 
infectados con la cepa Y o DA de T. cruzi a los 30 y 100 dpi (Figura 32F). 

En resumen, se encontró que ratones infectados con la cepa Y durante la fase aguda temprana a 
los 10 dpi presentan mayor frecuencia de LT CD4+ con un fenotipo regulador (RORgt+Foxp3+ o 
que producen IL-10), y con un fenotipo efector (RORgt+ o que producen IL-17A e IL-21) en 
comparación con ratones infectados con la cepa DA a los 10 dpi. En contraste, durante la 
infección con la cepa DA del parásito, se encontró aumento de LT reguladores y efectores durante 
la fase aguda tardía (a los 30 dpi) en comparación con los ratones infectados con la cepa Y. 
Además, ratones infectados con la cepa Y mostraron aumento de la frecuencia de LT CD4+ 
Foxp3AltoCD25+ y LAP+ al comparar con los infectados con la cepa DA. De manera interesante, 
durante la fase crónica temprana (a los 100 dpi), la población de LT Foxp3AltoCD25+ tiende a 
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aumentar en ratones infectados con la cepa Y en comparación con aquellos infectados con la 
cepa DA (Figura 32). 

 

 
Figura 32. Otros perfiles de LT CD4+ evaluados en ratones infectados con la cepa Y o DA durante la infección 

aguda (a los 10 y 30 dpi) y crónica temprana (a los 100 dpi). 

(A) Dispersograma representativo y frecuencia de LT CD4+ que expresan diferencialmente los factores de 
transcripción RORgt y Foxp3 en ratones infectados con la cepa Y o DA. (B) Dispersograma representativo y frecuencia 
de LT CD4+ Foxp3AltoCD25+ en ratones infectados con la cepa Y o DA. (C) Dispersograma representativo y frecuencia 
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de LT CD4+ LAP+ en ratones infectados con la cepa Y o DA. (D) Dispersograma representativo de LT CD4+ que 
producen IL-10, IL-17A o IL-21 en ratones con infección aguda y crónica temprana por T. cruzi. Las ventanas para 
identificar los LT CD4+ que producen citoquinas luego del estímulo con TcSA se definieron de acuerdo con las células 
cultivadas con el control negativo (Mock) para cada ratón. (E) Frecuencia de LT CD4+ que producen IL-10, IL-17A o 
IL-21 en ratones infectados con la cepa Y o DA de T. cruzi. (F) Proporción de LT CD4+ con una, dos o tres funciones 
en respuesta a las proteínas del parásito. Los gráficos de barras muestran la mediana y los rangos de las frecuencias 
de LT CD4+ que expresan RORgt y Foxp3 (A), Foxp3AltoCD25+ (B) y LAP+ (C) o producen IL-10, IL-17A o IL-21 (E). El 
gráfico de tortas muestra la mediana de la proporción de los perfiles funcionales LT CD4+ específicos de T. cruzi 
agrupados de acuerdo con el número de funciones y al código de grises mostrados en la Figura. Los valores de p 
fueron calculados usando la prueba U de Mann-Whitney; *p<0,05, **p<0,001. 

Estos hallazgos sugieren que durante una infección aguda por T. cruzi que cursa con mayor 
parasitemia, parasitismo e infiltrado inflamatorio se inducen rápidamente mecanismos efectores 
y reguladores, en cambio, durante una infección aguda por T. cruzi con menor parasitemia, 
parasitismo e infiltrado inflamatorio, la inducción de estos mecanismos ocurre de manera tardía. 
Además, teniendo en cuenta que se detectó mayor frecuencia de LT CD4+ Foxp3AltoCD25+ en 
ratones infectados con la cepa Y durante la fase crónica temprana en comparación con ratones 
infectados con la cepa DA, se sugiere que esta población celular podría promover el deterioro de 
la repuesta de los LT y conducir a una infección no controlada.  

Previos reportes señalan la importancia de las subpoblaciones efectoras y reguladoras de LT CD4+ 
durante la infección por T. cruzi, como Th17 o Treg (Cai et al., 2016; Guo et al., 2009; Miyazaki et 
al., 2010; Sanoja et al., 2013). Por ejemplo, se ha encontrado que menor actividad reguladora de 
los Treg durante la infección aguda por T. cruzi promueve la aparición de una respuesta 
protectora de LT CD8+ contra T. cruzi (Araujo Furlan et al., 2018). Además, se ha descrito que la 
respuesta Th17, al igual que la respuesta Th1 y Tc1, es crucial para la respuesta efectora contra 
el parásito (Cai et al., 2016; da Matta Guedes et al., 2010; Miyazaki et al., 2010). De hecho, se ha 
descrito que los LT CD4+ Th17 proporcionan mediante la producción de IL-21 una respuesta 
efectora protectora (Cai et al., 2016).  

Por otro lado, estudios en humanos o modelos animales con infección crónica se ha encontrado 
que estas poblaciones linfoides podrían estar relacionadas con la susceptibilidad o la protección 
contra la infección por T. cruzi (Bonney, Taylor, et al., 2015; de Araujo et al., 2011). Por ejemplo, 
se ha encontrado que los LT Th17 o Treg están aumentadas en individuos con cardiopatía 
chagásica comparado con individuos asintomáticos, sugiriendo que la expansión de estas 
poblaciones celulares puede ser benéfico durante la fase crónica de la enfermedad limitando el 
daño tisular (Guedes et al., 2012; Vitelli-Avelar et al., 2005). En cambio, otros estudios sugieren 
que la disminución de los LT Th17 o Treg en PCC en fase determinada podrían conducir a un 
aumento de la respuesta específica, la falta del control de la inflamación y al desarrollo de la 
patología cardiaca (Almeida et al., 2018; Nogueira et al., 2014). 
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Cabe destacar que en ratones infectados con Y a los 10 dpi se detectó una respuesta 
efectora/reguladora multifuncional establecida por la producción de IL-10, IL-17A e IL-21 y de 
igual forma, se detectó aumento en la frecuencia de células RORgt+Foxp3+. Este fenotipo de LT 
CD4+, aunque no es convencional, se ha descrito en modelos de infección y enfermedades 
autoinmunes y se ha caracterizado como una población celular con una potente capacidad 
supresora (Littman et al., 2010; Solomon et al., 2016; Yang et al., 2016). Estos hallazgos sugieren 
que esta subpoblación de LT CD4+, detectada en ratones infectados con la cepa Y, pueden regular 
de forma potente la respuesta efectora contra el parásito y evitar el desarrollo de una respuesta 
potente de los LT CD8+. 

Además, diferentes estudios han demostrado que los LT CD4+ productores de IL-10, los LT CD4+ 
Foxp3AltoCD25+ y LAP+ tienen un papel crucial durante la infección aguda o crónica por T. cruzi 
(Bonney, Taylor, et al., 2015; de Araujo et al., 2011; Ferreira et al., 2019; Ferreira et al., 2016; 
Mariano et al., 2008). En el presente trabajo, se encontró mayor frecuencia de LT CD4+ que 
producen IL-10 en ratones infectados con la cepa Y con 10 dpi y mayor frecuencia de LT CD4+ 
Foxp3AltoCD25+ y LAP+ luego de 30 dpi en comparación con ratones infectados con la cepa DA 
luego de 10 o 30 dpi, respectivamente. Así, estos hallazgos sugieren que los mecanismos de 
regulación durante la infección por T. cruzi pueden variar de acuerdo al tiempo de infección y a 
la cepa del parásito. Además, estos resultados respaldan la hipótesis de que los mecanismos 
reguladores durante esta infección parasitaria pueden ser un factor determinante en el curso de 
la infección, así como también podría determinar la generación de una respuesta inmune 
protectora frente a la infección por T. cruzi.  

En consecuencia, estos resultados sugieren que los mecanismos efectores y reguladores de la 
respuesta de los LT generados tras la infección por T. cruzi estarían relacionados con el desenlace 
de la infección por cepas de diferentes genotipos o DTU del parásito. Esto se basa en que ratones 
infectados con Y, en quienes se detectó mayor parasitemia, parasitismo e infiltrado inflamatorio, 
presentaron potentes pero transitorios mecanismos efectores y reguladores de los LT, mientras 
que en ratones infectados con DA, en quienes se detectó menor parasitemia, parasitismo e 
infiltrado inflamatorio, se observaron mecanismos efectores prolongados y una respuesta 
reguladora menos potente de los LT. Sin embargo, es necesario evaluar en detalle el papel de 
estas poblaciones de Th17 y Treg durante la infección crónica tardía (a los 260 dpi) por las cepas 
Y o DA para determinar si estas poblaciones podrían estar relacionadas con el control o la 
complicación de la infección por T. cruzi. 
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SUMMARY

Dengue virus (DENV) can cause diseases ranging
from dengue fever (DF) to more severe dengue hem-
orrhagic fever/dengue shock syndrome (DHF/DSS).
Whether antiviral T cells contribute to the protection
against or pathogenesis of severe disease is not well
defined. Here, we identified antigen-specific
IL-10+IFN-g+ double-positive (DP) CD4 T cells during
acute DENV infection. While the transcriptomic sig-
natures of DP cells partially overlapped with those
of cytotoxic and type 1 regulatory CD4 T cells, the
majority of them were non-cytotoxic/Tr1 and
included IL21, IL22, CD109, and CCR1. Although
we observed a higher frequency of DP cells in DHF,
the transcriptomic profile of DP cells was similar in
DF and DHF, suggesting that DHF is not associated
with the altered phenotypic or functional attributes
of DP cells. Overall, this study revealed a DENV-
specific DP cell subset in patients with acute dengue
disease and argues against altered DP cells as a
determinant of DHF.

INTRODUCTION

Dengue virus (DENV) is a serious public health problem, espe-
cially in tropical and subtropical areas, and infects up to ~390
million people annually (Bhatt et al., 2013). DENV infection is
associated with a range of clinical manifestations, from asymp-
tomatic to mild dengue fever (DF) to more severe and sometimes
life-threatening dengue diseases, including dengue hemorrhagic
fever (DHF) and dengue shock syndrome (DSS). However, host
immunological correlates of severe dengue disease, especially

during the acute phase of DENV infection, have not been fully
determined.
Both the pathological and protective effects of T cells have

been reported during DENV infection (Ngono and Shresta,
2018; Rothman, 2011; Screaton et al., 2015; St John and Ra-
thore, 2019; Tian et al., 2016c; Weiskopf and Sette, 2014). On
the one hand, it has been reported that cross-reactive memory
T cells that are specific for the primary infecting DENV serotype
may expand and lead to immunopathology and ineffective viral
clearance during a secondary heterologous infection (called
original antigenic sin) (Halstead et al., 1983; Mongkolsapaya
et al., 2003; Ngono and Shresta, 2018; Rothman, 2011; Screaton
et al., 2015; St John and Rathore, 2019; Tian et al., 2016c; Weis-
kopf and Sette, 2014). On the other hand, accumulating evi-
dence suggests that T cells may contribute to the control of
DENV infection in both mice and humans (de Alwis et al., 2016;
Elong Ngono et al., 2016; Grifoni et al., 2017; Prestwood et al.,
2012; Tian et al., 2019; Weiskopf et al., 2013, 2015; Yauch
et al., 2009, 2010; Zellweger et al., 2013, 2014, 2015; Zompi
et al., 2012). We and others have previously shown that DENV-
specific CD4 memory T cells can produce cytokines such as
interferon g (IFN-g), tumor necrosis factor a (TNF-a), and inter-
leukin-2 (IL-2), which are usually associated with T helper type
1 (Th1) cells, following DENV infection and vaccination (Gwinn
et al., 2003; Hatch et al., 2011; Lindow et al., 2012). Furthermore,
human CD4 effector memory T cells re-expressing CD45RA
(Temra cells) have been detected in healthy blood bank donors
who have been infected with DENV multiple times and show
an increased expression of numerous cytotoxic molecules,
including CX3CR1, granzymeB, perforin, andCD107a (Weiskopf
et al., 2015). Subsequent studies further revealed the transcrip-
tomic profile and heterogeneity of CD4 Temra cells in apparently
healthy cohorts and identified surfacemolecules such as GPR56
and CD244 that are uniquely expressed on cytotoxic CD4 Temra
cells (Patil et al., 2018; Tian et al., 2017). However, the phenotype
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and transcriptomic profile of DENV-specific CD4 T cells during
the acute phase of infection and their association with dengue
disease severity have not been systematically defined.
In general, IL-10 is an immunosuppressive cytokine that has

multifaceted functions in modulating T cell differentiation, mem-
ory formation, function, and exhaustion, as well as germinal cen-
ter B cell responses (Cox et al., 2013; Laidlaw et al., 2015, 2017;
Tian et al., 2016b; Xin et al., 2018). IL-10 can be produced by
multiple cell types from both innate and adaptive immune sys-
tems, including dendritic cells (DCs), macrophages, B cells,
and CD8 T cells, as well as various CD4 T cell subsets, including
Th1 cells, Th2 cells, Foxp3+ regulatory T (Treg) cells, and Foxp3!

type 1 regulatory T (Tr1) cells (Ouyang et al., 2011). Previous
studies have reported that DENV infection can induce the pro-
duction of IL-10 by monocytes, which may dampen anti-DENV
immune responses and viral control (Adikari et al., 2016; Char-
eonsirisuthigul et al., 2007; Tsai et al., 2014; Ubol et al., 2010).
In addition, the increased IL-10 level in the blood is associated
with severe dengue disease (Butthep et al., 2012; Chen et al.,
2006; Ferreira et al., 2015; Flores-Mendoza et al., 2017; Green
et al., 1999; Malavige et al., 2013). However, the production of
IL-10 by DENV-specific CD4 T cells and its association with
dengue disease severity have not been fully elucidated.
In this study, we set out to determine the production of IL-10 in

conjunction with IFN-g by DENV-specific CD4 T cells, their gene
expression profiles, and their association with dengue disease
severity. All of the patients with severe denguewho were included
in this study had DHF but no other forms of severe dengue,
including DSS and organ failure. Our data show that DENV-
specific CD4 T cell response during the acute phase of infection
consists of a prominent subset that co-produced IL-10 and IFN-
g. DENV-specific IL-10+IFN-g+ double-positive (DP) cells were
largely phenotypically homogeneous and exhibited non-cyto-
toxic/Tr1 gene signatures such as IL-21, IL-22, CD109, and
CCR1. Although we detected more DENV-specific DP cells than
DF during acute DHF, the phenotype of these cells was largely
similar in acute DF and DHF samples. These results suggest
that severe dengue disease is not associatedwith altered cytokine
secretion or phenotype of this DP cell subset, arguing against an
altered CD4 T cell response as being a determinant of DHF.

RESULTS

DENV-Specific IL-10+IFN-g+ DP CD4 T Cells Are
Prominent during Acute DENV Infection
Previous studies have reported increased IL-10 production dur-
ing acute DENV infection (Chareonsirisuthigul et al., 2007; Tsai
et al., 2014; Ubol et al., 2010). However, whether DENV-specific
CD4 T cells may be responsible for IL-10 production was not ad-
dressed. We previously described a pool of 180 different CD4
T cell epitopes derived from DENV1–4 that allows broad
coverage of anti-DENV CD4 T cell responses (Grifoni et al.,
2017; Weiskopf et al., 2016). Hereafter, this epitope ‘‘megapool’’
is referred to as DENVMP. In the present study, peripheral blood
mononuclear cells (PBMCs) from hospitalized DF or DHF Sri
Lankan patients collected during the acute phase, discharge,
and convalescent phase time points were stimulated ex vivo
with the DENV MP, and the production of IFN-g and IL-10 by

DENV-specific CD4 T cells was assessed by cytokine secretion
assay and flow cytometry analysis. As shown in Figure 1A for a
representative donor, DENV-specific CD4 T cells from PBMCs
collected during acute DENV infection produced IFN-g and/or
IL-10 in response to epitope stimulation. In addition to
IL-10+IFN-g! IL-10 single-positive (SP) and IL-10!IFN-g+ IFN-g
SP cells, we observed a prominent IL-10+IFN-g+ DP population
(Figure 1A). When the responses of 17 different acute DENV
infection samples were considered, the magnitudes of IFN-g
SP and DP responses were significantly higher than that of the
IL-10 SP response, whereas no major difference was observed
between the magnitudes of IFN-g SP and DP responses
(Figure 1B).
We next assessed the kinetics of these DENV-specific CD4

T cell responses using longitudinal samples as a function of
acute, discharge, and convalescent time points with a median
of 4, 7, and 31 days from fever onset, respectively. As expected,
the total DENV-specific CD4 T response (the sum of IL-10 SP,
IFN-g SP, and DP) diminished in discharge and convalescent
samples (Figure 1C). This decrease was apparent for all subpop-
ulations, as we observed a substantial decrease in the frequency
of IL-10 SP and IFN-g SP cells (Figure 1C). DENV-specific DP
CD4 T cells were absent in the convalescent phase (Figure 1C).
As a control, we examined the production of IL-10 and IFN-g af-
ter stimulation with CD3/CD28 or DENV MP in healthy DENV
seronegative donors from Sri Lanka and healthy control donors
from non-dengue-endemic San Diego, California. Although
IFN-g SP cells were observed following CD3/CD28 stimulation,
DP CD4 T cells were not detected in healthy donors (Figure S1),
supporting the notion that this population is specific to acute
dengue patients. These results reveal a prominent DENV-
specific IL-10+IFN-g+ DP CD4 T cell population during the acute
phase, which progressively wanes upon discharge and in
convalescence.

DP Cells Are Associated with a Prominent
Transcriptome Profile
To further characterize the gene expression profiles of the
DENV-specific CD4 T cell subsets defined by their production
of IFN-g and IL-10, we isolated DENV-specific IL-10 SP, IFN-g
SP, and DP cells by standard cytometry sorting and performed
bulk RNA sequencing (RNA-seq) on these sorted subsets. As a
control, we also performed RNA-seq on sorted IL-10! IFN-g!

double-negative (DN) CD4 T cells from the same antigen-stimu-
lated cultures. Principal-component analysis (PCA) was used to
visualize the global gene expression patterns of the four CD4
T cell populations. DN and DP cells formed two distinct clusters
that were largely separated by principal component 1 (PC1)
(Figure 2A). IL-10 SP and IFN-g SP cells, while more heteroge-
neous, still mostly clustered closely to DP cells (Figure 2A).
We next analyzed the pattern of genes differentially expressed

(DE) between the DP versus DN subsets. A large number of
significantly DE genes was identified, and the top 250 DE genes
were associated with a rather stringent cutoff threshold of abso-
lute log2 fold change of 3.3, corresponding to ~10-fold. As
expected, DP cells upregulated both IFNG and IL10 genes (Fig-
ure 2B). Next, pairwise analyses were performed to identify DE
genes between the four CD4 T cell subsets, namely IL-10 SP
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versus DP, IFN-g SP versus DP, IFN-g SP versus IL-10 SP, IFN-g
SP versus DN, and IL-10 SP versus DN. Using the same log2 fold
change of 3.3 threshold, only 26 DE genes were identified when
comparing IL-10 SP versus DP and IFN-g SP versus DP (Fig-
ure 2B). In addition, only 7 DE genes were observed between
IL-10 SP and IFN-g SP cells (Figure 2B), suggesting that the
gene expression profiles of IL-10 SP and IFN-g SP cells
resemble that of DP cells, which is also consistent with the
PCA analysis shown in Figure 2A. Fewer DE genes were identi-
fied by comparing IFN-g SP versus DN and IL-10 SP versus
DN (a total of 119 and 78, respectively, as compared to the
250 DE genes between DP and DN cells using the same cutoff;
Figure 2B). IL10 transcripts were upregulated in IFN-g SP cells
and IFNG transcripts were upregulated in IL-10 SP cells (Fig-
ure 2B), supporting the notion that these two SP subsets may
resemble DP cells but with a less prominent pattern of DE genes.
These data also suggest that there is a gradient of differentiation
states between these cell populations. These data show that DP
cells are associated with a prominent gene expression profile
and that IL-10 SP and IFN-g SP cells may exhibit similar tran-
scriptomic profiles, albeit less pronounced. Thus, we focused
on DP cells for the rest of this study.

When the top 250 DE genes in DENV-specific DP cells (Table
S1) were examined in more detail, we found that DP cells down-
regulated several genes normally expressed by naive and mem-
ory T cells such as CCR7, TCF7, IL7R, and LEF1, which are also

upregulated in memory precursors in an Foxo1-dependent
manner (Hess Michelini et al., 2013). In contrast, these cells up-
regulated the expression of genes associated with T cell activa-
tion (IRF4, IRF8, CD38), cytotoxicity (PRF1, GZMB), cytokines
(IFNG, IL10), chemokines (CCL3, CCL4), and co-stimulation
and inhibition (TNFRSF4, PDCD1, ICOS, CTLA4, HAVCR2,
LAG3, TNFRSF9) (Figure 2C). These data reveal a rich and com-
plex gene signature associated with DP cells.

DENV-Specific DP Cells Partially Resemble Cytotoxic
CD4 Temra Cells and Tr1-like Cells
Previous studies have described gene signatures associated
with human cytotoxic CD4 Temra cells such as granzyme B,
perforin, CCL4, CX3CR1, GPR56, T-bet, and CD107a (Patil
et al., 2018; Tian et al., 2016c, 2017; Weiskopf et al., 2015),
defined in healthy blood donors from hyperendemic areas (and
thus corresponding to donors in the convalescent phase well
past acute DENV infection). As shown in Figure S2A, DENV-spe-
cific DP cells associated with acute infection upregulated the
expression of GZMB (encodes granzyme B), PRF1 (encodes
perforin), and CCL4. However, DP cells did not significantly up-
regulate the expression of CX3CR1 and LAMP1 (encodes
CD107a) (Figure S2A), and GPR56 was filtered out before DE
analysis due to low expression (data now shown). Thus, DENV-
specific DP cells express only a portion of the markers that are
associated with cytotoxic CD4 Temra cells.

A B

C

Figure 1. Identification of Human DENV-Specific IL-10+IFN-g+ Double-Positive (DP) CD4 T Cells during the Acute Phase of Infection
Human PBMCs isolated from DENV-infected patients at acute, discharge, and convalescent stages were stimulated with DENV MP, and DENV-specific CD4

T cells were identified by the production of IFN-g and/or IL-10 using flow cytometry.

(A) Flow cytometry plot shows the production of IFN-g and IL-10 by CD4 T cells during the acute phase.

(B) Bar graph shows the frequencies of DENV-specific IL-10 SP, IFN-g SP, and DP cells among acute samples (n = 17).

(C) Bar graphs show the frequencies of IL-10 SP, IFN-g SP, DP, and total cytokine-positive cells at acute, discharge (dis), and convalescent (conv) stages (n = 17).

Error bars show medians with interquartile ranges. Statistical significance was determined by two-tailed Wilcoxon test. ns, not significant, *p < 0.05, **p < 0.01,

***p < 0.001, ****p < 0.0001.
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Tr1-like cells lack the expression of the transcription factor
Foxp3 and are associated with the expression of multiple activa-
tion, inhibitory, and effector molecules such as CTLA4, ICOS,
LAG-3, TIM-3, TIGIT, and PD-1, CD49b, and transforming
growth factor b (TGF-b) (Roncarolo et al., 2018; White and
Wraith, 2016; Zeng et al., 2015). Similar to Tr1-like cells, DP cells
showed an elevated expression of IFNG, IL10, LAG3, HAVCR2
(encodes Tim-3), TIGIT, PDCD1 (encodes PD-1), ICOS, CTLA4,
and TNFRSF18 (encodes GITR) (Figure S2B). However, they
did not significantly upregulate ITGA2 (encodes CD49b),
HLA-DRA, and TGFB1 (Figure S2B). These data suggest that
DENV-specific DP cells express several markers associated
with cytotoxic CD4 Temra cells and/or Tr1-like cells and may
contain Tr1-like cells.

Non-cytotoxic/Tr1 DE Genes in DP Cells Are Associated
with Cytokine Production, Activation, Function, and
Migration
The vast majority (224, ~90%) of the top 250 DE genes did not
overlap with the signature genes of cytotoxic CD4 Temra cells
or Tr1-like cells, and we referred to these non-overlapping genes
as ‘‘non-cytotoxic/Tr1’’ DE genes of DP cells in this study. DENV-
specific DP cells upregulated genes such as IL21, IL22, CD86,
CCL4, and CCL5, while downregulating genes such as F2RL1,
TNFSF13B, S1PR1, and PDCD4 (Figure 3A). Pathway and pro-
cess enrichment analysis revealed that these non-cytotoxic/
Tr1 DE genes are associated with pathways such as T cell
activation, cytokine-mediated signaling pathway, and regulation
of the lipid metabolic process (Figure 3B). DENV-specific DP
cells upregulated numerous cytokine-related genes, including
IL21, IL22, XCL1, CD86, CD70, TNFRSF8 (encodes CD30),
IRF4, IRF8, and EGR1, while downregulating IL16, PDCD4, and
TNFSF13B (Figure 3C). DENV-specific DP cells also showed
an increased expression of T cell activation-associated genes,
including CD38, CD109, ZBED2, and ZBTB32 (Figure 3D). In
addition, DP cells upregulated the expression of CCR1, while
downregulating the expression of ITGA5, ITGA5, and S1PR1,
suggesting that DP cells may migrate to infected and/or inflam-
matory sites via migratory molecules such as CCR1 (Figure 3E).
These data revealed the gene signatures of DP cells that are
associated with cytokine activities, activation, function, and
migration.

Expression of Transcription Regulators of CD4 T Cell
Lineages
To further characterize the phenotype of DENV-specific DP
cells, we assessed the gene expression of transcription fac-
tors that are crucial for the specification of several major
CD4 T cell lineages, including Th1, Th2, Th17, Treg, and follic-

ular T helper (Tfh) cells (Tripathi and Lahesmaa, 2014). In
terms of early response signal transducer and activator of
transcription (STAT) factors, DENV-specific DP cells had a
lower expression of STAT1 and STAT6 but a higher expres-
sion of STAT3 than DN cells (Figure 4). STAT3 is involved in
the differentiation of Th17 cells and Tfh cells (Tripathi and La-
hesmaa, 2014); however, DP cells did not upregulate RORC
and BCL6 (Figure 4), which are the master regulators of
Th17 and Tfh cells, respectively (Tripathi and Lahesmaa,
2014). DP cells also had a lower expression of GATA3 and
FOXP3 (Figure 4), suggesting that these cells were not Th2
or Treg cells. DP cells upregulated the expression of TBX21,
which encodes T-bet that directs the differentiation of Th1
cells. Thus, these results indicate that DENV-specific DP cells
may at least partially resemble Th1 cells.

The Frequency but Not the Gene Expression Profile of
DP Cells Differs between DHF and DF
We next investigated whether DP cells were associated with
the DHF. The frequencies of IL-10 SP, IFN-g SP, and total
DENV-specific CD4 T cells were similar between DF and
DHF during acute DENV infection, whereas the frequency of
DP cells was significantly higher in acute DHF patients than
in acute DF patients (Figure 5A). Nevertheless, similar to DN
cells, DENV-specific DP CD4 T cells isolated from acute DF
and DHF patients displayed very similar gene expression pro-
files and clustered closely to one another based on PCA (Fig-
ure 5B). Only 38 DE genes were identified when DP cells iso-
lated from acute DF and DHF patients were directly compared
(Figure 5C). We also compared IL-10 SP and IFN-g SP cells
between DF and DHF. Consistently, only 7 and 46 DE genes
were detected between DF and DHF when IL-10 SP and
IFN-g SP cells were compared, respectively (Figure 5C). In
addition, no significant difference was observed between DF
and DHF in terms of the T cell receptor (TCR) repertoire diver-
sity of DP cells (Figure 5D). We next examined the abun-
dances of the top five productive TCR b chain (TRB, which ac-
counts for most of the TCR repertoire variation; Hackl et al.,
2016) clonotypes in each individual donor to investigate
whether there were predominant TRB clonotypes. As shown
in Figure 5E, the abundances of the top five productive clono-
types varied between donors. We further identified a few pre-
dominant TRB clonotypes such as CASSRGAGEVQETQYF,
CASSRPSGGELFF, CAISEPLKGYEQYF, and CASSLGQ-
GARVDGYTF, which constituted 39.6%, 45.5%, 33.8%, and
42.5% of the antigen-specific TRB repertoires in GS1430,
GS1431, GS1458, and GS1470, respectively (Figure 5E; Table
S2). Notably, none of these clonotypes were observed in two
or more donors (Table S2). Future experiments are needed to

Figure 2. Gene Expression Profiles of DENV-Specific CD4 T Cell Subsets
(A) PCA analysis of gene expression data of DN (n = 20), IL-10 SP (n = 12), IFN-g SP (n = 15), and DP cells (n = 10). N indicates the number of samples.

(B) Volcano plots show log2 fold changes versus!log10 s values for the comparisons between DP and DN, IL-10 SP and DP, IFN-g SP and DP, IFN-g SP and IL-

10 SP, IFN-g SP and DN, and IL-10 SP and DN. Genes with a log2 fold change of >3.3 or <!3.3 and an s value of <0.005 were considered significant and are

shown in red. Numbers indicate the number of significant DE genes, and the numbers in parentheses indicate the percentages of significant DE genes (a total of

7,755 genes were analyzed).

(C) Heatmap shows the expression values after variance stabilizing transformation of the top 250 DE genes between DP and DN cells. Colored genes were

associated with naive/memory T cells (blue), activation (black), cytokines and chemokines (green), co-stimulation/inhibition (purple), cytotoxicity (red).
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Figure 3. Non-cytotoxic/Tr1 DE Genes in DP Cells Are Associated with Cytokine Production, Activation, Function, and Migration
(A) Volcano plot shows log2 fold changes versus !log10 s values for the comparisons between DP and DN with selected non-cytotoxic/Tr1 DE genes labeled.

Significant DE genes are shown in red.

(B) Enrichment analysis results of the 224 non-cytotoxic/Tr1 DE genes.

(legend continued on next page)
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investigate the antigen specificities of these predominant
clonotypes. Although the magnitude of DENV-specific DP
cell response may be higher in acute DHF samples, no major
difference was observed in terms of the transcriptomic profile
of DP cells, suggesting that severe dengue disease is
not associated with the altered phenotype or function of DP
cells.

Validation of DE Genes in DP Cells and High-
Dimensional Single-Cell Analysis by CyTOF
To validate the expression of DE genes in DENV-specific DP
cells at the protein level, we performed cytometry by time-of-
flight (CyTOF) analysis based upon selected DE genes for

which antibodies were commercially available. We analyzed
two independent sets of samples from two distinct geograph-
ical locations, namely Sri Lanka and Nicaragua. We focused
our analysis on acute DHF samples, as DENV-specific DP cells
were most abundant in these samples (Figures 1C and 5A). We
detected the production of IFN-g and IL-10 using intracellular
staining (ICS) after ex vivo stimulation with the DENV MP and
identified DENV-specific IL-10+IFN-g+ DP cells in both Sri Lan-
kan and Nicaraguan cohorts (Figure 6A), demonstrating that
these cells may be a prominent antigen-specific CD4 T cell
population that is commonly found in DHF patients at the acute
stage, irrespective of geographic location. Furthermore, the Cy-
TOF data validated the increased expression of several

(C–E) Bar graphs show the gene expression values in counts normalized by sequencing depth that is calculated by DESeq2 for (C) cytotoxicity-related,

(D) activation/function-related, and (E) migration-related genes in DN and DP cells. Error bars showmedians with interquartile ranges. A pseudocount of 0.5 was

added to allow for plotting in log scale. Statistical significancewas determined by DESeq2 using the shrinkage estimator apeglm, and the computed s valueswere

indicated in the graphs.

Figure 4. Expression Levels of Transcription Regulators of Various CD4 T Cell Lineages by DENV-Specific DP Cells
Bar graphs show gene expression values in transcripts per million (TPM) for various transcription factors in DN cells (n = 20) and DP cells (n = 10). Error bars show

medians with interquartile ranges. Statistical significance was determined by two-tailed Mann-Whitney test. ns, not significant, **p < 0.01, ***p < 0.001, ****p <

0.0001.
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Figure 5. The Frequency of DENV-Specific DP Cells Is Higher in Acute DHF Patients Than in DF Patients
(A) Bar graphs show the percentages of IL-10 SP, IFN-g SP, DP, and total cytokine-positive cells among acute DF (n = 13) and DHF (n = 13) samples.

(B) PCA of the gene expression data of DN cells (left panel) and DP cells (right panel) colored by DF and DHF (n = 10, 10, 3, and 7 for DN-DF, DN-DHF, DP-DF, and

DP-DHF, respectively).

(C) Volcano plot shows log2 fold changes versus !log10 s values for the comparisons between DP-DHF and DP-DF (left panel), IL-10 SP-DHF (n = 7) and IL-10

SP-DF (n = 5) (center panel), and IFN-g SP-DHF (n = 8) and IFN-g SP-DF (n = 7) (right panel). Significant DE genes were shown in red.

(D) Dot plots show the observed diversity of the TCR a chain (TRA, left panel) and b chain (TRB, right panel) repertoires of DP cells in DF and DHF samples (n = 3

and 7 for DP-DF and DP-DHF, respectively).

(E) Bar graph shows the abundances of the top five TRB clonotypes in each donor.

Error bars show medians with interquartile ranges. Statistical significance was determined by two-tailed Mann-Whitney test. ns, not significant, *p < 0.05.
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cytotoxic molecules, including granzyme B, perforin, and
CCL3/CCL4 (the anti-CCL3 antibody used cross-reacts with
CCL4) (Figure 6B), Tr1-like cell-related molecules, including
LAG-3, TIM-3, TIGIT, PD-1, ICOS, and CTLA-4 (Figure 6C), as
well as non-cytotoxic/Tr1 DE molecules, including IL-22, IL-
22, CD86, CD70, IRF4, IRF8, CD109, and CCR1 (Figures 6D–
6F) by DENV-specific DP cells at the protein level in the two
cohorts from two different continents. As shown in Figure 6G,

DENV-specific DP cells also had increased protein expression
of the transcription factors T-bet and Blimp-1, which promote
the production of IFN-g and IL-10, respectively (Martins et al.,
2006; Szabo et al., 2000).
Next, we investigated potential heterogeneity within the

DENV-specific DP cell population at a single-cell level. To this
end, we measured the expression of a total of 31 proteins for
each individual cell, and the resulting high-dimensional data

A B

C

D

E F G

Figure 6. Validation of DE Genes in DENV-Specific DP Cells at the Protein Level
Human PBMCs isolated from Sri Lankan (SL, n = 5) and Nicaraguan (NI, n = 5) patients with acute DENV infection were stimulated with DENV MP, and the

expression of various molecules was measured by CyTOF.

(A) Dot plots show the production of IFN-g and IL-10 by CD4 T cells.

(B–G) Bar graphs show the protein expression in geometric mean values for molecules related to (B) cytotoxicity, (C) Tr1-like cells, (D) cytokines, (E) T cell

activation/function, (F) migration, and (G) transcription factors in DN and DP cells.

Error bars show medians with interquartile ranges. Statistical significance was determined by two-tailed Mann-Whitney test. **p < 0.01.
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were visualized in 2-dimensional maps generated by the visual-
ization of stochastic neighbor embedding (viSNE) (Amir el et al.,
2013). To obtain a sufficient number of cells for the viSNE
analysis, we combined the data from both the Sri Lankan and Ni-
caraguan cohorts before running the viSNE analysis. As shown in
Figure 7A, DENV-specific DP cells were arranged largely as one
‘‘island’’ in the viSNE maps. In addition, we did not observe
distinctive expression patterns for the majority of the protein
markers, except for TIGIT and granzyme B, which exhibited
gradient expression among DENV-specific DP cells (Figure 7A).
The cells with higher granzyme B expression also showed higher
levels of perforin expression (Figure 7A). The gradients of TIGIT
and granzyme B appeared to be orthogonal, which prompted
us to ‘‘gate’’ the DP cells according to the expression of TIGIT

and granzyme B. As shown in Figure 7B, ~50% of the DP cells
co-express TIGIT and granzyme B. Furthermore, the majority
of DENV-specific DP cells expressed low levels of CD45RA
and CCR7, exhibiting a CD45RA!CCR7! effector or effector
memory T (Tem) phenotype (Figures 7A and 7C), which was
distinct from the Temra phenotype of cytotoxic CD4 T cells in
DENV-exposed healthy individuals (Patil et al., 2018; Tian
et al., 2017; Weiskopf et al., 2015). These data show that
DENV-specific DP cells are largely similar and homogeneous
for the majority of the markers tested, despite the fact that these
markers were selected to maximize the potential detection of
different subsets. Nevertheless, varied expression patterns
were observed for two of the markers analyzed, TIGIT and gran-
zyme B.

A

B C

Figure 7. DENV-Specific DP Cells Are Largely Homogeneous, Except for the Expression of TIGIT and Granzyme B
DP cells were merged from five Sri Lankan and five Nicaraguan donors.

(A) viSNE analysis was performed on DP cells based on the expression of 31 proteins. Plots show the expression of these 31 proteins in each individual cell.

(B) Contour plot shows the expression of TIGIT and granzyme B by DP cells. Numbers indicate the percentages of cells in each quadrant.

(C) Dot plots show the expression of CD45RA and CCR7 on total CD4 T cells (left panel) and DP cells (right panel). Numbers indicate the percentages of cells in

each quadrant.
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DISCUSSION

This study reveals several important characteristics of virus-spe-
cific CD4 T cells during the acute phase of DENV infection. First,
a prominent DENV-specific IL-10+IFN-g+ DP CD4 T cell popula-
tion is detected in patients with acute DENV infection, which
becomes undetectable at the convalescent stage. Second,
DENV-specific DP cells have a different gene expression profile
by comparison with DN cells, whereas DENV-specific IFN-g+ SP
and IL-10+ SP cells display similar gene expression patterns to
DP cells. Albeit at a much lower level, DENV-specific IFN-g+

SP cells upregulate IL10 gene expression. Conversely, DENV-
specific IL-10+ SP cells upregulate IFNG gene expression, sug-
gesting that these DENV-specific CD4 T cell populations may
have a certain degree of plasticity and may be able to convert
or transition into a different state. Third, although DENV-specific
DP cells upregulate several cytotoxic CD4 T cell-associated and
Tr1-like cell-associated molecules, the majority of DE genes
such as IL21, IL22,CD109, andCCR1 in DP cells were non-cyto-
toxic/Tr1. Fourth, although the frequency of DENV-specific DP
cells is higher in DHF patients than in DF patients, the transcrip-
tomic profile and TCR feature of DENV-specific DP cells are
similar between DF and DHF, suggesting that severe dengue
disease is not associated with altered phenotypic or functional
attributes of DP cells. Nevertheless, we could not rule out the
possibility that the increased frequency of DP cells by itself
may increase disease severity. Finally, we validated the expres-
sion of several DE genes of DENV-specific DP cells at the protein
level using CyTOF in two independent cohorts from two conti-
nents. These results further showed that DENV-specific DP cells
appear to be a largely homogeneous population except for the
expression of TIGIT and granzyme B, which showed gradient
expression among DP cells. Collectively, we identified an
intriguing DENV-specific IL-10+IFN-g+ DP CD4 T cell population
during acute DENV infection and characterized their transcrip-
tomic and proteomic profiles as well as their association with
severe DENV disease.

Previous studies have reported an increased frequency of Treg
cells during acute DENV infection (Jayaratne et al., 2018; L€uhn
et al., 2007). Since DP cells lacked the expression of the master
transcription factor gene of Treg cells FOXP3 and STAT5A and
STAT5B, our data indicate that they are distinct from Treg cells.
We cannot rule out the possibility that the DP cell population
may contain Tr1-like cells, as they share many molecular
markers. It would be interesting to compare DP cells with Tr1-
like cells from the same individuals. However, we were unable
to distinguish thembasedonourCyTOFdata at hand, supporting
the notion that DP cells may contain Tr1-like cells.

IL-10+IFN-g+ DP CD4 T cells have been previously reported in
murinemodels ofmalaria, Leishmaniamajor, Toxoplasma gondii,
and chronic lymphocytic choriomeningitis virus (LCMV) infection
(Anderson et al., 2007; Freitas do Rosário et al., 2012; Jankovic
et al., 2007; Parish et al., 2014), and in humans with malaria,
tuberculosis, and Borrelia burgdorferi infection (Boyle et al.,
2017; Gerosa et al., 1999; Jagannathan et al., 2014, 2016;
Pohl-Koppe et al., 1998; Walther et al., 2009). Malaria-specific
DP cells are the most predominant in younger children who
have a higher prior malaria incidence and have been recently

exposed to malaria (Boyle et al., 2017; Jagannathan et al.,
2014). In addition, children receiving antimalarial chemopreven-
tion had reduced frequencies of DP cells (Jagannathan et al.,
2016), suggesting that DP cells are not associated with protec-
tion in the context of malaria. In the present study, we extend
these findings and report antigen-specific DP CD4 T cells during
an acute viral infection. We show that DENV-specific DP cells
mainly exhibit a CD45RA!CCR7! effector/Tem phenotype and
upregulate both T-bet and Blimp-1 protein expression, which
is consistent with previous findings on malaria-specific DP cells
(Boyle et al., 2017; Jagannathan et al., 2014).
In addition to IL-10, DENV-specific DP cells showed an

enhanced production of another member of the IL-10 family of
cytokines—IL-22—which mainly acts on epithelial and stromal
cells to mediate protection against various pathogens such as
bacteria (Ouyang and O’Garra, 2019). IL-22 also has important
functions in maintaining tissue homeostasis and facilitating
tissue repair (Ouyang and O’Garra, 2019). Since severe dengue
diseases are associatedwith tissue damage and plasma leakage
(St John and Rathore, 2019), the IL-22 manufactured by DENV-
specific DP cells may help to foster tissue regeneration. DENV-
specific DP cells were also capable of producing IL-21, which
exerts pleiotropic effects on the differentiation and function of
both B and T cells (Spolski and Leonard, 2014; Tian et al.,
2016a; Tian and Zajac, 2016). Notably, IL-21 plays important
roles in promoting the generation of plasma cells and configuring
germinal center (GC) and antibody responses by acting directly
on GC B cells and indirectly on follicular CD4 T cell populations,
including Tfh and follicular regulatory T (Tfr) cells (Spolski and
Leonard, 2014; Tian and Zajac, 2016). This is of interest in
DENV infection because DENV-specific antibodies not only
can neutralize the virus but also may exacerbate dengue patho-
genesis via mechanisms that include antibody-dependent
enhancement (ADE), depending upon their titer, affinity, and
avidity (St John andRathore, 2019). IL-21 also promotes the syn-
thesis of IL-22 in CD4 T cells (Yeste et al., 2014). Further studies
will be necessary to define whether and how these cytokines
secreted by DENV-specific DP cells modulate cellular and hu-
moral immune responses against DENV and the development
of dengue disease.
Previous studies have raised the concern that T cells may

contribute to the pathogenesis of severe dengue disease, pre-
sumably via their production of proinflammatory cytokines,
especially TNF (Rothman, 2011). However, we did not detect up-
regulated TNF gene expression in DENV-specific DP cells in this
study. Although the frequency of DENV-specific DP cells was
higher in DHF patients than in DF patients, the gene expression
profile of these cells remained largely unchanged, suggesting
that DENV-specific DP cells may play a minimal role in the devel-
opment of DHF. It should be noted that DSS cases were not
analyzed in this study. Since we focused on DENV-specific
CD4 T cells in this study, we cannot rule out the possibility that
CD8 T cells may be associated with immunopathology. More-
over, although the functional significance of antigen-specific
DP CD4 T cells and their role in protection and/or immunopa-
thology after DENV infection warrants further investigation, one
may speculate that DENV-specific CD4 T cells may upregulate
IL-10 production as a compensatory mechanism to calm the
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excessive inflammation in DHF patients. It has been postulated
that Th1 cells can upregulate the production of IL-10 to restrict
inflammation at the expense of antigen persistence and that
the relative production of IFN-g and IL-10 regulates the balance
between antigen clearance and immunopathology (O’Garra and
Vieira, 2007).
In summary, our results reveal an intriguing DENV-specific

CD4 T cell subset that is capable of producing both the pro-in-
flammatory cytokine IFN-g and the anti-inflammatory cytokine
IL-10 during the acute phase of DENV infection. Our findings
further demonstrate that the transcriptomic profile of these DP
cells was similar in acute DF and DHF patients, arguing against
the notion that altered CD4 T cell phenotype or function may
be a determinant of DHF.
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KEY RESOURCES TABLE

REAGENT or RESOURCE SOURCE IDENTIFIER

Antibodies

CD3, Alexa Fluor 700 BioLegend Cat#317340; Clone OKT3; RRID: AB_2563408

CD4, APC eFluor 780 eBioscience Cat#47-0049-42; Clone RPA-T4; RRID: AB_1272044

CD8, Brilliant Violet 650 BioLegend Cat#301042; Clone RPA-T8; RRID: AB_2563505

CD14, V500 BD Biosciences Cat#561391; Clone M5E2; RRID: AB_10611856

CD19, V500 BD Biosciences Cat#561121; Clone HIB19; RRID: AB_10562391

CD45RA, eFluor 450 eBioscience Cat#48-0458-42; Clone HI100; RRID: AB_1272059

CCR7, PerCP Cy5.5 BioLegend Cat#353220; Clone G043H7; RRID: AB_10916121

CD14, 89Y Biolegend Cat#301802; Clone M5E2; RRID: AB_314184

CD19, 89Y Biolegend Cat#302247; Clone HIB19; RRID: AB_2562815

CD3, 115In Biolegend Cat#300402; Clone UCHT1; RRID: AB_314056

CD223/LAG3, 141Pr Biolegend Cat#369302; Clone 11C3C65; RRID: AB_2616876

TCF7, 142Nd Biolegend Cat#655202; Clone 7F11A10; RRID: AB_2562103

IL-7R (CD127), 143Nd Fluidigm Cat#3143012B; Clone A019D5; RRID: AB_2810240

CD70, 144Nd Biolegend Cat#355102; Clone 113-16; RRID: AB_2561429

CD4, 145Nd Fluidigm Cat#3145001B; Clone RPA-T4; RRID: AB_2661789

CD8a, 146Nd Fluidigm Cat#3146001B; Clone RPA-T8; RRID: AB_2687641

IRF4, 147Sm Biolegend Cat#646402; Clone IRF4.3E4; RRID: AB_2280462

CD278/ICOS, 148Nd Fluidigm Cat#3148019B; Clone C398.4A; RRID: AB_2756435

CD30/TNFRSF8, 149Sm R&D Systems Cat#MAB229; Clone 81337; RRID: AB_2207591

IL-22, 150Nd Fluidigm Cat#3150007B; Clone 22URTI; RRID: AB_2810972

CCR1, 151Eu R&D Systems Cat#MAB145-100; Clone 53504; RRID: AB_2074021

CX3CR1, 152Sm Biolegend Cat#341602; Clone 2A9-1; RRID: AB_1595422

TIGIT, 153Eu Fluidigm Cat#3153019B; Clone MBSA43; RRID: AB_2756419

HAVCR2 (TIM-3/CD366), 154Sm Fluidigm Cat#3154010B; Clone F38-2E2

IRF8, 155Gd Biolegend Cat#656502; Clone 7G11A45; RRID: AB_2562395

CD86, 156Gd Fluidigm Cat#3156008B; Clone IT2.2; RRID: AB_2661798

CD137, 158Gd Fluidigm Cat#3158013B; Clone 4B4-1

CD357/GITR, 159Tb Fluidigm Cat#3159020B; Clone 621

T-bet, 160Gd Fluidigm Cat#3160010B; Clone 4B10; RRID: AB_2810251

CD109, 161Dy R&D Systems Cat#MAB4385; Clone 496920; RRID: AB_10645622

Foxp3, 162Dy Fluidigm Cat#3162024A; Clone 259D/C7

TGFbeta, 163Dy Fluidigm Cat#3163010B; Clone TW4-6H10

CXCR5 (CD185), 164Dy Fluidigm Cat#3164016B; Clone 51505; RRID: AB_2687858

IFNg, 165Ho Fluidigm Cat#3165002B; Clone B27

IL-10, 166Er Fluidigm Cat#3166008B; Clone JES3-9D7

CCR7 (CD197), 167Er Fluidigm Cat#3167009A; Clone G043H7

Ki-67, 168Er Fluidigim Cat#3168001B; Clone Ki-67; RRID: AB_2810856

CD45RA, 169Tm Fluidigim Cat#3169008B; Clone HI100

CD152 (CTLA-4), 170Er Fluidigm Cat#3170005B; Clone 14D3

BLIMP1, 171Yb Novus Cat#NB600-235; Clone 3H2-E8; RRID: AB_10595225

IL-21, 172Yb Fluidigm Cat#3172011B; Clone 3A3-N2; RRID: AB_2810975

Granzyme B, 173Yb Fluidigm Cat#3173006B; Clone GB11; RRID: AB_2811095

CD279 (PD-1), 174Yb Fluidigm Cat#3174020B; Clone EH12.2H7

(Continued on next page)
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LEAD CONTACT AND MATERIALS AVAILABILITY

Further information and requests for resources and reagents should be directed to andwill be fulfilled by the Lead Contact, Yuan Tian
(ytian@lji.org). This study did not generate new unique reagents.

EXPERIMENTAL MODEL AND SUBJECT DETAILS

Study approval
Ethical approval to carry out this work is maintained through the La Jolla Institute for Immunology Institutional Review Board
(protocols VD-085 and VD-101), the Medical Faculty of the University of Colombo (which served as a National Institutes of
Health-approved institutional review board for Genetech and Kotelawala Defense University, protocols EC.15.002 and
EC.15.095), the Nicaragua Ministry of Health (protocol CIRE-01/10/06-13.Ver14), and UC Berkeley Institutional Review Board (pro-
tocol 2010-06-1649). All clinical investigations have been conducted according to the principles expressed in the Declaration of Hel-
sinki. All participants provided written informed consent prior to participation in the study.

Continued

REAGENT or RESOURCE SOURCE IDENTIFIER

Perforin, 175Lu Fluidigm Cat#3175004B; Clone B-D48

CCL3/CCL4, 176Yb R&D Systems Cat#MAB2701-100; Clone 93342; RRID: AB_2259652

Chemicals, Peptides, and Recombinant Proteins

RPMI 1640 medium Omega Scientific, Inc. Cat#RP-21

Human serum Gemini Bio-Products Cat#100-512

GlutaMAX-I Thermo Fisher Scientific Cat#35050061

Penicillin and streptomycin Gemini Bio-Products Cat#400-109

DENV MP Grifoni et al., 2017; Weiskopf et al., 2016 N/A

Brefeldin A (GolgiPlug) BD Biosciences Cat#51-2301KZ

Cisplatin-194Pt Fluidigm Cat#201194

Intercalator-Ir Fluidigm Cat#201192B

Foxp3/Transcription Factor

Staining Buffer Set

eBioscience Cat#00-5523-00

Critical Commercial Assays

Dynabeads Human T-Activator CD3/CD28

for T Cell Expansion and Activation

Thermo Fisher Scientific Cat#11132D

IFN-g Secretion Assay – Detection Kit (PE),

human

Miltenyi Biotech Cat# 130-054-202

IL-10 Secretion Assay – Detection Kit (APC),

human

Miltenyi Biotech Cat# 130-090-761

Deposited Data

RNA-seq data This paper GEO: GSE132367; ImmPort: SDY 888

CyTOF data This paper ImmPort: SDY 888

Software and Algorithms

FlowJo v10 FlowJo, LLC https://www.flowjo.com/

GraphPad Prism 8 GraphPad software https://www.graphpad.com/

DESeq2 Love et al., 2014 https://bioconductor.org/packages/

release/bioc/html/DESeq2.html

Metascape Zhou et al., 2019 http://metascape.org/gp/index.html#/

main/step1

Cytobank Kotecha et al., 2010 https://www.cytobank.org/

MiXCR Bolotin et al., 2015, 2017 https://mixcr.readthedocs.io/en/master/

VDJtools Shugay et al., 2015 https://vdjtools-doc.readthedocs.io/

en/master/
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Human PBMC samples
Sri Lanka acute donors
All samples have been collected in the North Colombo Teaching Hospital, Ragama in Gampaha District, Sri Lanka and the National
Institute of Infectious Diseases, Gothatuwa, Angoda, Sri Lanka. These donations are derived from small blood volumes (5-10ml) from
anonymous patients at the time of diagnosis/admission (median day 4 from fever onset; acute fever sample), at discharge from the
hospital (median day 7 from fever onset), and after recovery from the disease (median day 31 from fever onset; convalescent sample)
as outlined in Table S3. One group comprises patients that were diagnosed as uncomplicated dengue fever (DF) caseswith no sign of
bleeding or pleural effusion, while the other group was classified as dengue hemorrhagic fever (DHF).
Nicaragua acute donors
Samples have been collected in The Hospital Infantil Manuel de Jesús Rivera (HIMJR) in the capital city of Managua. Acute fever
samples have been collected on day 7 after fever onset. DHF was defined as fever with hemorrhagic manifestations, thrombocyto-
penia, and hemoconcentration or other signs of plasma leakage. The details of the donors used were listed in Table S3.
Sri Lanka healthy control donors
Blood donations from five healthy adults from this dengue-endemic area were obtained from healthy adult blood donors from the
National Blood Center, Ministry of Health, Colombo, Sri Lanka in an anonymous fashion as previously described (Weiskopf et al.,
2013). Donors were of both sexes and between 18 and 60 years of age. Seronegativity was confirmed by DENV specific IgG ELISAs
and flow cytometry-based neutralization assays as previously described (Kraus et al., 2007). The details of the donors used were
listed in Table S3.
San Diego healthy control donors
Blood donations from five healthy adults from this non-dengue-endemic area were obtained by the Clinical Studies Core at the La
Jolla Institute for Immunology (LJI) in San Diego. The details of the donors used were listed in Table S3.

METHOD DETAILS

IFN-g/IL-10 capture assay and cell sorting for RNA sequencing
Human PBMCswere rested overnight at 37!C in RPMI 1640medium (catalog# RP-21, Omega Scientific, Inc.) supplementedwith 5%
human serum (catalog# 100-512, Gemini Bio-Products), 2mML-alanyl-L-glutamine (GlutaMAX-I, catalog# 35050061, Thermo Fisher
Scientific), 100 U/ml penicillin, and 100 mg/ml streptomycin (catalog# 400-109, Gemini Bio-Products) and subsequently stimulated
with DENV MP (1 mg/ml for individual peptides) or Dynabeads Human T-Activator CD3/CD28 for T Cell Expansion and Activation
(catalog# 11132D, Thermo Fisher Scientific) for 3 h at 37!C. IFN-g- and IL-10-producing cells were labeled using IFN-g Secretion
Assay – Detection Kit (PE), human (catalog# 130-054-202, Miltenyi Biotech) and IL-10 Secretion Assay – Detection Kit (APC), human
(catalog# 130-090-761, Miltenyi Biotech), respectively, according to the manufacturer’s instructions. Subsequently, PBMCs were
stained with anti-human CD3, CD4, CD8, CD14, CD19, CD45RA, and CCR7 (see Table S4 for antibody details). CD4 IL-10-IFN-g-

DN, IL-10+IFN-g- IL-10 SP and IL-10-IFN-g+ IFN-g SP, and IL-10+IFN-g+ DP cells were sorted using a FACSAria II cell sorter.
Data were analyzed using FlowJo.

Microscaled RNA sequencing
For each condition, 100 cells were directly collected at 4!C in 8 mL of lysis buffer composed by 0.2% Triton X-100, 2 U/ml of recom-
binant RNase inhibitor (Takara), 5 mM dNTP mix (Life Technologies) in 0.2 mL PCR tube (Maxymum recovery, Axygen). Right after
sort, tubes were vortexed atmedium speed, spun, and stored at"80!C until the completion of thewhole set of samples. Microscaled
RNA-Seq library preparation was performed in technical duplicates for each biological condition. Briefly, 4 mL of each sample was
amplified following the Smart-seq2 protocol (Picelli et al., 2014; Rosales et al., 2018). mRNA was captured using poly-dT oligos and
directly reverse-transcribed into full-length cDNA using the described template-switching oligo (Picelli et al., 2014; Rosales et al.,
2018). cDNA was amplified by PCR for 19 cycles and purified using AMPure XP magnetic bead (0.9:1 (vol:vol) ratio, Beckman
Coulter). From this step, for each sample, 1 ng of cDNA was used to prepare dual-index barcoded standard NextEra XT libraries
(NextEra XT DNA library prep kit and index kits; Illumina). Both whole-transcriptome amplification and sequencing library prepara-
tions were performed in a 96-well format to reduce assay-to-assay variability. Quality control steps were included to determine
the optimal number of PCR preamplification cycles, and library fragment size. Samples that failed quality controls were eliminated
from downstream steps. Library that passed strict quality controls were pooled at equimolar concentration, loaded and sequenced
on the Illumina Sequencing platform, HiSeq2500 (Illumina). Technical libraries were sequenced and technical duplicate datasets
merged in order to obtain more than 15 million 50-bp single-end reads (HiSeq Rapid Run Cluster and SBS Kit V2; Illumina) mapping
uniquely to human transcriptome reference (GRCh38.gencode.v27B), generating a total of about 1.2 billion mapped reads.

RNA-sequencing analysis
The single-end reads that passed Illumina filters were filtered for reads aligning to tRNA, rRNA, adaptor sequences, and spike-in
controls. The reads were then aligned to GRCh38 reference genome and Gencode 27 annotations using TopHat v1.4.1 (Trapnell
et al., 2009). DUST scores were calculated with PRINSEQ Lite v0.20.3 (Schmieder and Edwards, 2011) and low-complexity reads
(DUST > 4) were removed from the BAM files. The alignment results were parsed via the SAMtools (Li et al., 2009) to generate
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SAM files. Read counts to each genomic feature were obtained with the htseq-count program (Anders et al., 2015) using the ‘‘union’’
option. After removing absent features (zero counts in all samples), the raw counts were then imported to DESeq2 to identify differ-
entially expressed genes between groups (Love et al., 2014). The shrinkage estimator apeglm was used to generate the shrunken
log2 fold changes and compute s-values (Zhu et al., 2019). s-values provide the estimated rate of false sign among genes with equal
or smaller s-value and are analogous to q-values (Stephens, 2017). Genes with an s-value of < 0.005 and a shrunken log2 fold change
of > 1 or < !1 were considered significantly differentially expressed between groups. Enrichment analysis was performed using
Metascape (Zhou et al., 2019).

CyTOF
PBMCs were stimulated with DENV MP (1 mg/ml for individual peptides) in the presence of brefeldin A (GolgiPlug, BD Biosciences,
catalog# 51-2301KZ) for 6 h. Cells were then stainedwith the viabilitymarker Cisplatin (194Pt, Fluidigm, catalog# 201194) followed by
a surface antibody cocktail. Subsequently, cells were fixed in PBS with 2% paraformaldehyde overnight at 4"C. The following day,
cells were stained with an intracellular/intranuclear antibody cocktail after fixation and permeabilization using the Foxp3/Transcrip-
tion Factor Staining Buffer Set (eBioscience, catalog# 00-5523-00). Before sample acquisition, cellular DNA was labeled with Cell-ID
Intercalator-Ir (Fluidigm, catalog# 201192B). Samples were then acquired using a Helios mass cytometer (Fluidigm) with the wide-
bore injector (Lee et al., 2019). Antibodies used in CyTOF were listed in Table S5. Data were analyzed using FlowJo and viSNE anal-
ysis of CyTOF data was conducted using Cytobank (Kotecha et al., 2010).

TCR analysis
MiXCR (Bolotin et al., 2015, 2017) was used to extract TCR beta-chain CDR3 repertoires from RNA-seq data of sorted CD4 T cell
subsets. Subsequent TCR beta-chain diversity analysis was performed using VDJtools (Shugay et al., 2015).

QUANTIFICATION AND STATISTICAL ANALYSIS

Two-tailed Mann-Whitney (unpaired) or Wilcoxon (paired) test was used to determine statistical significance between groups using
the Prism software (GraphPad, La Jolla, CA). Statistical details of experiments can be found in the figure legends. Statistical details of
differential gene expression analysis can be found in the Method Details.

DATA AND CODE AVAILABILITY

The accession number for the RNA-sequencing data reported in this paper is Gene Expression Omnibus (GEO): GSE132367 and
ImmPort: SDY 888. The accession number for the CyTOF data reported in this paper is ImmPort: SDY 888.
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LAP! Cells Modulate Protection Induced by Oral Vaccination
with Rhesus Rotavirus in a Neonatal Mouse Model
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Manuel Antonio Francoa
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ABSTRACT Transforming growth factor ! (TGF-!) has been shown to play a role in
immunity against different pathogens in vitro and against parasites in vivo. However,
its role in viral infections in vivo is incompletely understood. Using a neonatal mouse
model of heterologous rhesus rotavirus (RV) vaccination, we show that the vac-
cine induced rotavirus-specific CD4 T cells, the majority of which lacked expression
of KLRG1 or CD127, and a few regulatory rotavirus-specific CD4 T cells that ex-
pressed surface latency-associated peptide (LAP)–TGF-!. In these mice, inhibiting
TGF-!, with both a neutralizing antibody and an inhibitor of TGF-! receptor signal-
ing (activin receptor-like kinase 5 inhibitor [ALK5i]), did not change the development
or intensity of the mild diarrhea induced by the vaccine, the rotavirus-specific T cell
response, or protection against a subsequent challenge with a murine EC-rotavirus.
However, mice treated with anti-LAP antibodies had improved protection after a ho-
mologous EC-rotavirus challenge, compared with control rhesus rotavirus-immunized
mice. Thus, oral vaccination with a heterologous rotavirus stimulates regulatory RV-
specific CD4 LAP-positive (LAP!) T cells, and depletion of LAP! cells increases vaccine-
induced protection.

IMPORTANCE Despite the introduction of several live attenuated animal and human
rotaviruses as efficient oral vaccines, rotaviruses continue to be the leading etiological
agent for diarrhea mortality among children under 5 years of age worldwide. Improve-
ment of these vaccines has been partially delayed because immunity to rotaviruses is in-
completely understood. In the intestine (where rotavirus replicates), regulatory T cells
that express latency-associated peptide (LAP) play a prominent role, which has been ex-
plored for many diseases but not specifically for infectious agents. In this paper, we
show that neonatal mice given a live oral rotavirus vaccine develop rotavirus-specific
LAP! T cells and that depletion of these cells improves the efficiency of the vaccine.
These findings may prove useful for the design of strategies to improve rotavirus vac-
cines.

KEYWORDS neonatal mice, transforming growth factor !, intestine, latency-
associated peptide, rotavirus, vaccine

Transforming growth factor beta (TGF-!) is a versatile cytokine that can promote
different types of immune responses depending on the location and context in

which it acts but is mainly tolerogenic and plays a critical role in intestinal immunity (1).
Despite many in vitro studies that implicate TGF-! in immunity to pathogens, the in vivo
role of this cytokine is incompletely understood (2). Several instances have been described
in which parasites induce TGF-! and/or blocking of TGF-! ameliorates disease in animal
models, implying that parasites use this cytokine/cytokine pathway to evade the
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immune response (3). However, the situation is less clear against other pathogens and
viruses in particular: in a model of chronic infection with lymphocytic choriomeningitis
virus (LCMV), treatment of mice with an activin receptor-like kinase 5 inhibitor (ALK5i)
(that blocks TGF-! receptor signaling) or administration of neutralizing antibodies
against TGF-! failed to decrease viral replication, although it improved the antiviral T
cell response (4, 5). In contrast, in mice acutely infected with influenza virus, systemic
blocking of TGF-! with neutralizing antibodies promotes the development of the
disease (6, 7). However, when TGF-! is directly or indirectly genetically inactivated in
the lung epithelium of mice infected with influenza, the interferon beta (IFN-!) re-
sponse is increased, and the mice are protected from developing severe pathology (8,
9). Thus, inhibiting TGF-! produced by lung epithelial cells early after infection, unlike
systemic blocking of the cytokine, seems to inhibit influenza virus replication and
disease, and further studies to understand the role of this cytokine in viral immunity in
vivo are needed.

TGF-!1 is synthesized as a precursor composed of a signal peptide, a C-terminal
fragment (the mature cytokine), and an N-terminal portion called latency-associated
peptide (LAP), which surrounds the cytokine and forms a structure called the small
latency complex (1). The expression of the LAP–TGF-! complex on CD4 T cells identifies
a population of regulatory T cells (Treg) that play an important role in mucosal immunity
and in particular in oral tolerance (10). These Treg depend on TGF-! for their generation
and mediate tolerance in a TGF-!-dependent mechanism (10). The administration to
mice of antibodies against LAP that deplete LAP-positive (LAP!) Treg has been illumi-
nating in establishing that these cells play a role in oral tolerance, autoimmune
diseases, and antitumor immunity (11–15). To our knowledge, the role of LAP! cells in
in vivo immunity to pathogens, and viruses in particular, using this strategy has not
been evaluated.

Despite the introduction of several live attenuated animal and human rotaviruses
(RVs) as efficient oral vaccines, RVs continue to be the leading etiological agent for
diarrhea mortality among children under 5 years of age worldwide (16). Improvement
of these vaccines has been partially delayed because immunity to RV is incompletely
understood (17, 18). Our studies in children and adults infected with RV showed that
RV-specific T cells (RV-T cells) circulate at frequencies below detection levels or at low
frequencies (19) and have a poor functional profile (20), suggesting that RV has
developed mechanisms to evade the immune response. Moreover, we have shown that
in vitro, Caco-2 cells (a human intestinal cell line used as a model of the intestinal
barrier) infected with RV secrete TGF-!1 and other nonproinflammatory cytokines,
suggesting that RV may induce this cytokine to evade the immune response (21, 22).

We and others have shown that, in mice, CD8 T cells are involved in RV clearance
and that antibodies (most of them dependent on CD4 T cell help) are the principal
mechanisms that mediate protection against reinfection (23, 24). RV-T cells produced
by infection of adult and neonatal mice with a heterologous rhesus RV (RRV) or with a
homologous murine RV (EC-RV) are transiently detectable at low frequencies (25). These
cells are identified with an intracellular cytokine assay after in vitro stimulation with
peptides corresponding to several CD4 and CD8 T cell epitopes (25). Adult mice have,
as expected, a high T cell response and different kinetics of response compared with
neonates, but in both, surprisingly, the liver was the organ in which the highest
numbers of RV-T cells were detected (25). Protection of neonatal BALB/c mice after
vaccination with RRV, followed by challenge weeks later with a murine RV (probably the
model that best reflects the human situation with human live oral vaccines), depends
on antibodies (26). In this model, the dose of RRV used to generate protection triggers
low levels of diarrhea, and protection is evaluated by measuring the quantity of viral
antigen shed in feces, because mice become resistant to RV-induced diarrheal disease
at 14 days of age (27).

In the present study, we evaluated, in neonatal mice orally vaccinated with RRV,
whether the low levels of diarrhea prompted by the vaccine, the T cell and antibody
responses, and the levels of protection varied in mice left untreated or treated with
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neutralizing antibodies to TGF-! or to LAP or with an ALK5i. We observed that
pretreatment with RRV induced RV-CD4 T cells, the majority of which lacked expression
of KLRG1 or CD127, and a few of them (!10%) expressed LAP. Moreover, mice treated
with anti-LAP antibody, unlike those treated with anti-TGF-! antibody or ALK5i, had
improved protection after challenge with a homologous murine EC-RV, compared with
vaccinated mice treated with control preparations. Thus, depletion of LAP" cells
increased the protection induced by a live oral RV vaccine.

RESULTS
Lack of modulation of RRV-induced diarrhea by treatment with anti-TGF-! or

anti-LAP antibodies or with ALK5i. Contrary to human infants, for whom the first
human RV infection usually fails to induce protection, neonatal mice infected with
homologous wild-type RV, but not with heterologous RV, are protected after the first
infection (26, 28). For this reason, oral infection of neonatal mice with 106 focus-forming
units (FFU) of a heterologous RRV and subsequent challenge with a homologous
wild-type RV have been used to model human RV vaccines (26, 28). However, unlike
with human vaccination, RRV-infected mice develop mild diarrhea. Moreover, since at
the time of challenge with wild-type RV, mice are too old to develop diarrhea, protection
is measured by assessing viral excretion. Although imperfect, this is the best mouse model
for studying RV vaccine protection and thus is used in the present report.

To determine the role of TGF-! and LAP" cells in the neonatal mouse model of RRV
vaccination, suckling mice were vaccinated with RRV and treated with anti-LAP or
anti-TGF-! monoclonal antibodies, an isotype control antibody (as a negative control),
an ALK5i, or dimethyl sulfoxide (DMSO) (the diluent of ALK5i, used as a negative
control), as described in Materials and Methods. First, the effect of these treatments on
diarrhea induced by RRV was evaluated. Nonvaccinated mice were included as controls,
and as expected, diarrhea was not detected in this group (Fig. 1). In the groups of mice
vaccinated with RRV and treated with anti-TGF-! antibody, anti-LAP antibody, or the
ALK5i, the frequency of mice that developed diarrhea on a daily basis (Fig. 1A and C)
and the diarrhea intensity scores were comparable to those of vaccinated mice treated
with isotype control antibody or DMSO (Fig. 1B and D). Thus, none of the treatments
used to modulate TGF-! and LAP" cells (anti-TGF-! or anti-LAP antibodies or ALK5i)
modified the symptoms induced by RRV vaccination.

RRV vaccination induces RV-CD4 and RV-CD8 T cells in spleen and liver,
detectable with H-2 I-Ab and H-2Kb tetramers, which are unmodulated by anti-
TGF-! or anti-LAP antibodies. Frequencies of epitope-specific RV-CD4 and RV-CD8 T
cells have been assessed in the past with an intracellular cytokine assay (25) or with
class I tetramers (29). To determine if frequencies of total and RV-T cells were modified
in mice vaccinated with RRV and treated with anti-TGF-! or anti-LAP antibodies, we
stained liver lymphocytes and splenocytes with a class I H-2Kb RV VP733– 40 tetramer
(25), a class II I-Ab RV VP6245–259 tetramer (25), or a control class II I-Ab human CLIP87–101

tetramer and used the corresponding peptides to stimulate splenocytes in an intracel-
lular cytokine assay. Splenocytes and liver lymphocytes were isolated 12 days after
vaccination with RRV and before challenge with murine EC-RV, to assess the immune
response that developed prior to challenge. The strategy to analyze the frequencies of
total and tetramer-positive T cells is presented in Fig. S1 in the supplemental material.

In the spleen, the frequencies of total CD4 T cells were lower, and those of CD8 T
cells were higher, in RRV-vaccinated mice treated with the antibodies than in nonvac-
cinated animals, especially for anti-TGF-!-treated mice (Fig. 2A and D). A similar trend
was observed for CD8 T cells in liver (Fig. 3A and D).

RV-CD4 and RV-CD8 T cells were detected with the tetramers at low frequencies (less
than 1%) in all RRV-immunized groups treated with isotype control, anti-TGF-!, or
anti-LAP antibodies, in both spleen (Fig. 2B and C) and liver (Fig. 3B and C) and were
not statistically different between any of the groups of mice that received antibody
treatments.
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In two independent experiments, total and RV-T cells from mice vaccinated and
receiving ALK5i or its diluent (DMSO) were found at similar frequencies (data not
shown).

To quantify functional RV-T cells, we used an intracellular cytokine assay with
splenocytes of control or vaccinated mice that received the different treatments, as
previously described (25). Frequencies of IFN-!-positive (IFN-!!) T cells that were low
or below the level of detection of the assay were identified in response to the class
II-restricted VP6245–259 and class I-restricted VP733– 42 peptides or to RRV (data not
shown). Frequencies of interleukin-2 (IL-2)-, tumor necrosis factor alpha (TNF-")-, or IL-10-
producing T cells in response to all stimuli were below the level of detection of the assay
(data not shown).

In conclusion, RV-CD4 and RV-CD8 T cells were detected at low frequencies after RRV
vaccination, and modulation of these responses with anti-TGF-# or anti-LAP was not
observed.

RV-CD4 and RV-CD8 T cells are enriched in KLRG1!/CD127 ! and KLRG1!/
CD127 " subsets, respectively. Next, we examined the differentiation stage of RV-T
memory cells induced after RRV vaccination. For CD8 memory (CD44!) T cells, KLRG1
and CD127 markers identify early effector cells (EEC) (KLRG1"/CD127"), memory
precursor effector cells (MPEC) (KLRG1"/CD127!), and short-lived effector cells (SLEC)
(KLRG1!/CD127") (30–32). For CD4 T cells, a classification based on these markers is
less well established, and we refer to these cells based on the expression of these

FIG 1 Diarrhea frequency and intensity in mice vaccinated with RRV. For diarrhea intensity, the average scores for
mice with the corresponding day after infection are shown. (A and B) Experiments with ALK5i; (C and D)
experiments with antibodies against TGF-# or LAP. CTRL indicates mock-immunized animals, and RRV-DMSO,
RRV-ALK5i, RRV-IC, RRV-aLAP, and RRV-aTGF# are mice vaccinated and treated with ALK5i diluent, ALK5i, isotype
control antibody, anti-LAP, and anti-TGF-#, respectively. Results in panels A and B are pooled from 2 experiments,
and those in panels C and D are pooled from 4 experiments, with 6 to 9 mice per group in each experiment. No
statistically significant differences were noted between study groups in any of the experiments presented.
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markers (33, 34). To evaluate the phenotypes of total and RV-T cells modulated by
vaccination and the different antibody treatments, we included these three markers in
the tetramer staining panel, as described in Materials and Methods.

In both spleen (Fig. 4A to D) and liver (Fig. 4E to H), most total CD4 T cells were
KLRG1!/CD127!, and the majority of total CD8 T cells were KLRG1!/CD127" (MPEC) in
all groups of mice.

In spleen, in response to RRV vaccination, total frequencies of CD4 KLRG1!/CD127!

cells increased in anti-LAP-treated mice (Fig. 4A), compared with control nonvaccinated
mice. In contrast, total KLRG1!/CD127" frequencies of CD8 T cells in spleen decreased
in RRV-immunized mice treated with the isotype control, anti-LAP, and anti-TGF-!,
compared with control mice (Fig. 4B).

To determine if, compared to total T cells, RV-T cells were enriched in cells of a
particular phenotype, we compared frequencies of RV-CD4 (Fig. 4C) or RV-CD8 (Fig. 4D)
T cells from all RRV-vaccinated animals with the corresponding total CD4 or CD8 T
cells (Fig. 4C and D). In spleen, while RV-CD4 T cells were enriched in KLRG1!/CD127!

cells (Fig. 4C), a lack of enrichment of RV-CD8 T cells in KLRG1!/CD127" cells was
detected (Fig. 4D). In liver, the vaccinated mice that received the isotype control
antibody and anti-TGF-! had significantly lower percentages of total CD4 KLRG1!/
CD127! T cells than control mice (Fig. 4E), and frequencies of total CD8 KLRG1!/
CD127" populations were similar in all groups (Fig. 4F). Liver RV-CD4 T cells and RV-CD8
T cells were enriched in KLRG1!/CD127! and KLRG1!/CD127" cells, respectively, when
they were compared with total CD4 or CD8 T cells (Fig. 4G and H).

In conclusion, when T cells from all RRV-vaccinated mice were analyzed together,
RV-CD4 T cells were enriched in KLRG1!/CD127! cells in both spleen and liver, while
RV-CD8 T cells were enriched in KLRG1!/CD127" cells (MPEC) in the liver but not in the
spleen.

FIG 2 RV-specific T cell responses in spleen. Fresh splenocytes were harvested 12 days after oral RRV vaccination and stained to identify CD4 or CD8 T cells and
class I or II tetramer-positive T cells by flow cytometry. (A, B, D, and E) Frequencies of total and RV-CD4 and RV-CD8 T cells; (C and F) representative dot plots
of CD4 tetramer-positive or CD8 tetramer-positive T cells. The full analysis strategy for these experiments is presented in Fig. S1 in the supplemental material.
Each point represents results with cells from 1 to 3 animals that were pooled for each of 4 experiments performed. The control class II I-Ab human CLIP87–101

tetramer stained T cells from vaccinated mice at frequencies comparable to those shown for control nonvaccinated mice (data not shown). Lines in graphs
represent the medians for each group. *, P # 0.05; **, P # 0.01 (by a Mann-Whitney test).
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RRV vaccination reduces the frequency of total memory (CD44!) LAP! cells in
spleen and induces CD4 tetramer-positive LAP! T cells in spleen and liver. As
stated above, LAP! Treg play an important role in mucosal immunity, and they can be
depleted in mice by the administration of antibodies against LAP (11–15). First, we
verified if anti-LAP antibody treatment effectively depleted total CD4 LAP! T cells. In
spleen, as expected, splenocytes of anti-LAP-treated mice had a 4-fold decrease in total
CD4 LAP! T cells (Fig. 5A) compared with nonvaccinated mice, isotype control-treated
mice, or anti-TGF-! antibody-treated mice. When CD4 CD44! LAP! memory T cells
were analyzed, this difference was even more pronounced (10-fold decrease) in spleens
of anti-LAP-treated mice (Fig. 5B). A small, but statistically significant, reduction in CD4
CD44! LAP! memory T cells in isotype control antibody- and anti-TGF-!-treated mice
with respect to control nonvaccinated mice was detected, implying that RRV vaccina-
tion diminished CD4 LAP! Treg in spleen (Fig. 5B). In liver, a non-statistically significant
tendency of total CD4 LAP! T cells to be decreased was seen in anti-LAP-treated mice
(Fig. 5D), and percentages of CD4 CD44! LAP! memory T cells of anti-LAP-treated mice
declined, with statistical significance (Fig. 5E).

RRV vaccination induced CD4-RV LAP! T cells in both spleen and liver at median
frequencies of 9.5% (Fig. 5C and F). The frequency of CD4-RV LAP! T cells was lower
(with statistical significance) than that of their corresponding total CD4 LAP! T cells
(Fig. 5C) in spleen but not liver (Fig. 5F).

The effect of anti-TGF-! was also verified, and, as expected, mice treated with
anti-TGF-! (but not those treated with anti-LAP antibody) had a significant (P " 0.0003)
7.4-fold decrease in median levels of total (acid-activated) TGF-! in serum, compared
with isotype control-treated mice 12 days after vaccination (data not shown).

In conclusion, biological effects of both anti-LAP and anti-TGF-! antibodies in
treated mice were observed, and RRV vaccination induced CD4-RV LAP! T cells in both
spleen and liver.

FIG 3 RV-specific T cell response in liver. Fresh mononuclear cells from the liver were harvested 12 days after oral RRV vaccination and stained to identify CD4
and CD8 T cells and class I or II tetramer-positive T cells by flow cytometry. (A, B, D, and E) Frequencies of total and RV-CD4 and RV-CD8 T cells; (C and F)
representative dot plots of CD4 tetramer-positive or CD8 tetramer-positive T cells. Cells from 1 to 3 animals were pooled for each of 4 experiments performed.
The control class II I-Ab human CLIP87–101 tetramer stained T cells from vaccinated mice at frequencies comparable to those shown for control nonvaccinated
mice (data not shown). Lines in graphs represent the medians for each group. *, P " 0.05; **, P " 0.01 (by a Mann-Whitney test).
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Depletion of LAP! cells improves RRV-induced protection against RV. Finally,
we assessed the degree of protection induced by oral RRV vaccination in mice treated
or not treated with anti-TGF-!, anti-LAP, or ALK5i. For this purpose, all groups of mice
(nonvaccinated and vaccinated) were challenged with wild-type EC-RV at day 12 after
vaccination with RRV, and antigen viral shedding was measured from day 0 of EC-RV
challenge to day 10 after challenge. Compared with nonvaccinated mice, all groups of
RRV-vaccinated mice shed small amounts of antigen after challenge (Table 1 and Fig.
6A and B) and for a low number of days (“delayed clearance”; P ! 0.0001). Mice that
received ALK5i exhibited a similar antigen shedding curve as mice treated with DMSO
(Fig. 6A), and the same was observed for anti-TGF-!-treated mice with respect to the
isotype control group (Fig. 6B and Table 1), indicating that ALK5i and anti-TGF-!
treatments failed to improve protection. In contrast, mice depleted of LAP" cells were
more protected because they shed lower quantities of antigen than the isotype control-
and anti-TGF-!-treated groups, and the relative risk for shedding virus was statistically
significantly lower than for isotype control- and anti-TGF-!-treated mice (Fig. 6B and
Table 1).

Since it was previously shown that in this “neonatal mouse model for active protection
studies with RV vaccines,” protection was mediated by antibodies (26), the level of RV-IgA
in stool was measured. On the day of challenge (day 12 after RRV vaccination), all
groups of vaccinated mice had low or below-detection levels of RV-IgA in their stool
samples (data not shown). On day 10 after challenge, all vaccinated mice had higher
levels of RV-IgA than control nonvaccinated mice (Fig. 6C and D), and the anti-LAP-
treated group had statistically significantly higher median levels of RV-IgA than the
anti-TGF-! group (Fig. 6D).

In conclusion, mice vaccinated with heterologous RV and depleted of LAP" T cells
were more protected against homologous RV challenge than control mice and devel-
oped high titers of RV-IgA.

FIG 4 Frequencies of KLRG1#/CD127# and KLRG1#/CD127" T cells in spleen and liver. Frequencies of KLRG1#/CD127# and KLRG1#/CD127" cells were
determined for CD4 or CD8 CD44" T cells. (A, B, E, and F) Frequencies of total KLRG1#/CD127# and KLRG1#/CD127" T cells; (C, D, G, and H) comparison between
frequencies of total and RV-T cells in groups where KLRG1#/CD127# and KLRG1#/CD127" populations were detected. The latter graphs include T cells from
two vaccinated mice that received ALK5i. Cells from 1 to 3 animals were pooled for each of 4 experiments performed. Lines in graphs represent the medians
for each group. *, P ! 0.05; **, P ! 0.01 (by a Mann-Whitney test [A, B, E, and F] or a Wilcoxon test [C, D, G, and H]). TET", tetramer positive.
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DISCUSSION
Here, we used what we consider the best mouse model to assess the mechanisms

of protection generated by RV vaccines (26, 28). We found that oral vaccination of
neonatal C57BL/6 mice with 106 FFU of RRV provoked partial (!50%) (Table 1)
protection against challenge with murine EC-RV. Vaccination induced RV-CD4 LAP" T
cells (a Treg phenotype), and depletion of these cells by administration of a specific
antibody improved vaccine-induced protection. To our knowledge, this is the first time

FIG 5 Total CD4 LAP" T cells in spleen and liver are depleted by anti-LAP treatment, and RV-CD4 LAP" T cells induced by vaccination are present at frequencies
similar to or lower than those of total CD4 LAP" T cells. Fresh mononuclear cells from the spleen and liver were harvested 12 days after oral RRV vaccination
and stained to identify CD4 LAP" T cells by flow cytometry. (A and D) Frequency of total CD4 LAP" T cells; (B and E) frequency of total CD4 CD44" LAP" T
cells; (C and F) comparison between frequencies of total CD4 CD44" LAP" T cells and frequencies of RV-CD4 CD44" LAP" T cells from spleen and liver. The
latter graphs include T cells from two vaccinated mice that received ALK5i, and in the case of liver T cells, some tetramer-positive cells were not included
because fewer than 5 LAP" events (level of detection determined for the flow cytometry experiments) were detectable. Cells from 1 to 3 animals were pooled
for each of 4 experiments performed. Lines in graphs represent the medians for each group. *, P # 0.05; **, P # 0.01 (by a Mann-Whitney test [A, B, D, and E]
or a Wilcoxon test [C and F]).

TABLE 1 Protection after EC-RV challenge

Treatment
No. of
mice

Mean quantity
of antigen shed
(SD50/mouse/
day) ! SDa % protectionb

Avg risk (95%
confidence
interval)

Mock 18 542,383 $ 2,325
RRV-ICc 16 254,135 $ 1,151 53.1 5.58 (5.48–5.68)
RRV–anti-LAP 15 178,096 $ 1,779 67.2 5.38 (5.26–5.51)d

RRV–anti-TGF-! 16 270,364 $ 1,736 50.2 5.61 (5.49–5.72)
aMean quantity of RV antigen shed $ standard deviation over 10 days postchallenge. Numbers are the
cumulative results from three independent experiments.

bPercent protection is the percent decrease in the mean quantity of RV antigen shed during the 10 days
after challenge, compared with that of mock-treated mice.

cIC, isotype control antibody.
dSignificantly (P # 0.03) lower than for RRV-IC.
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that administration of an antibody against LAP! cells has been shown to modulate
protection after vaccination against a pathogen in vivo.

Previous ex vivo experiments with peripheral blood mononuclear cells (PBMC) of
healthy humans and in vitro experiments with Caco-2 cells in our group suggested that
RV may induce TGF-! to evade the immune response (21, 22). Here, we studied the in
vivo role of TGF-! and LAP! cells in diarrhea induced by heterologous RRV vaccination
(Fig. 1). We found that treatment with anti-TGF-! or anti-LAP or inhibition of TGF-!
signaling with ALK5i did not modulate the frequencies and intensities of diarrhea
provoked by RRV oral infection (Fig. 1). These results are in agreement with previous in
vitro studies showing that although TGF-! increased during RV infection, it failed to
produce the expected enterocyte apoptosis, because of concomitant stimulation of
microRNA miR-142-5p that inhibits this apoptosis (35). Thus, TGF-! may lack a net
modulatory function at the level of the enterocyte during heterologous RV infection.
Future studies are necessary to determine if RRV increases TGF-! levels in our model
and to better understand why RRV-induced diarrhea in neonatal mice remains unmod-
ified after blocking this cytokine.

Inhibiting TGF-! or eliminating LAP! T cells failed to modulate the frequencies of
RV-CD8 and RV-CD4 T cells, identified with class I and class II tetramers, generated by
RRV infection in spleen and liver (Fig. 2B and E and Fig. 3B and E). However, the number

FIG 6 Fecal RV antigen curve and virus-specific intestinal IgA after EC-RV challenge. At day 12 postimmunization, RRV- or mock-vaccinated mice were
challenged with 105 SD50 of homologous EC-RV to evaluate protection. Fecal pellets were collected every day and analyzed for the presence of antigen and
RV-IgA by an ELISA. (A and B) Results are shown as the medians and ranges for the group for each day after EC-RV challenge. **, P " 0.0052 between control
(CTRL) and DMSO-treated mice (for panel A) (by a Mann-Whitney test); *, P # 0.002 between control and all other groups (for both panels A and B) (by a
Mann-Whitney test). (C and D) Each symbol represents RV-IgA (ELISA OD) present in the stool of an individual mouse at day 10 of challenge. The horizontal
line indicates the median for each group. *, P # 0.05; ****, P # 0.001 (by a Mann Whitney test). Pooled results from 2 experiments (A and C) or 3 experiments
(B and D) with 4 to 7 mice per group are shown.
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of experiments performed to quantify these cells was low (3 to 4 in the case of
antibody-treated animals), and further studies are needed to confirm this conclusion.
These results appear opposed to findings with LCMV, where treatment of mice with the
same neutralizing antibody against TGF-! or with a similar ALK5i increased the T cell
response to LCMV (4, 5). Differences in the levels of viral replication and other variables
can potentially explain this discrepancy. Notably, the levels of RV-T cells detected with
the tetramers in spleen (Fig. 3B and E) are higher than those of T cells producing IFN-"
detected with an intracellular cytokine assay (data not shown), suggesting that some
RV-T cells lack cytokine production and are in an anergic state. In addition, the fact that
we detected RV-T cells producing only IFN-", but not IL-2 or TNF-# (data not shown),
is in agreement with our studies in children, where most RV-T cells secrete only IFN-",
and higher frequencies seem to be detectable using the tetramers than by the intracellular
cytokine assay (20, 36). These findings support the hypothesis that in neonatal mice and
children, RV may have developed mechanisms to evade the T cell immune response (2).

The predominant phenotypes of RV-CD4 and RV-CD8 T cells were KLRG1!/CD127!

and KLRG1!/CD127" (MPEC), respectively (Fig. 4C, D, G, and H). At the peak of the
response, infection with Listeria monocytogenes predominantly promotes the develop-
ment of CD8 KLRG1"/CD127! cells (SLEC), while similar infection with vesicular sto-
matitis virus (VSV), influenza virus, or vaccinia virus results in higher frequencies of
KLRG1!/CD127! cells (EEC) and KLRG1!/CD127" cells (MPEC) (30, 37). Thus, RV-CD8 T
cells phenotypically most closely resemble virus-induced CD8 T cells. The generation of
KLRG1!/CD127" (MPEC) RV-CD8 T cells (Fig. 4D and H) suggests that vaccination was
efficient at inducing long-lived T cells with memory potential (31).

The induction of different subsets of Treg after RV infection and their role in
protection have been addressed in mice and pigs (38–40). In pigs, frequencies of IL-10-
and TGF-!-secreting CD4 CD25! FoxP3" Treg in the intestine were significantly
inversely correlated with protection against RV diarrhea (38). Notwithstanding, in the
mouse model, no role for FoxP3" CD25" Treg in RV infection and immunity has been
evidenced (39, 40). Here, we have shown that since mice depleted of LAP" cells had a
lower relative risk for shedding challenge EC-RV than isotype control- and anti-TGF-!-
treated mice (Fig. 6B and Table 1), the few (9.5%) (Fig. 5C and F) vaccine-induced
RV-CD4 LAP" Treg may play a role in downregulating protection induced by oral RRV
vaccination. However, anti-LAP treatment has many other effects, such as increased
cytotoxic T lymphocyte (CTL) responses, reduction of tolerogenic CD103" CD8 T cells,
activation of NK cells, maturation of dendritic cells, and improved immune memory
(11), and thus, the mechanism of enhanced protection against RV in our model is still
uncertain.

Anti-TGF-!- and ALK5i-treated mice had levels of protection similar to those of
control mice (Fig. 6A and B), implying that, contrary to our working hypothesis (2),
TGF-! is an unlikely RV-induced mechanism to evade the immune response. However,
this hypothesis cannot be completely ruled out because CD4 LAP" Treg that seem to
be involved in protection against RV (Fig. 6B) depend on TGF-! for their development
and exert their function via TGF-! (1).

In BALB/c neonatal mice, protection induced by RRV seems to be dependent on
antibodies (26), but the mechanism of protection generated by RRV in neonatal
C57BL/6 mice remains undetermined. In our experiments, all vaccinated mice had
higher levels of fecal RV-IgA at 10 days postchallenge than control nonvaccinated mice
(Fig. 6C and D), suggesting that these antibodies could also be mediating protection.
However, RV-IgA was below levels of detection or at low levels before the challenge
(data not shown) in all groups of mice, and thus, prechallenge IgA may be unnecessary
for protection. Finally, it is noteworthy that the principal difference between the
antigen shedding curves of nonvaccinated and vaccinated mice (Fig. 6A and B) was a
delay in viral clearance. In mice, CD8 T cells mediate viral clearance (41), and thus, these
cells may also be implicated in protection in our model. Future studies analyzing in
more detail the effect of anti-LAP treatment on the RV-CD8 T cell and RV antibody
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responses (the two most likely effector mechanisms involved in the protective response
in our model) may help clarify this mechanism.

In conclusion, we have shown that anti-LAP treatment enhances protection induced
by an oral RV vaccine in vivo. Further studies are needed to determine if the mechanism
of increased protection is the elimination of RV-CD4 LAP! Treg induced by the vaccine.

MATERIALS AND METHODS
Viruses. A tissue culture-adapted RRV strain of simian RV (G3, P[3]; obtained from H. B. Greenberg,

Stanford University, CA) was grown, and titers were determined, on MA104 cells in the presence of
trypsin and used after semipurification on a 40% sucrose gradient (42). The semipurified stock virus
preparation had a titer of 109 focus-forming units (FFU)/ml. For T cell stimulation and RV-specific IgA
(RV-IgA) enzyme-linked immunosorbent assays (ELISAs), supernatants of RRV- or mock-infected MA104
cells (mock) were used. Stocks of wild-type murine RV (EC) were prepared as intestinal homogenates, and
their titers, expressed as 50% shedding doses (SD50), were determined in 12-day-old mice, as previously
described (43). SD50 is the dose at which 50% of animals shed viral antigen, which for the EC strain of
RV is the same as the DD50 (dose at which 50% of neonatal mice develop diarrhea) (27).

Mice and RRV immunization. C57BL/6 mice were originally purchased from Charles River (Wilming-
ton, MA) and bred in our facility under specific-pathogen-free (SPF) conditions. Neonatal mice received
1 " 106 FFU of RRV in 50 !l or received 50 !l of mock administered by oral gavage at between 5 and
7 days of age. The presence or absence of diarrhea was evaluated in each animal up to 5 days after RRV
immunization by applying gentle pressure to the abdomen (24). The severity of diarrhea was scored daily
by assigning numeric values to the color, degree of soiling, and consistency of the stool, as previously
described (26), and scoring was performed by an examiner who was blind to the treatment received by
the animal (26). Mock-treated or RRV-immunized mice were challenged with 105 SD50/50 !l of the murine
EC-RV strain. Fecal samples were collected from each mouse on the day of challenge and for the 10
following days. Samples were stored frozen at #20°C until used for ELISAs. All procedures were
performed in accordance with a protocol reviewed and approved by the Institutional Animal Care and
Use Committee (IACUC). The animal facility and IACUC carry out their activities according to the Guide
for the Care and Use of Laboratory Animals, 8th ed. (44), and performed postapproval monitoring.

Administration of antibodies to TGF-! and LAP and an ALK5i. Neonatal mice were injected
intraperitoneally (i.p.) with 1.3 !g/g (host weight) of anti-LAP antibody (clone TW7-20B9; BioLegend, San
Diego, CA, USA) (12), 87 !g/g of the neutralizing anti-TGF-" antibody (clone 1D11.16.8; BioXCell, West
Lebanon, NH, USA), or the mouse IgG1 isotype control antibody (BioXCell, West Lebanon, NH, USA) (45)
starting the day before RRV immunization and every other day for 12 days. SB 431542 (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA), an ALK5i, was administered i.p. at a dose of 17.3 !g/g (46) as a solution with 10%
(vol/vol) DMSO and with the same inhibition scheme as the one described above. As additional controls,
mice were inoculated with 50 !l of 10% (vol/vol) DMSO.

Flow cytometry analysis. Spleen and liver mononuclear cells were harvested 12 days after vacci-
nation using previously described protocols (24, 25). For each experiment, 1 to 3 livers or 1 to 3 spleens
of mice of the same treatment groups were pooled to obtain enough cells for the studies. Liver-
infiltrating lymphocytes were isolated by mechanical disruption through a wire mesh and isolation of the
lymphocytes on a 33% Percoll gradient (25). To identify RV-T cells, mononuclear cells from the spleen and
liver were stained for 1 h at 4°C with the H-2Kb murine RV VP733– 40 (IVYRFLFV) phycoerythrin (PE)-labeled
tetramer (25) or for 2 h at room temperature with the class II I-Ab RV VP6245–259 (ATWYFNPVILRPNNV)
PE-labeled tetramer (25) or with a control class II I-Ab human CLIP87–101 (PVSKMRMATPLLMQA) tetramer,
all provided by the NIH Tetramer Core Facility. Subsequently, 106 cells were stained with Aqua diluted
1:40 in phosphate-buffered saline (PBS) and incubated for 20 min at room temperature. Previously
titrated antibodies against CD3 peridinin chlorophyll protein (PerCP)-Cy5.5 (clone 17A2), CD4 Alexa Fluor
700 (AF700) (clone RM4-5), CD8a allophycocyanin (APC)-H7 (clone 53-6.7), and CD44 APC (clone IM7)
were purchased from BD Biosciences (San Jose, CA, USA). Anti-CD127 PE-Cy7 (clone A7R34) and
anti-KLRG1 fluorescein isothiocyanate (FITC) (clone 2F1; purchased from eBioscience, San Diego, CA, USA)
and an anti-LAP BV421 antibody (clone TW7-16B4; purchased from BioLegend San Diego, CA, USA) were
also included. All cells were fixed in cold PBS with 1% paraformaldehyde.

To quantify RV-T cells with an intracellular cytokine staining assay, splenocytes were stimulated for
6 h at 37°C in 5% CO2 with 2 !g/ml peptides corresponding to class I-restricted (VP733– 40), class
II-restricted (VP6245–259), or class II-restricted (CLIP87–101 [control]) epitopes or stimulated with RRV or
mock in the presence of 100 U/ml recombinant IL-2 (Chiron, Emeryville, CA), and 10 !g/ml of brefeldin
A (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) (25) was added 1 h later. Following 5 h of in vitro stimulation, cells
were incubated with rat anti-mouse CD16/CD32 (clone 2.4G2; BD Biosciences, San Jose, CA, USA) for 5
min at 4°C to block Fc receptors; stained for Aqua CD3, CD4, and CD8 (as described above); and then
fixed and permeabilized with Cytofix/Cytoperm and Permwash buffer (both from BD Biosciences, San
Jose, CA, USA). Cells were then stained with antibodies against IFN-# FITC (clone XMG1.2), IL-2 BV421
(clone JES65-H4), TNF-$ PE-Cy7 (clone MP6-XT22), and IL-10 PE (clone JES5-16E3) (all from BD Biosci-
ences, San Jose, CA, USA). Cells were acquired on a FACSAria IIup flow cytometer (BD Biosciences, San
Jose, CA, USA), and data were analyzed with FlowJo software (TriStar, San Carlos, CA, USA).

Detection of viral antigen and RV-IgA by an ELISA. For detection of viral antigen in fecal samples,
96-well polystyrene flat-bottom microtiter plates (Thermo Fisher, Waltham, MA, USA) were coated with
a 1:8,000 dilution (in PBS) of rabbit anti-RV antiserum (Dako, Denmark) and incubated overnight at 4°C.
The plates were then blocked with 5% BLOTTO (5% [wt/vol] powdered milk in PBS with 0.1% Tween 20)
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at 37°C for at least 30 min. Ten percent (wt/vol) stool suspensions were prepared with PBS and 1%
protease inhibitor cocktail containing 4-(2-aminoethyl)benzenesulfonyl fluoride hydrochloride (AEBSF),
aprotinin, bestatin, E-64, leupeptin, and pepstatin A (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA); diluted in 5%
BLOTTO; added to the plates; and incubated at 37°C for 45 min. The plates were washed 5 times with
wash buffer (PBS– 0.01% Tween 20), guinea pig anti-RV hyperimmune serum (provided by H. B.
Greenberg) diluted 1:4,000 in 2.5% BLOTTO was added, and plates were incubated as described above
for the previous step. After 5 washes, biotinylated anti-guinea pig serum (Vector Labs, Burlingame, CA,
USA) diluted 1:2,000 in 2.5% BLOTTO was added, and the mixture was incubated at 37°C for 45 min.
Peroxidase-labeled streptavidin (SeraCare, Milford, MA, USA) diluted 1:1,000 in 2.5% BLOTTO was added
after 5 washes and incubated at 37°C for 30 min. Finally, a 1:1 tetramethylbenzidine (TMB)-hydrogen
peroxide solution (SeraCare, Milford, MA, USA) was used to develop the reaction, which was stopped by
the addition of 2 M sulfuric acid. The absorbance was read at a 450-nm wavelength on an ELISA plate
reader (Multiskan EK; Thermolab Systems) to determine the optical density (OD). To determine the
concentration of RV antigen in the samples, a calibration curve was made with the intestinal lysate of
EC-RV-infected mouse pups, and results were expressed as the log10 SD50 per milliliter.

For the detection of intestinal RV-IgA, vinyl U-bottom plates were coated and blocked as described
above for the antigen detection ELISA and then incubated with RRV or mock supernatants (1:10 in 5%
BLOTTO) at 37°C for 1 h. After 5 washes, stool samples prepared as described above were added, and the
mixture was incubated for 2 h at 37°C. The plates were washed 5 times, peroxidase-labeled antibody to
mouse IgA (SeraCare, Milford, MA, USA) diluted 1:500 in 2.5% BLOTTO was added, and the mixture was
incubated for 1 h at 37°C. The plates were washed and developed as described above for the antigen
ELISA. A stool sample was considered to be positive for RV-IgA if the OD value was above 0.1 and twice
the signal from the corresponding mock-treated wells.

Measurement of TGF-! by an ELISA. Total (active plus latent activated with HCl) TGF-!1 was
quantified by an ELISA with a Duoset kit, according to the manufacturer’s instructions (R&D Systems)
(detection limit of 31.3 pg/ml).

Statistical analysis. Nonparametric statistics were used throughout the study. Comparisons be-
tween groups were performed with Mann-Whitney or Wilcoxon tests using the GraphPad Prism 6
program (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA). In most figures, data medians are represented unless
otherwise mentioned. A P value of !0.05 was considered statistically significant.

A generalized estimation equations (GEE) model using exchangeable working correlation and a
Huber/White/sandwich estimator of variance was used to explore differences between the three anti-
body treatments. The average risk adjusted by day for each treatment effect, known as the population-
averaged effect, is reported (47, 48). P values and confidence intervals for multiple comparisons between
treatments were calculated by a Bonferroni inequality method (49).
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Abstract 
Introduction: Bats have become an epidemiologically significant source of pathogenic microorganisms, such as leptospires, the causative agents 
of leptospirosis. However, little information exists about bats and their potential role as a reservoir of pathogenic Leptospira spp. in Colombia. 
The aim of this study was to evaluate the presence of pathogenic Leptospira spp. in the kidneys of bats from the Caribbean region of Colombia 
deposited in the collection of mammals of the Museo Javeriano de Historia Natural (MPUJ-MAMM). 
Methodology: DNA was extracted from twenty-six kidney samples from a total of 13 species of bats captured in Colombia. First, 16S ribosomal 
RNA conventional PCR was performed to detect the presence of Leptospira spp. Then, in samples that tested positive, LipL32 PCR was 
performed to detect pathogenic Leptospira spp. by sequencing and phylogenetic analysis. 
Results: The presence of Leptospira spp. was observed in 7/26 (26.9%) bats from the following 6 species: Carollia perspicillata, Glossophaga 
soricina, Dermanura phaeotis, Uroderma bilobatum, Desmodus rotundus, and Lophostoma silvicolum, and pathogenic Leptospira spp. were 
detected in 4/26 samples (15.4%). 
Conclusions: This study suggests that bats present in the Caribbean region of Colombia could be potential reservoirs of pathogenic Leptospira 
spp. 
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Introduction 

Leptospirosis, a bacterial zoonotic disease with a 
worldwide distribution, is caused by infection with 
pathogenic spirochetes of the genus Leptospira and 
affects humans and domestic and wild animals [1]. This 
disease is a public health problem that affects 0.5 to 1 
million people per year, with a mortality rate ranging 
from 5 to 10%. Leptospirosis is more prevalent in urban 
slum-dwellers and subsistence farmers in developing 
countries that are located in tropical and subtropical 
areas [2,3]. Spirochetes reside in the kidneys of infected 
mammals and can cause infections that vary in severity 
from asymptomatic to acute infection in humans and 
animals. Leptospira spp. are mainly transmitted by 
contact with infected animal urine (direct) or urine-
contaminated environments (mud or water; indirect) via 
mucosal membranes or open skin wounds [4]. The 
disease may be underestimated because it is often 
misdiagnosed as other flu-like febrile illnesses [5]. 
However, due to hematogenous spreading, the bacteria 
may cause other more severe complications, such as 

Weil's syndrome, meningoencephalitis or pulmonary 
hemorrhage [4].  

Leptospira spp. are part of a diverse bacterial 
complex that includes pathogenic, intermediate, and 
saprophytic or nonpathogenic species. The bacteria can 
be classified into serovars, which are commonly 
defined as groups of Leptospira species with a specific 
serological variety; approximately 300 serovars have 
been identified, including 200 pathogenic serovars of 
epidemiological importance [1], and pathogenic and 
nonpathogenic serovars occur within several species 
[6]. In Colombia, although few studies have evaluated 
the prevalence of Leptospira infection in animals and 
humans, it has been found that humans can acquire 
pathogenic serovars by contact with infected animals or 
contaminated water, suggesting that it is important to 
identify the major serovars of Leptospira spp. and their 
reservoirs to help prevent the spread of the disease by 
implementing public health intervention measures 
[7,8]. 
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Different mammals have been identified in the 
transmission cycle of leptospirosis, such as wild, 
peridomestic and insectivorous rodents, as well as other 
wild and domestic animals. Rodents and dogs are often 
identified as potential sources of human infection, but 
other animals, such as cattle, birds, reptiles and bats, 
have also been suggested as reservoirs of pathogenic 
Leptospira spp. [9,10]. Bats, which are mammals of the 
order Chiroptera, are involved in many biological 
functions within an ecosystem (seed dispersal, 
pollination activity and pest control). Due to some of 
their life history traits, such as high mobility, broad 
distribution and social behavior, the relevance of bats as 
reservoirs of zoonotic pathogens has been highlighted 
[11]. Bats are one of the most diverse and abundant 
groups of mammal species in Neotropical ecosystems. 
These animals represent approximately 20% of the 
mammal species in the world, and approximately 205 
species have been described in Colombia, 
corresponding to 36% of the bat species in the world 
[12]. Bats are natural reservoirs for viral, protozoal, 
fungal, and bacterial human pathogens, such as the 
rabies virus, trypanosomes and leptospires [13]. It was 
recently shown that tropical regions with a high 
richness of bat species are infected by pathogenic 
Leptospira spp. [14]. For instance, a diverse group of 
leptospires, including pathogenic (L. interrogans, L. 
kirschneri, and L. borgpetersenii) and intermediate (L. 
fainei) species, was detected in the kidneys of bats from 
the Peruvian Amazon, suggesting that bats are a 
reservoir of Leptospira species [15]. However, little 
information is available about bats and their potential 
role as a reservoir of pathogenic Leptospira spp. in 
Colombia. 

Herein, we evaluated the presence of Leptospira 
spp. in the kidneys of bats from the Caribbean region in 
Colombia deposited in the collection of mammals of the 
Museo Javeriano de Historia Natural (MPUJ-MAMM).  

 
Methodology 
Bat samples 

The bat samples (kidneys of bats) were obtained 
from the collection of mammals at the MPUJ-MAMM. 
The requirements to use samples from the collection 
were completed according to the MPUJ-MAMM. The 
bats were captured in tropical dry forest areas of the 
Caribbean region of Colombia as described previously 
[16]. Kidney samples from each bat were stored in 70% 
ethanol at 4 ºC prior to DNA extraction. The Research 
and Ethics Committees of the Pontificia Universidad 
Javeriana approved this study. 

 

Detection of Leptospira spp. 
Genomic DNA was extracted from bat kidney 

samples using a High Pure PCR Template Preparation 
kit according to the manufacturer’s instructions (Roche, 
Mannheim, Germany). Afterwards, to evaluate the 
DNA integrity and to rule out the presence of inhibitors 
in the sample, conventional PCR was performed with 
the CytB Uni forward (5'-
TCATCMTGATGAAAYTTYGG-3') and CytB Uni 
reverse (5'-ACTGGYTGDCCBCCRATTCA-3') 
primers, which amplify cytochrome B from small 
mammals, according to previously reported procedures 
[17]. Then, to detect DNA from the genus Leptospira in 
samples that tested positive for CytB by PCR, PCR was 
performed with the Lep 1 (5'-
GGCGGCGCGTCTTAAACATG-3') and Lep 2 (5'-
TTCCCCCCATTGAGCAAGATT-3') primers, which 
amplify a 331 bp fragment of the 16S ribosomal RNA 
(rRNA) gene from L. interrogans serovar Canicola, 
using previously described PCR conditions [18]. For 
both types of PCR, the following controls were 
included: reaction (water added in the room containing 
the reaction mixture), gray (water added in the room 
where the sample was added to the reaction) and 
positive (genomic DNA from Leptospira spp.). The 
reaction products were resolved using 1% agarose gel 
electrophoresis followed by staining with the SYBR™ 
Safe DNA Gel Stain (Invitrogen, Waltham, MA, USA). 

 
Detection of pathogenic leptospires 

To detect DNA from pathogenic Leptospira spp., 
PCR was performed with the LipL32-270F (5'-
CGCTGAAATGGGAGTTCGTATGATT-3') and 
LipL32-692R5-
CCAACAGATGCAACGAAAGATCCTTT-3') 
primers, which amplify the gene for the major outer-
membrane lipoprotein LipL32, which is an important 
virulence factor present in all pathogenic strains of 
Leptospira spp. [19,20]. As mentioned above, the 
reaction, gray and positive controls were included, and 
each conventional PCR was repeated at least twice for 
reproducibility. PCR products were visualized using 
1% agarose gel electrophoresis, followed by staining 
with the SYBR Safe DNA Gel Stain (Invitrogen). 

 
Phylogenetic analysis 

Samples that tested positive in 16S rRNA and 
LipL32 conventional PCR were further identified by 
sequencing analyses. The amplicons were purified 
using a Wizard® DNA Clean-Up System kit (Promega, 
Madison, WI, USA) and then sequenced in both 
directions using a 3500 Genetic Analyzer (Applied 
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Biosystems, Foster City, CA, USA). The forward and 
reverse sequences obtained in the present study were 
assembled, edited and compared among themselves and 
with reference sequences available in GenBank after 
alignment using the Clustal algorithm. A phylogenetic 
analysis was performed using the maximum likelihood 
(ML) method based on the Kimura 2-parameter model 
[21], and 1000 bootstrap replicates were performed 
using the complete deletion option and the Close-
Neighbor-Interchange algorithm of the MEGA 
software, Version 6 [22]. 

 
Results 
Detection of Leptospira spp. 

A total of 26 bat kidney samples from 11 genera and 
12 species were analyzed. The analyzed samples of 
each species and their corresponding feeding habits are 
summarized in Table 1. Leptospira spp. were observed 
in 7 of 26 (26.9%) bats from the following 6 species: C. 
perspicillata, G. soricina, D. phaeotis, U. bilobatum, D. 
rotundus, and L. silvicolum. Interestingly, bats with 
Leptospira spp. had different feeding habits, which 
included frugivorous, insectivorous, nectarivorous, and 
hematophagous habits (Table 1). 

To analyze the phylogenetic classification of the 
Leptospira spp. into pathogenic, intermediate, and 
nonpathogenic groups, a phylogenetic analysis of 16S 
rRNA genes was performed. Alignment of the 
Leptospira sequences from bats captured in this region 

Table 1. Bat species from the Caribbean region in Colombia, their ecological data and Leptospira spp. Detection. 

Bat species Feeding habits Municipality† 
Number 

of 
samples 

Leptospira spp. 
detection Frequency¶ 

(%) 16S 
rRNA§ LipL32§ 

Artibeus planirostris Frugivorous Los Córdoba and 
Buenavista 6 ND ND 0.0 

Carollia perspicillata Frugivorous 
Los Córdoba, 
Canalete and 
Buenavista 

5 1 1 20.0 

Glossophaga soricina Nectarivorous (occasionally feeds 
on pollen, fruits and insects) 

Los Córdoba and 
Canalete 3 2 1 66.6 

Dermanura phaeotis Frugivorous Canalete and 
Buenavista 2 1 ND 50.0 

Uroderma bilobatum Frugivorous, insectivorous or 
nectarivorous Buenavista 2 1 1 50.0 

Noctilio albiventris Carnivorous, insectivorous Los Córdoba 2 ND ND 0.0 
Carollia castanea Frugivorous Los Córdoba 1 ND ND 0.0 

Desmodus rotundus Hematophagous Los Córdoba 1 1 1 100.0 
Lophostoma silvicolum Insectivorous Buenavista 1 1 ND 100.0 

Molossus molossus Insectivorous Buenavista 1 ND ND 0.0 
Saccopteryx leptura Insectivorous Buenavista 1 ND ND 0.0 

Vampyriscus nymphaea Frugivorous Buenavista 1 ND ND 0.0 
Total 26 7/26 4/7 26.9 

†Corresponds to the site where the bats were captured; §16S rRNA and LipL32 PCR was performed as described in the Materials and Methods; ¶The frequency 
was determined from the results obtained by 16S rRNA PCR; ND, not detectable by PCR. 

Figure 1. Phylogenetic analysis via maximum likelihood (ML) 
analyses of the 16S rRNA genes of Leptospira spp. 

The tree with the highest log likelihood is shown and is drawn to scale, 
with branch lengths representing the number of substitutions per site. 
The sequences retrieved in this study are indicated by black triangles 
followed by the species name of the bat, and the GenBank numbers from 
the reference sequences are indicated in brackets. The Leptospira spp. 
and their groups are listed to the right of each branch.  
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of Colombia showed an overall identity of 92.0 - 96.7% 
among the sequences. In addition, these sequences had 
identity values of 95.5%, 88.6%, and 72.4% with the 
pathogenic, intermediate, and nonpathogenic leptospire 
sequences reported in GenBank, respectively. ML 
analysis of the 16S rRNA genes generated a tree that 
showed a clear clustering of the Leptospira sequences 
into three distinct branches, as previously described [6]: 
(1) pathogenic species, (2) intermediate species and (3) 
nonpathogenic species. In particular, the bat Leptospira 
sequences clustered with the pathogenic species (Figure 
1).  

 
Detection of pathogenic leptospires 

Amplification of the LipL32 gene was observed in 
4 of 26 kidney samples (15.4%) (Table 1). The 
sequences isolated from D. rotundus and G. soricina 
were identical (GenBank accession number 
MF281056), and they showed identity values of 94.6% 
and 90.7% with the sequences isolated from U. 
bilobatum (GenBank accession number MF281054) 
and C. perspicillata (GenBank accession number 
MF281055), respectively. The identity between the 
sequences isolated from U. bilobatum and C. 
perspicillata was 93.6%. As shown in Figure 2, these 
sequences were close to those of some Leptospira spp. 
that are known zoonotic pathogens. The LipL32 
sequence obtained from C. perspicillata (MF281055) 
was close to that obtained from the L. borgpetersenii 
clade, and it had an identity of 95.9% with the reference 
sequences. The sequence isolated from G. soricina and 
D. rotundus (MF281056) and the sequence from U. 
bilobatum (MF281054) were closest to the sequence of 
the L. interrogans clade; these sequences had genetic 
identity values of 94.9% and 99.6% with the L. 
interrogans reference sequences, respectively. In 
addition, the Leptospira sequence obtained in the 
present study from C. perspicillata was related to the 
variants KX420711 and KX420712 (from Myotis 
blythii and Miniopterus schreibersii, respectively), 
detected in bats from Georgia (USA), and was similar 
to that of L. borgpetersenii [23]. Thus, these results 
suggest that the sequences obtained from LipL32 gene 
amplification in kidney samples from bats 
corresponded to the pathogenic group of Leptospira. 

 
Discussion 

Leptospirosis is a bacterial zoonotic disease caused 
by infection with spirochetes known as Leptospira spp. 
In humans, the disease has been associated with 
socioeconomically disadvantaged populations and it 
has been reported as an infection associated with 

adventure traveling [3,24]. Leptospira spp. have been 
detected in domestic and wild animals, such as rodents, 
canines, cattle, pigs, sheep, sea lions, marsupials, and 
bats [4,10]. Recently, several studies have highlighted 
the role of bats as potential reservoirs of different 
pathogenic microorganisms, including Leptospira spp. 
[13]. A wider variety of bats has been described in 
Colombia than in the rest of Latin America [25]. 
However, to our knowledge, there are currently no 
reports of the presence of Leptospira spp. in this group 
of small mammals in Colombia. Thus, to evaluate the 
presence of these bacteria in bats in Colombia, we 
detected pathogenic Leptospira spp. in the kidneys of 
different species of bats from the Caribbean region that 
were deposited in the MPUJ-MAMM. 

In this study, Leptospira spp. were detected in 7 of 
26 (26.92%) bats, including 6 species with different 
feeding habits. This spirochete has been detected in bats 
from Latin American countries, such as Brazil and Peru, 
with a prevalence of 2% and 3.4%, respectively [15,18]. 
However, a study in the United States did not detect the 
presence of Leptospira spp. in bats [26], which suggests 
that the prevalence of these bacteria in bat populations 
may vary according to the region of study. Interestingly, 
in the present work, the presence of these bacteria was 
detected in D. phaeotis and L. silvicolum, in which the 
presence of Leptospira spp. had not been detected 
previously in bats from America [14,27]. 

Figure 2. Phylogenetic analysis via ML analyses of the lipL32 
genes of Leptospira spp. 

The tree with the highest log likelihood is shown, and ML bootstrap 
values greater than 70 are indicated at each node. The tree is drawn to 
scale, with branch lengths representing the number of substitutions per 
site. The sequences retrieved in this study are indicated by black 
rhombuses with the GenBank number followed by the bat species name. 
The GenBank numbers from the reference sequences are indicated in 
brackets, and the sequences of Leptospira spp. obtained from bat species 
in previous studies are indicated by white rhombuses. 
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Moreover, it is estimated that the presence of 
Leptospira spp. has been detected in approximately 50 
species of bats with different feeding habits [14,28]. In 
this study, Leptospira spp. were detected in different 
species of bats independent of their feeding habits. 
Recently, it was shown that bats from Southern Brazil 
exhibit no associations among the frequency of positive 
results for pathogenic Leptospira and the age, sex, 
species, season of collection, location, or feeding habits 
of the bats [28]; this observation is similar to the results 
obtained in the present study. However, these results 
may be related to the number of bats analyzed in the 
sample used in the present work. 

In Colombia, different studies have been carried out 
at the local level to determine the prevalence of 
leptospirosis in humans in different tropical areas. 
According to the National Health Institute of Colombia, 
in 2005, the prevalence of leptospirosis was 13.1% in a 
group of butchers and rice workers in the Caribbean 
region in Colombia [29]. However, a recent study 
showed that in this department, the circulation and 
transmission of different serovars of L. interrogans 
occur between animals (pigs and dogs), humans and the 
environment, and it has been described that, in this same 
region, the prevalence of leptospirosis in humans was 
67.9% in 2013, with a significant increase in human 
leptospirosis cases compared to the results reported in 
2005 [7,8]. In this study, the presence of Leptospira 
spp. was detected in bats from this same region, which 
suggests that bats could be involved in the transmission 
cycle of the disease and that it is important to study the 
role of bats in the epidemiology of leptospirosis in this 
region. This work is the first to detect pathogenic 
species of Leptospira spp. in populations of bats from 
the Caribbean region of Colombia, and we highlight the 
importance of evaluating the species of bats that are 
dominant at the local level [30] since, due to their 
abundance, they may have a greater probability of 
contacting humans, persisting in transformed 
environments in the Caribbean region and occupying 
the homes of people [31]. 

To date, approximately 22 species of Leptospira 
have been described and are classified according to 
their pathogenicity, as follows: pathogenic, 
intermediate (with low pathogenicity), and saprophytic 
or nonpathogenic species (free-living bacteria that are 
found in the microenvironment and are generally 
considered not to infect animals) [1]. Although it has 
been commonly described that the pathogenic 
Leptospira spp. have similar degrees of pathogenicity, 
a recent phylogenomic analysis identified 4 subgroups 
of pathogenic leptospires, which could explain the 

degree of virulence of each species [32]. Interestingly, 
in the present study, analysis of 16S rRNA conventional 
PCR amplicons by sequencing and phylogeny showed 
that these leptospires detected in bats from the tropical 
dry forests of the Caribbean region of Colombia are 
grouped in the pathogenic group of Leptospira spp. In 
addition, using the same methodological strategy 
mentioned above, the sequences identified by LipL32 
conventional PCR amplification showed a high identity 
with those of the most pathogenic Leptospira spp., as 
described previously [20]. 

Thus, the findings of the present work suggest that 
bats present in tropical dry forests of the Caribbean 
region of Colombia could be potential reservoirs of 
pathogenic Leptospira spp.  

 
Conclusions 

Bats from the Caribbean region of Colombia harbor 
pathogenic Leptospira spp. These preliminary data 
show that bats could play an important role in 
maintaining these bacteria in nature. These data also 
reinforce the need for increased efforts to understand 
the roles of wild animals in the maintenance, spread, 
and transmission of zoonotic microorganisms and, 
therefore, to propose measures for their prevention and 
control. However, it remains necessary to also consider 
the irreplaceable ecological (seed dispersal and 
pollination), economic (insect pest control) and public 
health (control of insects that transmit diseases to 
people) benefits that bats offer. 
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