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Resumen 

 

FUNCIONALIDAD DE LAS CÉLULAS DENDRÍTICAS EN LA INFECCIÓN POR 

TRYPANOSOMA CRUZI 

RESUMEN 

Una de las características más relevantes de la infección por Trypanosoma cruzi es la presencia de 

desordenes inmunológicos.  Previamente, nuestro grupo demostró que la infección aguda con la cepa 

virulenta RA regula negativamente la expresión de moléculas del CMHII en células presentadoras de 

antígeno (CPA) y altera la capacidad de células dendríticas (CD) esplénicas de estimular células T. 

Dado que las CD poseen un rol central en el inicio y desarrollo de la respuesta inmune, en el siguiente 

trabajo de tesis analizamos la capacidad del estadio de tripomastigote (Tp) de modular el estado de 

diferenciación y funcionalidad de CD derivadas de médula ósea in vitro. En dicho modelo, observamos 

que específicamente el estadio de Tp de T. cruzi fracasa a la hora de inducir activación de CD. Estas 

preservan la expresión basal de moléculas del CMHII y coestimulatorias, así como su capacidad 

endocítica. Asimismo, los Tp inducen secreción de TGF- β e incrementan la producción de interleuquina 

(IL)-10, observándose un aumento de la relación IL-10/IL-12p70 durante el tratamiento conjunto con LPS. 

Además, los Tp modulan la activación de CD inducida por LPS, regulando negativamente la expresión del 

CMHII y su capacidad de estimular linfoproliferación.  La neutralización de IL-10  durante la 

diferenciación de las CD in vitro en presencia de Tp+LPS, revierte parcialmente la incapacidad de las CD 

de inducir alorespuesta durante una reacción linfocitaria mixta (RLM). Contrariamente, la neutralización 

simultánea de IL-10 y TGF-β durante la RLM no modifica la falta de alorespuesta observada. 

 

Ambas citoquinas, TGF-β e IL-10 son inmunomoduladoras y se encuentran asociadas a la inducción de 

tolerancia. Por lo tanto, estos resultados demuestran por primera vez que los Tp modulan la 

diferenciación de CD en presencia de LPS in vitro. Dichas CD presentan propiedades tolerogénicas 

(CDreg).  

Asimismo, Tp muertos por calor (Tpmc), pero no fijados con paraformaldehído o productos de excreción 

secreción parasitaria inducen CDreg.  

Las CD son responsables de modular la respuesta de células T, inclusive mediante la diferenciación de 

células T regulatorias (Tregs). Aquí se describe que tanto los Tp vivos como Tpmc alteran la capacidad de 

CD activadas con LPS de estimular linfocitos.  En el cultivo de células T con CDreg se detectó producción 

de IL-10 y bajos niveles de IFN-γ. Asimismo, las CDreg alteran la respuesta ag-específica in vitro (OVA), 

utilizando células T CD4+ purificadas de ratones OT-II. Las células T CD4+ diferenciadas en presencia de 

CDreg (inducidas por Tp o Tpmc), muestran una menor expresión del marcador de activación temprana 

CD69 en comparación con las estimuladas con CD activadas con LPS. Además, estos CD4+ suprimen la 

alorespuesta en el marco de una RLM secundaria. Pese a no detectar diferencias respecto al número de 

Tregs CD4+CD25+FoxP3+, los resultados descriptos sugieren que las CD con propiedades tolerogénicas 

inducidas por T. cruzi, in vitro diferencian células T CD4+ potencialmente supresoras. 

La activación de la respuesta inmune depende del reconocimiento de señales de daño. El 

reconocimiento de patrones moleculares asociados a patógenos (PAMPs) por CD, juega un importante 

papel en el desarrollo de inmunidad. Numerosas moléculas de T. cruzi, capaces de activar CPA, han sido 
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descriptas como ligandos de TLR2. Sin embargo, el modelo en CD se encuentra pobremente 

caracterizado.  

Las CDreg son inducidas por Tpmc, independientemente de infección. El fenotipo regulatorio se 

caracteriza por un estado particular de activación de CD: aumento en la activación de ERK 1/2 inducida 

por LPS y fosforilación de STAT3. Asimismo, los Tp no alteran la activación de p38, degradación de IκB-α 

o translocación a núcleo de NF-κB inducida por LPS. 

La vía de ERK es central en la inducción del fenotipo tolerogénico ya que su bloqueo regula 

negativamente la producción de IL-10 y restaura la capacidad de estimulación de las CD. La activación de 

NF-B pero no la fosforilación de STAT3 está involucrada en la modulación de IL-10 por Tp.  

Un trabajo reciente demuestra que la señalización conjunta vía TLR2 y TLR4 induce sinergismo en la 

liberación de citoquinas anti-inflamatorias en CD murinas. El estímulo de TLR2 y TLR4 utilizando Pam3Cys 

o LPS y Tpmc en CD de ratones TLR2KO o mutantes para el TLR4, demuestra que los altos niveles de IL-10 

son independientes del reconocimiento del parásito por TLR2 pero asociados a la señalización vía TLR4. 

En conclusión, estos resultados sugieren la importancia de la vía de ERK, la señalización por TLR4 y 

activación de NF-B en la modulación de IL-10 inducida por T. cruzi y sugiere la existencia de 

interacciones parásito-CD aún no descriptas.  

La modulación de la diferenciación de CD por T. cruzi, puede explicarse como una estrategia de evasión  

desplegada por el parásito sobre una célula con potencial de desarrollar inmunidad con subsecuente 

control y erradicación de la infección. Sin embargo, muchos de los  mecanismos inmunomoduladores 

que explican la persistencia parasitaria, favorecen el control de una respuesta proinflamatoria 

exacerbada, contrarrestándose el daño tisular concomitante. Futuros estudios permitirán descifrar el 

papel e impacto de los mecanismos inmunomoduladores en el balance entre tolerancia e inmunidad 

durante la infección experimental. 

 

PALABRAS CLAVES: Trypanosoma  cruzi, Células Dendríticas, IL-10, LPS, TLRs.
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DENDRITIC CELL FUNTIONALITY DURING TRYPANOSOMA CRUZI INFECTION 

ABSTRACT 

A main feature of acute infection with Trypanosoma cruzi is the presence of immunological disorders. 

Previously, our group demonstrated that acute infection with the virulent RA strain downregulates the 

expression of MHCII on antigen presenting cells (APC) and impairs the T-cell stimulatory capacity of 

splenic dendritic cells (DC). Since DC have a main role in the initiation and subsequent development of 

immune responses, here we assess the ability of trypomastigotes (Tp) to modulate the differentiation 

stage and functionality of bone marrow-derived DC in vitro. In this model, we observe that specifically Tp 

stage of T. cruzi fails to activate DC, which preserved low expression of MHCII and costimulatory 

molecules as well as endocytic activity. We also describe that Tp induce TGF-β secretion by DC, and 

enhance the gap between interleukin (IL)-10 and IL-12 p70 production, showing a higher IL-10/IL-12p70 

ratio upon LPS-treatment. In addition, we observe that Tp modulate full activation induced by LPS, 

thereby downregulating their MHCII surface expression and inhibiting DC capacity to stimulate 

lymphocyte proliferation. In vitro IL-10 neutralization during DC-differentiation process with Tp+LPS, 

partially reverts poor aloresponse during mixed lymphocyte reaction (MLR). In contrast, simultaneous 

neutralization of both IL-10 and/or TGF-β during MLR does not restore linfoproliferation. 

Since both TGF-β and IL-10 are immunosuppressive cytokines related to the immunoregulation and 

tolerance induction, our results suggest for the first time that Tp modulate LPS-treated DC differentiation 

in vitro. DC described, display tolerogenic properties (DCreg).  

In addition, Tp heat-killed (Tphk), but not fixed with paraformaldehyde or parasite excretion-secretion 

products induce the DC-differentiation profile described for live-Tp.  

DC modulate T cells responses also by inducing differentiation of regulatory T cells. In the present work 

we describe that live or heat-killed Tp affect T-cell stimulatory capacity of LPS-treated DC. T cells cultured 

with DCreg show impaired aloresponse, produce IL-10 and low levels of IFN-γ. DCヴeg aヴe uﾐaHle to 
induce ag-specific responses to OVA using CD4+ T cells from OT-II mice in vitro. Alogenic CD4+ T cells 

primed with DCreg (induced by live or Tphk) show reduce expression of the early-activation marker CD69 

compared with the ones cultured with activated DC (LPS). In addition, CD4+ T cells primed with DCreg 

suppress aloresponse in the context of a secondary MLR. Eventhough, we fail to find CD4+CD25+FoxP3+ 

Tregs, these results suggest DC with tolerogenic properties induced by T. cruzi prime potentially 

regulatory CD4+ T cells.  

Activation of immune responses depends on recognition of danger signal. Recognition of pathogens 

associated molecular pattern (PAMPs) by DC plays a key role in the first steps related to development of 

immunity. Several T. cruzi molecules that stimulate APC were described as Toll-like receptor 2 (TLR2) 

ligands. However, DC models are poorly characterized. Here, we show that DCreg are induced by Tphk 

stimulation, ruling out infection as a key mechanism involved in Tp-DC modulation. Regulatory 

phenotype is characterized by a particular DC activation state, with increased LPS-induced activation of 

extracellular regulated kinase (ERK) 1/2 and phosphorylation of signal transducer and activator of 
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transcription (STAT) 3. We also observe that Tp does not affect p38 activation, IκB-α degヴadatioﾐ oヴ NF-

κB translocation to the nucleus induced by LPS. ERK has a central role in DC differentiation since its 

blockade down-regulates IL-10 production and restores DC stimulatory capacity. NF-B activation but 

not STAT3 phosphorylation is associated to IL-10 modulation by Tp.  

A recent work shows that signaling via TLR4 and TLR2 induces a synergism in anti-inflammatory cytokine 

production in murine DC. Upon TLR2 and TLR4 stimulation using Pam3Cys or LPS and Tphk in DC from 

TLR2 knock out (KO) or TLR4-mutant mice, we show that high levels of IL-10 are independent of TLR2 but 

associated to TLR4 signallization. In conclusion, all these findings demonstrate a key role of ERK and TLR4 

in association to NF-B in IL-10 modulation induced by T. cruzi and suggest that this regulatory effect 

involves parasite-DC interactions not described yet.  

Modulation of DC differentiation program by T. cruzi might be an evasion mechanism displayed by the 

parasite with immunosuppressive effects and consequences in the eradication of the parasite. However, 

immunoregulatory mechanisms in general associated with parasite persistence, may also control pro-

inflammatory responses and counteract host tissue damage. Future goals will undercover the role and 

impact of immunomodulation in the balance between tolerance and immunity during the experimental 

infection in vivo.  

 

KEYWORDS: Trypanosoma cruzi, Dendritic cells, IL-10, LPS, TLRs. 
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BSA: albumina bovina sérica  
ac: anticuerpo 
ag: 
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CD: 
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CPA: célula presentadora de antígeno 
cpm: 
DMSO: 
DO: 

cuentas por minuto 
dimetil sulfóxido 
densidad óptica 

ES: 
Epis: 

error estándar 
epimastigotes 

FACS: PBS suplementado con 1%  BSA y 0,05%  NaN3 
FITC : isotiocianato de fluoresceína 
g: 
GIPL: 

aceleración de la gravedad 
glicoinositolfosfolípidos 

GM-CSF: factor estimulatorio de colonias granulocito-macrófago  
GPI: 
h: 

glicosilfosfatidilinositol 
horas  

idp:                     Intradermoplantar 
IFM:                    intensidad de fluorescencia mediana 
Ig: inmunoglobulina 
IMDM: medio Dulbecco modificado por Iscove. 
IMDM-10: medio IMDM suplementado con 10%  de SFB 
ip: intraperitoneal 
LB: 
Lg: 
LPG: 

linfocito B 
células de ganglio linfático 
lipofosfoglicano 

LPS: lipopolisacárido 
LT: 
MAPKs: 

linfocitos T 
proteínas quinasas activadas por mitógenos 

MACS: selección celular por campo magnético 
min: 
on: 
ON: 
OVA: 
PAMPs: 

minutos 
overnight 
óxido nítrico 
ovoalbúmina 
patrones moleculares asociados a patógenos 

PBS: solución salina de fosfato 
PBS-T: PBS suplementado con 0,05%  Tween 20  
PRRs: Receptores de reconocimiento de patrones 
PE: Ficoeritrina 
RPMI-10: medio RPMI 1640 suplementado con 10%  de SFB 
RPMI-5: 
RLM: 
SDS: 

medio RPMI 1640 suplementado con 5%  de SFB 
reacción linfocitaria mixta 
dodecilsulfato sódico  
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TBS: 

suero fetal bovino 
sobrenadante 
Tris-buffer salino 

TCR: receptor de células T 
TLRs: Toll–like receptors  
T. cruzi: Trypanosoma cruzi 
Tp: 
WT:                     

tripomastigotes sanguíneos 
wild type 

μCi: Microcurie 
μg: microgramos 
μl: microlitro 
μm: 
 

micrometro 
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INTRODUCCIÓN 

 

1. Enfermedad de Chagas 

La enfermedad de Chagas o Tripanosomiasis americana es una infección causada por el protozoario 

Trypanosoma cruzi. Esta parasitosis afecta tanto al ser humano como a otros mamíferos y constituye un 

problema de salud pública en Latinoamérica, donde entre 16 y 18 millones de personas se encuentran 

infectadas y aproximadamente 80 millones están en riesgo permanente de contraer la infección. En 

Argentina, aproximadamente 3 millones de individuos se encontrarían infectados con T. cruzi y el área 

endémica cubre alrededor del 60%  de la superficie del país (WHO 2005).   

  

1.1 Distribución geográfica 

La enfermedad de Chagas se encuentra ampliamente distribuida en América Latina y en general la 

localización del parásito coincide con la presencia del insecto vector (triatominios), asociada a factores 

climáticos y socioeconómicos que favorecen la instalación del insecto en la vivienda humana o en el 

peridomicilio. Se ha encontrado al vector infectado con T. cruzi desde el paralelo 40° de latitud norte en 

Estados Unidos, hasta el paralelo 45° de latitud sur en Argentina y Chile (OPS 2003).  

En nuestro país, la zona endémica comprende desde el límite norte con Bolivia, Paraguay y Brasil, hasta 

la provincia de Chubut (Wisnivesky-Colli C, 2003). 

Como el parásito no sólo se trasmite por vía vectorial sino que también lo hace por vía trasplacentaria, 

transfucional o por trasplante de órganos, unido a las migraciones de Latinoamérica hacia distintos 

países de Europa, América del Norte, etc., actualmente la enfermedad tendría una distribución que 

excede a la tradicionalmente descripta.  

 

1.2 Fases de la enfermedad 

T. cruzi es un parásito que se duplica intracelularmente y  una vez dentro del huésped tiene el potencial 

de infectar distinto tipo de células nucleadas (Burleigh y Andrews 1995). Actualmente se definen 2 fases 

en la infección: aguda y crónica (Reunión Final del Consenso Internacional sobre Etapa Indeterminada de 

la Enfermedad de Chagas, Buenos Aires 2010). Las alteraciones descriptas en cada una de estas fases 
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suelen ser diversas y dependen tanto del contexto genético del huésped, de la edad, su estado 

inmunológico y nutricional, como de las características biológicas del parásito (cepa, virulencia, inóculo). 

En general, durante la etapa aguda de la infección existe una elevada carga parasitaria y daño tisular 

mientras que en la fase crónica se observan procesos inflamatorios crónicos y patologías asociadas a 

órganos como corazón, esófago y/o colon (Brener y col. 2000).  

 

1.2.1 Fase aguda 

Abarca un período de 4 a 8 semanas luego de la entrada del parásito al huésped mamífero. En algunos 

casos la infección aguda puede presentar signos de puerta de entrada como es el chagoma de 

inoculación caracterizado por un proceso inflamatorio agudo que produce una induración dolorosa y 

eritematosa y es a menudo acompañado por inflamación de ganglios linfáticos satélites. En general en 

esta etapa no se observan manifestaciones clínicas importantes, pudiéndose presentar un cuadro febril 

pasajero con signos o síntomas inespecíficos (Brener y col. 2000). Rara vez se describen casos agudos con 

hepatoesplenomegalia, anemia y/o trombocitopenia. Excepcionalmente, y solo en niños o pacientes 

inmunocomprometidos, pueden presentarse formas severas con miocarditis aguda o meningoencefalitis 

capaces desencadenar la muerte (WHO 2005).  

La existencia de una relativamente elevada parasitemia durante esta fase permite realizar el diagnóstico 

de la infección por métodos directos. 

Ante un avance favorable, la respuesta inmune controla la carga parasitaria en circulación y tejidos 

(Moncayo y Ortiz Yanine 2006), dando paso a la etapa crónica de la infección.  

 

1.2.2 Fase crónica  

Una vez transcurrida la etapa aguda de la infección, la respuesta inmune del hospedero logra controlar la 

parasitemia dando comienzo a la siguiente fase de la infección. Mientras no se presentasen signos y 

síntomas anteriormente dicha fase era denominada indeterminada. En la ciudad de Buenos Aires, el día 

20 de marzo de 2010 durante la Reunión Final del Consenso Internacional sobre Etapa Indeterminada de 

la enfermedad de Chagas, un comité de expertos acordó suprimir el término さindeterminadoざ para 

definir la fase clínica de esta enfermedad en la cual se registra serología positiva y no se observan signos 

y síntomas clínicos (WHO 2005). Dicho comité acordó la denominación de fase crónica para la etapa 
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posterior a la aguda, en la cual los pacientes, con serología positiva, pueden o no poseer signos y 

síntomas clínicos. 

Habitualmente, esta etapa es asintomática y se extiende durante toda la vida del paciente. Desde el 

punto de vista epidemiológico estos pacientes constituyen un reservorio importante de la infección. Por 

razones que aún se desconocen, aproximadamente 30%  de los individuos puede presentar 

manifestaciones clínicas luego de un período comprendido entre 10 a 20 años. Cuando estas 

manifestaciones aparecen los pacientes pueden presentar compromiso de diferentes órganos, por lo 

cual los síntomas y/o signos clínicos que se observan son de expresión variada. Sin embargo, las formas 

cardíacas y digestivas son las de mayor relevancia epidemiológica (Prata 2001).  

Las diferentes formas de la enfermedad crónica presentan marcadas variaciones en cuanto a su 

distribución geográfica. La digestiva es la predominante en poblaciones del sur de Ecuador y centro de 

Brasil, con diferente prevalencia en cada uno de estos países. En la Argentina, la presentación más 

frecuente es la cardiomiopatía. La incidencia de esta patología es máxima entre la segunda y cuarta 

década de la vida. Con menor frecuencia pueden observarse alteraciones digestivas (megacolon o 

megaesófago) y neurológicas (6 y 3% , respectivamente) (Storino y col. 1997). 

En la Argentina se ha estimado que existe un 30-40%  de personas infectadas que desarrollan la patología 

durante la fase crónica. Las arritmias son expresiones usuales en estos pacientes y pueden estar 

acompañadas de cardiomegalias (Schmuñis 1998). Asimismo, pueden producirse bloqueos completos o 

incompletos de alguna de las ramas del haz de His. Con mayor frecuencia se observa bloqueo completo 

de rama derecha o hemibloqueo de rama anterior izquierda. La hipertrofia ventricular es común, aunque 

también se puede observar hipertrofia auricular. La afección cardiaca puede incluir además valvulopatías 

y tromboembolismo. Todas estas manifestaciones pueden llevar a la muerte  (Prata 2001). 

Las formas digestivas de relevancia epidemiológica son el megacolon y megaesófago. La prevalencia de 

estas formas clínicas habitualmente no supera el 10% . La literatura indica una ocurrencia elevada de 

casos en la región central de Brasil. También se han identificado con baja frecuencia algunos pacientes 

con megavísceras en Chile, Ecuador, siendo aún menor en Perú, Bolivia, Uruguay y Argentina. Esta 

patología es consecuencia de la alteración del sistema nervioso autónomo del aparato digestivo, que se 

manifiesta con pérdida del tono causando dilatación y deterioro de la motilidad (de Rezende y Moreira 

1988, WHO 2005). 
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1.3 Tratamiento 

La infección congénita es, junto a la transfusional, una de las vías responsables de la urbanización de la 

enfermedad de Chagas. Debido a la implementación de programas de control vectorial, es de esperarse 

en los próximos años una disminución de la incidencia de transmisión congénita a partir de la reducción 

de la población de mujeres en edad fértil infectadas por T. cruzi (Altcheh y col. 2005). La transfusional es 

una de las vías más importantes de transmisión de T. cruzi en países endémicos (aunque no sólo ocurre 

en estos), donde la prevalencia en donantes de sangre varía entre un 2-3%  en grandes ciudades como 

Buenos Aires (Blejer col. 2001). Por lo tanto el tamizaje por técnicas serológicas en los bancos de sangre 

y el seguimiento de la mujer embarazada seropositiva son fundamentales en el control de la trasmisión 

no vectorial de la infección. 

Desde la década del  30 se realizan intentos para obtener una droga apropiada para el tratamiento de la 

infección por T. cruzi. De los compuestos evaluados experimentalmente, se completó la investigación 

clínica del 5-nitrofurano sintetizado en 1952 (Nifurtimox) y del derivado de 2-nitroimidazole sintetizado 

en 1968 (Benznidazole). La experiencia en pacientes cursando fase aguda mostró la negativización de las 

pruebas parasitológicas directas y del xenodiagnóstico, así como de la serología entre los 4 y 12 meses 

posteriores al tratamiento, en el 88-100%  de los casos. Sin embargo, solo se observó negativización 

serológica en pacientes crónicos de entre 6 a 10 años de edad (Cichero y col. 1969). Estos resultados, 

sumados a la hipótesis de la autoinmunidad, caracterizada en dicho período como único mecanismo 

patogénico, dieron lugar a la recomendación en Argentina y Brasil de tratar exclusivamente casos agudos 

de la enfermedad (Sosa-Estani y col. 2009).   

A mediados de la década del noventa surgieron nuevas evidencias que  indicaban que la fisiopatología de 

la enfermedad estaba asociada a la persistencia parasitaria en el huésped crónico (Zhang y Tarleton 

1999). Por lo tanto, se retomaron los estudios clínicos controlados en pacientes en fase crónica tratados 

con Benznidazol. Algunos describieron una disminución en la incidencia de las alteraciones 

electrocardiográficas y mayor negativización serológica entre los pacientes tratados comparados con los 

no tratados en un seguimiento promedio de 8 años (Viotti y col. 1994). Teniendo en cuenta estos y otros 

resultados, en 1997 fueron revisadas las normas de atención del infectado por T. cruzi en Argentina. El 

tratamiento se recomendó a todo paciente en fase aguda de la enfermedad de Chagas y a niños y 

adolescentes en fase indeterminada, hoy denominada crónica asintomática (Ministerio de Salud y Acción 
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Social 1998). La OMS a su vez, ha extendido el criterio de tratamiento a pacientes adultos en fase crónica 

asintomática o con alteraciones cardíacas incipientes, en caso de accidentes de laboratorio o durante 

cirugías y a donante o receptor de trasplantes de órganos (WHO 2005).  En nuestro país está 

normalizado el tratamiento en los casos de trasplantes de órganos sólidos y accidentes de laboratorio.  

Los resultados muestran una disminución en las alteraciones electrocardiográficas y en la progresión de 

la enfermedad en pacientes tratados respecto a los no tratados. Esto llevó a que recientemente, 

numerosos expertos comunicaran su recomendación de extender el tratamiento etiológico con 

Benznidazol a pacientes seropositivos de hasta 50 años (Sosa-Estani y col. 2009). 

En todos los casos se indica realizar el acompañamiento médico y de laboratorio clínico durante el 

tratamiento con el fin de monitorear al paciente ya que el tratamiento parasiticida con Benznidazol 

presenta efectos adversos que aparecen entre un 4 y 30%  de los casos (Castro y Díaz de Toranzo 1988). 

Así mismo, se han detectado casos de falla terapéutica que puede ser explicada por la existencia de 

cepas naturalmente resistentes a las drogas (Andrade y col. 1992, Celentano y González Cappa 1993).  

Las drogas tripanocidas actuales seguirán siendo por el momento las de elección ya que el mercado que 

representan los pacientes chagásicos no motiva la investigación y desarrollo de nuevas drogas 

tripanocidas por parte del sector privado o las autoridades nacionales y organismos como la OPS y OMS 

no han definido aún estrategias concertadas para enfrentar este problema (Médicos sin fronteras 2003).  

 

2. El agente etiológico 

2.1 Clasificación taxonómica 

El Trypanosoma cruzi fue descubierto por Carlos Chagas y denominado así en homenaje a su maestro 

Oswaldo Cruz. La clasificación taxonómica del parásito según estudios morfológicos, biológicos, 

bioquímicos y genéticos lo ubica dentro del reino Protista, subreino Protozoa, phylum 

Sarcomastigophora, clase Zoomastigophora, orden Kinetoplástida, familia Trypanosomatidae, género 

Trypanosoma, subgénero Schizotrypanum, especie cruzi. El orden Kinetoplástida comprende otros 

parásitos de importancia médica como los del género Leishmania. Los microorganismos de este orden se 

caracterizan por poseer un flagelo anterior bien desarrollado que en los estadios extracelulares se 

origina de la bolsa flagelar, que normalmente contiene una estructura paraflagelar y otra estructura 

prominente, conocida como cinetoplasto, que corresponde a una condensación de ADN localizado en el 
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interior de una mitocondria única y ramificada por todo el cuerpo del protozoario. T. cruzi es un 

protozoo digenéico que alterna su ciclo de vida natural entre un huésped vertebrado mamífero (más de 

100 especies de diferentes órdenes) y otro invertebrado, que puede ser alguno de los más de 130 

hemípteros hematófagos de la familia Reduviidae (Lambrecht 1965, Zeledón y Rabinovich 1981). 

  

2.2 Ciclo de vida y estadios evolutivos 

Como parte de un proceso evolutivo y en función de la gran diversidad de ambientes que constituyen el 

nicho del parásito a lo largo de su ciclo de vida, se han seleccionado adaptaciones que le permiten 

persistir en condiciones tan variables como el tubo digestivo del insecto vector, la sangre de los 

mamíferos o el medio intracelular en estos huéspedes. Las adaptaciones a cada uno de los ambientes 

son acompañadas por cambios morfológicos, bioquímicos y fisiológicos en el parásito (Katzin y col. 1983, 

Isola y col. 1986). Todas estas modificaciones se traducen en estrategias adaptativas que evidencian su 

capacidad de establecerse y persistir en el huésped infectado (Nogueira y col. 1975, Joiner y col. 1985).  

Su ciclo biológico se inicia cuando el insecto vector hematófago se alimenta de un mamífero infectado 

que puede contener tripomastigotes (Tp) circulantes. Los Tp llegan al intestino del vector, inicialmente se 

diferencian a epimastigotes (Epis) duplicativos para luego pasar a Tp metacíclicos. Este proceso de 

diferenciación de un estadio replicativo no-infectivo a uno no-replicativo infectivo para el huésped 

mamífero está ampliamente estudiado, y es promovido por las condiciones del microambiente intestinal 

del vector (Isola y col. 1986, Fraidenraich y col. 1993, Wainszelbaum y col. 2003). Posteriormente el 

triatomineo infectado se alimenta, defeca sobre la piel o mucosas del huésped mamífero depositando Tp 

metacíclicos. Éstos penetran en las células del tejido próximos al microtrauma de la picadura o de 

mucosas. Luego e intracelularmente, el parásito se diferencia a amastigote (Am), multiplicándose por 

fisión binaria. Después de numerosas duplicaciones, los Am se diferencian a Tp, que son liberados por 

lisis celular, alcanzan el torrente circulatorio y pueden invadir nuevas células (Dvorak 1975). Durante la 

diseminación hemática los tp atraviesan los capilares sanguíneos alcanzando diversos tejidos. El ciclo 

biológico se completa cuando el insecto vector no parasitado se alimenta del mamífero infectado y 

adquiere el parásito. 

La distribución geográfica de los insectos vectores y del huésped vertebrado, está asociada a la 

preferencia de los insectos hematófagos por determinadas fuentes de alimento y definen dos ciclos de 

transmisión de T. cruzi: uno selvático que involucra diferentes especies de insectos con animales 
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salvajes, y otro doméstico o peridoméstico en el cual tanto animales domésticos como seres humanos 

actúan como reservorios. 

La transmisión del parásito también puede realizarse sin la participación del insecto vector como ocurre 

en los casos de transmisión transfusional, congénita y trasplante de órganos. 

Los estadios básicos se definen de acuerdo al hábitat y a caracteres morfológicos y estructurales como 

son la posición del cinetoplasto respecto del núcleo y la región donde se origina el flagelo (Katzin y col. 

1983). 

Epimastigote: Estadio multiplicativo, no infectivo para el huésped mamífero, que se encuentra en el 

intestino medio del vector invertebrado. De aspecto fusiforme (20 a 40 µm de longitud), el cinetoplasto 

se localiza en posición anterior al núcleo y el flagelo se encuentra libre en casi toda su extensión. 

Tripomastigote metacíclico: Forma no multiplicativa e infectiva para el huésped mamífero, producto de 

la diferenciación de los Epis en la porción distal del intestino del vector. Se deposita con las heces del 

insecto para luego penetrar por mucosas o por solución de continuidad de la piel en el huésped e 

infectar células (Fife 1977). Tiene forma alargada (20 a 32 μﾏぶ ┞ posee uﾐ ﾐúIleo vesiIuloso Ioﾐ el 

cineplasto localizado posteriormente a éste. Debido a que el flagelo nace en la proximidad del 

cinetoplasto, emerge por un costado del soma del parásito y lo recorre por debajo de la membrana 

citoplasmática para liberarse por el extremo anterior, dando como resultado la ilusión óptica de una 

membrana ondulante extensa.  

Tripomastigote sanguíneo: Es la forma no multiplicativa e infectiva para el insecto vector y para el 

mamífero. Surge de la diferenciación del Am. Puede infectar células nuevas o pasar al vector 

invertebrado y cerrar así el ciclo de vida del parásito. Tiene forma alagada y presenta el cinetoplasto 

posterior al núcleo. El flagelo se dispone de manera similar a la descrita para el Tp metacíclico. 

Amastigote: Es el estadio multiplicativo e intracelular en el huésped mamífero. Proviene de la 

diferenciación de los Tp, tanto metacíclicos como sanguíneos. Posee una forma redondeada, mide 2 a 4 

µm, su flagelo está secuestrado dentro de una bolsa; presenta un núcleo grande y cinetoplasto. 
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2.3 Poblaciones de T. cruzi 

La diversidad de formas clínicas presentes en la enfermedad de Chagas refleja que la patología depende 

en gran medida de la relación huésped-parásito. En este sentido, aproximadamente sólo un 30%  de 

individuos crónicamente infectados desarrollan sintomatología como cardiomiopatía, daño del sistema 

nervioso periférico y disfunciones del tracto digestivo que llevan a megavísceras. Además, la incidencia 

de las distintas formas clínicas varía de acuerdo al área endémica; las patologías digestivas predominan 

en Brasil pero son casi inexistentes en Venezuela y Centroamérica al igual que en Argentina (WHO 2005). 

En la Amazonía, la infección con T. cruzi parece ser menos severa y los individuos infectados 

generalmente quedan asintomáticos de por vida (Coura y col. 2002). Estas diferencias reflejan la gran 

diversidad en los mecanismos de inducción de daño dependientes del polimorfismo genético del 

huésped así como de variaciones intraespecíficas en las poblaciones de T. cruzi (Tibayrenc y Ayala 1999). 

El estudio y caracterización de los aislamientos de T. cruzi demuestran una gran diversidad de 

características biológicas, dando lugar a la clasificación de cepas (Revollo y col. 1998, Martínez-Díaz y col. 

2001, Buscaglia y Di Noia 2003). Los Tp sanguíneos aislados de pacientes y animales infectados presentan 

diferencias no sólo morfológicas (formas delgadas y gruesas) (Brener 1973, González Cappa y col. 

1981b), sino también de otros parámetros tales como velocidad de multiplicación, tropismo tisular, 

expresión de antígenos (ags) en superficie y grado de virulencia (González Cappa y col. 1981a, Dvorak  

1984, Andrade y col. 1999, Tibayrenc y Ayala 1999, Zingales y col. 1999, Brisse y col. 2001). 

La población de T. cruzi se caracteriza por poseer una estructura policlonal, existiendo poca evidencia de 

intercambio de ADN (Tibayrenc y Ayala 2002). Sin embargo, se lo considera un taxón muy heterogéneo 

(Macedo y Pena 1998). Por consenso internacional, en el año 1999, se propuso que la población de T. 

cruzi estaría conformada por dos grupos filogenéticos principales determinados tanto por marcadores 

moleculares como bioquímicos y que fueron denominados T. cruzi I y T. cruzi II. Posteriormente, la 

heterogeneidad del segundo grupo permitió su división en 5 subgrupos denominados T. cruzi IIa-e (Brisse 

y col. 2000). Recientemente, en el consenso de Río de Janeiro 2009 (Zingales y col. 2009) se propuso que 

cada uno de los subgrupos del linaje T. cruzi II debería ser considerado como una unidad discreta de 

tipificación (DTU), proponiendo una modificación en la nomenclatura empleada hasta el momento (Tabla 

1; Zingales y col. 2009). 
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TABLA 1: Nomenclaturas propuestas para linajes de T. cruzi. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La tipificación molecular de aislados de T. cruzi inicialmente asoció T. cruzi I a los ciclos de transmisión 

silvestres y domésticos en el norte de Sudamérica, Centroamérica y Norteamérica (Sánchez-Guillén y col. 

2002, Añez y col. 2004, Ruíz Sánchez y col. 2005, Roellig y col. 2008, Falla y col. 2009). En el sur de 

Sudamérica este linaje ha sido asociado principalmente al ciclo de transmisión silvestre, mientras que los 

linaje II, V y VI se restringen al ciclo doméstico y serían los principales responsables de infecciones 

humanas en esta región (Higo y col. 2004, Cardinal y col. 2008).  

Se especula que la gran diversidad genética de los diferentes aislados de T. cruzi tendría consecuencias 

importantes al evaluar parámetros como multiplicación in vitro, perfil antigénico, virulencia, tropismo 

tisular, sensibilidad a drogas tripanocidas (Revollo y col. 1998, de Lana y col. 1998, Tibayrenc y Ayala 

1999, Risso y col. 2004). En paralelo, y dada la relación existente entre la persistencia parasitaria y el 

desarrollo de patología (Tarleton 2001), resulta factible pensar que la heterogeneidad de poblaciones de 

T. cruzi podría tener implicancias en las diferentes formas clínicas mencionadas (Macedo y Pena 1998, 

Buscaglia y Di Noia 2003, Macedo y col. 2004). Los seres humanos pueden ser considerados como 

Consenso 1999 Brisse y col. 2000 Consenso 2009 (Zingales y col. 2009) 

T. cruzi I - T. cruzi I 

T. cruzi II T. cruzi IIb T. cruzi II 

T. cruzi IIc T. cruzi III 

T. cruzi IIa T. cruzi IV 

T. cruzi IId T. cruzi V 

T. cruzi IIe T. cruzi VI 
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huéspedes accidentales recientes en la historia evolutiva de T. cruzi. Por lo tanto, se considera que la 

presentación de la patología clásica asociada a la enfermedad de Chagas, puede variar entre los linajes. 

En general, la patología en humanos se encuentra escasamente asociada a aislados de linaje I, al menos 

en el sur de América del Sur. Sin embargo las poblaciones de T. cruzi suelen ser policlonales y los clones 

presentes en una misma cepa (que a la vez pueden ser variables) no muestran el mismo patrón de 

tropismo tisular. Es importante considerar que la población parasitaria a la cual se accede para el análisis 

no siempre se corresponde con la que es causante de la patología (Macedo y col. 2004). 

 

3. La interacción huésped-parásito 

Los parásitos protozoarios, en general  producen infecciones de tipo crónico. Pese a la extensa 

búsqueda, la falta de intervenciones exitosas que lleven a la cura parasitológica pone de manifiesto las 

sofisticadas estrategias de evasión desarrolladas por estos patógenos. Para establecerse, una vez 

atravesadas las barreras primarias, los microorganismos deben enfrentar al sistema inmune del huésped. 

Estas barreras incluyen la cascada del complemento y otros mecanismos líticos, fagocitosis, hidrolasas 

lisosomales y especies tóxicas producto del estrés oxidativo asociado a la activación de células fagocíticas 

mono y/o polimorfonucleares, la presentación antigénica y el desarrollo de la fase efectora de la 

respuesta asociada a la inmunidad adaptativa. En el caso de protozoarios que se diseminan por vía 

sistémica y se establecen a nivel tisular, una de las principales estrategias de evasión la constituye su 

capacidad de instalarse intracelularmente. En el caso de T. cruzi, los Tp invaden células de mamífero 

utilizando diferentes moléculas de superficie que son reconocidas por la célula huésped. Por lo tanto, el 

establecimiento exitoso de la infección está asociado a la interacción temprana del parásito con la célula 

huésped y la consecuente modulación de su funcionalidad.  

 

3.1 La respuesta inmune en la infección por T. cruzi 

T. cruzi invade distintos tipos celulares, incluido macrófagos especialmente en el período agudo de la 

infección. Estudios previos demuestran que en el modelo de infección experimental de ratón, el control 

de la carga parasitaria y la sobrevida depende de la activación de macrófagos y muerte de parásitos 

intracelulares por estallido respiratorio, inmunidad mediada por células T y respuesta de anticuerpos 

(acs) protectivos (Tarleton 1990 y 1991, Nickell y col. 1993, Sztein y Kierszenbaum 1993, Rottenberg y 
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col. 1995).  Independientemente, durante las primeras etapas de la infección se describe un incremento 

de la celularidad en el bazo y aumento en el número de células secretoras de acs en órganos linfoides 

secundarios. En general, se considera que existe una extensa activación policlonal; sin embargo la misma 

no es ag-específica (Minoprio y col. 1988 y 1989, Ouaissi y col. 2001). 

Consistentemente, las citoquinas sintetizadas durante el curso de una respuesta pro-inflamatoria, 

regulan positivamente la muerte del parásito por macrófagos. El agregado de IFN-γ ふPlata ┞ Iol. ヱΓΒヴ, 

Golden y Tarleton 1991, Muñoz-Fernandez y col. 1992), GM-CSF (Reed y col. 1987, Olivares-Fontt y Vray, 

1995) o TNF-α ふDe-Titto y col. 1986, Wirth y Kierszenbaum 1988, Muñoz-Fernandez y col. 1992) a cultivos 

de macrófagos infectados con T. cruzi resulta en un aumento en la muerte de Am intracelulares, 

mientras que el agregado de citoquinas inmunoreguladoras como el TGF-β o IL-10 inhibe la actividad 

tripanocida de macrófagos activados por IFN-γ ふGazziﾐelli ┞ col. 1992, Silva y col. 1992).  

A diferencia de lo que ocurre en la infección experimental por Leishmania major donde se observa que la 

susceptibilidad del huésped está asociada a la polarización hacia una respuesta de tipo Th2 (Sher y 

Coffman 1992), en la infección por T. cruzi tanto en cepas de ratones susceptibles como resistentes se 

detectan altos niveles de IFN-γ ふNaHoヴs ┞ Taヴletoﾐ ヱΓΓヱぶ, pero algunos estudios demuestran que la 

susceptibilidad a la infección estaría asociada a la producción de IL-4 o IL-10 por esplenocitos o 

poblaciones celulares peritoneales (Silva y col. 1992, Hoft y  col. 1993, Minoprio y col. 1993, Reed y col. 

1994). Sin embargo, otros autores observaron producción de IL-10 por esplenocitos durante la infección 

experimental por T. cruzi independientemente de la susceptibilidad del huésped (Zhang y Tarleton 1996).  

Trabajos posteriores utilizando acs neutralizantes o animales transgénicos, permitieron determinar la 

importancia de citoquinas pro-inflamatorias como IL-12, IFN-γ ┞ TNF-α eﾐ el Ioﾐtヴol de la paヴasiteﾏia 

durante la etapa aguda de la infección por T. cruzi (Hunter y col. 1996), el rol de la IL-10 en el control de 

la respuesta inmune exacerbada y la importancia de los mecanismos efectores de la respuesta 

adaptativa luego de las dos primeras semanas de infección (Abrahamsohn y Coffman 1996, Hunter y col. 

1997). 

La participación de las células T en mediar la resistencia contra la infección por T. cruzi ha sido 

ampliamente estudiada: la transferencia de células T purificadas de ratones infectados confiere 

resistencia contra la infección aguda a ratones susceptibles (Reed 1980). Desde entonces se ha 

demostrado la relevancia tanto de las subpoblaciones de células T CD4+ como CD8+ en esta resistencia, 

ya que la ausencia de cualquiera de ellas resulta en un aumento en la susceptibilidad a la infección 



Introducción 

 

 

12 

 

(Araujo y col. 1989, Abrahamsohn y Coffman 1996, Miyahira y col. 1999, Kumar y Tarleton 2001). De la 

misma manera, se ha descrito que los linfocitos Th1 productores de IL-2 e IFN-γ juegan un papel 

importante en la inducción de la respuesta inmune protectora actuando en colaboración con los 

macrófagos activados por IFN-γ ┞ Ioﾐ Iélulas B pヴoduItoヴas de acs (Nickell y col. 1993). Las células T 

CD8+ citotóxicas, capaces de destruir células infectadas, tendrían una participación fundamental en la 

defensa contra esta parásitosis (Tarleton 1990 y 1991). De hecho, el parásito intracitoplasmático libera 

proteínas que son procesadas y presentadas en el contexto de moléculas de histocompatibilidad de clase 

I (Garg y col. 1997). En estudios recientes se demostró una marcada inmunodominancia de epítopes 

asociados a la familia de la trans-sialidasa (TS) (Martin y col. 2006). En ratones C57/BL6 más de un 30%  

de células T CD8 son específicas para un único epítope asociado a TS durante el pico de la parasitemia. 

Futuros estudios determinarán si la expresión simultánea de distintas variantes de TS en el parásito está 

asociada a fenómenos de evasión de la respuesta y persistencia parasitaria (Tzelepis y col. 2008, Padilla y 

col. 2009). 

La infección por T. cruzi induce una fuerte respuesta de células T CD8+, detectable durante la 

persistencia parasitaria y con generación de CD8 de memoria, funcionales. Sin embargo, y a diferencia de 

lo que ocurre en otras infecciones, la activación e inducción de CD8 específicos se encuentra retrasada 

en el tiempo (Martin y col. 2006, Tzelepis y col. 2007) y parece no estar asociada a fenómenos activos de 

supresión de células T (Kotner y Tarleton 2007, Martin y col. 2007, Sales y col. 2008) pero si a una 

eﾐtヴada さsileﾐIiosaざ ┞ Ioﾏpaヴtida poヴ ﾏuIhos otヴos patógeﾐos que causan infecciones de curso crónico 

(Davenport y col. 2009). Por lo tanto, pese al desarrollo de CD8 específicos con funciones efectoras, el 

sistema inmune falla en el control de la carga parasitaria, observándose alta mortalidad en los casos de 

infección experimental en ratones con cepas de alta virulencia. 

En general, en las infecciones crónicas se describe la alteración en la funcionalidad de células T ag-

específicas, con cambios en el compartimento de células T totales, descensos en el número de células 

vírgenes y aumentos en las de memoria por exposición persistente a ags (van Baarle y col. 2005). En el 

caso de la infección por T. cruzi, trabajos realizados con pacientes describen alteraciones en el 

compartimento de células T CD8+ (Higuchi y col. 1993, Albareda y col. 2006). Entre ellas, se ha 

caracterizado una correlación negativa en el porcentaje de CD8+ específicos de memoria productores de 

IFN-γ periféricos y la severidad de la clínica (Laucella y col. 2004, Albareda y col. 2006). Resultados 
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semejantes se han comunicado para células T CD4+. Concomitantemente, estas células efectoras se 

caracterizan por tener marcadores de reclutamiento temprano, no compatible con el fenotipo esperado 

para células de memoria (Albareda y col. 2009).  

Experimentalmente, durante la etapa crónica de la infección dominan los infiltrados celulares 

característicos de la miocarditis causada por T. cruzi, ricos en infiltrados de tipo Th1 e involucrados en el 

daño tisular y posterior fibrosis del miocardio (Reis y col. 1993, Gomes y col. 2003, Dutra y col. 2005). 

Existen trabajos que demuestran que células T CD8 aisladas de músculo o tejido cardíaco de ratones 

infectados con T. cruzi expresan un fenotipo activado de memoria, pero son disfuncionales en 

comparación con los CD8 esplénicos (Leavey y Tarleton 2003).  

Los resultados expuestos ponen de manifiesto la complejidad con respecto a la dinámica celular 

existente durante el curso crónico de la infección. Asimismo, señalan la presencia de respuestas 

compartimentalizadas que pueden variar en función a la localización tisular y persistencia parasitaria, y al 

equilibrio que se establezcan con los mecanismos de control del daño.  

 

3.1.1 T. cruzi e inmunosupresión 

Durante la etapa inicial de la infección con T. cruzi se observa una aparente activación del sistema 

inmune. Asimismo, acompañando la activación temprana de ciertos mecanismos, se describe un 

progresivo aumento en el número de parásitos circulantes (Tarleton 2001). Algunos autores plantean el 

concepto de eﾐtヴada さsileﾐIiosaざ para patógenos con curso crónico de infección (Davenport y col. 2009). 

Sin embargo, existen evidencias que ponen de manifiesto que este tipo de entrada podría ser el 

resultado de la inducción activa de mecanismos inmunomoduladores por parte de numerosos 

patógenos.  

Dentro de las evidencias que indican el desarrollo de inmunosupresión durante la infección por T. cruzi, 

se describió que células T aisladas de ratones en la fase aguda muestran una notable reducción de su 

reactividad contra ags parasitarios y estímulos policlonales (Kierszenbaum 1981, Cerrone y col. 1992, 

Abrahamsohn y Coffman 1995, Motrán y col. 1996). Asimismo, se demostró que células T CD8 aisladas 

de músculo o tejido cardíaco de ratones que expresan un fenotipo activado de memoria son 

disfuncionales en comparación con CD8 esplénicos (Leavey y Tarleton 2003). Paradójicamente, se 

caracterizó una extensa activación policlonal de células T y B (Minoprio y col. 1988 y 1989). En base a 
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resultados recientes y a diferencia de lo encontrado para otras infecciones por protozoarios (Lages y col. 

2008, Wong y Rodriguez 2008), Kotner y Tarleton (2007) reportaron que las células T regulatorias (Tregs) 

jugarían un rol limitado en el control de la infección por T. cruzi. 

Las bases moleculares de la supuesta inmunosupresión aún no han sido esclarecidas. Se han propuesto 

diversos mecanismos como la secreción de mediadores con función supresora como por ejemplo el  

óxido nítrico (ON) por parte de macrófagos activados, la escasa producción de IL-2 (Abrahamsohn y 

Coffman 1995), inducción de muerte celular programada mediada por TCR-CD3, así como desactivación 

de macrófagos tras la fagocitosis de células apoptóticas (Lopes y Dosreis 1995 y 2000). También se ha 

descripto la participación de poblaciones celulares con actividad supresora. Entre ellas, células 

adherentes, natural killer (NK) o macrófagos (Kierszenbaum 1982, Lopes y Dosreis 1995, Goñi y col. 

2002).  

Durante los últimos años se encontraron moléculas de T.cruzi capaces de  inducir la producción de 

citoquinas o quimiocinas inmunoreguladoras o bien, respuestas inhibitorias por parte de células del 

huésped. Entre éstas se describe el bloqueo de activación de células T vía IL-2 e independientemente de 

IL-4 por glicoproteínas con anclas de glicosilfosfatidilinositol (GPI) (Almeida y Gazzinelli 2001), supresión 

de linfoproliferación por Tc52 (Ouaissi y col. 1995), inhibición de la expresión de IL2 e IL2R en 

poblaciones de células T activadas asociada a la glicoproteína de membrana AGC10 (Kierszenbaum y col. 

1999), o la supresión de linfoproliferación asociada a producción de TGF-β por Ag123 (Hansen y col. 

1998). Más recientemente se describieron moléculas con propiedades inhibidoras de células dendríticas 

(CD) como glicoinositolfosfolípido (GIPL) y ácido siálico (Brodskyn y col. 2002, Erdmann y col. 2009).  

 

3.1.2 El paradigma de la respuesta T. cruzi específica y la autoinmunidad en la enfermedad 

Uno de los mayores paradigmas en el estudio de la enfermedad de Chagas está orientado a desentrañar 

las causas que determinan el desarrollo de la patología sólo en un porcentaje de pacientes.  

Experimentos realizados en ratones さnudeざ demostraron que las lesiones cardíacas se encuentran 

efectivamente mediadas por mecanismos que involucran a poblaciones de células T. Estos ratones, que 

poseen escasas células T, no desarrollan daño inflamatorio en tejido cardíaco y pueden mostrar una 

marcada susceptibilidad a la infección con aumentos en la carga parasitaria tisular respecto a los WT. 

Asimismo, los resultados sugieren el importante rol que cumple la respuesta Th1 en el control de la 

persistencia parasitaria a nivel cardíaco, ya que ratones deficientes en IL-4 presentan aumentos en la 
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sobrevida, menor carga paritaria y mayor infiltrado mononuclear cardíaco, enriquecido en células T CD4+ 

y CD8+ (Soares y col. 2001, Gonçalves da Costa y col. 2002).  

El surgimiento de la hipótesis autoinmune entorno a la infección por T. cruzi, explicó la gravedad del 

proceso inflamatorio durante el  período crónico de la enfermedad al observarse escasa o nula carga 

parasitaria asociada al sitio infiltrado. El hallazgo de auto-acs con especificidad para ags parasitarios con 

mimetismo molecular con el huésped, la presencia de células T autoreactivas (Van Voorhris y col. 1991, 

Bonfa y col. 1993, Levin y col. 1993, Ferrari y col. 1995, Mirkin y col. 1997, Sterín-Borda y col. 2002), el 

efecto de activación さbystanderざ (Molina y Kierszenbaum 1989), así como la  activación policlonal de 

células T (Leon y Engman 2003), apoyaron esta hipótesis por sobre la de la persistencia parasitaria como 

responsable del daño observado. Sin embargo, estudios más recientes confirmaron sistemáticamente la 

presencia del parásito al detectarse por PCR y PCR in situ ADN parasitario en tejidos con miocarditis 

chagásica durante la fase crónica de la infección (Jones y col. 1993, Brandariz y col. 1995). 

Adicionalmente se demostró, tanto en pacientes como experimentalmente, que el tratamiento 

antiparasitario induce una regresión de las lesiones en tejidos y descensos en la carga parasitaria y/o 

marcadores serológicos de infección (Viotti y col. 1994, Tarleton 2001, Cancado 2002, Solana y col. 

2009). En la actualidad, se considera que ambas hipótesis tienen relevancia en la inducción de daño 

tisular. Sin embargo, sigue siendo un interrogante el por qué de la aparición de patología en un 

porcentaje acotado de la población de infectados y si dicho fenómeno está asociado a ruptura de 

mecanismos de tolerancia. Algunos trabajos sugieren que las lesiones cardíacas se dispararía ante algún 

evento desencadenante, similar a lo descripto para algunas miocarditis virales: predisposición por daño 

cardíaco previo o predisposición genética (Girones y Fresno 2003). Asimismo, el daño podría estar 

favorecido al alterarse el equilibrio de los mecanismos inmunoregulatorios naturales como consecuencia 

de la respuesta exacerbada y la exposición a ags endógenos en sitios con inmunoprivilegio. 

 

3.1.3 Presentación antigénica  

La presentación antigénica es un proceso que desencadena la activación de células específicas frente al 

reconocimiento de epítopes antigénicos. Las células presentadoras de ag (CPA), tras el procesamiento de 

ags, exponen los péptidos resultantes en la superficie celular en el marco de moléculas del complejo 

mayor de histocompatibilidad (CMH). Al ser reconocidos por células T (vía TCR), se desencadenará la 

activación y expansión de clones específicos. 
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Existen distintas vías que llevan a la asociación de determinados péptidos a una molécula de CMH de 

clase I o clase II. Todas las células nucleadas expresan CMH clase I. Particularmente las CPA expresan 

CMH de clase II inducible o constitutivamente. Las CPA profesionales presentan ags tanto endógenos 

como exógenos y proveen señales coestimulatorias necesarias para la activación, proliferación y 

diferenciación linfocitaria. Durante la activación de CPA aumenta la expresión de moléculas 

coestimulatorias en superficie. Entre otras, están descriptas  las moléculas B7.1 (CD80), B7.2 (CD86) y 

CD40. Las señales impartidas por tales moléculas, conjuntamente con el reconocimiento del ag tendrán 

un papel fundamental en la inducción/modulación de la respuesta efectora.  

En general, las CPA  profesionales poseen alta capacidad endocítica y/o fagocítica, incorporando ags 

endógenos o exógenos. Luego de su procesamiento, los ags asociados a moléculas CMHII, son expuestos 

en la superficie y reconocidos por clones de células T CD4+ vía TCR. Esta unión, sumada a las señales 

coestimulatorias, su intensidad y duración, permiten la activación, proliferación y diferenciación de 

clones CD4+ específicos. El tipo de CPA, así como el microambiente en el cual se produce la presentación 

son fundamentales en el desenlace de la respuesta (Langenkamp y col. 2000, Lanzavecchia y Sallusto 

2001, Sallusto y Lanzavecchia 2002). Las CD y los macrófagos tienen la capacidad de capturar partículas 

de gran tamaño: patógenos enteros, células infectadas, células tumorales o restos de éstas. La 

importancia de las CD, radica en su capacidad de diferenciar y/o activar células T vírgenes. Asimismo, es 

importante destacar que las CD poseen la capacidad de realizar presentación cruzada (Shortman y Heath 

2010). En este contexto, proteínas exógenas pueden escapar al citosol, ser procesadas y expuestas vía 

CMH I. Por lo tanto, el reconocimiento de ags no endógeno en el marco de moléculas CMHI puede 

desencadenar activación de células T CD8+ específicas con potencial citotóxico.  

Por lo tanto, como consecuencia de su gran heterogeneidad, las CD no sólo estimulan respuestas 

primarias de células T CD8 y polarizan/diferencian CD4 さhelpeヴざ (Th1, Th2, Th3, Tfh, Th17) o Tregs sino 

también desencadenan respuestas secundarias. 

La presentación antigénica en el contexto de una infección involucra múltiples señales.  La importancia 

de este proceso radica en que dependiendo de cómo ocurra el mismo, puede desencadenarse 

inmunidad o tolerancia. Numerosos patógenos han desarrollado estrategias de evasión que modulan 

este proceso (Belkaid y Oldenhove 2008, Plattner y Soldati-Favre 2008). En el caso de T. cruzi, la 

exposición de CD humanas a Tp o a medio enriquecido en productos de excreción-secreción parasitaria 

inhibe la producción de IL-12, TNF-α, la e┝pヴesióﾐ de HLA-DR y CD40 (Van Overtvelt y col. 1999), así 
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como la presentación de péptidos específicos a células T CD8+ como consecuencia de la disminución de 

la expresión de CMHI (Van Overtvelt y col. 2002). Durante la infección experimental, se observó una 

disminución temprana de CD CDΒα+CDヱヱI+, iﾏportantes en la inducción de la respuesta citotóxica 

(Chaussabel y col. 2003). También durante la infección, se caracterizó que las alteraciones en CPA 

dependen de la susceptibilidad de la cepa de ratón (Planelles y col. 2003) o de la virulencia de la cepa de 

parásito utilizada (Alba Soto y col. 2003).  

Ciertos estudios sugieren la importancia de la movilización de CD intersticiales (CDI) desde tejido como el 

corazón en procesos de presentación antigénica durante la infección experimental (Roake y col. 1995, 

Flores-Romo 2001).  Asimismo, se observó una correlación positiva entre la cantidad de CDI cargadas con 

ags parasitarios presentes en tejido cardíaco y la intensidad del proceso inflamatorio local en la 

miocarditis causada por T. cruzi (Andrade y col. 2000). Recientemente se describió que durante la 

infección crónica, el descenso de CDI en músculo cardíaco asociado al tratamiento con Benznidazol, 

tendría un efecto beneficioso en el control del daño inflamatorio producto de la  presentación antigénica 

continua desencadenada por este tipo celular (Portella y Andrade 2009).  

Por lo tanto, las evidencias indican diferencias respecto a la respuesta desencadenada en tejido linfoide y 

no linfoide. Tales observaciones ponen de manifiesto la necesidad de profundizar el estudio de la 

modulación de la presentación antigénica durante el curso de la infección. 

   

3.2 La interacción célula huésped-T. cruzi  

El establecimiento de la infección por T. cruzi depende de una serie de eventos que involucra diversas 

interacciones entre moléculas del parásito y el huésped. En general, el parásito invade inicialmente 

macrófagos tisulares residentes, pero puede infectar distintos tipos de células nucleadas. En modelos in 

vitro, se observó que tanto los Epis como los Tp son eficientemente internalizados por células fagocíticas, 

pero sólo los Tp logran multiplicarse en el citoplasma celular mientras que los Epis son destruidos (Milder 

y Kloetzler 1980). El contacto inicial entre los Tp y la célula huésped sería mediado por reconocimiento 

específico; la internalización involucra múltiples mecanismos (Andrade y Andrews 2005, Burleigh 2005, 

Yoshida 2006). Se han descripto numerosas interacciones entre T. cruzi y receptores celulares, tanto por 

reconocimiento directo de estructuras parasitarias como de parásitos opsonizados. Entre ellos, 

receptores de complemento (Umekita y Mota 1989, Norris y col. 1991), de manosa (Kahn y col. 1995), de 

reconocimiento de patrones asociados a patógenos (Campos y Gazzinelli 2004) y TGF-βR I ┞ II ふMiﾐg y col. 
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1995). El proceso de invasión celular es complejo (Burleigh y Andrews 1998, Mott y col. 2009). El 

reconocimiento del parásito por la célula huésped puede disparar la activación de distintas vías de 

transducción de señales intracelulares, algunas de las cuales desencadenan procesos de remodelación 

del citoesqueleto, activación de segundos mensajeros, y factores de transcripción (Wilkowsky y col. 

2002, Maganto-Garcia y col. 2008). Ejemplos son la inducción de inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) (Wilkowsky 

y col. 2001), movilización de calcio intracelular (Moreno y col. 1994, Burleigh y Woolsey 2002), aumentos 

en los nivel de AMPc (Rodriguez y col. 1999), activación de fosfatidilinositol-3 quinasa (Todorov y col. 

2000, Wilkowsky col. 2001) y NF-κB (Hall y col. 2000). 

La superficie del Tp está cubierta por una densa capa de glicoproteínas pertenecientes mayoritariamente 

a tres familias génicas, algunas con capacidad de adherirse a matriz extracelular e involucradas en el 

proceso de invasión. Una de ellas, las mucinas, está altamente glicosiladas, ancladas a membrana por GPI 

y son reconocidas por receptores de tipo lectina (Buscaglia y col. 2006, Yoshida 2006). Estas moléculas 

pueden ser secretadas  al medio (Affranchino y col. 1989) en forma soluble o asociadas a membranas en 

pequeñas vesículas o exosomas (Gonçalves y col. 1991). Otra proteína multigénica es la TS, responsable 

de transferir acido siálico en posición αヲ-3 del huésped al parásito. Resultados experimentales 

demuestran que no sería el grado de sialidación del Tp, pero si la sialidación de la célula huésped la que 

regularía positivamente la entrada del Tp y el posterior escape del mismo de la vacuola parasitófora 

(Campetella y col. 1992, Cazzulo y Frasch 1992). La tercera familia corresponde a la de la cruzipaína. Es 

una glicoproteína con alto contenido de manosa que pertenece a la superfamilia de la papaína (Cazzullo 

y Frasch 1992) y es la principal cisteín-proteasa del parásito, codificada por alrededor de 130 genes 

distribuidos en diferentes cromosomas. La enzima se expresa en todos los estadios del parásito, aunque 

en niveles superiores en Epis (Campetella y col. 1990, Murta y col. 1990, Cazzullo y Frasch 1992) y está 

involucrada en la invasión y desarrollo intracelular de T. cruzi (Meirelles y col. 1992).  

Otras moléculas importantes para la invasión son Tc85-11 y gp 85 (Alves y col. 1986). Esta última se une 

a fibronectina y se ha demostrado que péptidos sintéticos del dominio de adhesión inhiben 

competitivamente la invasión de Tp a la célula (Yoshida 2006). Muchas de estas proteínas pueden ser 

liberadas al medio. Estudios previos, demuestran que los componentes liberados por Tp pueden facilitar 

la invasión celular; inducen la activación de ciertas cascadas de señalización (Yoshida 2006), el estímulo 

de respuestas pro-inflamatorias (Almeida y col. 2000), la activación de respuestas anti-apoptóticas 

(Chuenkova y PereiraPerrin 2005) y la represión de la expresión de genes de matriz extracelular 
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(Unnikrishnan y Burleigh 2004). La presencia de múltiples rutas de entrada explica la capacidad de este 

parásito de infectar una gran variedad de subtipos celulares y la dificultad para inhibir por completo su 

invasión bloqueando una ruta en particular.  

En general, el reconocimiento inicial del parásito induce un aumento de calcio intracitoplasmático 

(Rodriguez y col. 1996, 1999). La entrada del parásito puede estar asociada a la remodelación de 

citoesqueleto con modificación del tráfico vesicular y reclutamiento de lisosomas al sitio de contacto 

célula-parásito (Tardieux y col. 1992, Rodriguez y col. 1996). A la vez, involucra activación de PI3K, cuyos 

subproductos lipídicos son constituyentes de la vacuola parasitófora inicial. Ambos mecanismos estarían 

involucrados en el proceso de invasión de células no fagocíticas, siendo el segundo el de mayor 

relevancia (Woolsey y col. 2003). Posteriormente, la vacuola parasitófora sufre fusión de lisosomas y 

maduración. Este proceso favorece la posterior ruptura del fagolisosoma y salida del Tp al citoplasma.  

En células con capacidad de internalizar grandes partículas, la entrada del patógeno puede ocurrir 

además por fagocitosis. El proceso puede iniciarse por reconocimiento vía receptor, no requiere de un 

proceso activo de entrada inducido por el parásito y se distinguen adhesión de posterior internalización. 

En general, estas células tienen la capacidad de eliminar patógenos durante la maduración secuencial del 

fagosoma, pero existen microorganismos que utilizan esta vía para entrar y, mediante estrategias de 

evasión, instalarse y multiplicarse dentro de la célula (Courret y col. 2002, Sacks y Sher 2002, Sweet y col. 

2010). Independientemente de la vía de entrada y a diferencia de los que ocurre en otros patógenos 

intracelulares (Mordue y col. 1990, Clemens y Horwitz 1995, Clemens y col. 2004), la vacuola donde se 

aloja T. cruzi adquiere marcadores lisosomales (Woolsey y col. 2003). El pH ácido del fagolisosoma 

induce la expresión de la porina Tc-TOX en el Tp. Conjuntamente con la actividad neuraminidasa de la TS, 

ambas proteínas degradan la pared de la vacuola permitiendo la salida del parásito al citoplasma 

(Andrews y col. 1990, Hall y col. 1992, Rubin-de-Celis y col. 2006), donde se multiplica como Am. 

 

3.2.1 Células fagocíticas profesionales 

Nuclean a numerosas células del sistema inmune que poseen la capacidad de endocitar grandes 

partículas mediante reconocimiento de estructuras vía receptor. Entre ellas se encuentran los 

neutrófilos, macrófagos, monocitos, CD y mastocitos. Estas células están dotadas con un repertorio 

particular de receptores que les permiten reconocer patrones específicos en la superficie de los 

patógenos o componentes propios alterados. Algunos son los receptores さscavengerざ, el CD14, las 
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integrinas, el receptor de manosa (MR), receptores de reconocimiento de patrones (PRRs), y también 

aquellos que reconocen opsoninas como los receptores de complemento o Fcγ. La internalización de 

partículas induce rearreglos en el citoesqueleto; actualmente se considera que, dependiendo del 

receptor involucrado, pueden existir variaciones respecto al rearreglo de componentes del 

citoesqueleto, maduración de la vacuola e inducción de la respuesta inflamatoria (Aderem y Underhill 

1999, Underhill y col. 1999, Freire de Lima y col. 2000). Los macrófagos, además de cumplir un rol 

fundamental en la limpieza y fagocitosis de células apoptóticas en ausencia de inflamación, también 

eliminan patógenos. Sin embargo, algunos microorganismos intracelulares como Toxoplasma gondii, 

Mycobacterium tuberculosis, Leishmania sp. o Listeria monocytogenes, son capaces de modular la 

composición, tráfico y/o maduración vesicular (Mordue y col. 1990, Clemens y Horwitz 1995, Dermine y 

col. 2000, Hara y col. 2007). La alteración de la maduración del fagolisosoma fue particularmente 

descripta para las micobacterias o microorganismos del género Leishmania (Courret y col. 2002, Sacks y 

Sher 2002). 

En el caso de la infección por T. cruzi, la formación del fagolisosoma y el descenso del pH favorecen la 

salida del parásito al citoplasma y su posterior diferenciación (Andrews y col. 1990, Hall y col. 1992). 

Asimismo, se observó que la fagocitosis de células T apoptóticas por macrófagos infectados aumenta la 

multiplicación intracelular del parásito (Freire de Lima y col. 2000).  

El reconocimiento de patógenos y/o señales de daño es crucial en la inducción de inmunidad adaptativa 

ya que muchos fagocitos poseen la capacidad de procesar y presentar ags. La captura de partículas por 

endocitosis puede ocurrir vía diferentes familias de receptores. Entre ellos, mediante FcγR (complejos de 

ag-ac), receptores lectinas tipo-C (CLRs; carbohidratos) y/o receptores tipo Toll (TLRs; estructuras 

conservadas de diferente naturaleza química en patógenos), (Geijtenbeek y col. 2004). Actualmente se 

considera que muchos de estos receptores están involucrados en el reconocimiento, adhesión, 

señalización e internalización de los microorganismos (van Kooyk y Rabinovich 2008). Recientemente se 

describió que tanto el tipo celular como su estado de diferenciación, pueden definir el repertorio de 

PRRs expresados en membranas así como la respuesta desencadenada tras el reconocimiento de 

estructuras conservadas en los patógenos (patrones moleculares asociados a patógenos, PAMPs). Por 

ejemplo, diferencias respecto a la composición de TLRs y CLRs han sido caracterizadas en macrófagos y/o 

CD (Boonstra y col. 2006, van Vliet y col. 2006). 
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Numerosas moléculas expresadas en distintos estadios de T. cruzi son reconocidas por PRRs en 

macrófagos y/o CD. Entre otros, se caracterizó el reconocimiento por MR (Kahn y col. 1995), L-selectina 

(de Diego y col. 1997, Alcaide y col. 2010) y TLRs (Campos y col. 2001, Ropert y col. 2001, Ouassi y col. 

2002, Bafica y col. 2006). La respuesta frente a la interacción de estos receptores con diferentes PAMPs 

es variable y fueron descriptos tanto efectos de inhibición (Brodskyn y col. 2002, Alcaide y col. 2010) 

como de activación celular (Campos y col. 2001, Ropert y col. 2001, Bafica y col. 2006).  

Un número importante de PRRs participan en la activación celular y desarrollo de inmunidad. Por lo 

tanto, el reconocimiento de estructuras en los patógenos induce cambios en la señalización intracelular y 

expresión de genes involucrados en la respuesta inmune pro-inflamatoria. La respuesta mejor 

caracterizada es la desencadenada por la interacción lipopolisacárido bacteriano (LPS)-TLR4 (Verhasselt y 

col. 1997, Meng y Lowell 1997, Takeda y col. 2003). Entre otros, la señalización vía NF-κB induce 

citoquinas proinflamatorias como TNF-α, IL-1, IL-12, expresión de iNOS, quimocinas y moléculas de 

adhesión. Particularmente la activación de macrófagos desencadena la eliminación de microorganismos 

por estallido respiratorio (Collart y col. 1990, Goldfeld y col. 1990, Ghosh y Karin 2002). NF-κB es una 

familia de proteínas altamente conservadas evolutivamente. Su activación está asociada a la 

fosforilación y degradación del inhibidor IκB, fenómeno que permite la translocación de NF-κB desde el 

citoplasma al núcleo y posterior pegado específico a ADN (Baeuerle y Baltimore 1988, Henkel y col. 1993, 

Ghosh y col. 1998). La activación de este factor está ampliamente estudiada tras el reconocimiento de 

PAMPs vía TLRs (Takeda y col. 2003). Para patógenos como T. gondii, se ha descripto la modulación de la 

activación de NF-κB asociada a la invasión y persistencia en la célula huésped (Shapira y col. 2005). En T. 

cruzi, se demostró que tanto los Tp como moléculas GPI purificadas de este estadio, señalizan vía TLR2 

(Campos y col. 2001). En macrófagos,  se observó que GPI de Tp inducen la activación de respuestas 

proinflamatorias de manera similar a la descripta para LPS, vía MAPKs (proteínas quinasas asociadas a 

mitógenos) y NF-κB, pero independientemente de TLR4 (Campos y col. 2001, Ropert y col. 2001). 

También fue demostrado el efecto del ADN parasitario en la activación de macrófagos (Shoda y col. 

2001), la importancia del TLR9 en el control de la infección por T. cruzi y el efecto cooperativo de este 

receptor conjuntamente con el TLR2 en el control de la parasitemia (Bafica y col. 2006). 
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3.2.2 Células no fagocíticas  

Las células musculares preferencialmente los miocitos, además de los macrófagos, son el principal 

blanco de invasión de T. cruzi durante la infección primaria in vivo. Las bases de este tropismo son 

desconocidas, pero críticas para la patogénesis de la enfermedad de Chagas (Brener 1980, Tarleton 

2001). En células musculares en cultivo, los Tp son capaces de adherirse e inducir endocitosis. El estadio 

de Epis es adherido pero no internalizado. Esto sugiere la importancia de los diversos mecanismos de 

entrada empleados, independientemente del tipo celular. Asimismo, ponen de manifiesto que la 

invasión celular del Tp no sólo depende del reconocimiento de estructuras específicas sino también de 

mecanismos activos inducidos por el mismo y ausentes en Epis (De Araujo-Jorge 1992, Yoshida 2006).  

Estudios llevados a cabo en células Hela, demostraron que la inhibición de la polimerización de 

filamentos de actina utilizando citocalasina D no impide la invasión por el Tp. Asimismo, se caracterizó la 

importancia del citoesqueleto de actina en la emisión de pseudópodos asociada a la entrada del parásito 

en células no fagocíticas (Schenkman y col. 1991, Schenkman y Mortara 1992). Ferreira y col. (2006) 

describieron distintas glicoproteínas presentes en la superficie del Tp involucradas diferencialmente en 

la invasión de células Hela, mediante mecanismos dependiente e independientemente del rearreglo del 

citoesqueleto de actina, confirmándose las múltiples estrategias de invasión celular utilizadas por T. 

cruzi. 

Tempranamente y durante el proceso de infección, T. cruzi activa diferentes cascadas de señalización 

incluyendo PI3K/Akt y NF-κB, ambas relacionadas a señales de sobrevida en distintos modelos de célula 

de mamífero (Huang y col. 1999, Heussler y col. 2001, Woolsey y col 2003, Sinai y col. 2004). Así como 

algunos estímulos modulan la liberación de mediadores pro-inflamatorios en células diferentes a las del 

sistema inmune, en células endoteliales  la infección o tratamiento con TS inducen la liberación de IL-ヱβ 

e IL-6 (Tanowitz y col. 1992, Saavedra y col. 1999). En la infección de miocitos ventriculares de rata se 

describió hipertrofia mediada por IL-ヱβ depeﾐdieﾐte de TLRヲ ふPetersen y Burleigh 2003, Petersen y col. 

2005) y otros estudios en modelo de células endoteliales, epiteliales o fibroblastos demostraron que la 

activación de respuestas pro-inflamatorias y NF-κB están asociadas con la resistencia a la infección por T. 

cruzi.  

En líneas celulares de miocitos el parásito no activa NF-κB. Dada la alta susceptibilidad de este tipo 

celular a la infección tanto in vitro como in vivo, estos resultados sugieren una posible relación entre la 

falta de activación del factor y el amplio desarrollo intracelular del parásito (Hall y col. 2000). En 
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contraposición con estos resultados, otro estudio demostró que la infección y activación de NF-κB 

inhiben la apoptosis de cardiomiocitos (Petersen y col. 2006).  

Los efectos de la infección y/o interacción celular con T. cruzi varían en función del modelo utilizado 

(Freire de  Lima y col. 2000, Zuñiga y col. 2002, Aoki y col. 2004, DosReis y Lopes 2009). Numerosos 

estudios sugieren una relación directa entre el daño cardíaco y los fenómenos de apoptosis durante la 

infección por T. cruzi. Sin embargo, trabajos recientes en animales transgénicos, denotan gran 

complejidad asociado a los mecanismos de muerte celular programada. Por lo tanto, futuros estudios 

permitirán determinar la relevancia de la apoptosis en el curso de la infección experimental (DosReis y 

Lopes 2009).  

 

3.3 Células dendríticas (CD): conectando la inmunidad innata y la adaptativa 

Las CD poseen un papel fundamental en el desarrollo de la respuesta inmune adaptativa y tienen la 

particularidad de integrar señales provenientes del ambiente. Son células especializadas en captar, 

transportar, procesar y presentar ags a células T. Las CD representan una población heterogénea que 

reside en la mayoría de los tejidos periféricos, particularmente en los sitios de interfase con el ambiente 

donde constituyen 1-2%  de la población celular total (Banchereau y col. 2000). En los tejidos, residen 

como células inmaduras con gran capacidad endocítica y en estado de equilibrio patrullan el ambiente 

presentando ags propios y silenciando potenciales respuestas autoreactivas (Steinman y col. 2003).  Ante 

el reconocimiento de patógenos o señales de daño se desencadena un proceso de maduración y/o 

activación asociado a migración que les permite presentar ags a células T en órganos linfoides 

secundarios. Las CD son las únicas células capaces de inducir repuesta inmune primaria. Asimismo, 

desempeñan un rol fundamental en la interfase entre la inmunidad innata y la adaptativa, activando 

respuestas efectoras de células B y T y consecuente desarrollo de memoria inmunológica. Son 

responsables de polarizar y diferenciar a distintos subtipos de células T CD4+ さhelpeヴざ y regulatorias 

(Th1, Th2, Th17, Tregs, Tr1 entre otras), involucradas en el desarrollo o control de respuestas efectoras 

ag-específicas humorales y celulares (Banchereau y Steiman 1998, Alber y Kamradt 2007). Asimismo, se 

ha descripto la modulación de la respuesta por interacción bidireccional entre células T que han 

experimentado interacción con el ag y CD (Rutella y col. 2006). 
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Previamente se han descripto diferentes subtipos de CD, caracterizados por la expresión de un 

repertorio particular de moléculas en superficie y/o secreción de citoquinas (Langenkamp y col. 2000, 

Pulendran y col. 2001a, Shortman y Liu 2002). Los subtipos de CD convencionales incluyen a las de origen 

mieloide (CDm) y a las plasmocitoides (CDp) (Colonna y col. 2004). Actualmente se considera que las CD 

poseen una marcada plasticidad, independientemente de su origen. Se describió que la dosis de ag, el 

linaje celular de las CD, el estímulo inducido por patógenos, su estado de madurez y el microambiente de 

citoquinas pueden regular el tipo de respuestas T desencadenado y el equilibrio entre fenómenos de 

tolerancia y/o inmunidad (Banchereau y col. 2000, Steinman y col. 2003). 

Las CD posee un rol central en la interface entre la respuesta inmune innata-adaptativa y también 

mediando fenómenos de tolerancia. Durante la última década múltiples trabajos caracterizan su función 

en el contexto de inmunopatologías, tanto en procesos autoinmunes como en cáncer o infecciones. 

Frente a la plasticidad que posee este tipo celular modulando distinto tipo de respuestas, actualmente 

numerosas líneas de investigación estudian su aplicación en inmunoterapia. 

 

3.3.1 Subtipos de CD  

Las CD humanas convencionales incluyen a las CDm que derivan de precursores sanguíneos CD11c+HLA-

DR+ y a las CDp CD11c-CD4+, con origen en precursores linfoides. Estas últimas secretan IFNs de tipo I en 

respuesta a patógenos virales y poseen un rol activo en procesos de presentación cruzada (Colonna y col. 

2004, Boonstra y col. 2006, Rutella y col. 2006). 

Todas las CD murinas expresan la integrina CD11c, sin embargo difieren con respecto a la presencia de 

CDΒα en superficie. Las clásicas CDﾏ soﾐ Iélulas CDヱヱI+CDヱヱH+CDΒα- y fueron originalmente aisladas 

de bazo, pero se encuentran en la mayoría de los tejidos (Steinman y Cohn 1973). Las CD CDΒα+ se 

localizan mayoritariamente en bazo (Shortman y Liu 2002). Inicialmente se consideró que pertenecían a 

linaje linfoide, pero estudios posteriores sugieren un origen asociado a  precursores mieloides (Traver y 

col. 2000, Guermonprez y col. 2002). Recientemente se ha caracterizado su papel en procesos de 

presentación cruzada y activación de respuestas citotóxicas ag-específicas durante infecciones con 

patógenos intracelulares (Shortman y Heath 2010).   

Durante los últimos años se describió una nueva subpoblación de CD, CD103+. Las  mismas pueden 

expresar niveles altos o intermedios de CD11b+ y han sido encontradas en la mayoría de los tejidos. 
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Tienen la particularidad de desencadenar presentación cruzada a células T CD8+ específicas en el marco 

de infecciones y también se las vincula a la inducción de fenómenos de tolerancia en intestino (del Rio y 

col. 2010). 

La contraparte plasmocitoide en ratones se caracterizó como un subtipo de CD CD11c+CD11b-B220+ 

presente en bazo y ganglios linfáticos, altamente productoras de IFN-α, que expresan preferencialmente 

TLR7 y TLR9 (Pulendran y col. 1999, Nakano y col. 2001, Boonstra y col. 2003).  

Se considera que la vida media de CD maduras en ausencia de una infección es corta (Kamath y col. 

2000). Por lo tanto, el recambio de CD que interactúa con células T en órganos linfoides puede ser muy 

rápido. Este recambio celular, sumado a la plasticidad funcional de las CD frente a estímulos 

ambientales sugiere que el éxito o fracaso del control de una infección se definiría tempranamente 

(Rescigno 2002). 

 

3.3.2 Las CD como mediadoras de tolerancia 

Las CD son fundamentales en la inducción de la respuesta inmune innata y adaptativa frente a 

patógenos. Sin embargo, también están involucradas en la inducción de tolerancia. Los primeros 

estudios, demostraron la relevancia de CD en tolerancia central. Asimismo, se observó la importancia de 

CD que patrullan tejidos, inmaduras y en estado de equilibrio en la inducción de tolerancia periférica 

asociada a deleción clonal de células T reactivas (Banchereau y col. 2000, Steinman y col. 2003). Estos y 

otros estudios, resaltaron la importancia de este tipo celular en el control de procesos de autoinmunidad 

y tolerancia tras el reconocimiento de lo propio.  

Desde hace varios años se ha reformulado el paradigma que definía a CD totalmente maduras asociadas 

a la inducción de inmunidad adaptativa versus inmaduras e inductoras de tolerancia (Lutz y Schuler 

2002, Rutella y col. 2006, Reis e Sousa 2006). La gran heterogeneidad y plasticidad que caracteriza a las 

poblaciones de CD ha llevado a postular la existencia de subtipos de CD terminalmente diferenciados y 

especializados en inducción de tolerancia periférica. Por lo tanto, la naturaleza del estímulo, el estado de 

diferenciación de las CD y las características del microambiente determinan la magnitud y la clase de 

respuesta que desencadenarán en su interacción con células T (Sallusto y Lanzavecchia 2002, Reis e 

Sousa 2006).  
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Durante mucho tiempo se remarcó la capacidad de CD de desencadenar respuestas efectora en células 

T; sin embargo también inducen tolerancia periférica por diferenciación de células T regulatorias (Tregs) 

productoras de TGF-β ┞/o IL-10, con el potencial de inhibir la función efectora de células T o modular la 

diferenciación de CD (Roncarolo y col. 2001, Steinman y col. 2003, Reis e Sousa 2006). Numerosos 

trabajos demuestran que CD con propiedades tolerogénicas productoras de citoquinas 

inmunomoduladoras, inducen células T regulatorias de tipo 1 (Tr1) altamente productoras de IL-10 

(Wakkach y col. 2003, Groux y col. 2004, Mahnke y Enk 2005).  Asimismo, muestras de lavado 

brocoalveolar (Akbari y col. 2001) y de placas de Peyer (Fleeton y col. 2004) indican que las mucosas 

poseen, en mayor proporción que otros tejidos, CD con función regulatoria. 

Numerosos estímulos son inductores de CD con propiedades tolerogénicas. Entre ellos, células 

apoptóticas (Skoberne y col. 2006), interacción de CD con células estromales (Svensson y col 2004, Zhang 

y col. 2004), IL-10 (Wakkach y col. 2003), péptido intestinal vasoactivo (Chorny y col. 2005), 1,25-

dihidroxi vitamina D3 (Penna y col. 2007) y galectina-1 (Ilarregui y col. 2009). Las CD con propiedades 

tolerogénicas descriptas se encuentran terminalmente diferenciadas, son productoras de IL-10 y 

particularmente inducen células T potencialmente regulatorias. Asimismo, Qian y col. (2006) 

demostraron que tanto el LPS como otros agonistas de TLRs no revierten las propiedades tolerogénicas 

de las CD diferenciadas en presencia de células estromales.  

 

3.3.3 IL-10: Inmunomodulación y CD 

La IL-10, inicialmente llamada factor inhibidor de la síntesis de citoquinas, fue caracterizada como una 

citoquina producida por células Th2 de ratón, responsable de la inhibición de la activación y producción 

de citoquinas por células Th1 (Fiorentino y col. 1989). Estudios posteriores demostraron que la IL-10 es 

capaz de inhibir indirectamente tanto a células T como a NK mediante efecto directo sobre células 

accesorias y describen la regulación negativa de esta citoquina sobre funciones asociadas a activación de 

macrófagos y/o monocitos tales como la producción de quimiocinas y óxido nítrico (ON), la expresión de 

moléculas CMHII y/o coestimulatorias, y la producción de IL-12 (de Waal y col. 1991, Ding y Shevach 

1992, Gazzinelli y col. 1992, Ding y col. 1993). Asimismo, estudios in vivo e in vitro demostraron su 

actividad pleiotrópica sobre diferentes tipos celulares como mastocitos, células B o T (Thompson-Snipes 

y col 1991, Rousset y col. 1992, de Waal y col. 1993). La disponibilidad de animales transgénicos permitió 

poner en evidencia el papel destacado de esta citoquina en el control de respuestas proinflamatorias. 
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Los ratones Il-10-/- desarrollan procesos inmunes crónicos como  la enfermedad inflamatoria intestinal 

(Kϋhn y col. 1993, Berg y col. 1995). 

La IL-10 es producida por una gran variedad de células, en respuesta a estímulos asociados con 

activación y su expresión está regulada por diferentes mecanismos dependiendo del tipo celular (Moore 

y col. 2001). Algunos estudios demostraron que su expresión puede estar regulada por factores de 

transcripción de expresión constitutiva (Brightbill y col. 2000, Tone y col. 2000). Concomitantemente, se 

describió el control de la expresión de IL-10 post-transcripcionalmente, sugiriéndose que hasta cierto 

nivel el gen sería transcripto constitutivamente y luego parte de la expresión regulada por mecanismos 

de degradación de ARNm (Powell y col. 2000).  

El efecto pleiotrópico de la IL-10 está asociado a la amplia distribución de su receptor (IL-10R) en tejidos. 

El IL-10R está compuesto por lo menos por dos subunidades, una de ellas inducible (IL-10R1) y otra no 

(IL-10R2). La subunidad IL-10R1, asociada al reconocimiento del ligando, se expresa en la mayoría de las 

células hematopoyéticas. Sin embargo, también puede encontrarse en células no hematopoyéticas y sus 

niveles de expresión pueden regularse mediante distintos estímulos. Sólo en células de trofoblasto 

placentario y  en epitelio colónico se detectó expresión constitutiva. La subunidad IL-10R2, responsable 

de señalizar intracelularmente vía JAK-STAT3, se expresa constitutivamente en la mayoría de las células y 

tejidos estudiados (Moore y col. 2001). 

La IL-10 modula la expresión de citoquinas, mediadores solubles y moléculas de superficie en células de 

origen mieloide. Su efecto inhibitorio sobre la producción de IL-1 y TNF-α es IヴuIial eﾐ la regulación de 

respuestas proinflamatoria y de activación celular (Niiro y col. 1994, Nicod y col. 1995, Aste-Amezaga y 

col. 1998). Asimismo, se observó que la IL-10 en macrófagos/monocitos auﾏeﾐta la e┝pヴesióﾐ FIγR ┞ así 

la fagocitosis de partículas, bacterias u hongos opsonizados (Capsoni y col. 1995, Spittler y col. 1995). 

Particularmente en CD, numerosos estudios demostraron que la IL-10 inhibe la producción de IL-12 y 

moléculas coestimulatorias, fenómeno asociado al control de proliferación de células T en el marco de 

una alorespuesta (Bejarano y col. 1992, Macatonia y col. 1993, Buelens y col. 1995). Posteriormente, se 

comunicó que el tratamiento de cultivos de CD y células T con glucocorticoides, vitamina D3, 

prostaglandinas e incluso IL-10  induce poblaciones  de células T  con fenotipo Th2 o Tr1 (Rea y col. 2000, 

Penna y Adorini 2000, Wakkach y col. 2003). También se caracterizaron diferentes poblaciones de CD 

productoras de IL-10 en placas de Peyer, hígado, bazo o sangre periférica asociadas a la polarización de 

respuestas Th2, inducción de Tregs, hiporespuesta o anergia de células T, evidencias que remarcan la 
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relevancia de esta citoquina en fenómenos asociados a tolerancia (Iwasaki y Kelsall 1999, Khanna y col. 

2000, Svensson y col. 2004,  Gregori y col. 2010). 

 

3.3.4 Reconocimiento de patógenos por CD y polarización de la respuesta 

El reconocimiento de patógenos y/o señales de daño es crucial en la inducción de inmunidad adaptativa. 

Las CD se caracterizan por estar equipadas con un conjunto particular PRRs capaces de reconocer 

estructuras conservadas en los patógenos. Dentro de los PRRs, los TLRs y sus ligandos son los más 

ampliamente estudiados y caracterizados. El reconocimiento de una molécula patrón, en general señal 

de estímulo exógeno, dispara la activación de ciertas cascadas de señalización intracelular, 

desencadenando cambios en el estado de activación y expresión génica de la célula (Akira y Hemmi 

2003, Takeda y col. 2003). Actualmente, se describen un número creciente de PRRs involucrados en la 

interacción y reconocimiento de patógenos, asociados a presentación antigénica, señalización y 

modulación de diferenciación celular. Entre ellos, aparte de los TLRs, se destacan los receptores tipo 

NOD (cytosolic nucleotide-binding oligomerization domain), CLRs y Siglec (sialic acid-binding Ig-like 

lectin), (Kanazawa 2007, Kawai y Akira 2009).  

Las CD inmaduras expresan un repertorio particular de receptores. Patrullan tejidos captando ags 

generalmente endógenos y luego de procesarlos, son presentados en el contexto de MCH. El 

reconocimiento de estructuras presentes en los patógenos, por ejemplo mediante TLRs, dispara la 

maduración y consecuente activación de CD. Actualmente se considera que el múltiple reconocimiento 

de estructuras por PRRs y la interacción cruzada que se dispara a posteriori, imprime patrones de 

respuesta que tendrá efectos en la modulación de la respuesta, la cual puede variar en función del 

subtipo de CD involucrada (Trinchieri y Sher 2007).  

Como describimos previamente, las CD son responsables de polarizar y diferenciar a distintos subtipos 

de células T CDヴ+ さhelpeヴざ involucradas en el desarrollo de respuestas efectoras, ag específicas, 

humorales y celulares. Entre las numerosas variables asociadas a diferenciación de la respuesta T se 

encuentran la dosis de ag, el subtipo de CD y la señal-estímulo reconocida por diversos PRRs (Boonstra y 

col. 2003 y 2006).  

Tras el reconocimiento de PAMPs vía TLR, los receptores sufren cambios conformacionales y las colas 

intracitoplasmáticas interaccionan con moléculas adaptadoras como MyD88 o TRIF, activando diferentes 

cascadas de señalización. Dependiendo del TLR involucrado, estas vías van a desencadenar, entre otros 
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procesos, la producción de citoquinas. No todos los subtipos de CD expresan el mismo repertorio de 

TLRs. Una de las interacciones más estudiadas es la que desencadena por el LPS bacteriano (Akira y 

Hemmi 2003, Takeda y col. 2003). El LPS dispara la activación celular vía TLR4 y el mismo se expresa en 

macrófagos, CD humanas derivadas de monocitos y particularmente en CDm de ratón. Por el contrario, 

las CDp tanto humanas como las de ratón se caracterizan por expresar preferencialmente TLR9. Estas 

características explican la variedad de respuestas que pueden desencadenarse frente al reconocimiento 

de patógenos o sus estructuras (Hsieh y col. 1993, Boonstra y col. 2003). Habitualmente, el 

reconocimiento de LPS bacteriano vía TLR4 por CDm dirige respuestas de tipo Th1 (Boonstra y col. 2003, 

2006).  Otro PRR ampliamente caracterizado en células de linaje mieloide es el TLR2. Este reconoce un 

amplio espectro de ligandos como peptidoglicano de Staphylococcus aureus, lipoproteínas de 

Mycobacterium tuberculosis, zimosano de Sacharomyces cerevisiae y lípidos de Schistosoma mansoni,  

entre otros (Aliprantis y col. 1999, Brightbill y col. 1999, Takeuchi y col. 1999, Underhill y col. 1999, van 

der Kleij y col. 2002). 

El paradigma de la respuesta Th1/Th2 de acuerdo con la hipótesis del default, plantea que aquellos 

patógenos intracelulares que inducen la secreción de IL-12 temprana, polarizan el perfil hacia una 

respuesta Th1 con presencia de células efectoras productoras de IFN-γ. DifeヴeﾐIialmente, el estímulo 

desencadenado por helmintos, y por falta de IL-12, desencadena un perfil Th2 (Szabo y col. 2000, 

Jankovic y col. 2001, Moser y Murphy 2000). Actualmente, está demostrado que otros factores además 

de la IL-12, están involucrados en la polarización de la respuesta inicial desencadenada frente a una 

infección y de esta manera el éxito o el fracaso de su control (Jankovic y col. 2002, Weaver y col. 2007).  

Inicialmente se describió que extractos de Toxoplasma gondii (Reis e Sousa y col. 1997) así como el LPS 

de Escherichia coli (Pulendran y col. 2001b), estimulan la producción de IL-12p70 por CD, polarizando la 

respuesta hacia un perfil Th1. Asimismo, se ha caracterizado el reconocimiento vía TLR2 de lipoproteínas 

de M. tuberculosis con efectos tanto inhibidores como estimuladores de CD y macrófagos (Pecora y col. 

2006, Doz y col. 2007). En el caso de ags de huevo de Schistosoma mansoni (MacDonald y col. 2001), de 

filarias (Whelan y col. 2000), LPS de Porphyromonas gingivalis (Pulendran y col. 2001b) o algunas cepas 

de Candida albicans (d´Ostiani y col. 2000), se observó la falta de producción de IL-12p70 por CD e 

inducción de respuestas de tipo Th2. El panorama actual  demuestra que la respuesta desencadenadas 

ante ciertas infecciones puede tener mayor complejidad que la clásica Th1/Th2 (Kelso 1995, Alber y 

Kamradt 2007). Un ejemplo es el caso de la infección cutánea por C. albicans, donde se observó que 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Jankovic%20D%22%5BAuthor%5D
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tanto la IL-23 como la IL-17 son fundamentales para el óptimo control de la infección (Kagami y col. 

2010). Por otro lado, hallazgos recientes demuestran que la inducción de Tregs en infecciones de curso 

crónico puede alterar la respuesta ag-específica, favoreciendo la persistencia del patógeno (Walther y 

col. 2005). Particularmente, se han descripto numerosos PAMPs capaces de inhibir el potencial de CD o 

monocitos de diferenciar células T efectoras. Algunos ejemplos son el zimosano de S. cerevisiae, 

derivados de lipoarabinomanano de micobacterias o la fosfatidilserina presente en S. mansoni (van der 

Kleij y col. 2002, Dillon y col. 2006, Doz y col. 2007, Gringhuis y col. 2007). 

 Estudios recientes demuestran que componentes de diversos patógenos que señalizan vía un mismo TLR 

pueden desencadenar diferente tipo de respuestas dependiendo de la CPA involucrada (Boonstra y col. 

2006). Asimismo, se considera que la interacción de numerosos PAMPs presentes en un mismo patógeno 

con sus respectivos PRRs, y su posible cooperación, disparan la regulación de la activación celular, 

ampliando el repertorio de respuestas posibles y condicionando el desenlace de la respuesta 

(Geeijtenbeek y Gringhuis 2009).  

 

i Modulación de CD por protozoos y/o moléculas derivadas 

Dentro los parásitos unicelulares, numerosos protozoarios son patógenos de animales mamíferos. En 

general, estos microorganismos comparten la particularidad de generar infecciones de curso crónico, y 

su presencia puede pasar inadvertida en un huésped inmunocompetente, que puede no presentar una 

sintomatología asociada. Se considera que los protozoarios patógenos han co-evolucionado con su 

huésped, por lo tanto, están adaptados al ambiente que éste les ofrece. De este fenómeno se desprende 

la idea de que los parásitos más exitosos son aquellos que logran persistir y diseminarse a expensas de 

un huésped que sufre mínimamente las consecuencias de su presencia. Se han descripto múltiples 

estrategias de evasión. En general tienen como efecto contrarrestar o regular la respuesta inmune 

exacerbada, favoreciendo la persistencia parasitaria.  

En el caso de los protozoarios intracelulares, y como ocurre con la contraparte bacteriana, los 

mecanismos de evasión afectan preferencialmente al brazo efector de la respuesta Th1 y numerosos 

estudios describen alteraciones inducidas directamente sobre la funcionalidad de CD (Sher y col. 2003).  

Se considera que la producción temprana de IL-12 durante una infección con patógenos intracelulares es 

primordial en el control de la infección mediada por IFN-γ. Eﾐtヴe ellos, T. gondii induce IL-12 en CD de 

ratón vía TLR11 por reconocimiento de una molécula tipo-profilina y por moléculas secretadas al medio 
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similares al ligando de CCR5 (Aliberti y col. 2003, Yarovinsky y col. 2005). Sin embargo, se describió que el 

exceso en la producción de IL-12 se controla por un mecanismo en el cual la CD se vuelve refractaria al 

re-estímulo parasitario (Reis e Sousa y col. 1999), regulado por el propio microorganismo (Machado y 

col. 2006).  En la infección de CD humanas con T. gondii, se describió un aumento en la expresión de 

moléculas CMHII y CD86, pero no de CD40 ni CD80. Este fenómeno trae aparejado la inducción de 

apoptosis de células T. Sin embargo, la activación es normal cuando se utilizan taquizoitos no viables o 

fibroblastos infectados (Wei y col. 2002).  Los resultados descriptos evidencian que la infección directa 

puede no tener el mismo efecto que el estímulo con ag parasitarios sobre la activación y/o diferenciación 

de CD. Asimismo, la infección de distintas CPA con un mismo patógeno puede desencadenar diferente 

tipo de respuestas. Específicamente en macrófagos, la infección con T. gondii inhibe la fosforilación de 

proteínas de la familia de NF-κB (Shapira y col. 2005). 

En el caso del género Leishmania la situación es más compleja. Este grupo está compuesto por un gran 

número de especies, hecho que se traduce en la patología que cada una tiene asociada. Los parásitos del 

género Leishmania sólo infectan células del sistema fagocítico-mononuclear y la resistencia a la infección 

depende de la producción de IL-12 y la polarización de respuesta hacia el perfil Th1. Por lo tanto, se 

considera que las CD cumplen un rol fundamental tempranamente durante el curso de la infección 

(Reiner y Locksley 1995, Suzue y col. 2008). Por un lado, se observó que la infección con Leishmania 

donovani dispara la producción de IL-12 en CD pero no en macrófagos (Gorak y col. 1998). Al profundizar 

el estudio de la infección in vitro, se advirtió que la activación de CD por Leishmania era especie 

dependiente. En el caso de L. amazonensis y L. major, la captura de promastigotes o amastigotes por CD 

induce la expresión de marcadores de maduración celular, sin embargo en el caso de L. amazonensis, la 

célula queda condicionada a polarizar respuestas de tipo Th2 por secreción de IL-4 y ausencia de IL-12 

(Qi y col. 2001). Consecuentemente, se observó que las especies que no producen patología diseminada, 

eran las mayores inductoras de activación y producción de IL-12p70 por CD (Turco y col. 2001). 

Recientemente se caracterizó la función inmunomoduladora del lipofosfoglicano (LPG) en diferentes 

modelos in vitro. Para L. mexicana se observó una respuesta diferencial en CD y monocitos. En estos 

últimos se detectó alteración en la producción de IL-12 y polarización de respuestas Th1 por inhibición 

de NF-B (Argueta-Donohué y col. 2008). Asimismo, se observó que el LPG de L. major inhibe la 

migración de CD (Jebbari y col. 2002), y que regula negativamente la polarización Th1 por CD (Liu y col. 

2009). Sin embargo, en macrófagos el LPG induce la activación y producción de ON vía TLR2 (Kavoosi y 
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col. 2010). Pese a que la membrana de Leishmania  está altamente enriquecida en esta molécula, el 

reconocimiento de L. infantum y L. pifanoi por DC-SIGN es independientemente de LPG (Colmenares y 

col. 2004). Asimismo, aún se desconocen los receptores celulares involucrados en los mecanismos de 

inhibición descriptos (de Veer y col. 2003, Terrazas y col. 2010).   

El género Plasmodium abarca numerosas especies. Los estudios realizados demuestran que las no letales 

inducen activación, maduración y secreción de citoquinas proinflamatorias (Wykes y col. 2007), mientras 

que las letales y P. vivax alteran la funcionalidad de las CD (Urban y col. 1999, Ocaña-Morgner y col. 

2003, Wykes y col. 2007). Los mecanismos descriptos asociados a la modulación de CD son variados. 

Algunos describen la alteración del balance de CDm/CDp, así como la inducción de Tregs mediada por IL-

10 (Jangpatarapongsa y col. 2008). Otros estudios, demuestran que CD expuestas a eritrocitos infectados 

o merozoitos poseen una capacidad reducida de inducir linfoproliferación y que tanto el CD36 como el 

CD151 están involucrados en esta modulación. Adicionalmente, las CD de ratones infectados poseen 

respuestas subnormales ante el estímulo con agonistas de TLRs (Urban y col. 2001, Perry y col. 2005).   

Durante los últimos años se describieron numerosas moléculas parasitarias con función 

inmunomoduladora tanto en protozoarios como en helmintos (Maizels y Yazdanbakhsh 2003, van der 

Kleij y col. 2002, van der Kleij y Yazdanbakhsh 2003, Machado y col. 2006). Algunos trabajos sugieren la 

inducción de tolerancia por exposición repetida a ciertos ags. Por lo tanto, se postula que los parásitos o 

sus moléculas interfieren modulando la diferenciación de CD, generando un microambiente permisivo 

para su persistencia y/o establecimiento (Svensson y col. 2004, Jangpatarapongsa y col. 2008). En base a 

estudios recientes, el reconocimiento múltiple de patógenos vía diferentes PRRs (TLRs, CLRs y otros) y su 

acción conjunta parece ser clave en la modulación y el condicionamiento de la respuesta asociada a CD 

(Colmenares y col. 2004, van Liempt y col. 2007, Chandra y Naik 2008). Sin embargo, en reducidos casos 

se han caracterizado las moléculas y/o los receptores involucrados en los fenómenos de inhibición 

(Erdmann y col. 2009, Liu y col. 2009, Terrazas y col. 2010).  

 

ii T. cruzi y la modulación de células presentadoras de antígeno (CPA) 

La interacción entre T. cruzi y CD está menos estudiada que en el resto de los protozoarios de 

importancia médica. Sin embargo, existen numerosos trabajos que caracterizan los efectos de la 

interacción de T. cruzi y/o sus moléculas sobre CPA. 
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Estudios in vivo, demostraron que tanto los macrófagos como las CD esplénicas presentan alteraciones 

en la expresión de moléculas coestimulatorias y en su funcionalidad particularmente en ratones con alta 

susceptibilidad a la infección (Planelles y col. 2003). Asimismo, se demostró la alteración de la migración 

de CD a bazo durante la infección aguda  por T. cruzi (Chaussabel y col. 2003). En paralelo, fue descripto 

que durante la infección aguda con una cepa de alta virulencia, disminuye la expresión basal de 

moléculas CMHII en superficie de CD, macrófagos y linfocitos B. Sin embargo una cepa de baja virulencia, 

preserva la expresión de moléculas asociadas a madurez en CD y las estimula en macrófagos y linfocitos 

B.  Además, se describió que la cepa de alta virulencia reduce drásticamente la capacidad de CD aisladas 

de bazo de estimular una alorrespuesta (Alba Soto y col. 2003).  

En modelos in vitro, los macrófagos infectados por T. cruzi son incapaces de disparar estallido 

respiratorio y controlar la multiplicación del parásito (Pakianathan y Kϋhn 1994). El control de la carga 

parasitaria ocurre en presencia de IFN-γ Ioﾐ o siﾐ LP“ ┞ es dependiente de activación de iNOS. Sin 

embargo, citoquinas como IL-10 y TGF-β supヴiﾏeﾐ el efeIto por un mecanismo dependiente de L-

Arginina (Gazzinelli y col. 1992).  También está descripto que la internalización de Tp de T. cruzi 

desciende la actividad bactericida de macrófagos (Celentano y González Cappa 1993). Pese al rol 

destacado del ON como microbicida en el control del parásito, Abrahamsohn y Coffman (1995) 

reportaron que durante el cultivo ex vivo, la supresión de la proliferación de células T esplénicas de 

ratones en fase aguda de la infección, se revierte por bloqueo de citoquinas proinflamatorias o por 

inhibición de iNOS (NG-monometil-L-Arginina) en macrófagos. Trabajos posteriores demostraron que en 

ese tipo celular, la infección por T. cruzi modula el balance iNOS/Arginasa. Se plantea que la activación 

alternativa de macrófagos vía Arginasa-1 es un mecanismo inducido por el parásito que favorece su 

multiplicación, contrarrestando el daño de una respuesta proinflamatoria exacerbada asociada a la 

producción de ON (Fabrino y col. 2004, Stempin y col. 2010).  

Un único trabajo in vitro en CD humanas, describe que la infección por T. cruzi disminuye la producción 

de citoquinas proinflamatorias en presencia o ausencia de LPS. Asimismo, se observó que tanto la 

infección como el estímulo con productos de excreción-secreción parasitaria inhiben la expresión de 

HLA-DR y CD40 en este tipo celular (van Overtvelt y col. 1999). 

Respecto al estudio de moléculas involucradas en las alteraciones descriptas, Brodskyn y col. (2002) 

demostraron que el estímulo con GIPLs purificados de Epis altera la secreción de citoquinas y la 

expresión de moléculas coestimulatorias en macrófagos y CD tratados con LPS. Sin embargo, otros 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Pakianathan%20DR%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kuhn%20RE%22%5BAuthor%5D
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estudios demostraron que el reconocimiento de moléculas GPIs derivadas de Tp y GIPLs de Epis activan 

macrófagos (Camargo y col. 1997b, Freire de Lima y col. 1998, Campos y col. 2001). Asimismo, se 

demostró que la activación por la proteína Tc52 en CD y por GPIs en macrófagos ocurre vía TLR2. En el 

caso de los GPIs vía MAPKs y NF-κB e independientemente de TLR4 (Campos y col. 2001, Ouassi y col. 

2002, Ropert y col. 2001).  

En estudios posteriores in vivo se observó una marcada susceptibilidad a la infección en ratones MyD88 

KO, no observada en TLR2 KO. Esta diferencia sugiriere la existencia de otros TLRs o PRRs involucrados en 

el control de la infección que señalizan vía MyD88 (Campos y col. 2004). En los últimos años se 

caracterizó que el efecto cooperativo entre el TLR2 y TLR9 mejora el curso de la infección por 

mecanismos dependientes de IFN-γ ┞ M┞DΒΒ (Bafica y col. 2006).  

La inmunomodulación de CD por T. cruzi se encuentra poco caracterizada. Sólo recientemente, se 

informó el efecto inhibitorio de ácido siálico de Tp  sobre la activación de CD inducida por LPS vía Siglec-E 

(Erdmann y col. 2009).  

 

4. Modelo de infección experimental murino  

En los últimos años en el laboratorio se han realizado una serie de estudios con el propósito de clarificar 

las diferencias presentes en la asociación hospedero murino-T. cruzi frente a parásitos con distinto grado 

de virulencia. Para ello trabajamos con dos poblaciones parasitarias que representan polos opuestos del 

espectro en relación a la susceptibilidad del huésped murino ante la infección: RA y K98 (clon derivado 

de la cepa CA-I). De acuerdo a la clasificación actual, las poblaciones parasitarias empleadas en el 

desarrollo de esta tesis pertenecen una al linaje I (clon K98 aislado de la cepa CA-I) y la otra al linaje II 

(RA) (Risso y col. 2004), actualmente consideradas de linaje I y VI, respectivamente (Zingales y col 2009). 

Ambas fueron aisladas a partir de pacientes infectados que presentaban sintomatología clínica: la cepa 

RA, aislada de un paciente cursando la fase aguda de la enfermedad de Chagas (González Cappa y col. 

1981b) y la cepa CA-I de un paciente con miocardiopatía chagásica crónica (González Cappa SM y col. 

1980). El clon K98 fue obtenido por la Dra. Celentano en nuestro laboratorio a partir de la cepa CA-I. RA 

es letal para el ratón y reticulotrópica-pantrópica, capaz de inducir acs protectores, mientras que CA-I y 

su clon K98 no son letales, se comportan como miotrópicas y los acs que estimulan carecen de capacidad 

protectora (González Cappa y col. 1980, González Cappa y col. 1981b, Celentano y González Cappa 1993, 

Muller y col. 1986). Ambas cepas  producen activación macrofágica pero difieren en el grado de 
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activación inducida (Celentano y González Cappa 1993). In vivo, los macrófagos de ratones infectados 

con RA captan eficientemente S. typhimurium pero presentan fallas microbicidas por lo que la bacteria 

prolifera, mientras que los macrófagos de ratones infectados con CA-I procesan S. typhimurium como los 

no infectados (Celentano y González Cappa 1993, Celentano 1996). La tasa de multiplicación en 

macrófagos (y también en células no fagocíticas) es mayor para RA que para CA-I/K98 (Celentano 1996, 

González Cappa y col. 1999). Los Tp de RA expresan y liberan mayores cantidades de TS  que los de K98. 

A su vez, la infección con RA produce alteraciones en la histoarquitectura tímica, asociada a los niveles 

de enzima circulante, mientras que la infección con K98 solo produce lesiones tímicas transitorias (Risso 

y col. 2004).  

Por otra parte, hemos comprobado también que la infección estimula una respuesta inmune 

autoreactiva que participa del daño tisular diferencialmente entre estas poblaciones parasitarias: 

mientras que la cepa pantrópica RA estimula células T CD4+ y CD8+ capaces de transferir daño 

pasivamente teniendo como blanco el tejido nervioso, la población miotrópica CA-I/K98 sólo activa CD4+ 

capaces de producir daño por transferencia y su blanco es músculo (Mirkin y col. 1997). Además, si bien 

ambas cepas inducen acs capaces de reconocer ags de nervio in vitro, sólo los acs obtenidos de ratones 

infectados con RA y reactivos contra nervio son capaces de modificar la conducción del impulso nervioso 

cuando se inoculan por vía epineural, modificando latencia y amplitud del potencial de acción sugestivas 

de alteraciones en la mielina y del número de axones funcionales (Tekiel y col. 1997 y 2001).  

Posteriormente, se analizó si las diferencias en la respuesta inmune podrían resultar de alteraciones de 

T.cruzi cepa-dependientes en la interacción entre células T y CPA. Se utilizó el modelo de infección 

experimental murina con las poblaciones de T. cruzi  RA y K98, por su polaridad respecto al grado de 

virulencia, tropismo tisular y órganos blanco de respuesta reactiva durante la fase crónica de la infección. 

Se demostró que la proliferación de células T esplénicas es inhibida por la infección con las dos cepas de 

T. cruzi pero la magnitud de esta inhibición es directamente proporcional al grado de virulencia de la 

cepa infectante. La infección aguda con la cepa de mayor virulencia, RA, disminuye la expresión 

constitutiva de moléculas CMHII en superficie de CD, macrófagos y LB mientras que la infección aguda 

con la cepa de menor virulencia, K98, preserva su expresión en CD y la estimula en macrófagos y LB.  

Además, la infección aguda con RA reduce drásticamente la capacidad de CD aisladas de bazo para 
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estimular la alorrespuesta de células T CD4+ y CD8+ (Alba Soto y col. 2003). El análisis fenotípico de CD 

CD11cint (CD45RB+ y productoras de IL-10)  las acercaría a las CD descritas con funciones tolerogénica. 

La transferencia adoptiva de  CD derivadas de médula ósea incubadas con antígeno de T.cruzi (RA) no 

confiere protección durante el curso de la infección experimental utilizando como desafío una dosis letal 

de T.cruzi. Pese al estado de madurez de estas CD, poseen una menor capacidad para inducir 

proliferación de células de ganglio linfático y un notable incremento en la producción de la citoquina 

inmunoregulatoria IL-10 (Alba Soto, Tesis Doctoral). 
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OBJETIVOS 

OBJETIVOS GENERALES 

Estudiar el efecto modulador de T. cruzi sobre la diferenciación de CD en un modelo in vitro así 

como los mecanismos moleculares involucrados. 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

1- Caracterizar fenotípica-funcionalmente a las CD frente a distintos estímulos parasitarios:  

.Expresión de marcadores de superficie asociados a madurez, secreción de citoquinas. 

.Capacidad endocítica. 

.Presentación antigénica: efecto sobre células T en el marco de una alorespuesta o de 

una respuesta ag-específica (análisis proliferación y diferenciación celular). 

2- Determinar la relevancia de la infección celular en el proceso y analizar el efecto del estímulo con 

distintos estadios parasitarios, parásitos muertos, productos de excreción-secreción, o parásitos 

de cepas con diferente grado de virulencia. 

3- Caracterizar molecularmente el estado de activación de CD ante el estímulo con el parásito: 

. Cascadas de señalización involucradas. 

. Rol de receptores particulares asociados al reconocimiento de PAMPs en la 

modulación de las CD por Tp de T. cruzi. 



Materiales y Métodos 

 

 

38 

 

MATERIALES Y MÉTODOS 

 

1. Ratones 

Ratones de la colonia CF1 machos de 14-21 días de edad fueron utilizados en los pasajes sucesivos de Tp 

sanguíneos de las poblaciones de T. cruzi empleadas en este trabajo. Las CD fueron diferenciadas a partir 

de células de médula ósea obtenidas de ratones machos de 8-10 semanas de las cepas C3H/HeN (H-2k; 

Mls-1b2a), C3H/HeJ, BALB/c wild type (WT) o deficientes en IL-10 (Il-10-/-) y C57BL/6J WT o deficientes en 

el TLR2 (TLR2KO) dependiendo del ensayo. Las reacciones linfocitarias mixtas se realizaron con células 

presentadoras de ratones C3H/HeN y linfocitos alogenéicos de ratones BALB/c de 8 semanas de edad. 

Para los estudios de linfoproliferación antígeno-específica se emplearon ratones transgénicos OT-II, 

cuyos receptores de células T (TCR) reconocen específicamente el péptido OVA (péptido OVA323–339/I-Ab, 

C57BL/6J). Los ratones CF1, C3H/HeN y BALB/C fueron criados en el bioterio del Departamento de 

Microbiología, Parasitología e Inmunología de la Facultad de Medicina (UBA). Los animales se 

mantuvieron en grupos de 4-6 por jaula, recibieron la dieta habitual de bioterio (alimento balanceado) y 

se respetaron los ciclos de 10 horas de luz y 14 horas de oscuridad. En todos los experimentos, la dieta y 

el agua fueron administradas ad libitum. Los ratones Il-10-/- (BALB/c) fueron alojados en el bioterio de  la 

Fundación Instituto Leloir (Buenos Aires, Argentina). Los ratones C3H/HeJ, C57BL/6J, OT-II (C57BL/6J) y 

TLR2KO (C57BL/6J) fueron obtenidos del Jackson Laboratory y alojados en la División Medicina 

Experimental, Instituto de Investigaciones Hematológicas, Academia Nacional de Medicina bajo 

condiciones libre de patógenos. El cuidado de los animales se llevo a cabo según normas institucionales. 

Los ratones Il-10-/- fueron cedidos por el Dr.J.E. Ugalde (IIB-UNSAM), los TLR2KO (Takeuchi y col. 1999) 

por el Dr. S. Akira (Department of Host LPS Defence, Research Institute for  Microbial Diseases, Osaka 

University, Japan).  
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2. Parásitos 

2.1 Tripomastigotes (Tp) sanguíneos. 

2.1.1 Purificación y tratamiento de Tp.  

En este trabajo de tesis se utilizaron Tp de dos poblaciones parasitarias de T. cruzi: cepa RA y clon K98 

(derivado de la cepa CA-I). Tanto la cepa RA (aislada de un paciente en la etapa aguda de la enfermedad 

de Chagas, González Cappa y col. 1981b; actualmente perteneciente a linaje VI, Zingales y col. 2009) 

como la cepa de CA-I o su clon K98 (paciente con miocardiopatía chagásica crónica, González Cappa y 

col. 1980; linaje I, Zingales y col. 2009), son mantenidas en el laboratorio mediante pasajes sucesivos en 

ratón, por inoculación de 1x105 Tp por vía intraperitoneal (ip) con una frecuencia de 7 días para RA y 45 

días para K98. Para este fin, los animales son sacrificados en el pico de parasitemia y sangrados en 

esterilidad por punción cardíaca. El recuento de parásitos se realiza en cámara de Neubauer luego de 

haber diluido la sangre y lisado los eritrocitos en solución de lisis (Tris-NH4Cl 0,83%  pH: 7,2). La 

concentración de parásitos requerida se obtiene por dilución de la sangre en PBS pH: 7,2 suplementado 

con suero homólogo inactivado a 56°C durante 30 min, ya que el suero evita la lisis espontánea de 

parásitos (Katzin y col. 1977). Este procedimiento se lleva a cabo tanto con la sangre que se utiliza para 

los pasajes como con la empleada en ensayos experimentales.  

Los Tp utilizados en los ensayos de la siguiente tesis fueron purificados a partir de sangre de ratones CF1 

en el pico de la parasitemia. Este procedimiento se realizó por centrifugación diferencial en gradiente de 

densidad según protocolo de Sztein y Kierszenbaum (1992), con algunas modificaciones. Brevemente, un 

colchón de 9 ml de sangre diluida al tercio en PBS se sembró sobre 3,5 ml de Histopaque-1083 (Sigma). A 

continuación, se centrifugó por 25 min a 400 g sin freno a temperatura ambiente. Los Tp se recuperaron 

de la interfase por sobre el Histopaque con pipeta Pasteur, y fueron separados de células mononucleares 

y/o plaquetas por centrifugación diferencial a 3000 g durante 10 min. Luego, los Tp fueron lavados en 

medio de Dulbecco modificado por Iscove (IMDM, Sigma), centrifugados a 12000 g durante 30 min y 

resuspendidos en IMDM con 10%  de suero fetal bovino inactivado (SFB; Natocor, Argentina), (IMDM-10). 

En los estudios del efecto del parásito sobre las CD independientemente de la infección, se utilizaron Tp 

de RA muertos por calor a 56 C durante 30 min (Tpmc) o fijados con paraformaldehído al 4%  durante 30 
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min (Tpfx). Los parásitos fijados fueron lavados exhaustivamente antes de ser agregados a los cultivos 

celulares.  

La desialidación de los Tp se llevó a cabo mediante dos abordajes:  

-TpLac: por incubaciones sucesivas de los parásitos de RA con lactosa (20 mM) durante 15 min 

intercalando entre cada tratamiento centrifugaciones (15 min, 12000 g) para eliminar el medio con sialil-

lactosa. La lactosa es un disacárido aceptor de ácido siálico (enzima parasitaria trans-sialidasa transfiere 

el ヴesiduo uﾐido eﾐ IoﾐfiguヴaIióﾐ αヲ-3 a β-galactosas desde moléculas dadoras a galactosas terminales, 

Parodi y col. 1992).  

-TpNeu: desialidación enzimática utilizando neuraminidasa de Clostridium perfringens (Invitrogen), 

iﾐIuHaﾐdo ヱヰ μg/ﾏl de la eﾐziﾏa, 1 h a temperatura ambiente. Luego del tratamiento y dependiendo 

del ensayo, los parásitos (RA) fueron tratados a 56°C 30 min y lavados exhaustivamente. 

2.1.2 Medio enriquecido en productos de excreción-secreción parasitaria (Tc MC) 

El Tc MC se obtuvo cultivando 1x107 Tp de RA/ml en IMDM-10 a 37°C en 5%  CO2 durante 24 h. Luego, la 

suspeﾐsióﾐ de paヴásitos fue filtヴada eﾏpleaﾐdo ﾏeﾏHヴaﾐas de ﾐ┞loﾐ de ヰ,ヲヰ μﾏ ふOヴaﾐge “IieﾐtifiIぶ.  

2.2 Epimastigotes (Epis)  

Para algunos ensayos se utilizó el estadio de Epis de la cepa RA de T. cruzi o sobrenadantes (sn) de 

lisados del mismo. Los parásitos fueron mantenidos por pasajes semanales en cultivo axénico en medio 

bifásico (Isola EL y col. 1986) y cuantificados por microscopía óptica en cámara de Neubauer. Los sn se 

prepararon a partir de Epis (1x108/ml), lavados dos veces en PBS, resuspendidos en Tris/HCL 10 mM pH 

7,4, Tritón x-100 1% , en presencia de inhibidores de proteasas (leupeptina 0,01% , fluoruro de metilfenil 

sulfonilo 2 mM, aprotinina 25 U/ml, benzamidina 1 mM, TLCK 0,05 mM, E-ヶヴ ヱヰ μMぶ ┞ soﾏetidos a 

cuatro ciclos de congelamiento en N2 líquido/descongelamiento a 37°C para su ruptura. Posteriormente 

los lisados fueron centrifugados (27000 g, 30 min a 4°C). Los sn resultantes fueron almacenados a -80°C 

hasta su utilización como antígeno en cultivos celulares. 
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3. Cultivos celulares 

3.1. Células dendríticas derivadas de médula ósea (CD) 

3.1.1 Obtención de medio condicionado con GM-CSF murino 

Se empleó la línea celular J558 descripta por Zal y col. (1994), que proviene de células del mieloma X63-

Ag8 transfectado con el vector de expresión BCMGSNeo (Karasuyama y Melchers 1988) y que contiene el 

ADNc que codifica para el factor estimulador de colonias de granulocito-macrófago (GM-CSF) murino. Las 

células se cultivaron en IMDM suplementado con penicilina 100U/ml, estreptomicina 100 µg/ml, L-

glutamina 2 mM, 2-mercaptoetanol 50 µM y 10%  SFB (IMDM-10). Periódicamente se realizó una selección 

positiva del stock de células J558 con G418 (Sigma), ya que el vector transfectado incluye un casete de 

resistencia a dicho compuesto. El cultivo de selección se realizó en IMDM-10 conteniendo 1 mg/ml de 

G418. El stock de J558 se preservó alicuotado en ampollas en N2 líquido sin G418 en una mezcla de 1/10 

partes de dimetilsulfóxido (DMSO) en SFB. Para la preparación periódica de medio condicionado, se 

descongelaron ampollas de stock, y se cultivaron en suspensión en IMDM-10 en presencia del factor de 

selección en botellas de cultivo de 25 cm2 (Corning). Luego de 72 h de cultivo, las células se repicaron en 

botellas de 75 cm2 en una concentración de 2x105 células/ml de medio sin G418 y 72 h más tarde (fase 

estacionaria de crecimiento), se recolectó el sn de cultivo. El medio condicionado así obtenido fue 

fraccionado y conservado a –80° C hasta su utilización.  

3.1.2 Generación de CD 

Se generaron células dendríticas a partir de células de médula ósea de ratones CH3/HeNk, C3H/HeJ, 

BALB/c WT y/o Il-10-/-, C57/6J WT y/o TLR2KO (dependiendo del experimento) de 8-10 semanas, 

procesándolas de acuerdo con la técnica descripta por Inaba y col (1992). Brevemente, se extrajeron 

fémures y tibias y luego de extraer el tejido circundante se lavaron en IMDM suplementado con 

antibióticos (penicilina 100U/ml, estreptomicina 100 µg/ml). Posteriormente, se cortaron las epífisis y la 

médula ósea se extrajo por lavado con jeringa conteniendo IMDM-10. Estas células fueron cultivadas en 

botellas plásticas de cultivo a una concentración de 1x106células/ml de IMDM-10 suplementado con 50%  

de medio condicionado con GM-CSF obtenido como se describió en el punto anterior. Al 3er día de 

cultivo, sin afectar a la monocapa celular, se eliminó el sn de cultivo y se agregó medio IMDM-10 
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suplementado con 50%  de medio condicionado con GM-CSF fresco. Al 7mo día de cultivo se cosecharon 

las células no-adherentes. Con este procedimiento se logró enriquecer el cultivo en CD de linaje mieloide 

y eliminar en gran proporción células de linaje granulocítico-macrofágico. La caracterización del fenotipo 

celular obtenido se realizó por inmunomarcación y citometría de flujo, utilizando anticuerpos (ac) 

monoclonales contra moléculas específicas presentes en la superficie celular (ver TABLA A, pág. 52). 

3.1.3 Estímulo y/o tratamiento de las CD 

Luego de 7 días de diferenciación en presencia de GM-CSF, las CD obtenidas fueron cultivados  a razón 

de 1x106 células/ml en presencia de IMDM-ヱヰ siﾐ estíﾏulo ふCD Ioﾐtヴolぶ, eﾐ pヴeseﾐIia de LP“ ふヱヰ μg/ﾏl; 

Escherichia coli O26:B6, Sigma) o lipohexapéptido sintético Pam3C┞s ふヱ μg/ﾏl; Boehヴiﾐgeヴ Maﾐﾐheiﾏ, 

Germany), Epis (4:1, Epis:CD) o lisado ふヵヰ μg/ﾏlぶ, Tp de RA o K98 (relación Tp:CD 1:1, 4:1 o 8:1 

dependiendo del ensayo), Tpmc, Tpfx, TpNeu, TpLac o Tc MC durante tiempos variables y dependiendo 

del ensayo:  

-Para la caracterización del fenotipo celular y estado de madurez de las CD por citometría de flujo, las 

células se cultivaron por 24 h a 37°C 5%  CO2 con distintos estímulos (detallado en 7). Además, se 

almacenaron los sn de cultivo a -80°C para detección de citoquinas a las 6, 12, 18 y 24 h de cultivo (ver 

punto 5). 

-Para la determinación del porcentaje de CD infectadas luego del co-cultivo con Tp (RA) se utilizaron dos 

abordajes: 

1- Co-cultivo de CD a distintas relaciones Tp:CD durante 24 h, posteriormente lavado de células, 

eliminación de parásitos libres y cultivo por 24 h extras seguido de fijación de células en 

portaobjetos, marcación y determinación del porcentaje de CD con amastigotes intracelulares 

por microscopía de inmunofluorescencia (ver 6.2).  

2- Marcación de Tp con CFSE según se detalla en 6.3 y co-cultivo con CD durante 12 h y posterior 

análisis por citometría de flujo (descripto en 7). 
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-La caracterización de la capacidad endocítica de las CD tras el cultivo con los distintos estímulos 

utilizando FITC-dextran y la apoptosis celular se analizaron por citometría de flujo según se describe en 

7.3 y 7.4 respectivamente. 

-En los ensayos en los cuales las CD fueron utilizadas como células presentadoras, luego de ser 

estimuladas fueron lavadas, irradiadas y co-cultivadas con células de ganglio linfático depletadas de 

células adherentes (Lg) o CD4 como se describe en 4. En algunos casos durante la diferenciación de las 

CD se utilizaron ac neutralizantes anti TGF-β ┞/o aﾐti IL-ヱヰ ふヱヰ μg/ﾏl, Γヰヱヶ ┞ JE“ヰヵヲAヵ, respectivamente; 

R&D Systems). En los estudios de proliferación por presentación del péptido OVA las CD fueron 

cultivadas en presencia de los estímulos más OVA (0,3 mg/ml; Sigma). 

-Para la caracterización del estado de activación de ciertas cascadas de señalización las CD fueron 

tratadas con distintos estímulos durante 5, 15, 30 min, 2, 4, 6 o 24 h. Posteriormente fueron procesadas 

como se detalla en 8.1.  

-En los estudios del efecto de la inhibición de cascadas de señalización en la funcionalidad de las CD, las 

células fueron incubadas 45 min a 37°C y 5%  CO2 con los inhibidores de MEK/ERK, NF-κB ふUヰヱヲヶ ヲヰ μM ┞ 

BAY11-ΑヰΒヲ ヱ μM, respectivamente; Sigma) y Jak2-“TATン ふAGヴΓヰ ヲ,ヵ μM; CalHioIheﾏぶ o el vehíIulo 

(DMSO) previo al agregado de cada estímulos. 

3.2 Suspensiones celulares de ganglio linfático enriquecidas en linfocitos (Lg) 

Para los ensayos que requirieron poblaciones celulares de ganglio linfático, se extrajeron por cirugía 

ganglios inguinales, axilares y braquiales, eliminando cuidadosamente el tejido graso circundante. Los 

ganglios fueron disgregados a 4°C en malla metálica en condiciones de esterilidad con medio de cultivo 

RPMI 1640 (Sigma) suplementado con 5%  SFB, 2-mercaptoethanol, penicilina 100 U/ml y estreptomicina 

100 µg/ml (RPMI-5). Los restos de tejido capsular fueron removidos y las suspensiones celulares 

sometidas a lisis de glóbulos rojos. Para ello, se centrifugaron a 280 g durante 5 min; el sedimento 

celular se resuspendió en solución de lisis (Tris-NH4Cl 0,83%  pH: 7,2) y la suspensión se incubó durante 

15 min a 4°C. Posteriormente, fueron centrifugadas nuevamente a 280 g por 5 min y el sedimento 

resuspendidos en RPMI-5. Esta operación se realizó dos veces para eliminar la solución de lisis. La 

concentración y viabilidad celular fueron evaluadas por recuento en cámara de Neubauer y utilizando 
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como colorante de exclusión azul tripán al 0,4% . Las Lg se obtuvieron luego de eliminar células 

adherentes por cultivo en placa plástica a 37°C durante 1 h. 

3.3 Purificación de células T CD4+ de ganglios linfáticos y/o cultivo por selección inmunomagnética  

Con el fin de purificar células T CD4+, suspensiones celulares de Lg fueron lavadas dos veces en solución 

MACS (PBS suplementado con EDTA 2mM y BSA 0,5% ), se resuspendieron y se llevaron a una 

concentración final de 108 células/ml de solución. Posteriormente, las células fueron incubadas con ac 

anti-CD4 conjugado a biotina (Biot; TABLA A) a una concentración de 2 µg ac/5x107 células durante 15 

min a 4°C. Luego de un lavado con 10 volúmenes de solución MACS se procedió a la incubación  de las 

células con 1 parte de la suspensión comercial de perlas magnéticas recubiertas con estreptavidina en 9 

de solución MACS durante 10 min a la misma temperatura. Luego de dos lavados con 5 volúmenes de 

esta solución, la suspensión celular (500 µl) se pasó por una columna de separación magnética (MACS 

separation columns, Miltenyi Biotec) previamente embebida en solución MACS. Luego se realizaron tres 

lavados con 500 µl de solución MACS los cuales fueron recolectados como la fracción celular CD4- (fue 

mantenida a 4°C para su posterior análisis por citometría de flujo) y luego de sacar las columnas del 

campo magnético, se procedió a la elución de la fracción CD4+ con 1 ml de solución MACS (ver figura A). 

Las poblaciones celulares obtenidas mostraron más de un 95%  de células CD3+CD4+ según se determinó 

por citometría de flujo. En el caso de purificación de CD4 a partir de cultivos de Lg también se procedió 

según el protocolo recién detallado. En ambas situaciones las células fueron mantenidas en hielo hasta 

su posterior uso, ya sea en cultivo como en ensayos de proliferación celular. 
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3.4 Co-cultivos de CD y Lg o células T CD4+ 

Luego de ser cultivadas con los distintos estímulos, las CD fueron lavadas y co-cultivadas con Lg o CD4+ 

en relación de 1/10 respectivamente y en placas de 24 hoyos (BD Falcon o Orange Scientific) a una 

concentración de 1x106 células/ml de RPMI-10. Luego de 3 o 6 días de cultivo se recolectaron los sn, los 

cuales fueron almacenados para el posterior análisis de citoquinas (ver 5). En paralelo se determinó el 

porcentaje de muerte celular en cultivo por microscopía óptica (ver 6.1). A continuación, se caracterizó el 

estado de activación de los LT CD4+ y el porcentaje de apoptosis por citometría de flujo según se detalla 

en 7.1 y 7.4, respectivamente. La activación de los CD4 se determinó por marcación con ac anti-CD4, 

anti-CD69 y anti-CD25 (ver TABLA A). 

 

4. Ensayos de proliferación celular 

4.1 Cultivos alogenéicos: reacción linfocitaria mixta (RML) 

4.1.1 RML de 72 h 

A. Células marcadas anti-CD4 + perla magnética

B. Elución de fracción negativa en campo magnético

C. Fuera del campo magnético, elución de fracción positiva

A

B

C

Campo 
magnético

     

 

FIGURA A. Diagrama de purificación celular por columna magnética MiniMACS. 

La suspensión celular se marca con anticuerpos específicos biotinilados y estreptavidina conjugada a 

partículas magnéticas (A). A continuación, la suspensión es eluída través de una columna MiniMACs 

expuesta a un campo magnético, quedando retenida en la misma la fracción celular marcada 

positivamente (B). Finalmente y luego de retirar la columna del campo magnético, se eluye la fracción 

positiva (C). 
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En los cultivos linfocitarios mixtos alogenéicos, se utilizaron como células presentadoras CD derivadas de 

médula ósea de ratones C3H/HeN tratadas con distintos estímulos e irradiadas con 30 Gy (dosis que 

inhibe la mitosis pero no afecta ni la viabilidad ni la funcionalidad de las CD) en el centro de irradiación 

CEBIRSA de la Capital Federal. Las CD fueron co-cultivadas con 1x105 Lg o LT CD4+ aislados por 

separación magnética a partir de ganglios linfáticos de ratones BALB/c normales, a una relación 1/5 y/o 

1/10 CD/célula efectora dependiendo. El co-cultivo se realizó en placas de 96 hoyos (NUNC) por 

triplicado y a un volumen final de 200 µl de medio RPMI-10 a 37°C y 5%  de CO2. En algunos ensayos se 

agregaron al medio de cultivo ac neutralizantes anti TGF-β ┞/o aﾐti IL-ヱヰ ふヱヰ μg/ﾏl, Γヰヱヶ ┞ JE“ヰヵヲAヵ, 

respectivamente; R&D Systems). 

Para medir proliferación celular, las placas fueron pulsadas con 0,5 µCi/hoyo de timidina triteada ([3H]t), 

(ICN, Costa Mesa, CA) durante las últimas 20 h de cultivo. Las células fueron cosechadas en filtros de 

fibra de vidrio Whatman GF/C y lisadas por lisis osmótica en agua destilada empleando un cosechador 

automático. Las membranas deshidratadas fueron colocadas en tubos conteniendo 1 ml de líquido de 

centelleo {4g de PPO (2,5-difenil-oxazole) y 0,4 g POPOP [1,4 - bis (5-fenil-2-oxazolyl)-benceno, 2,2'-p-

fenileno-bis (5-feniloxazole)] disueltos en 1 litro de tolueno}, las cuentas por minuto (cpm) se detectaron 

en un contador de centelleo Rack Beta (Pharmacia). Los resultados de las proliferaciones se presentaron 

como el promedio de cpm de las replicas (n=3) ± error estándar de la media (EM). 

4.1.2 Evaluación del potencial regulatorio de células T CD4+ generados en RML 

Se realizaron co-cultivos alogénicos empleando como células presentadoras CD pretratadas con distintos 

estímulos y células T CD4+ purificadas por columna magnética como fue detallado en 3.4. Dichos cultivos 

se realizaron en placas de 24 hoyos con  2x106 de células CD4+/ml de RPMI-5 a una relación CD/LT CD4+ 

de 1/10. Luego de 96 h de cultivo las células fueron centrifugadas y los sn almacenados a -80°C para el 

posterior análisis de citoquinas por ELISA. Las células fueron resuspendidas en  solución MACS y los LT 

CD4 seleccionados positivamente como fue descripto en 3.4. Para evaluar el potencial regulatorio de los 

CD4 luego del estímulo con CD diferenciadas con LPS con o sin Tpmc, se analizó la proliferación de Lg 

vírgenes co-cultivados con CD4+ alternativamente diferenciados (relación 1:1 o 1:3 CD4:Lg) en presencia 

o no de CD controles (relación 1/5 CD/célula efectora). Las células fueron cultivadas por triplicado en 
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placas de 96 hoyos. El cultivo, la cosecha y el análisis de los resultados de proliferación se realizaron 

según lo descripto en 4.1.1. 

4.2 Evaluación de la respuesta antígeno específica (OVA) de células T CD4+ (OT-II) ante CD 

diferenciadas con distintos estímulos 

Se emplearon CD derivadas de médula ósea de ratones C57BL/6J tratadas con distintos estímulos más 

OVA como células presentadoras. Las CD fueron co-cultivadas con 1x105 LT CD4+ aislados por separación 

magnética a partir de ganglios linfáticos de ratones OT-II (background C57BL/6J) en relación 1/10 

CD/célula efectora. El co-cultivo se realizó en placas de 96 hoyos por triplicado, a un volumen final de 

200 µl de medio RPMI-10 a 37°C y 5%  de CO2. Para medir la proliferación celular, las placas fueron 

pulsadas con 0,5 µCi/hoyo de [3H]t durante las últimas 20 h de cultivo. Finalmente, las células fueron 

cosechadas, las CPM medidas y los resultados de las proliferaciones se presentaron como se describió en 

4.1.  En paralelo se armaron placas en iguales condiciones de cultivo pero con el doble del contenido 

celular. Luego de 72 h, se recolectaron los sn y fueron conservados a -80°C hasta la medición de 

citoquinas por ELISA (IFN-γ, TGF-β, e IL-10). Las células fueron analizadas por citometría de flujo según lo 

detallado en 7.1. Se caracterizó su estado de activación utilizando ac específicos anti CD4, CD25 y CD69. 

Asimismo, se analizó el porcentaje de apoptosis celular según lo descripto en 7.3. 

 

5. ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) de captura 

La medición de citoquinas en sn de cultivo se realizó mediante el uso del Duo Set ELISA Development 

System (R&D Systems). Se detectó IL-6, IL-10, IL-12, IFN-γ, TGF-β ┞/o TNF-α, depeﾐdiendo del ensayo y 

en todos los casos se utilizó el protocolo detallado por el fabricante.  Se sensibilizaron las placas de 96 

ho┞os ふNUNC Ma┝isoヴpぶ Ioﾐ ヱヰヰ μl del ac de captura correspondiente diluido eﾐ PB“ ふヴ μg/ﾏlぶ a 

temperatura ambiente ON. Al día siguiente, luego de 3 lavados con PBS suplementado con 0,05%  Tween 

20 (PBS-T), las placas se dejaron a 4°C over night (on) con buffer de bloqueo (cuya composición varía 

dependiendo de la citoquina a evaluar). Luego de 3 lavados con PBS-T se agregó en cada ho┞o ヱヰヰ μl de 

sn de cultivo incógnita o de diluciones al medio de la citoquina recombinante partiendo de una 

concentración del recombinante de 2000 pg/ml de buffer de dilución en el caso de la curva estándar. Las 

placas se incubaron 2 h a temperatura ambiente. Posteriormente, se procedió al lavado con PBS-T y a 
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continuación se agregaron ヱヰヰ μl/ho┞o de uﾐa diluIióﾐ del ac de detección (400 ng/ml) en el buffer 

correspondiente a cada citoquina. Las placas se incubaron 2 h a temperatura ambiente. Se repitieron los 

3 lavados con PBS-T ┞ se agヴegaヴoﾐ ヱヰヰ μl de uﾐa soluIióﾐ de estヴeptavidiﾐa Ioﾐjugada Ioﾐ peroxidasa 

de rábano picante (strep-HRP, dilución 1:200 veces en el diluyente respectivo para cada citoquina). Las 

placas se re-incubaron a igual temperatura en oscuridad durante 20 min y luego fueron lavadas con PBS-

T.  Finalmente, se agregó la solución sustrato (mezcla 1:1 de tetrametilbenzeno con peróxido de 

hidrógeno) a cada hoyo y las placas se incubaron otros 20 minutos en oscuridad. Una vez pasado el 

tiempo de incubación la reacción se frenó con H2SO4 2N. La densidad óptica (DO) de las muestras fue 

leída a 450 nm restando automáticamente la DO basal detectada a  540nm.  

Para la determinación de las concentraciones de citoquina incógnita en las muestras se generó una curva 

sigmoidea de pendiente variable a partir de los valores de densidad óptica (DO) obtenidos para los 

valores conocidos de recombinante de la curva estándar. Para dicho cálculo se empleó el programa 

GraphPad Prism 4. 

 

6. Microscopía óptica y de fluorescencia 

6.1 Tinción con azul tripán 

Las células fueron diluidas en una solución del colorante de exclusión azul tripán  (0,4%  en PBS) y por 

microscopía óptica (400x) se cuantificaron en cámara de Neubauer el número de células vivas 

(refringentes) y muertas (azules).  

6.2 Determinación del porcentaje de infección en CD co-cultivadas con Tp 

Las CD fueron co-cultivadas con Tp, a distintas relaciones Tp:CD (detallado 3.1.3). Posteriormente las 

células fueron lavadas y marcadas a nivel de superficie con anti-CD11c PE (ver 7.1). Luego de lavadas en 

solución FACS, la suspensión celular fue adherida a portaobjetos cargados positivamente (Fisherbrand). 

Los preparados fueron fijados y permeabilizados durante 30 min con metanol frío. A continuación, 

fueron hidratados en frascos de Koplin con PBS 30 min y posteriormente incubados en cámara húmeda 

con una dilución de suero inmune de conejo. Luego de sucesivos lavados con PBS se agregó a los 

preparados una dilución apropiada de ac anti-IgG de conejo conjugado a FITC (Sigma), incubando las 
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muestras durante 30 min en cámara húmeda. Como control de inespecificidad de la marcación algunos 

preparados se trataron con suero de conejo normal más el secundario y otros sólo con el secundario. 

Luego de lavar con PBS y dejar secar, se montaron con glicerol y fueron observados en un microscopio de 

fluorescencia Nikon Eclipse E 600 con objetivos Plan fluor (100x/1.30 oil Dic H WD 0.2 y 40x/0,75 Dic M 

WD 0,72) acoplado a una cámara digital asociada al software Spot Advance para la captura de imágenes. 

El porcentaje de células infectadas con amastigotes se determinó luego del examen microscópico de al 

menos 400 células en cada preparado en campos seleccionados al azar.  

6.3 Marcación de Tp  con succinimidil éster de carboxifluoresceína (CFSE) 

El succinimidil ester diacetato de carboxifluoresceína (CFDA-SE) atraviesa pasivamente la membrana 

celular y se une covalentemente a los grupos amino libres de las macromoléculas intracelulares. 

Esterasas endógenas citoplasmáticas remueven los grupos carboxilos, convirtiendo al CFDA-SE no 

fluorescente a CFSE fluorescente. Luego de lavar dos veces los Tp con PBS, fueron incubados en una 

solución de 5 μM de CFDA-SE (Sigma)  diluida en PBS a partir de una solución madre de 5 mM en DMSO 

durante 15 min a 37C (según Wang y col. 2005). La reacción se cortó agregando un volumen de SFB al 

volumen de reacción. Posteriormente, los parásitos fueron protegidos de la luz y se lavaron 3 veces en 

PBS. La marcación fue confirmada por microscopía de fluorescencia ya que el CFSE posee un espectro de 

emisión en el rango del verde tras excitación con luz UV. Finalmente los Tp fueron cocultivados con CD, y 

el porcentaje de infección se analizó por citometría de flujo. 

6.4 Translocación a núcleo de NF-κB en CD 

Se analizó la activación de la vía de NF-κB poヴ ﾏiIヴosIopía óptiIa de fluoヴesIeﾐIia. Las CD fueヴoﾐ 

estimuladas como fue detallado en 3.1.3. Posteriormente, se sembraron preparados como fue descripto 

en 6.3. Como ac primario se utilizó un policlonal de conejo anti-NF-κB pヶヵ ふ“aﾐta Cヴuz, CA, U“Aぶ ┞ Ioﾏo 

secundario anti-IgG de conejo conjugado a FITC. Para evaluar inespecificidad de la marca algunos 

preparados se trataron sólo con el ac secundario. Para la marcación de núcleos los preparados se 

trataron con el colorante DAPI (intercalante de ADN). Finalmente se determinó por examen 

microscópico recorriendo el preparado en guarda griega, la presencia/ausencia de células con 

translocación del factor a núcleo (marcación nuclear y/o citoplasmática). 
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7. Citometría de flujo 

7.1 Inmunomarcación de moléculas de superficie celular 

Las células se lavaron dos veces en solución FACS (PBS suplementado con BSA 1%  y NaN3 0,1% ) a 4°C y 

fueron resuspendidas en FACS suplementado con 2%  de suero de cabra normal (bloqueo de unión de ac 

específicos a los receptores Fc celulares).  Luego de la incubación durante 30 min a 4°C, se agregaron 

cantidades previamente optimizadas de uno o más ac monoclonales conjugados a fluorocromos con 

distintos espectros de emisión por excitación con luz de 488 nm, tales como isotiocianato de fluoresceína 

(FITC), ficoeritrina (PE), PerCP o con biotina (BD Biosciences, Pharmingen; TABLA A). Como reactivo 

secundario en los casos de marcación con ac biotinilados se empleó estreptavidina (Strep; BD 

Pharmingen) PerCP, PE o FITC dependiendo del ensayo. Como control de marcación inespecífica, las 

células fueron incubadas simultáneamente con los correspondientes controles de isotipo (TABLA A). 

Luego de los dos últimos lavados con solución FACS, las células se fijaron durante 10 min a temperatura 

ambiente con paraformaldehído al 1%  en PBS  (PFA 1% ) y se conservaron en oscuridad a 4°C hasta ser 

adquiridas en el citómetro de flujo. 

7.2 Inmunomarcación de citoquinas  intracelulares 

La producción de citoquinas específica en un determinado tipo celular se realizó por inmunomarcación 

intracelular seguida de citometría de flujo. Las suspensiones celulares fueron tratadas con brefeldina A 

(bloquea el transporte de proteínas, induciendo su acumulación en retículo endoplásmico), a una 

concentración de 10 µg/ml en medio RPMI-10 o IMDM-10 durante 5 h a 37°C, 5%  CO2. Posteriormente, 

se realizó la inmunomarcación de moléculas de superficie según lo descripto en el punto anterior 

seguida de la marcación intracelular. Luego de la marcación de superficie, las células fueron fijadas en 

PFA 4% , 20 min en oscuridad a temperatura ambiente. Después de sucesivos lavados con solución FACS, 

se trataron con solución de permeabilización (0,5%  saponina, 10%  SFB en PBS) y se incubaron con anti-IL-

10-PE (ver TABLA 1), durante 30 min a temperatura ambiente en oscuridad. A continuación las células 

fueron lavadas dos veces con el buffer de permeabilización para eliminar el ac excedente y finalmente, 

luego del lavado en solución FACS, las células fueron fijadas y preservadas a 4°C en oscuridad hasta su 

adquisición en el citómetro de flujo. 
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7.3 Endocitosis de partículas de dextrán-FITC en CD 

Para caracterizar la capacidad endocítica de las CD luego de los distintos tratamientos, se utilizó dextrán-

FITC (Sigma) según lo descripto por Sallusto y col. (1995). Las CD fueron lavadas en IMDM e incubadas 40 

min a 37°C en presencia de dextrán-FITC a una concentración final de 0,25 mg/ml. En paralelo y como 

controles negativos de endocitosis, las muestras fueron incubadas en hielo en las mismas condiciones. 

Posteriormente, las CD fueron lavadas en solución FACS y marcadas con ac anti CD11c-PE, 30 min a 4°C. 

Finalmente fueron lavadas, fijadas y preservadas a 4°C en oscuridad hasta su adquisición en el citómetro 

de flujo. 

7.4 Apoptosis 

Luego del cultivo de CD o Lg, las células fueron lavadas con PBS. Posteriormente, fueron resuspendidas 

en solución de hipodiploidía (citrato de sodio 0,1% , Tritón X-100  0,1%  en agua destilada, ioduro de 

pヴopidio ヱヰヰ μg/ﾏlぶ segúﾐ lo desIヴipto poヴ NiIoletti ┞ Iol. ふヱΓΓヱぶ. Los tuHos fueヴoﾐ iﾐIuHados Ioﾏo 

mínimo 3 h a 4C. Finalmente fueron adquiridos en el clitómetro de flujo  en FL-2 o FL-3 teniendo en 

cuenta parámetros de ciclo celular.   

7.5 Marcación de Tp con lectinas biotiniladas 

Los Tp sin desialidar o desialidados (TpNeu) fueron lavados con PBS a 4°C e incubados con lectina 

Maackia amurensis (MAA) o peanut agglutinin (PNA) biotiniladas (Y-E LaHoヴatoヴiesぶ a ヴazóﾐ de ヱ μg 

lectina cada 1x106 Tp durante 1 h a 4°C. Luego, los parásitos fueron lavados sucesivamente con PBS a 4°C 

e incubados con Strep-PerCP durante 30 min a 4°C. Luego de tres lavados sucesivos con PBS helado, los 

Tp fueron fijados con PFA 1%  y se conservaron en oscuridad a 4°C hasta ser adquiridos en el clitómetro 

de flujo. 

7.6 Condiciones de adquisición de eventos celulares por citometría de flujo 

En los ensayos de caracterización celular, las muestras fueron adquiridas en un citómetro FACScalibur 

(BD Biosciences) del LANAIS-Citometría, CONICET, ubicado en el Hospital de Clínicas José de San Martín. 

Para los estudios realizados en Tp, las muestras fueron adquiridas en un citómetro FACSAria (BD 

Biosciences) del servicio de citometría del Instituto de Biología y Medicina Experimental (IByME). Los 

datos fueron analizados con el programa WINMDI 2.9 (Joseph Trotter, The Scripps Research Institute). 
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Los resultados del análisis de citometría de flujo fueron expresados como la intensidad de fluorescencia 

mediana (IFM marca específica – IFM marca inespecífica con isotipo) en caso de expresar los cambios en 

la densidad de moléculas en la superficie celular, o bien como el porcentaje de células que resultaron 

positivas para el marcador de superficie evaluado. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

8. Preparación de lisados celulares e inmunoblot 

8.1 Lisados celulares y cuantificación de proteínas 

Se prepararon sn de lisados celulares a partir de CD cultivadas con distintos estímulos y durante diversos 

tiempos de incubación (ver  3.1.3).  Luego de los tratamientos, las CD fueron lavadas en PBS y 

posteriormente tratadas con buffer de lisis a 4°C (Tris-acetato 20 mM pH 7.0, EGTA 1 mM, tritón x-100 

a 

TABLA A. Anticuerpos monoclonales utilizados para el análisis de citometría y/o 

microscopía de fluorescencia. 

 

aCantidades empleadas en la inmunomarcación de 1x106 células. FITC (isotiocianato 
de fluoresceína), PE (ficoeritrina), Biot (Biotina), Pharm (Pharmingen). 

 

 

 

 

 

 

 

Anticuerpo Clon Conjugado Isotipo Fabricante 
Cant. 
ふμgぶ 

CD4 (L3T4) GK1.5 FITC  Rata IgG2b Pharm 0,25 

CD4 (L3T4) RM4-5 Biot Rata IgG2a Pharm 0,25 

CD8 a (Ly-2) 53-6.7 PE  Rata IgG2a Pharm 0,5 

CD69 H1.2F3 FITC Hamster IgG1 Pharm 0,25 

CD25 7D4 Biot Rat IgM Pharm 0,25 

CD3e 145-2C11 PerCP Hamster IgG1 Pharm 0,2 

CD11b  M1/70 PE Rata IgG2b Caltag 0,25 

CD11c  HL3 PE Hamster IgG1 Pharm 0,25 

CD11c  HL3 Biot Hamster IgG1 Pharm 0,25 

GR-1 RB6-8C5 FITC Rata IgG2b Pharm 0,25 

CD40 3-23 Biot Rata IgG2a Pharm 0,25 

CD80 (B7-1) 16-10A1 Biot Rata IgG2a  Pharm 0,25 

CD86 (B7-2) GL1 Biot Hamster IgG1 Pharm 0,25 
I-Ek 17-3-3 FITC Rata IgG2a Pharm 0,125 

IL-10 JES5-2A5 PE Rata IgG1 Pharm 0,5 
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ヱ%, fluoヴuヴo de sodio ヰ,ヱ ﾏM, leupeptiﾐa ヵ μg/ﾏl, oヴtovaﾐadato de sodio ヱ ﾏM, fluoヴuヴo de ﾏetilfeﾐil 

sulfonilo 1 mM). Las muestras fueron incubadas en hielo durante 30 min y agitadas mecánicamente para 

favorecer la lisis celular. Posteriormente, los lisados fueron centrifugados a 13000 g durante 10 min a 4°C 

y los sn preservados a -20°C hasta su uso. La cuantificación de proteínas de las muestras se realizó en 

una alícuota de los sn por el método de Bradford. 

8.2 Separación de proteínas en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) 

Las muestras a analizar fueron incubadas 5 min a 100°C en buffer Laemmli (Tris-HCL 50 mM PH 6,8, SDS 

2 % p/v, GliIeヴol ヱヰ% v/v, azul de Hヴoﾏofeﾐol ヰ,ヱ % p/vぶ agヴegaﾐdo ヱ paヴte de β-mercaptoetanol  en 20 

de buffer previo a su utilización. La electroforesis para la separación de proteínas se realizó en geles de 

poliacridamida al 10%  en presencia de SDS. Las muestヴas fueヴoﾐ seﾏHヴadas a ヴazóﾐ de ヲヵ μg de pヴoteíﾐa 

por calle. La electroforesis se realizó utilizando cubas verticales Mini Protean III (BioRad) en buffer de 

corrida (Tris 25 mM, SDS 0,1 % , glicina 250 mM) a 120 V para el gel concentrador y 140 V para el 

separador. En todas las corridas electroforéticas se utilizaron marcadores de peso molecular de amplio 

rango (Rainbow MWM, Amersham Biosciences).  

8.3 Trasferencia de proteínas a membranas de nitrocelulosa, visualización y/o análisis 

semicuantitativo 

Las proteínas separadas mediante SDS-PAGE fueron transferidas a membranas de nitrocelulosa 

(Amersham Biosciences) en un equipo de transferencia semi-seca Trans-blot (BioRad). Previamente, 

tanto el gel, la membrana como las almohadillas de transferencia fueron equilibrados en buffer de 

transferencia (Tris 25 mM, Glicina 192 mM, Metanol 20 % , PH 8,3) y el proceso se llevo a cabo durante 

30 min a 18 V. Para evaluar la eficiencia de la transferencia, las membranas se incubaron 5 min en una 

solución de Rojo Ponceau. El exceso de colorante se lavó con agua bidestilada.  

Las membranas fueron bloqueadas con TBS-Tween 20 0,05%  -leche descremada 5%  on a 4°C. 

Posteriormente, fueron lavadas en buffer de lavado (Tween 20 0,05%  en TBS) e incubadas con una 

dilución del ac primario (TABLA B) en TBS-leche descremada 1% , on a 4°C. Luego de tres lavados en el 

buffer correspondiente, las membranas fueron incubadas 1 h a temperatura ambiente en agitación con 

una dilución del ac secundario-HRP, anti ratón o conejo dependiendo del primario utilizado. Las 



Materiales y Métodos 

 

 

54 

 

membranas fueron lavadas en las condiciones previamente descriptas. Para la detección de las proteínas 

de interés se usó el reactivo quimioluminiscente ECL de acuerdo al protocolo detallado por el fabricante, 

siendo la señal emitida detectada por exposición a placas radiográficas (Amersham Biosciences). 

La intensidad de banda fue el parámetro semicuantitativo utilizado. Para todas las muestras, la cantidad 

de proteína sembrada en el gel se relativizó a su correspondiente control de carga (proteína específica 

total o actina). Dependiendo del ensayo, la intensidad de banda se cuantificó por densitometría 

utilizando el programa Gel-Pro® Analyzer 4.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

9. Análisis estadísticos 

Dependiendo del diseño experimental de cada ensayo y su posterior análisis se utilizaron pruebas 

estadísticas paramétricas o no paramétricas. 

Paramétricas: 

- “tudeﾐt’s t-test para muestras no pareadas de una cola. 

- ANOVA de I y II factores. Tukey como post-test. 

Se indican las cantidades de anticuerpo necesarias para la inmunomarcación 

del lisado de 1x106 células. P (policlonal), M (monoclonal), Isotiocianato de 

fluoresceína (FITC), Santa Cruz (SC), UPSTATE (UP), Abcam (Ab). 

 

TABLA B. Anticuerpos utilizados para immunoblot.   

 Anticuerpo Código Isotipo Fabricante Dil. Uso

NF-κB p 65 (F-6) sc-109 P. Conejo SC 1/200

ERK total 06-182 P. Conejo UP 1/1000

pERK 1/2 sc-9101 P. Conejo SC 1/1000

pP38 (Tyr 182)-R sc-7975-R P. Conejo SC 1/200

STAT3 (H-190) sc-7179 P. Conejo SC 1/200

pSTAT3 (B-7) sc-8059 IgG2b Ratón SC 1/200

I κB-α (H-4)
Anti mouse-HRP

sc-1643
sc-2031

IgG1 Ratón
P. Cabra

SC

SC

1/200

1/4000

Actina ab8226 P. Ratón Ab 1/5000
Anti rabbit-HRP sc-2030 P. Cabra SC 1/4000
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No paramétricas: 

- Maﾐﾐ Whitﾐe┞’s u-test de una cola. 

- Friedman´s test. Dunns como post-test. 

El análisis estadístico se realizó utilizando los programas GraphPad Prism 4.0 e InfoStat, versión 

estudiantil (FCA-Universidad Nacional de Córdoba, Argentina). Los valores P<0,05 fueron tomados como 

significativos.    
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RESULTADOS 

1. EFECTO DE ESTADIOS PARASITARIOS Y/O PRODUCTOS DE EXCRECIÓN-SECRECIÓN 

PARASITARIOS (Tc MC) SOBRE CD EN UN MODELO DE CULTIVO IN VITRO 

1.1 Desarrollo y caracterización de CD derivadas de médula ósea. 

Las CD se caracterizan por ser un tipo celular muy heterogéneo (Shortman y Liu 2002, Steinman y col. 

2003, Rutella y col. 2006). Las CD murinas pueden ser identificadas por la expresión del marcador de 

superficie CD11c (Shortman y Liu 2002). Por lo tanto, el primer objetivo de esta tesis fue poner a punto y 

caracterizar la diferenciación de CD a partir de células de médula ósea murina siguiendo el método 

descrito por Inaba y col. (1992), con algunas modificaciones (Alba Soto, Tesis doctoral).  

Luego del cultivo de las células de médula ósea en presencia de GM-CSF durante 7 d, se caracterizó el 

porcentaje de células compatibles con CD por citometría de flujo. El número de células CD11c+ cambió a 

lo largo del tiempo, observándose un aumento desde el día 3 hasta el día 6 (datos no mostrados). Este 

incremento fue acompañado por la aparición de células no-adherentes con características morfológicas 

típicas como son la aparición de dendritas en la superficie celular (Figura 1). Por citometría de flujo, 

observamos que el marcador CD11c fue expresado en aproximadamente un 70%  de células no-

adherentes presentes en el área seleccionada según tamaño y forma (Figura 2). Asimismo, analizamos el 

fenotipo y linaje de las CD obtenidas, caracterizando la expresión de diferentes marcadores de 

superficie. Como se observa en la figura 2, el 27%  de las células expresaron el marcador I-Ek, 

correspondiente al CMH clase II, conjuntamente con el CD11c. Además, las células en su totalidad 

expresaron el marcador CD11b no detectándose expresión de CD4 y CD8, fenotipo que concuerda con 

lo descripto para CD de linaje mieloide (Ferrero y col. 2002). Respecto a la presencia de moléculas 

coestimulatorias, un 33, 24 y 36%  de células co-expresaron el CD11c y los marcadores CD40, CD80 y 

CD86, respectivamente (Figura 2). Con respecto al marcador GR-1, presente en células precursoras de 

linaje mieloide con bajo grado de diferenciación (Bronte y col. 2000), se observó que es expresado 

aproximadamente en un 50%  de la población. Alrededor de un 30%  de células co-expresan este 

marcador con CD11c (Figura 2). 
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25 microm

FIGURA 1. Inmunofluorescencia directa de CD derivadas de MO tras 7 días de
cultivo con GM- CSF. Un gran número de células presentan proyecciones
citoplasmáticas tipo dendrita. Las CD fueron marcadas con el anticuerpo
monoclonal anti CD11c-Biot y Strep-PE y fotografiadas utilizando el software Spot
Advance acoplado a un microscopio de epifluorescencia.

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.2. Caracterización de viabilidad celular e infección de CD co-cultivadas con Tp sanguíneos. 

Se caracterizó el efecto del co-cultivo de las CD con Tp sanguíneos sobre la viabilidad celular. 

Inicialmente, observamos que la presencia del parásito no aumenta el porcentaje de muerte celular 

respecto a los niveles detectados en los cultivos de CD controles sin estimular (determinado por el 

número de células muertas que incorporaron el colorante azul tripán, sobre las que lo excluyeron). A 

continuación y por citometría de flujo, analizamos según parámetros de ciclo celular, el contenido sub-
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FIGURA 2. Caracterización del fenotipo de CD derivadas de MO, obtenido tras 7 días de cultivo en presencia de 

GM-CSF. Se analizó el perfil de expresión de distintas moléculas de superficie por citometría de flujo. Las células 

fueron marcadas con anticuerpos monoclonales conjugados a distintos fluorocromos. Los porcentaje de las 

distintas poblaciones celulares fueron analizaron en la región R1, enriquecida en CD (CD11c+). El presente es un 

experimento representativo de cinco. 
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G0/G1 de ADN (contenido nuclear hipodiploide) fenómeno asociado a apoptosis. La presencia del 

parásito en cultivo no modificó los niveles de hipodiploidía basales en las CD (Figura 3). Posteriormente, 

caracterizamos el porcentaje de infección de CD a distintas relaciones Tp:CD por microscopia de 

inmunofluorescencia, según lo detallado en el punto 6.2 de materiales y métodos. Las CD (rojo) 

infectadas fueron identificadas por presentar nidos de amastigotes (verdes) intracelulares (Figura 4).  El 

porcentaje de infección en los cultivos fue relativamente bajo en todas las relaciones Tp:CD analizadas 

(TABLA 1), comparados con los niveles detectados en células no presentadoras o macrófagos  en 

estudios previos realizados por el grupo utilizando la misma cepa (Celentano, Tesis doctoral).  Asimismo, 

analizamos por citometría de flujo, si la presencia del parásito en relación 4:1 Tp:CD durante 24h de 

cultivo altera los parámetros asociados al fenotipo descripto en 1.1 (%  células positivas para CD11c, 

CD11b, GR-1, CD4 y CD8). No observamos diferencias respecto a las CD controles sin estimular (dato no 

mostrado). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 3. Los Tp no inducen apoptosis celular en las CD. Por 

citometría de flujo, se analizó el porcentaje de núcleos hipodiploides 

marcados con IP en CD controles sin estimular y co-cultivadas con 

Tp. El presente es un experimento representativo de tres.    
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FIGURA 4. Inmunofluorescencia directa de CD infectadas con amastigotes de T. cruzi. Luego de 24 h 

de cultivo Tp (8:1, Tp:CD), las CD fueron lavadas para retirar los parásitos que no invadieron células y 

cultivadas durante 24 h extras. Las células fueron tratadas con suero inmune de conejo infectado y 

anti-IgG de conejo FITC (A), observándose amastigotes intracelulares en verde y con ac anti-CD11c 

Biot y Strep-PE (B). Merge (C). El presente resultado corresponde a un experimento representativo 

de tres.    

 

Tp:CD % de CD infectadas

Media ± EM

1:1 3.2 ± 0.2
4:1 11.9 ± 0.2
8:1 16.3 ± 1.2

TABLA 1. Infección de CD por
T. cruzi in vitro

Los resultados están expresados como 
porcentaje (% ) medio de células positivas para la 
infección ± error estándar de la media (EM) de 
tres experimentos independientes.                
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1.3. Caracterización del efecto de los Tp sanguíneos sobre la maduración, diferenciación y 

funcionalidad de las CD. 

1.3.1 Fenotipo de las CD ante distintos estímulos 

Existen numerosas evidencias que demuestran que, evolutivamente, los patógenos han desarrollado 

múltiples estrategia de evasión de mecanismos de defensa del huésped y que esto puede favorecer el 

éxito de su persistencia en un organismo inmunocompetente. Así como ciertos microorganismos 

inducen la activación de mecanismos asociados al desarrollo de inmunidad protectiva (Ghanekar y col. 

1996, Henderson y col. 1997, Gorak y col. 1998), otros interfieren alterando los primeros pasos de una 

respuesta posiblemente efectiva (Grosjean y col. 1997, Urban y col. 1999). 

Dado que estudios previos de nuestro laboratorio muestran que la infección experimental con la cepa de 

alta virulencia RA altera la expresión de CMHII en superficie de CPA esplénicas y altera la funcionalidad 

de CD de bazo y ganglio linfático (Alba Soto y col. 2003), en este trabajo de tesis caracterizamos el estado 

de activación y/o maduración de las CD inducido por los Tp en el modelo in vitro. 

Para tal fin se analizó la expresión en superficie de moléculas del CMHII y coestimulatorias por citometría 

de flujo luego de 24h de cultivo de las CD con los distintos estímulos. Se caracterizó el porcentaje (% ) de 

células positivas para cada uno de los marcadores y la intensidad de expresión de los mismos en 

superficie (expresado como IFM). Como puede observarse en la figura 5 y TABLA 2, según lo esperado el 

estímulo de las CD con LPS aumentó los niveles de todas las moléculas analizadas no sólo respecto a la 

densidad en superficie sino también respecto  al porcentaje de células que las expresan. Contrariamente, 

el co-cultivo con Tp no produjo una marcada activación de las CD ya que prácticamente no se observaron 

diferencias en la expresión basal de los marcadores estudiados. En presencia de Tp, sólo se detectó un 

aumento significativo en el porcentaje de CD CD86+ (Figura 5 y TABLA 2). El estímulo conjunto con 

Tp+LPS indujo un descenso significativo en la IFM de moléculas del CMHII en CD. Sin embargo, la 

expresión del resto de los marcadores fue similar a la observada para LPS (Figura 5 y TABLA 2). La 

alteración en la expresión de moléculas del CMHII coincide con lo descripto previamente durante la 

infección experimental (Alba Soto y col. 2003) y sugiere la posibilidad de un efecto inhibitorio de los Tp 

sobre la activación inducida por LPS respecto a la expresión de dicho marcador, cuyo incremento suele 

estar asociado generalmente al proceso de maduración de las CD (Steinman y Swanson 1995, 

Banchereau y col. 2000).    
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FIGURA 5. Los Tp son malos inductores de maduración de CD y reducen el incremento de 

moléculas de CMHII inducido por LPS. Las células (106/ml) fueron incubadas en ausencia o 

pヴeseﾐIia de LP“ ふヱヰμg/ﾏlぶ ┞/o Tp ふヴ┝ヱヰ6/ml) por 24 h. Luego, por citometría de flujo se analizó 

la expresión de marcadores en superficie asociados a maduración.  Los histogramas grises 

representan el perfil de expresión del marcador indicado en cada columna. Los histogramas sin 

relleno muestran la marca inespecífica con los controles de isotipo de cada marcador. Los datos 

mostrados se corresponden con un experimento representativo de siete independientes entre sí.  

 



Resultados 

 

62 

 

 

TABLA 2. Efecto de Tp y/o LPS en la expresión de moléculas del CMHII y coestimulatorias en CDa 

Tratamiento 
                                          Expresión media en superficie de células CD11c+± EMb 

CMHII   CD40  CD80  CD86 

 IFM ± EM %  ± EM   IFM ± EM %  ± EM   IFM ± EM %  ± EM   IFM ± EM %  ± EM 

                            

Control 119 ± 27 20 ± 12  35 ± 5 26 ± 4  57 ± 15 63 ± 10  178 ± 48 30 ± 4 

Tp  111 ± 22 27 ± 16  45 ± 6 30 ± 8  63 ± 15 64 ± 9  187 ± 45 43 ± 6** 

LPS 186 ± 40* 38 ± 7*  60 ± 10* 62 ± 5**  105 ± 27** 81 ± 7*  229 ± 55* 51 ± 5** 

Tp+LPS 131 ± 25 44 ± 15**  70 ± 14** 64 ± 5**  103 ± 31* 72 ± 9  210 ± 49* 58 ± 5** 

                                                        

a CD (106/ﾏlぶ fueヴoﾐ iﾐIuHadas eﾐ auseﾐIia o pヴeseﾐIia de LP“ ふヱヰμg/ﾏlぶ ┞/o Tp ふヴ┝ヱヰ6/ml) por 24 h. La presencia 

de LPS en cultivo induce un aumento en la maduración de CD, observado en el incremento de la expresión en 

superficie de los marcadores evaluados. Las células fueron marcadas con distintos ac monoclonales o los 

correspondientes controles de isotipo y su expresión analizada por citometría de flujo. 
b Los resultados son expresados como intensidad de fluorescencia mediana (IFM) o porcentaje (% ) de células 

positivas para cada marcador. Los datos están expresados como media ± error estándar de la media (EM) de siete 

experimentos independientes. *P<0,05, **P<0,01 respecto al control sin estímulo, utilizando Friedman´s test y 

Dunns como post-test. 

 

 

1.3.2 Capacidad endocítica de las CD 

Las CD inmaduras eficientemente endocitan distintos tipos de partículas, característica que se pierde a 

medida que la célula sufre el proceso de maduración y/o diferenciación terminal. Dicha capacidad está 

asociada a fenómenos de endocitosis dependiente o independiente de receptor como son la captura de 

antígeno vía el receptor de manosas o la macropinocitosis, respectivamente (Sallusto y col. 1995, 

Steinman y Swanson 1995, Banchereau y Steinman 1998).  Con el objetivo de identificar la capacidad 

endocítica de las CD diferencialmente estimuladas con LPS o Tp±LPS, analizamos por citometría de flujo 

la incorporación de partículas de dextrán-FITC. Como puede observarse en la figura 6A, el perfil de 

incorporación de dextrán de la CD tratadas con LPS (maduras) es similar al control negativo de 

incorporación, tratadodo a 4°C. Llamativamente, el perfil de incorporación tras el co-cultivo de las CD 

con Tp es similar al basal presente en las CD sin estimular (Figura 6A). Al analizar el porcentaje de células 

CD11c+ dextrán-FITC+, encontramos en las estimuladas con Tp la mayor incorporación de partículas 

(Figura 6B). Estos resultados demuestran que el estímulo con Tp no reduce la capacidad endocítica de las 
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CD. Conjuntamente con los resultados obtenidos en el punto anterior respecto a la caracterización 

fenotípica, el co-cultivo con Tp parece no modificar el estado de madurez de las CD.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.3.3 Funcionalidad de CD 

La captura y el procesamiento de antígeno así como el reconocimiento de ciertas estructuras en los 

patógenos disparan un proceso de activación y maduración que trae aparejado cambios fenotípicos y 

funcionales en las CD. En general, el aumento en la expresión de moléculas del CMHII y coestimulatorias 

es acompañada por aumento en la producción de citoquinas y migración a órganos linfoides secundarios, 

donde tendrá lugar la presentación antigénica (Langenkamp y col. 2000, Sallusto y Lanzavecchia 2002). 

Con el objetivo de caracterizar el efecto del estímulo con Tp sobre la funcionalidad de las CD, analizamos 

la producción de citoquinas pro y anti-inflamatorias bajo diferentes condiciones de cultivo. Asimismo, 

luego de los estímulos caracterizamos la capacidad de las CD para inducir alorespuesta en cultivos mixtos 

linfocitario. 
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FIGURA 6. Endocitosis de partículas de dextrán-FITC. Las CD preservan su capacidad endocítica tras el 

co-cultivo con Tp. Las CD fueron cultivadas en ausencia o presencia de LPS y/o Tp. Luego de 24 h, se 

agregó a los cultivos dextrán-FITC (0,25 mg/ml) y se incubaron a 37°C o 4°C por 40 min. Luego las células 

fueron marcadas con anti-CD11c y el análisis de endocitosis se realizó por citometría de flujo. A, 

Intensidad de fluorescencia FITC asociada a la captura de dextrán. El histograma de línea punteada 

representa la intensidad FITC del control negativo de endocitosis (mantenidos a 4°C), la línea continua 

se corresponde con el tratamiento con LPS, la roja el control sin estimular y el histograma verde el de 

Tp. B, porcentaje (% ) de células FITC+. La capacidad de incorporar partículas de dextrán es 

significativamente mayor en las CD cultivadas con Tp respecto a las tratadas con LPS (*, P<0,05; Mann 

Whitney´s u-test de una cola). Valores representativos y %  medios de tres experimentos 

independientes. 
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i. Citoquinas 

La producción de citoquinas en las CD está finamente regulada, en general es transciente y 

temporalmente asociada a la activación/maduración celular (Langenkamp y col. 2000, Sallusto y 

Lanzavecchia 2002). Por lo tanto, luego del tratamiento con los distintos estímulos durante 24 h 

analizamos la secreción de las citoquinas pro-inflamatorias IL-6, IL-12 e IFN-γ así como las anti-

inflamatorias IL-10 y TGF-β, aﾏHas desIヴiptas Ioﾏo ﾏoduladoヴas del pヴoIeso de aItivaIióﾐ de las CD 

(Ahuja y col. 1993, Moore y col. 2001, Veldhoen y col. 2006).  

Sn de cultivo de 24 h 

Inicialmente, determinamos si el co-cultivo de las CD con Tp de T. cruzi en presencia o ausencia de LPS 

durante 24 h modificaba el perfil de producción de citoquinas proinflamatorias e inmunoregulatorias de 

células controles sin estimular o activadas con LPS.  La detección de las citoquinas fue realizada por 

ELISA. Como se puede observar en la figura 7, las CD controles no producen niveles detectables de IL-

12p70 o IL-10, sin embargo se detectan niveles basales de IL-6 y TGF-β. Asiﾏisﾏo, ┞ segúﾐ lo espeヴado, el 

estímulo con LPS aumentó la secreción de IL-6, IL-10 e IL-12p70. El co-cultivo de las CD con los Tp 

incrementó levemente la producción de IL-10 e IL-12p70 respecto al control sin estimular. Además, se 

observó una marcada inducción de TGF-β eﾐ pヴeseﾐIia del paヴásito Ioﾐ o siﾐ LP“.  Eﾐ el tヴataﾏiento con 

LPS+Tp, el parásito sinergizó la liberación de IL-10 estimulada por LPS y descendió significativamente la 

producción de IL-12p70. Respecto al IFN-γ, ﾐo se deteItaヴoﾐ ﾐiveles de esta Iitoケuiﾐa en el rango de 

detección del ensayo, esperable en CD de linaje mieloide (dato no mostrado).  

Luego analizamos el efecto del número de Tp en cultivo sobre la secreción de las citoquinas 

inmunomoduladoras IL-10 y TGF-β. Coﾏo se oHseヴva eﾐ la Figuヴa Β, taﾐto la pヴoduIIióﾐ de IL-10 como la 

de TGF-β auﾏeﾐtaﾐ en relación directa al número de parásitos incorporados al co-cultivo. 
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FIGURA 7. Los Tp modulan la producción de IL-10 e IL-12p70 en CD estimuladas con LPS e inducen la 

producción de TGF-β. ヱヰ6 Iélulas/ﾏl fueヴoﾐ iﾐIuHadas eﾐ auseﾐIia o pヴeseﾐIia de LP“ ふヱヰ μg/ﾏlぶ, Tp 
(4:1, Tp:CD) o ambos durante 24 h. En los sn de cultivo se midió IL-10 (A), TGF-βヱ ふBぶ, IL-12p70 (C), IL-6 

(D) por ELISA. ND: no detectado. Los resultados están expresados como media ± EM de siete 

experimentos independientes. *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001 por ANOVA y post-test de Tukey. 
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FIGURA 8. La secreción de IL-10 y TGF-β es dosis ヴespuesta al ﾐúﾏeヴo de paヴásitos pヴeseﾐtes eﾐ Iultivo. Se 

detectó la presencia de IL-10 (A) y TGF-β ふBぶ eﾐ sﾐ de Iultivo Ielulaヴ de ヲヴ h Ioﾐ distiﾐtas ヴelaIioﾐes Tp:CD poヴ 
ELISA. Los resultados están expresados como media ± EM de tres experimentos independientes. 
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Cinética de producción de citoquinas pro y anti-inflamatorias 

Dado los resultados obtenidos, los Tp per se no parecían ser buenos inductores de la activación 

convencional de las CD, pero si moduladores de su diferenciación frente al estímulo con LPS. Por lo 

tanto, analizamos la cinética de liberación de IL-6, IL-10 y TGF-β. Paヴa tal fiﾐ, cuantificamos por ELISA los 

niveles de citoquina secretados durante 6, 12, 18 y 24 h de cultivo ante los distintos estímulos. Todas la 

citoquinas fueron detectadas a las 6 h de estímulo. El TGF-β, detectado en presencia de Tp, no mostró 

variaciones respecto a los niveles detectados a las 6 h de co-cultivo (dato no mostrado). En el caso de la 

IL-6 se detectó un pico de producción a las 12 h de cultivo en presencia de LPS independientemente de 

los Tp, descendiendo levemente a lo largo del tiempo (Figura 9A). Respecto a la IL-10, los Tp modificaron 

la cinética de liberación de dicha citoquina inducida por LPS, observándose un marcado sinergismo a las 

12 h de tratamiento conjunto, que se mantuvo (en menor proporción) en el resto de los tiempos 

estudiados (Figura 9B).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 9. Cinética de liberación de IL-6 e IL-10 en cultivos de CD con LPS, Tp o ambos. 106 células/ml 

fueヴoﾐ iﾐIuHadas eﾐ auseﾐIia o pヴeseﾐIia de LP“ ふヱヰ μg/ﾏlぶ, Tp ふヴ:ヱ, Tp:CDぶ o aﾏHos duヴaﾐte ヶ, ヱヲ, ヱΒ o 
24 h. En los sn de cultivo se midió IL-6 (A) o IL-10 (B) por ELISA. Los resultados están expresados como 

media ± EM de tres experimentos independientes. *P<0,05 y **P<0,01 en LPS versus LPS+Tp analizado por 

efectos simples en cada tiempo; ANOVA II factores y test de Tukey a posteriori. 
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Análisis de producción de IL-10 e infección 

En una segunda ronda de ensayos intentamos determinar si la producción de IL-10 estaba asociada a la 

infección de las CD. Para lograr este objetivo, marcamos Tp intracelularmente con CFSE. Luego de 

corroborar la viabilidad y marcación positiva de los parásitos por microscopía de fluorescencia (ambos 

parámetros se correspondieron con el 100 %  de la población (Figura 10), co-cultivamos los Tp CFSE+ 

durante 12 h (pico de producción de IL-10) con las CD en una relación 8:1 Tp:CD. Luego se analizó por 

citometría de flujo, el porcentaje de células CD11c+ productoras de IL-10 infectadas (CFSE+). Como 

puede observarse en la figura 11, a las 12 h de co-cultivo aproximadamente en 5%  de la población de CD 

está infectada (Figura 11A). Asimismo, se observa que un 10%  de la población de CD son productoras de 

IL-10 de las cuales sólo un 22%  está infectada (Figuras 11B y C). Estos resultados sugieren que, 

posiblemente, la producción de IL-10 no esté directamente asociada a la infección de las CD.  

 

  

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 10. Microscopía óptica y de fluorescencia de Tp 

CFSE+. Luego de ser purificados, Tp sanguíneos fueron 

lavados e incubados con CFDA-“E ふヵμMぶ poヴ ヱヵ ﾏiﾐ. Al 

recorrer el preparado se observó que todos los parásitos 

incorporan la molécula de CFDA-SE y la metabolizan a 

CFSE, molécula con propiedades fluorescentes con 

espectro de emisión en rango del verde. 
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ii. Capacidad de inducción de alorespuesta de las CD 

Las CD maduras se caracterizan por su capacidad de inducir inmunidad, reflejada en su potencial para 

activar y polarizar células T vírgenes ふKaliﾑski y col. 1999). Para determinar la capacidad de CD como 

presentadoras de antígeno luego del tratamiento con LPS o Tp en presencia o ausencia de LPS, 

analizamos su capacidad de inducir alorespuesta en cultivos mixtos linfocitarios, utilizando como células 

efectoras Lg.  Inicialmente, observamos que el estímulo con LPS pero no con Tp madura las CD e 

incrementa su capacidad de inducir proliferación celular. En paralelo, observamos que el tratamiento 

conjunto de Tp y LPS no estimuló la capacidad de las CD de inducir proliferación (Figura 12). Los 

resultados evidenciaron que la presencia del parásito modula la activación convencional inducida por 

LPS.  

Debido a que el perfil de citoquinas secretado por las CD ante el estímulo con LPS y Tp es de tipo 

inmunoregulador, analizamos la función de las citoquinas IL-10 y TGF-β eﾐ la iﾐhiHiIióﾐ descripta en la 

alorespuesta. Para llevarlo a cabo, utilizamos ac neutralizantes anti IL-10 y/o TGF-β durante la 

diferenciación de las CD con Tp+LPS, antes del cultivo con Lg o directamente durante la RLM. El bloqueo 

de las citoquinas en los sn de cultivo fue corroborado por ELISA (dato no mostrado). Como se observa en 
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FIGURA 11. La producción de IL-10 no está directamente relacionada con la infección de CD. Por 

citometría de flujo, se analizó el porcentaje de CD (CD11c+) infectadas con Tp CFSE+ luego de 12 h de 

co-cultivo a una relación 4:1 Tp:CD (A). En paralelo se analizó el porcentaje de células CD11c+ 

productoras de IL-10 (B) y dentro del cuadrante de las CD11c+ IL-10+ se determinó el porcentaje de 

infección (CFSE+) (C). El histograma gris se corresponde con la intensidad de fluorescencia de CD 

controles infectadas con parásitos CFSE-. La línea continua representa la intensidad de fluorescencias de 

CD infectadas con Tp CFSE+. Los datos mostrados se corresponden con un experimento representativo 

de dos e independientes entre sí.  

 



Resultados 

 

69 

 

la figura 13, el bloqueo de la IL-10 durante la diferenciación de las CD con ambos estímulos restableció su 

capacidad de inducir la alorespuesta (Figura 13A; P<0,05 LPS+Tp vs. LPS+Tp + anti IL-10). A diferencia, 

tanto el bloqueo de TGF-β Ioﾏo el Hloケueo Ioﾐjuﾐto Ioﾐ IL-10 no modificaron el efecto inhibitorio de los 

Tp sobre las CD (Figura 13A). La neutralización de ambas citoquinas por separado directamente durante 

la RML no modificó la falta de linfoproliferación. Sólo el bloqueo conjunto disminuyó la inhibición de 

manera parcial (diferencia no significativa, Figura 13B). 
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FIGURA 12. Los Tp inhiben la inducción de alorespuesta de CD estimuladas con 

LPS. CD (C3H/HeN) pre-estimuladas durante 24 h en ausencia o presencia de LPS, 

Tp o ambos, fueron lavadas, irradiadas y cultivadas con Lg enriquecidos en células 

T  (BALB/c) en una relación 1/10 o 1/5 CD/Lg durante 72 h. La proliferación celular 

se determinó en función a la incorporación de [3H]t durante las últimas 18 h de 

cultivo. Los cultivos fueron realizados por triplicado y los resultados expresados 

en medias ± EM. Los datos mostrados se corresponden con un experimento 

representativo de cinco independientes. *P<0,01 respecto al resto de los 

tratamientos, ANOVA y post-test de Tukey.  
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1.4. Caracterización del estímulo con Epis, Tp de K98, Tpfx, muertos por calor o Tc MC sobre la 

diferenciación y/o funcionalidad de las CD.    

La gran variabilidad respecto al comportamiento de los aislados de T. cruzi al analizar diferentes 

parámetros biológicos tanto en cultivos celulares como en el modelo de infección experimental, 

evidencia la alta heterogeneidad biológica de este protozoario (Brener 1973, Dvorak 1984). La virulencia 

de los Tp nuclea numerosas variables que pueden estudiarse y correlacionarse entre sí, tales como la 

capacidad invasión/multiplicación del parásito, el tropismo tisular y la secreción de factores con diversos 

efectos a nivel celular (Dvorak 1984, Mirkin y col. 1997, Kesper y col. 2000). En general, estas variables 

FIGURA 13. La inhibición de la alorespuesta es parcialmente revertida por el bloqueo de IL-10 durante la  

diferenciación de las CD en presencia de Tp y LPS. CD (C3H/HeN) pre-estimuladas durante 24 h en 

presencia de Tp+LPS ± anti-IL-10 y/o TGF-β ふAぶ, fueヴoﾐ lavadas, iヴヴadiadas y cultivadas con Lg enriquecidos 

en células T  (BALB/c) en una relación 1/10 CD/Lg ± anti-IL-10 y/o TGF-β ふBぶ duヴaﾐte Αヲ h. La pヴolifeヴaIióﾐ 
celular se determinó en función a la incorporación de [3H]t durante las últimas 18 h de cultivo. Los cultivos 

fueron realizados por triplicado y los resultados expresados en medias ± EM. Los datos mostrados se 

corresponden con un experimento representativo de dos independientes. *P<0,01 respecto al resto de los 

tratamientos, ANOVA y test de Tukey a posteriori.  
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pueden estar íntimamente relacionadas con la carga parasitaria y la mortalidad durante la fase aguda de 

la infección experimental (Celentano y col. 1995, González Cappa y col. 1999). Actualmente muchos de 

estos parámetros permiten reunir en subpoblaciones a cepas de T. cruzi, pero no siempre se corelaciona 

el comportamiento con la carga genética (Brisse y col. 2000, Kesper y col. 2000, Zingales y col. 2009).  

Los resultados descriptos en esta tesis muestran que los Tp de la cepa RA (alta virulencia) son malos 

inductores de la maduración de las CD, aumentan la secreción de citoquinas inmunomoduladoras y 

polarizan la diferenciación de las CD en presencia de LPS hacia un fenotipo tolerogénico altamente 

productor de IL-10. Para determinar la importancia del estadio parasitario, el rol de productos de 

excreción/secreción, la virulencia de la cepa y la viabilidad de los Tp en el fenómeno descripto, a 

continuación caracterizamos la respuesta de las CD frente al estímulo con Epis de RA, Tp de K98, Tpfx y 

Tpmc (RA) y productos de excreción/secreción de Tp (RA).  

 

1.4.1 Estímulo con Epis RA 

Éste es un estadio presente solo en el huésped invertebrado y así como comparte algunos factores de 

virulencia con el resto de los estadios, su composición antigénica varía con respecto a la de los Tp y 

amastigotes (Souto-Padron y col. 1994, Contreras y col. 1998). Dado que se han descripto moléculas en 

la superficie de los Epis reconocidas por PRRs presentes en las CPA (Brodskyn y col. 2002, Oliveira y col. 

2004), estudiamos el efecto de este estadio sobre las CD. El co-cultivo de CD con Epis, a diferencia de lo 

observado para los Tp, indujo un aumento en los niveles de moléculas de CMHII similares a los 

observados con el LPS (Figura 14). El mismo efecto se observó al utilizar lisados de Epis (dato no 

mostrado). Contrariamente a lo observado con Tp, el co-cultivo de las CD con Epis (1:4) no estimuló la 

producción de IL-10 (Figura 14).    
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1.4.2 Estímulo con Tp de una cepa no letal (clon K98)  

Estudios previos realizados por nuestro grupo demostraron que los Tp de K98 poseen menor capacidad 

de invasión y tasa de multiplicación intracelular (Celentano and González Cappa 1993). En función a las 

diferencias registradas en bazo respecto a la caracterización fenotípica de las CPA para las cepas RA y 

K98 durante la infección experimental (Alba Soto y col. 2003), analizamos que ocurría en el modelo in 

vitro de co-cultivo de CD con Tp de K98 (relación Tp:CD, 4:1). Observamos que los niveles de marcadores 

asociados a madurez fueron similares a los descriptos para RA (dato no mostrado). Ambas cepas 

modularon la producción de IL-10 en ausencia o en presencia de LPS (Figura 15A). Asimismo, la cinética 

de liberación de IL-10 fue similar para los Tp de RA y los de K98 en presencia de LPS observándose con 

ambos un marcado sinergismo a las 12 h de cultivo (Figura 15B y C). 
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FIGURA 14. Los Epis regulan positivamente la expresión de moléculas del CMHII y no inducen 

producción de IL-10 en CD. Las células (106/ml) fueron incubadas en ausencia o presencia de LPS 

ふヱヰμg/ﾏlぶ o Epis de Iultivo ふヴ:ヱ, Epis:CDぶ poヴ ヲヴ h. Poヴ Iitoﾏetヴía de flujo, se aﾐalizó la e┝pヴesióﾐ del 
marcador CMH II en superficie (A). Por ELISA, se determinó la IL-10 en sn de cultivo (B). El histograma 

gris representa la expresión de CMHII en CD estimuladas con LPS, la línea verde el de las estimuladas con 

Epis. ND: no detectado. Los datos mostrados se corresponden con un experimento representativo de 

tres, independientes entre sí. 
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1.4.3 Efecto de Tc MC 

Los Tp sanguíneos son capaces de secretar al medio distinto tipo de moléculas, con diversos efectos 

sobre células y/o tejidos del huésped. Por tal motivo actualmente muchas de estas moléculas son 

consideradas factores de virulencia parasitarios (Weston y col. 1999, Belaunzarán y col. 2007, Piacenza y 

col. 2009). Con el fin de analizar si la modulación inducida por T. cruzi sobre CD involucra a algún factor 

de excreción-secreción parasitaria, preparamos medio enriquecido en dichos productos cultivando Tp 

(20 x 106 Tp/ml) durante 24 h. Luego, el medio fue filtrado (Tc MC) y agregado en distintas 

concentraciones al cultivo de CD en ausencia o presencia de LPS. En la figura 16A y B se observa que el Tc 

* 

FIGURA 15. Tanto los Tp de la cepa letal RA y como los de la cepa no letal K98 inducen IL-10 durante el 

cultivo con CD in vitro. (A) Luego de 24 h, se detectó la secreción de IL-10 en sn de cultivo por ELISA. 

Ambas cepas son capaces de incrementar levemente la secreción de la citoquina. Asimismo, tanto RA 

como K98 son responsables de inducir un sinergismo en la producción de IL-10 en presencia de LPS. (B, 

C) La cinética de liberación de la citoquina evidencia que ambas cepas, independientemente de su 

virulencia, inducen un pico de secreción a las 12 h de cocultivo en presencia de LPS. Los resultados son 

representativos de tres experimentos independientes. *P<0,05; ** P<0,01 (B y C, LPS versus LPS+Tp por 

efectos simples); ANOVA I y II factores, test de Tukey a posteriori. 
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MC, a diferencia de los Tp, no estimula la producción de IL-10 y TGF-β eﾐ ﾐiﾐguﾐa de las IoﾐIeﾐtヴaIioﾐes 

estudiadas. Asimismo, se observó que los productos de excreción/secreción parasitarios presentes en el 

Tc MC no serían responsables de modular positivamente la producción de IL-10 inducida por LPS (Figura 

16C).   
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FIGURA 16. Los Tp pero no sus productos de excreción-secreción inducen TGF-βヱ, IL-10 y su sinergismo 

en presencia de LPS. 106  células/ml fueron cultivadas a distintas relaciones Tp:CD (1:1, 4:1, 8:1) o 

diferentes %  Tc MC (10, 50, 100% ) con o sin LPS por 24 h. Se determinó la concentración de IL-10 (A y C) 

y TGF- βヱ ふBぶ eﾐ sﾐ de Iultivo poヴ ELI“A. ND: ﾐo deteItado. Los resultados están expresados como 

medias ± EM y son representativos de tres experimentos independientes. *P<0,05 respecto al resto de 

los tratamientos, ANOVA y test de Tukey a posteriori.  
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1.4.4 Efecto de Tp muertos: Tpfx o Tpmc 

Los resultados obtenidos hasta el momento indican que el estadio de Tp es responsable de inducir la 

diferenciación de CD hacia un perfil tolerogénico en presencia de LPS, fenómeno no desencadenado por 

factores de excreción-secreción parasitarios. Los resultados hasta aquí presentados demuestran que la 

IL-10 está parcialmente involucrada en la modulación y diferenciación de dicho fenotipo; sin embargo, su 

producción no parece estar asociada a la invasión celular. Para confirmarlo estudiamos el efecto de Tp 

muertos sobre la diferenciación y funcionalidad de las CD. Se utilizaron parásitos fijados con 

paraformaldehído (4% , 30 min) o muertos por calor (56°C, 40 min) respetando la relación Tp:CD utilizada 

en los ensayos funcionales con Tp vivos (4:1). 

En el cultivo de CD sólo con Tp vivos o Tpmc se observa una tendencia al aumento en la producción de IL-

10. En presencia de LPS, tanto los Tp como los Tpmc modularon positivamente la producción de IL-10, 

fenómeno no observado con Tpfx (Figura 17A). Al analizar la capacidad de de las CD de inducir 

linfoproliferación, observamos que los Tpmc se comportaron como los Tp vivos suprimiendo la 

alorespuesta estimulada por CD activadas con LPS. Contrariamente, los Tpfx per se estimularon el 

potencial de las CD como presentadoras de antígeno independientemente de la presencia de LPS (Figura 

17B). Considerando estos resultados, podemos concluir que tanto los Tp vivos como los Tpmc, a 

diferencia de los Tpfx, inducen CD regulatorias con propiedades tolerogénicas. Por lo tanto, la 

modulación descripta sería independiente de la infección de las CD y la fijación con paraformaldehído 

estaría alterando la integridad de estructuras de superficie involucradas en dicho proceso, no alteradas 

por tratamiento con calor. 
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1.4.5 Producción de citoquinas pro-inflamatorias ante el estímulo con Tp, Tpfx o Tpmc y Tc MC 

Frente a la modulación diferencial de los estímulos utilizados durante la diferenciación de las CD, 

analizamos el perfil de secreción de citoquinas pro-inflamatorias IL-6 y TNF-α eﾐ los sﾐ de Iultivo de ヲヴ h. 

Según lo esperado y a diferencia de lo observado con Tp o Tpmc (dato solo mostrado para Tp), el LPS 

estimuló la secreción de ambas citoquina. Asimismo, tanto los Tpfx como los productos de 
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FIGURA 17. Los Tpfx, a diferencia de los Tp vivos o muertos por calor, no inducen el efecto 

sinérgico en la liberación de la IL-10 en presencia de LPS y tampoco afectan la capacidad de las CD 

de inducir alorespuesta. 106  células/ml fueron cultivadas con Tpfx o Tpmc (4:1, Tp:CD) con o sin 

LPS por 24 h. Se determinó la concentración de IL-10 en sn de cultivo por ELISA (A). Los resultados 

están expresados como medias ± EM y son representativos de tres experimentos independientes. 

En paralelo, las células cultivadas con los distintos estímulos fueron lavadas, irradiadas y 

cocultivadas con Lg en relación 1/10 o 1/5 CD/Lg durante 72 h. La proliferación se determinó en 

función a la incorporación de [3H]t durante las últimas 18 h de cultivo. Los cultivos se realizaron 

por triplicado y se expresaron como media ± ES. Se muestra un experimento representativo de 

cuatro (B). *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001 respecto al resto de los tratamientos, ANOVA y test de 

Tukey a posteriori. 
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excreción/secreción estimularon la secreción de TNF-α poヴ paヴte de las CD ふFiguヴa ヱΒぶ, IoﾏpatiHle Ioﾐ la 

activación clásica descripta para este tipo celular (Langenkamp y col. 2000).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.5. Caracterización del estado de activación de cascadas de señalización durante la 

diferenciación de CD en presencia de Tp o Tpmc. 

Las CD poseen un rol fundamental en la interfase entre la respuesta inmune innata y la adaptativa, 

mediando fenómenos de inmunidad y/o tolerancia (Steinman y col. 2003, Lanzavecchia y col. 2000). 

Actualmente se encuentra en amplio desarrollo el estudio del reconocimiento de PAMPs y los receptores 

involucrados (PRR), observándose que los microorganismos son capaces de estimular un complejo grupo 

de receptores, cuya activación combinada puede modular las respuestas celulares (Trinchieri y Sher 

2007, Chandra y Naik 2008, Hirata y col. 2008). Previamente se ha descripto que distintos TLRs estarían 

involucrados en el control de la infección por T. cruzi in vivo (Campos y col. 2004, Oliveira y col. 2004, 

Bafica y col. 2006). Si bien se ha demostrado que ciertas moléculas presentes en la superficie de T. cruzi 

son reconocidas por TLR2 o TLR4, en el estadio de Tp sólo se ha descripto reconocimiento de GPI por 

parte de TLR2 (Campos y col. 2001, Ouaissi y col. 2002, Campos y col. 2004). Si bien el reconocimiento de 

GPI por TLR2 induce activación de MAPK y secreción de citoquinas proinflamatorias independientemente 

de TLR4, el fenómeno está ampliamente caracterizado en macrófagos pero no en CD (Ropert y col, 

2001).  
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FIGURA 18. Los Tp vivos, Tpfx, o sus productos de excreción-secreción inducen diferencialmente la 

producción de citoquinas pro-inflamatorias IL-6 y TNF-α. ヱヰ6  células/ml fueron cultivadas con LPS, Tp 

vivos o Tpfx (4:1, Tp:CD) o con 25%  TCM por 24 h. Se determinó la concentración de IL-6 y TNF-α eﾐ 
sn de cultivo por ELISA. ND: no detectado. Los resultados están expresados como medias ± EM y son 

representativos de tres experimentos independientes. 
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La activación de CD y macrófagos por patógenos involucra interacciones específicas entre PRRs. Tanto en 

ratones como en humanos, distintas poblaciones de CD y macrófagos exhiben diferencias respecto a la 

expresión de diversos TLRs y como consecuencia responden de manera diferencial al estímulo de 

distintos patógenos y/o sus componentes (Kadowaki y col. 2001, Boonstra y col. 2003, 2006). 

Dado que los resultados sugieren que la diferenciación de CD con propiedades tolerogénicas ocurre 

independientemente de infección por T. cruzi, estudiamos el perfil de activación de las CD ante los 

diversos estímulos enfocándonos en la activación de cascadas de señalización que involucran factores 

asociados a la producción de citoquinas y/o diferenciación celular (Park y col. 2004, Qian y col. 2006).    

 

1.5.1 Tp vivos 

Estudios previos demuestran que algunas moléculas de T. cruzi disparan la fosforilación de ciertas 

MAPKs, IκB-α ┞ aItivaﾐ NF-κB en macrófagos (Ropert y col. 2001). La activación de estas rutas resulta, 

entre otros mecanismos, del reconocimiento de estructuras presentes en la superficie de los patógenos 

por parte de receptores que señalizan intracelularmente (Dong y col. 2002, Takeda y col. 2003). Dado 

que la diferenciación de CD inducida por Tp parece ocurrir tempranamente en el tiempo y es 

independiente de la infección (ocurre con Tpmc), caracterizamos el estado de activación de la vías de 

ERK 1/2, p38, STAT3 e IκB-α/NF-κB utilizando parásitos vivos en presencia o ausencia de LPS, en las 

condiciones previamente descriptas en materiales y métodos. 

i. MAPK 

El LPS u otros ligandos de TLRs activan MAPKs, fenómeno que desencadena cambios a nivel de la 

expresión de citoquinas (Dong y col. 2002, Takeda y col. 2003). Inicialmente se caracterizó el estado de 

fosforilación de ERK y p38 tras el estímulo temprano con Tp, LPS o ambos. Según lo documentado, el 

tratamiento de las CD con LPS estimula la vía de ERK y p38, observándose un aumento  en la fosforilación 

de ambos factores luego de 15 min de estímulo (Figura 1A y C). El co-cultivo de las CD con Tp no modificó 

el patrón de fosforilación de ERK 1/2 y p38 con respecto al control sin estimular en los tiempos 

estudiados. Sin embargo, la presencia de Tp aumentó significativamente los niveles de fosforilación de 

ERK 1/2 inducidos por LPS en todos los tiempos estudiados (15, 30 min, 2 y 4 h; Figura 1A y B). Luego de 

4 h de estímulo, las señales de fosforilación comenzaron a descender (dato no mostrado). Respecto a 

p38, el co-cultivo con Tp no afectó la fosforilación inducida por LPS (Figura 1C). Por lo tanto, el 
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reconocimiento temprano de los Tp en presencia de LPS modifica el estado de activación de las CD, 

observándose un marcado aumento en la fosforilación de ERK.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ii. STAT3 

El reconocimiento de IL-10 por su receptor dispara la activación de la vía de Jak/STAT3  (Moore y col. 

2001). Estudios previos demuestran que STAT3 cumple un rol destacado en la actividad 

inmunoreguladora asociada a la IL-10 (Williams y col. 2004), incluyendo el control de su expresión 

(Benkhart y col. 2000). Debido a la detección temprana de IL-10 en nuestro sistema y al marcado 

sinergismo provocado por los Tp en presencia de LPS a las 12 h post-estímulo, caracterizamos la 

activación de la vía a los 15 min, 2 y 4 h de tratamiento. Como de observa en la figura 20, la presencia de 

los Tp induce una rápida fosforilación de STAT3, aun detectada luego de 4 h de estímulo. En ausencia de 
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FIGURA 19. Los Tp aumentan la fosforilación de ERK 1/2 inducida por LPS. CD fueron tratadas 

con o siﾐ LP“ ふヱヰμg/ﾏlぶ, Tp ふヴ:ヱ, Tp:CDぶ o aﾏHos duヴante 15, 30 min, 2 y 4 h. Luego, las células 

fueron lavadas y en lisados totales se determinó por inmunoblot la presencia de ERK 1/2 total y 

fosforilado (A) o p38 fosforilado y actina como control de carga (C). Fosforilación relativa de ERK 

1/2 para el tratamiento LPS+Tp respecto a LPS (B). Se realizó un análisis densitométrico de las 

bandas, normalizando cada una con su respectivo control de carga (ERK total). El nivel de 

fosforilación del tratamiento LPS+Tp se expresó en unidades arbitrarias (UA ± EM) respecto al 

tratamiento con LPS. Las UA están expresadas en medias ± EM y las imágenes son 

representativas de cinco experimentos independientes. 
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LPS, los Tp también inducen fosforilación de STAT3 (dato no mostrado). Pasadas las 4 h de estímulo, se 

detectó fosforilación de STAT3 con menor intensidad de señal siendo imperceptible a las 24 h de 

estímulo (dato no mostrado). 

 

 

 

 

 

 

iii. IκB-α y NF-κB 

Dentro de las señales generadas por el reconocimiento de patógenos mediante receptores asociados a la 

respuesta inmune innata o adaptativa, la activación del factor de transcripción NF-κB, juega un papel 

fundamental en la coordinación de la respuesta. Evolutivamente conservado, NF-κB regula un amplio 

repertorio de genes, incluyendo citoquinas, quimiocinas, moléculas de adhesión e involucradas en 

presentación antigénica (Kopp y Medzhitov 1999, Zhang y Ghosh 2001). En células arrestadas, NF-κB se 

encuentra en citoplasma unido a proteínas inhibidoras de la familia de IκB (Ghosh y col. 1998). Dado su 

importante rol en el desarrollo de inmunidad, numerosos patógenos posee estrategias que interfieren 

con la respuesta asociada a NF-κB (Revilla y col. 1998, Pahlevan y col. 1999, Shapira y col. 2005). Debido 

a que previamente se ha descripto el efecto modulador de IL-10 en la respuesta pro-inflamatoria 

asociado a la inhibición de NF-κB por aumento de la su estabilidad en citoplasma asociado a IκB y/o por 

disminución de su activación y pegado a ADN (Wang y col. 1995, Shames y col. 1998, Raychaudhuri y col. 

2000), analizamos por inmunoblot la expresión y estabilidad de IκB-α o NF-κB en lisados de CD controles 

o tratadas con LPS+Tp luego de 1h de estímulo. Como se observa en la figura 21, la presencia de Tp no 

modifica la degradación de IκB-α iﾐduIida poヴ LP“, taﾏpoIo los ﾐiveles Ielulaヴes de NF-κB. 
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FIGURA 20. Los Tp aumentan la fosforilación de STAT3. CD fueron tratadas con LP“ ふヱヰμg/ﾏlぶ ± Tp (4:1, 

Tp:CD) durante 15 min, 2 y 4 h. Luego, las células fueron lavadas y en lisados totales se detectó por 

inmunoblot la presencia de STAT3 total y fosforilado. Se muestra uno de cinco experimentos 

independientes.   
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1.5.2 Tpmc 

i. Cascadas de señalización 

Para determinar la importancia del reconocimiento temprano de estructuras en la superficie de los Tp 

por CD independientemente de su infección y su asociación con la activación de las cascadas de 

señalización descriptas, estudiamos la fosforilación de ERK 1/2, p38, STAT3 y la translocación a núcleo de 

NF-κB utilizando parásitos muertos por calor (Tpmc). Como previamente describimos para los Tp vivos, 

los Tpmc incrementaron la fosforilación de ERK 1/2 inducida por LPS y activaron la vía de STAT3 en todos 

los tiempos analizados (Figura 22A). Asimismo, como con los Tp vivos, los muertos por calor no 

modificaron el patrón de fosforilación de p38 ni la expresión de NF-κB (datos no mostrados). Tampoco 

se observaron alteraciones respecto a la translocación a núcleo de NF-κB inducida por LPS (Figura 22B).  

Por lo tanto, concluimos que las CD con fenotipo tolerogénico inducidas por Tp vivos o Tpmc poseen un 

estado de さaItivaIióﾐ alteヴﾐativoざ IaヴaIteヴizado paヴtiIulaヴﾏeﾐte poヴ elevados ﾐiveles de fosforilación de 

ERK 1/2 y STAT3. Además, podemos afirmar que la activación diferencial de las CD ocurre 

independientemente de la infección por T. cruzi.  
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FIGURA 21. El tratamiento de las CD con Tp no 

modifica el patróﾐ de degヴadaIióﾐ de IκBα 
inducido por LPS y no altera los niveles totales de 

NF-κB. CD fueron tratadas con LP“ ふヱヰμg/ﾏlぶ ± Tp 

(4:1, Tp:CD) durante 1 h. Luego, las células fueron 

lavadas y en lisados totales se detectó por 

inmunoblot la presencia de IκB-α, NF-κB y actina 

como control de carga. La imagen es 

representativa de tres experimentos 

independientes.   
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ii. Relevancia de cascadas de señalización intracelular en la inducción de CD con perfil tolerogénico 

A continuación estudiamos la relevancia de la activación de las vías de señalización descriptas y su 

posible rol en la polarización de las CD hacia un fenotipo tolerogénico. Para tal fin analizamos el efecto 

de inhibidores farmacológicos específicos para cada una de las vías (ver 3.1.3 de materiales y métodos), 

sobre la secreción de citoquinas y/o inducción de proliferación.  Como se observa en la figura 23A, la 
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pSTAT3
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FIGURA 22. Los Tpmc aumentan la fosforilación de ERK 1/2 inducida por LPS, activan la vía de STAT3 y 

preservan la translocación a núcleo de NF-κB (subunidad p65) inducida por LPS. A, CD fueron tratadas 
Ioﾐ LP“ ふヱヰμg/ﾏlぶ ± TpﾏI ふヴ:ヱ, Tp:CDぶ duヴaﾐte ヱヵﾏiﾐ, ヲ ┞ ヴ h. Luego, las Iélulas fueヴoﾐ lavadas ┞ eﾐ 
lisados totales se detectó por inmunoblot la presencia de ERK 1/2 y STAT3 total o fosforilado. Los 
resultados mostrados corresponden a uno de cinco experimentos independientes. B,  
Inmunofluorescencia directa de CD sin estimular o tratadas con LPS ± Tpmc durante 1 h. Las células 

fueron marcadas con ac policlonal de conejo anti-NF-κB subunidad p65 y anti-IgG de conejo FITC 
(verde) y DAPI para la observación de núcleos (azul). El presente es un experimento representativo de 
dos. 
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inhibición de la fosforilación de ERK (U0126) desciende la producción de IL-10 por parte de las CD. En 

consecuencia, se observó un marcado descenso en la producción de la citoquina inducida por el parásito 

en presencia LPS (P<0,001). Para determinar la especificidad de dicha vía en la regulación de la 

producción de IL-10, se analizó en paralelo el efecto de la inhibición de pERK sobre la producción de IL-6. 

Los niveles de IL-6 descendieron en presencia de U0126, pero en menor proporción respecto a lo 

observado para la IL-10 (P<0,05; Figura 23A). 

Posteriormente, se caracterizó el rol de la vía del ERK en el marco de la funcionalidad de las CD como 

CPA. Se analizó la capacidad de las CD diferenciadas ante los distintos estímulos más OVA, de inducir 

respuesta ag-específica, utilizando como células efectoras linfocitos CD4 purificados de ratones OT-II. 

Como se observó en la alorespuesta, las CD maduras (LPS) fueron buenas inductoras de proliferación. Sin 

embargo, la presencia del parásito inhibió su potencial de activar células T ag-específicas (P<0,01; Figura 

23B). Asimismo, se observó que el bloqueo de IL-10 utilizando ac neutralizantes durante el proceso de 

diferenciación de las CD, revirtió parcialmente el fenotipo tolerogénico, observándose mayores niveles 

de linfoproliferación (P<0,05). Finalmente, el aumento en la fosforilación de ERK parece estar 

directamente involucrado en la modulación del fenotipo regulatorio por los Tp, ya que la inhibición de 

esta vía revierte totalmente la incapacidad de las CD de inducir proliferación (Figura 23B). 

Estudios previos demostraron que la activación de ERK 1/2 en CD está asociada a la producción 

preferencial de IL-10 (Qian y col. 2006). Asimismo se ha caracterizado el estímulo de respuestas de tipo 

Th2  por reconocimiento de estructuras vía ciertos PRR y activación preferencial de ERK 1/2 (Dillon y col. 

2004, Caparrós y col. 2006). Además, numerosos trabajos demuestran la importancia de la vía Jak/STAT3 

en la producción de IL-10 y su relación con el bloqueo de la maduración de las CD (Benkhart y col. 2000, 

Moore y col. 2001). Es importante destacar que trabajos recientes demuestran que el NF-κB puede 

regular positivamente la tasa de transcripción del gen de Il-10, por una vía no canónica de activación 

(Gringhuis y col. 2007, 2009). 
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Dada la situación expuesta, analizamos comparativamente el efecto de la inhibición de cada una de estas 

vías sobre el sinergismo en la producción de IL-10 inducido por los Tpmc en presencia de LPS. Como se 

observa en la figura 24, tanto la inhibición de pERK (U0126) como la de NF-κB (BAY11-7082) reducen 

marcadamente la producción de IL-10. Respecto a la producción de IL-6, al bloquear la vía del ERK, el 

descenso en su producción fue parcial. Según lo esperado, debido al importante rol que cumple NF-κB 

en el encendido de genes asociados a la respuesta proinflamatoria, la inhibición de dicha vía descendió 

los niveles de IL-6 a los basales (detectados en CD controles sin estimular). Contrariamente a lo 
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FIGURA 23. La activación de ERK 1/2 está involucrada en el desarrollo del potencial tolerogénico de 

CD inducido por T. cruzi. A, CD fueron pre-tratadas durante 45 min con un inhibidor farmacológico 

de la fosfoヴilaIióﾐ de ERK ふUヰヱヲヶ, ヲヰ μMぶ o vehíIulo ふIoﾐtヴolぶ ┞ posteヴioヴﾏeﾐte fueヴoﾐ Iultivadas 
con o sin LP“ ふヱヰμg/ﾏlぶ ± TpﾏI ふヴ:ヱ, Tp:CDぶ durante 24 h. Luego, se midió IL-6 e IL-10 en sn por 

ELISA. ND: no detectado. Los valores están expresados en medias ± EM de tres experimentos 

independientes. B, CD fueron cultivadas con LPS ± Tpmc según lo descripto en A, con anti-IL-10 o el 

control de isotipo (no mostrado) en presencia de OVA (0,3 mg/ml). Luego las células fueron lavadas, 

irradiadas y co-cultivadas con linfocitos CD4 OT-II (relación 1/10, CD/LT) durante 72 h. La 

proliferación se determinó en función a la incorporación de [3H]t durante las últimas 18 h de 

cultivo. Los cultivos se realizaron por triplicado y están expresados como media ± ES. El siguiente es 

un experimento representativo de dos. *P<0,05; **P<0,01; en LPS respecto al resto de los 

tratamientos, ANOVA y test de Tukey a posteriori. 
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esperado, el bloqueo de la activación de la vía Jak2/STAT3 (AG490) no afectó significativamente la 

secreción de ninguna de las citoquinas estudiadas (Figura 24). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Finalmente, y debido a la inducción temprana de IL-10 en nuestro sistema, analizamos el rol del 

reconocimiento de esta citoquina por su receptor en el aumento de la fosforilación de ERK y la activación 

de STAT3 durante el estímulo con los Tpmc. Para evaluar esta posibilidad, analizamos el estado de 

activación de ambas vías en CD derivadas de MO de ratones deficientes de Il-10. Como se observa en la 

figura 25, tanto el aumento en la fosforilación de ERK como la fosforilación de STAT3 son similares a los 

observados en las CD WT, por lo tanto serían independientes de la interacción IL-10/IL-10R. 

Estos resultados sugieren que la vía del ERK posee un rol fundamental en la polarización de las CD hacia 

un fenotipo tolerogénico inducido por T. cruzi. Asimismo, se observa que tanto el ERK como el NF-κB 

estarían involucrados en el sinergismo en la producción de IL-10 en presencia del parásito. Finalmente, 

podeﾏos IoﾐIluiヴ ケue el peヴfil de さaItivaIióﾐ alteヴﾐativaざ IaヴaIteヴístiIo de las CD regulatorias inducidas 

por Tp no estaría asociado exclusivamente al reconocimiento de la IL-10 por su receptor y que ocurre 

independientemente de la infección celular. Estas evidencias permiten pensar en el fenotipo descripto 
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FIGURA 24. Tanto ERK 1/2 como NF-κB están involucrados en la regulación positiva del aumento de 
IL-10 en presencia de Tpmc. CD fueron pre-tratadas durante 45 min inhibidores farmacológicos de la 

fosfoヴilaIióﾐ de ERK ふUヰヱヲヶ, ヲヰ μMぶ, de NF-κB (BAY11-ΑヰΒヲ, ヱ μMぶ ┞ Jakヲ-“TATン ふAGヴΓヰ, ヲ,ヵ μMぶ o 
vehículo (DMSO) y posteriormente fueron cultivadas con LP“ ふヱヰμg/ﾏlぶ ± TpﾏI ふヴ:ヱ, Tp:CDぶ durante 
24 h. Luego, se midió IL-6 e IL-10 en sn por ELISA. ND: no detectado. Los valores están expresados en 
medias ± EM de tres experimentos independientes. 
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para las CD como el resultado de un proceso de diferenciación tras el reconocimiento de ciertas 

estructuras presentes en la superficie del parásito, preservadas durante el tratamiento de los Tp con 

calor. 

  

 

 

 

 

 

 

 

1.6. Tpmc: PRRs involucrados en la modulación de IL-10 en CD mieloides 

El reconocimiento de patógenos es un paso fundamental asociado al desarrollo de la respuesta inmune 

adaptativa. Particularmente, las CD se caracterizan por estar dotadas por un amplio número de PRRs que 

permiten la identificación de patógenos por el reconocimiento de PAMPs. Este reconocimiento de 

estructuras conservadas en los patógenos vía TLRs, entre otros,  en general dispara eventos tempranos 

asociados a activación celular  (Akira y Hemmi 2003, Takeda y col. 2003). Sin embargo, actualmente se 

considera que los microorganismos pueden estimular un complejo set de PRRs, y que su acción 

combinada puede modular las respuestas celulares (Slack y col. 2007, Trinchieri y Sher 2007, den Dunnen 

y col. 2010). Distintos grupos demostraron el reconocimiento de T. cruzi por TLRs. Estudios previos 

demostraron la maduración de CD o la respuesta proinflamatoria de macrófagos por el reconocimiento 

de moléculas tales como Tc52 o GPI, respectivamente, vía TLR2 (Campos y col. 2001, Ouassi y col. 2002). 

Recientemente se ha caracterizado la modulación de las CD por reconocimiento de ácido siálico (AS) en 

Tp de T. cruzi mediante Siglec-E (Erdmann y col. 2009).  Sin embargo, se han descripto numerosas 

interacciones de patógenos eucariotas, inclusive protozoarios, con PRRs diferentes a los TLRs (Caparrós y 

col. 2005, Dillon y col. 2006, Slack y col. 2007, den Dunnen y col. 2010).  

Como se describe a continuación, exploramos el efecto del reconocimiento del parásito vía TLR2 y TLR4, 

así como el reconocimiento de ácido siálico sobre la modulación de IL-10 descripta para los Tp.    
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FIGURA 25. Los Tpmc aumentan la fosforilación de 
ERK 1/2 inducida por LPS y activan la vía de STAT3 
en CD Il-10-/-. CD fueヴoﾐ tヴatadas Ioﾐ LP“ ふヱヰμg/ﾏlぶ 
± Tpmc (4:1, Tp:CD) durante 15min y 2 h. Luego, las 
células fueron lavadas y en lisados totales se 
detectó por inmunoblot la presencia de ERK 1/2 y 
STAT3 total o fosforilado. Los resultados mostrados 
corresponden a uno de dos experimentos 
independientes y similares entre sí. 
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1.6.1 Rol de TLR2 y TLR4  

Los Tp de T. cruzi poseen moléculas reconocidas por el TLR2 (Campos y col. 2001, Ouassi y col. 2002). 

Estudios previos demuestran el reconocimiento de GIPL de Epis por TLR4 y una mayor susceptibilidad de 

ratones mutantes para tal receptor a la infección experimental (Oliveira y col. 2004). Dado que 

recientemente fue descripto un efecto sinérgico en la producción de citoquinas antiinflamatorias por 

efecto cooperativo entre TLR2 y TLR4 (Hirata y col. 2008), estudiamos el rol de cada uno de estos 

receptores en la modulación de IL-10 utilizando CD derivadas de ratones deficientes en el TLR2 (KO) o 

mutantes para en TLR4 (C3H/HeJ; Hoshino y col 1999). Como se observa en la figura 26A, los Tpmc 

inducen el sinergismo en la producción de IL-10 en presencia de LPS independientemente de la 

señalización vía TLR2. Asimismo, se confirma que el TLR2 no estaría involucrado en la modulación de IL-

10 ya que la respuesta de las CD WT frente al estímulo con un ligando sintético del mismo (Pam3cys) no 

varía en presencia/ausencia de Tp (Figura 27A y B). Contrariamente, en las CD con el TLR4 mutado no se 

detecta producción de IL-10 por LPS, tampoco sinergismo en presencia de Tpmc (Figura 26B).  Según lo 

esperado, Pam3cys induce la secreción de IL-6 en CD WT o mutantes para el TLR4 y el LPS en las CD WT o 

TLR2 KO (Figura 26C y D). 

Frente a los resultados expuestos, podemos concluir que el aumento en la producción de IL-10 en células 

dendríticas regulatorias inducidas por T. cruzi  es independiente del estímulo de TLR2 pero está asociado 

a la activación vía TLR4. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Resultados 

 

88 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Para caracterizar si el efecto sinérgico en la producción de IL-10 inducido por los Tp está asociado al 

reconocimiento directo de los parásitos por el TLR4, se analizó la producción de dicha citoquina en 

condiciones de saturación del receptor. Inicialmente se analizó la secreción de IL-10 a concentraciones 

crecientes de LPS en CD de ratones C3H/HeN, y se determinó la mínima concentración de LPS que satura 

la respuesta de las CD respecto a la producción de IL-10. En paralelo se analizó la secreción de IL-6. Se 

observó que, a diferencia de lo que ocurre con la IL-6 en donde la respuesta de las CD frente a LPS satura 

a las mínimas concentraciones utilizadas, para IL-10 ocurre a niveles muy superiores y asociados a 

fenómenos de citotoxicidad. Asimismo, se observó que la presencia de Tp a altas concentraciones de LPS 

incrementó levemente la secreción de IL-10 (Figura 27).  

Al analizar el fenómeno en CD de ratones C3H/HeJ y según lo esperado, para la IL-6 no se detectaron 

niveles superiores a los basales sin estimular. Contrariamente, la secreción de IL-10 fue similar a la 

obtenida para las CD wt, pero sólo a las concentraciones más elevadas de LPS (Figura 27). 
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FIGURA 26. El sinergismo en la producción de IL-10 inducida por Tp está asociado a la activación vía TLR4 y es 
independiente de TLR2. CD de ratones TLR2KO, WT C57BL/6J, mutantes en el TLR4 (C3H/HeJ) o WT C3H/HeN 
fueron estimuladas con o sin LPS (10 μg/ﾏlぶ, Pam3Cys (1 μg/ﾏl) ± Tpmc (4:1, Tp:CD) por 24 h. Luego se 
determinó en los sn de cultivo el nivel de IL-10 (A, B) e IL-6 (C, D) por ELISA. ND: no detectado. Los datos están 
expresados en medias ± EM de tres experimentos independientes. 
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Considerando que las CD C3H/HeJ poseen un TLR4 no funcional, podemos concluir que posiblemente la 

respuesta descripta sea el resultado de una interacción inespecífica por el exceso de LPS o la presencia 

de contaminantes en la muestra comercial de LPS. Otra posibilidad es que ante el exceso, se evidencie la 

activación de una vía de reconocimiento de LPS de menor afinidad, intacta en el mutante C3H/HeJ.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.6.2 Reconocimiento de AS en Tp  

Recientemente se describió que el receptor Siglec-E presente en CD murinas reconoce específicamente 

el AS en la superficie del parásito y que la interacción con el receptor inhibe la producción de IL-12 

inducida por LPS (Erdmann y col. 2009). Para determinar si el reconocimiento de AS en los Tp está 

asociado al aumento en la producción de IL-10 por las CD, analizamos la inducción de la citoquina en 

pヴeseﾐIia de Tp desialidados. IﾐiIialﾏeﾐte, IaヴaIteヴizaﾏos la pヴeseﾐIia de A“ Ioﾐ uﾐióﾐ αヲ-3 a 

carbohidratos (como resultado de la actividad de la trans-sialidasa) o estructuras no sialidadas en la 

superficie de Tp de la cepa RA por citometría de flujo. Los parásitos fueron marcados con lectinas que 

reconocen diferencialmente a ambas estructuras. La superficie de los Tp utilizados en los ensayos 
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FIGURA 27. Altas concentraciones de LPS 
estimulan la secreción de IL-10 en CD WT o 
mutantes para el TLR4. CD derivadas de 
ratones WT (C3H/HeN) o mutantes para el 
TLR4 (C3H/HeJ) fueron estimuladas a 
concentraciones crecientes de LPS (10-200 
μg/ﾏlぶ ± TpﾏI ふヴ:ヱ, Tp:CDぶ poヴ ヲヴ h.  Se 
detectó la producción de IL-6 e IL-10 en sn 
de cultivo por ELISA. ND: no detectado. Los 
resultados se expresan como media ± EM 
de cinco experimentos independientes. 
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demostró estar altamente enriquecida en carbohidratos no sialidados (reconocidos por PNA). Asimismo, 

ﾐo se eﾐIoﾐtヴó uﾐa alta deﾐsidad de estヴuItuヴas sialidadas Ioﾐ uﾐióﾐ αヲ-3 (reconocidas por MAA) 

(Figura 28A). La desialidación de Tp con neuraminidasa de C. perfringens (TpNeu) incrementó en un 10%  

el número de parásitos reconocidos por PNA (Figura 28B). Sin embargo, el tratamiento de las CD con los 

TpNeu aumentó significativamente la secreción de IL-10 inducida por LPS (P<0,05; Figura 28C). Por lo 

tanto, puede concluirse que en nuestro modelo el reconocimiento de AS no sería el principal mecanismo 

asociado a la modulación de IL-10 por Tp. 
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FIGURA 28. La modulación en la producción de IL-10 es inducida por Tp sin AS. A, Tp de la cepa RA fueron marcados 
con la lectina MAA-Biot ふヴeIoﾐoIe A“ Ioﾐ uﾐióﾐ αヲ-3) o PNA-Biot (reconoce carbohidratos sin AS) y Strep-PerCP. El 
pegado de las lectinas a los Tp fue analizado por citometría de flujo. La línea punteada corresponde al histograma 
del control (Tp solo con reactivo secundario); la línea gruesa representa el pegado de MAA y la línea delgada el de 
PNA a Tp. B, Tp fueron tratados o no con neuraminidasa de Clostridium perfringens (TpNeu) fueron marcados con 
PNA-Biot y Strep-PeCP. Se analizó el porcentaje de parásitos que pegaron la lectina PNA por citometría de flujo. Se 
muestra un experimento representativo de dos. C, CD fueron estimuladas en presencia de LPS, con o sin TpNeu 
muertos por calor o Tpmc por 24 h. Luego se midió IL-10 en sn de cultivo por ELISA. Los datos están expresados 
como media ± ES de tres ensayos independientes. *P<0,05; **P<0,01; ANOVA y test de Tukey a posteriori. 
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2. RESPUESTA LINFOCITARIA 

Estudios previos demostraron que células T CD4 estimuladas repetidamente en presencia de IL-10 se 

diferenciaban a un nuevo subtipo de células T regulatorias (Treg) denominado de tipo 1 (Tr1), 

caracterizados por desarrollar poca respuesta proliferativa, producir altos niveles de IL-10 y regular 

respuestas Th1 y Th2 in vitro e in vivo (Groux y col. 1997, Cottrez y col. 2000, Cong y col. 2002). En 

paralelo, experimentos in vitro demostraban que CD inmaduras inducían LT anérgicos y/o supresores 

(Jonuleit y col. 2000). Posteriormente, se describió que el efecto de la IL-10 sobre la diferenciación de Tr1 

no era directa e involucraba modificaciones en la función de las CPA, caracterizándose la generación de 

CD con propiedades tolerogénicas e inductoras de Tr1 en presencia de IL-10 (Wakkach y col. 2001, 2003). 

En consecuencia, durante un periodo estuvo en discusión si el potencial regulatorio de las CD se asocia a 

la ausencia de activación por señales proinflamatorias o es mediado por un subtipo particular de CD. 

Actualmente, múltiples estudios demuestran la existencia de CD con propiedades tolerogénicas e 

inductoras Treg in vitro e in vivo (Steinmann y col. 2003, Svensson y col. 2004, Gonzalez-Rey y col. 2006, 

Wong y Rodriguez 2008, Belkaid y Oldenhove 2008, Ilarregui y col. 2009). 

Debido a las propiedades tolerogénicas de la CD diferenciadas en presencia de Tp+LPS y su efecto 

inhibitorio en los estudios de proliferación en cultivos linfocitarios mixtos o CD4 purificados, nos 

propusimos caracterizar el fenotipo y la funcionalidad de los LT obtenidos en los cultivos in vitro. 

 

2.1 Caracterización del fenotipo del celular generado en cultivo 

2.1.1 Lg 

Considerando la respuesta proliferativa deficiente observada en las RLM de Lg y CD pre-tratadas con 

LPS+Tp (CDreg) a diferencia de lo observado en presencia de CD activadas con LPS (CDact), se analizó la 

muerte celular en cultivo. Se cuantificó el número de células muertas sobre el total mediante el uso del 

colorante de exclusión azul tripán, luego de 72 h de cultivo. Compatible con los resultados comunicados 

en este trabajo de tesis en el ensayo de proliferación celular (Figura 12), sólo en los cultivos de Lg con 

CDact se observó un aumento en el número de células totales. En el resto de los tratamientos, el número 

de células totales permaneció constante. La falta de proliferación no se asoció a un aumento de muerte 

celular de Lg (Figura 29). 
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A continuación, analizamos por ELISA la secreción de IFN-γ, IL-10 y TGF-β eﾐ los sﾐ de Iultivo de Αヲ h. 

Según lo esperado, en el co-cultivo de Lg con CDact se encontraron altos niveles de IFN-γ IoﾏpatiHles 

con la polarización de células T hacia un perfil Th1. En cambio, en los sn de cultivo con CDreg se detectó 

un aumento en los niveles de IL-10 (P<0,01) y un descenso en los de IFN-γ ふP<0,05), respecto a los 

observados para CDact (Figura 30A y B). Respecto a TGF-β ﾐo se eﾐIoﾐtヴaヴoﾐ niveles diferentes a los 

basales (Figura 30C). Pese a la detección de niveles significativos de IL-10 en presencia de CDreg durante 

la RLM, su neutralización no revirtió la inhibición de la alorespuesta, (mostrada en la figura 13).   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

FIGURA 30. Las CDreg inducen un aumento en la liberación de IL-10 y descensos en IFN-γ a las 72 h de 
CML. Se midió, por ELISA, IL-10 (A), IFN-γ ふBぶ ┞ TGF-β ふCぶ eﾐ sﾐ de Iultivo de Αヲ h de CD pヴe-tratadas con 
distintos estímulo y Lg (relación 1:10, CD:Lg). Los resultados son representativos de cinco experimentos 
independientes. * p<0.05,  ** p<0.01. 
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FIGURA 29. Durante la alorespuesta de Lg con CDreg, se observa un menor número de células 
totales respecto a las cultivadas con CDact, independientemente de muerte celular. CD pre-
tratadas con distintos estímulos fueron lavadas y co-cultivadas con Lg en relación 1/10 CD/Lg 
durante 72 h. Luego, las células fueron cuantificadas en cámara de Neubauer en presencia de 
azul de Tripán. Los resultados están expresados como media ± ES  de  tres experimentos 
independientes.  
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2.1.2 Células T CD4+ purificadas 

i. Detección de apoptosis por incorporación de ioduro de propidio 

Durante la alorespuesta de CD4 en presencia de CDreg se observa el mismo fenómeno de inhibición 

descripto para Lg (dato no mostrado). Para determinar si la inhibición de la proliferación está asociada a 

fenómenos de apoptosis, analizamos el contenido hipodiploide (sub-G0/G1) nuclear por marcación con 

ioduro de propidio (IP) y citometría de flujo según parámetros de ciclo celular. Las CD diferenciadas en 

presencia de los distintos estímulos no modificaron los niveles de hipodiploidía basales hallados en los 

CD4 co-cultivados con CD controles sin estimular (Figura 31). Puede concluirse que el bajo nivel de 

proliferación de CD4 en presencia de CD tolerogénicas no está asociado a muerte celular programada. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 31. Las CDreg no incremantan la 

muerte celular programada. Por citometría de 

flujo se analizó el porcentaje de núcleos 

hipodiploides marcados con IP en células T 

CD4+ cultivadas durante 72 h con CD pre-

tratadas ante distintos estimulos. El presente 

es un experimento representativo de tres.    
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ii. Citoquinas 

El análisis de citoquinas en sn de alorespuesta de Lg estimulados con CDreg mostró altos niveles de IL-10. 

La producción de está citoquina fue descripta para Tregs, particularmente Tr1 con capacidad supresora e 

inducidos ante el estímulo tolerogénico de CD (Wakkach y col. 2003, Svensson y col. 2004). Por lo tanto, 

a continuación, caracterizamos el perfil de citoquinas en sn de cultivo de 3 d y 6 d en presencia CD 

alternativamente diferenciadas y células T CD4+. Similar a lo detallado para Lg a los 3 d de cultivo, se 

detectaron niveles aumentados de IL-10 en presencia de CDreg (Figura 32A). En paralelo, se observó una 

disminución de IFN-γ ふFiguヴa ンヲBぶ.  A los ヶ d de Iultivo el peヴfil de Iitoケuiﾐas IaﾏHió ヴespeIto al 

descripto para 3 d. En los cultivos con CDreg no sólo se detectaron altos niveles de IL-10 (Figura 32A), 

sino también alta producción de IFN-γ ヴespeIto al ヴesto de los tヴataﾏieﾐtos ふFiguヴa ンヲBぶ. Asiﾏisﾏo, los 

niveles de TGF-βヱ auﾏeﾐtaヴoﾐ sigﾐifiIativaﾏeﾐte ふP<0,05; Figura 32C).   
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FIGURA 32. Las CDreg inducen un patrón de 
secreción de IL-10, IFN-γ ┞ TGF-β difeヴeﾐIial a los 
3 y 6 d de cultivo con LT CD4. Por ELISA se midió 
IL-10 (A), IFN-γ ふBぶ ┞ TGF-β ふCぶ eﾐ sﾐ de CD pヴe-
tratadas con distintos estímulo y CD4 (relación 
1:10, CD:Lg) cultivadas durante 3 y 6 d. Los 
resultados son representativos de cinco y tres 
experimentos independientes, respectivamente. 
* p<0.05,  ** p<0.01. 
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iii. Estado de activación de células T CD4+ obtenidas in vitro 

Así como se describieron distintas poblaciones de Tregs con el potencial de producir TGF-β ┞/o IL-10 y 

capaces de regular la respuesta de células Th1 y Th2, también se caracterizaron células T con funciones 

supresoras dobles productores de IL-10 e IFN-γ. Los pヴiﾏeヴos doHles pヴoduItoヴes fueヴoﾐ desIヴiptos eﾐ el 

contexto de la infección crónica con Borrelia burgdorferi o en pacientes con tuberculosis (Pohl-Koppe y 

col. 1998, Gerosa y col. 1999). Actualmente, se considera que células T con propiedades reguladoras 

podrían derivar de Th1 completamente diferenciadas, posiblemente como mecanismo de control 

negativo (Belkaid y Oldenhove 2008).  

Los Tregs se caracterizan por expresar constitutivamente el marcador CD25 (cadena alfa de IL-2R), sin 

embargo dicho marcador se induce durante la activación de CD4 (Willerford y col.1995). Por lo tanto, la 

adecuada identificación de Tregs se basa en la caracterización de su función supresora y la detección del 

factor Foxp3 (Fontenot y col. 2003).  

Considerando los resultados obtenidos y con el objetivo de caracterizar a la población de CD4 

diferenciada in vitro en presencia de CDreg inducidas por T. cruzi, inicialmente determinamos su estado 

de activación. Por citometría de flujo se analizó la co-expresión de los marcadores CD25 y CD69 en 

superficie, siendo este último un marcador de activación temprana en células de linaje T (Marzio y col. 

1999). A los 3 d de co-cultivo con CD diferencialmente estimuladas, se observaron porcentajes 

semejantes de células CD4+CD25+ en todos los tratamientos (Figura 33A). Dentro de la población CD25+, 

las células estimuladas con CDact presentaron una tendencia de mayor expresión del marcador de 

activación temprana CD69 (Figura 33B). Al analizar el porcentaje de células activadas (CD4+CD25+CD69+) 

respecto del total, si bien a los 3 d no se observaron diferencias, a los 6 d de cultivo se observa un 

incremento significativo ante el estímulo con CDact respecto a las estimuladas con CDreg (P<0,05; Figura 

33C y D). Por lo tanto, el estímulo de CDreg parece no modificar el estado de activación de células T CD4 

respecto a los niveles inducidos por CD controles. 
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2.1.3 Activación de células T CD4+ OT-II 

Con el objetivo de evidenciar con mayor sensibilidad las variaciones descriptas en la activación de CD4 de 

cultivo alogénico, repetimos el ensayo en el marco de una respuesta ag-específica utilizando CD 

diferenciadas en presencia de OVA y células T CD4+ de ratones OT-II. El cultivo de CD4 con CDact 

aumentó ligeramente el número de células CD69+ dentro de las CD25+ respecto al control (Figura 34A y 

B, 67 vs. 75% ). Los CD4 estimulados con CD pre-tratadas con Tp sin o con LPS mostraron menor 

expresión de CD69+ respecto a los cultivados con CD controles y CDact, respectivamente (Figuras 34A y 

C; 34B y D). Puede concluirse que los Tp afectan la capacidad de las CD de activar células T CD4 ag (OVA)-

específicas. 
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FIGURA 33. Las CDact a diferencia de las CDreg inducen la expresión de marcadores de activación 
temprana en LT CD4. Por citometría de flujo se analizó la expresión de los marcadores CD25 y CD69 en 
superficie de LT CD4 luego de 3 (A, B, C) o 6 d (D) de cultivo con CD diferencialmente pre-estimuladas 
(con o sin LPS  en presencia o ausencia de Tp). *, P<0,05; Mann Whitney´s u-test de una cola. 
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2.2 Funcionalidad de las células T CD4+ generadas en cultivo 

Considerando que en los co-cultivos de Lg o CD4 con CDreg (diferenciadas con LPS y Tp o Tpmc), se 

detectaron bajos niveles de proliferación, producción de IL-10 y bajo índice de activación celular, a 

continuación analizamos el potencial regulatorio de las células T CD4+ obtenidas durante la RLM. Para tal 

propósito, se purificaron células T CD4+ luego de 4 d de co-cultivo en presencia de CDact o CDreg y se 

analizó su funcionalidad frente a Lg vírgenes y CD controles en una RLM secundaria. Como se observa en 

la figura 35, en cultivos de Lg y CD el agregado de CD4 diferenciados de presencia de CDact aumenta 

marcadamente el nivel de proliferación (**P<0,01). Este incremento en la alorespuesta no fue observado 

al co-cultivar distintas relaciones de CD4 diferenciados en presencia de CDreg. Asimismo, en presencia 

de CD estos CD4 descendieron la proliferación basal de Lg detectada en ausencia de CD, de manera 

dosis-dependiente (*P<0,05; **P<0,01). Los resultados anteriores sugieren que las CDreg diferencian 

células T CD4+ con funciones potencialmente supresoras. Cabe destacar que se descartó la inducción de 

Tregs CD4+CD25+Foxp3+ tras no detectarse diferencias en la expresión del factor de transcripción entre 

los tratamientos, determinado por citometría de flujo (dato no mostrado). 
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FIGURA 34. Los Tp afectan la capacidad de las CD de activar células T ag(OVA)-específicas. Células T CD4+ 
(OT-II) fueron cultivadas durante 3 d con CD diferenciadas ante distintos estímulos (con o sin LPS, en 
presencia o ausencia de Tp) y OVA (0,3 mg/ml). Luego, fueron marcadas con anticuerpos monoclonales 
(anti-CD4, CD25 y CD69) y adquiridas en el citómetro de flujo. El siguiente es un experimento representativo 
de dos. 
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FIGURA 35. Las células T CD4+ diferenciadas con CDact y no con CDreg incrementan la alorespuesta de Lg 

vírgenes en una RLM secundaria. CD (C3H/HeN) pre-estimuladas durante 24 h con LPS en presencia o ausencia 

de Tpmc, fueron lavadas, irradiadas y cultivadas con células T CD4+ (BALB/c, relación 1/10 CD/CD4) durante 96 

h. Luego, las células CD4+ se purificaron por selección positiva y se co-cultivaron con Lg (105) en presencia de 

CD controles (relación 1/5 CD/célula efectora) durante 72 h. La proliferación celular se determinó en función a 

la incorporación de [3H]t durante las últimas 18 h de cultivo. Los cultivos fueron realizados por triplicado y los 

resultados expresados en medias ± EM. Los datos mostrados se corresponden con un experimento 

representativo de tres independientes. *P<0,05, **P<0,01; ANOVA y post-test de Tukey.  
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DISCUSIÓN 

Estudios previos de nuestro grupo demostraron que la infección con T. cruzi inhibe la activación de CPA, 

modulando la expresión de moléculas CMHII y regulando negativamente la capacidad de CD esplénicas 

de inducir linfoproliferación. El efecto descripto es cepa de parásito dependiente (Alba Soto y col. 2003). 

Asimismo, numerosos estudios independientes informan la modulación diferencial desencadenada por 

el parásito o sus moléculas sobre la activación de células potencialmente involucradas en la resistencia 

del huésped contra el parásito (Celentano y González Cappa 1992, Burleigh 2005, de Diego y col 1997, 

Campos y col. 2001, Brodskyn y col. 2002). Sin embargo, se desconoce el efecto de la interacción del 

parásito con las CD, célula fundamental en mediar la respuesta inmune innata y adaptativa. 

Para estudiar el efecto directo del estadio circulante del parásito sobre este tipo celular, desarrollamos 

un modelo de co-cultivo in vitro de CD derivadas de médula ósea y Tp sanguíneos.  

En este trabajo de tesis describimos que las CD son infectadas en menor proporción a lo descripto 

previamente para macrófagos utilizando la misma cepa de parásito (Celentano, Tesis Doctoral). 

Contrariamente a lo que se describe para numerosos patógenos, incluidos algunos protozoarios, 

demostramos que  los Tp de T. cruzi no activan CD mieloides in vitro. En principio, observamos que la 

interacción del parásito con este tipo celular no altera la expresión de marcadores de diferenciación 

celular. Asimismo, se comprobó que el estímulo de las CD con el parásito no modifica los niveles de 

expresión basal de moléculas coestimulatorias y del CMHII similares a los encontrados en CD sin 

estimular. Compatible con inmadurez, el estímulo con Tp preservó la capacidad endocítica de este tipo 

celular. Sin embargo, los Tp regularon positivamente la producción de citoquinas inmunoreguladoras 

tales como el TGF-β e IL-10, de manera dosis-dependiente al número de parásitos en cultivo. El TGF-β es 

una citoquina con propiedades inmunosupresoras (Ahuja y col. 1993, Strobl y Knapp 1999, Sun y col. 

2002) y junto con la IL-10, poseen un papel fundamental en la inducción de tolerancia (Zeller y col. 1999, 

Moore y col. 2001, Schröder y col. 2003). Hay comunicaciones que describen el perfil tolerogénico de CD 

inmaduras que patrullan tejidos (Dhodapkar y col. 2001, Steinman y col. 2003). Consecuentemente en 

distintos modelos, se han caracterizado CD productoras de IL-10 o TGF-β asoIiadas a fenómenos de 

tolerancia en los ganglios satélites al tejido estudiado (Akbari y col. 2001, Fleeton y col. 2004).  

Por otra parte está ampliamente caracterizado cómo ciertas señales de daño, por ejemplo el 

reconocimiento de estructuras conservadas en patógenos vía PRRs, reprograman la funcionalidad de las 
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CD. Durante el proceso de activación celular descienden los niveles de captura de ag, aumentan el 

transporte y la estabilidad de complejos CMHII-péptidos, aumenta la expresión de moléculas 

coestimulatorias y de citoquinas. Conjuntamente con la migración a zonas ricas en células T, el proceso 

de maduración de CD asegura una amplificación eficiente de señales maximizando la presentación 

antigénica y subsecuente activación de células T vírgenes (Medzhitov 2001, Schnare y col. 2001, 

Lanzavecchia y Sallusto 2001). Se encuentra ampliamente descripto como el LPS, así como otros PAMPs, 

induce maduración de CD y producción de citoquinas proinflamatorias (Verhasselt y col. 1997, Takeda y 

col. 2003).  

En este trabajo de tesis analizamos el efecto del estímulo de CD con LPS en presencia del parásito. 

Observamos que los Tp modularon negativamente la expresión de moléculas del CMHII en superficie 

inducida por LPS. Asimismo, el agregado de LPS a los cultivos de CD con Tp no modificó la producción de 

TGF-β iﾐduIida poヴ el paヴásito. En estas condiciones, la producción de IL-10 mostró un sinergismo 

potenciado respecto al observado para cada uno de los tratamientos por separado.  

La producción de IL-10 y TGF-β fue previamente descripta durante la infección por T. cruzi in vivo (Silva y 

col. 1991, Reed y col. 1994). Asimismo, se caracterizó el efecto de ambas citoquinas en la inhibición de la 

activación de macrófagos infectados asociada a la inhibición de su acción anti-parasitaria in vitro, 

favoreciendo la persistencia del parásito (Gazzinelli y col. 1992).  

A diferencia de lo observado para citoquinas inmunoreguladoras, la IL-12 producida por CD cumple un 

rol principal en la polarización temprana de respuestas Th1 asociadas al desarrollo de inmunidad 

protectiva célula T-dependiente contra numerosos microorganismos (Kaliński y col. 1999). Ésta y la 

producción de IFN-γ ┞ TNF-α están involucrados en la resistencia a la infección experimental por T. cruzi 

(Abrahamsohn and Coffman 1996, Hunter y col. 1996, Sardinha y col. 2006). Numerosos trabajos 

demuestran la importancia de la producción de ON por macrófagos activados con IFN-γ en el control de 

la duplicación del parásito tanto in vivo como in vitro (Gazzinelli y col. 1992, Vespa y col. 1994). Bergeron 

y Olivier (2006) comunicaron que pese a que la infección de macrófagos per se con Tp no induce la 

producción de ON, ésta exacerba su producción ante el estímulo con IFN-γ. Independientemente Aliberti 

y col. (1996) demostraron, también en macrófagos, que los Tp inducen IL-12p40 e IFN-γ. 

Pese a la importancia que posee la respuesta proinflamatoria en el control de la infección por T. cruzi y al 

papel destacado de las CD polarizando tempranamente la respuesta, pocos estudios exploran el efecto 

de la infección en este tipo celular. Un trabajo realizado en CD humanas demostró que la infección por T. 
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cruzi in vitro, disminuye la producción de citoquinas proinflamatorias en presencia o ausencia de LPS. 

Además, los autores observaron que tanto la infección como el estímulo con productos de excreción-

secreción parasitaria inhibieron la expresión de HLA-DR y CD40 inducida por LPS (van Overtvelt y col. 

1999).  

La producción de IL-12 puede ser modulada por IL-10 (Moore y col. 2001), y distintos mediadores 

expresados durante la maduración de las CD pueden regular negativamente su síntesis (Sallusto y 

Lanzavecchia 2002). En nuestro sistema, los Tp inhibieron la producción de IL-12p70 e incrementaron los 

niveles de IL-10 inducidos por LPS. Sin embargo, no indujeron IL-6 per se ni modificaron 

significativamente los niveles detectados para el estímulo con LPS.  

Las respuestas diferenciales entre macrófagos y CD frente a determinados estímulos está extensamente 

descripta (Boonstra y col. 2003 y 2006, Werling y col. 2004, van Vliet y col. 2006). Este fenómeno está 

caracterizado para numerosos patógenos, inclusive diversos protozoarios. Un claro ejemplo se observa 

en la infección por L. donovani, donde se detecta producción de citoquinas de tipo Th2 en macrófagos 

pero no en CD, siendo la primera la población celular el sitio donde el parásito se establece y disemina 

durante la infección (Gorak y col. 1998). En general, en el género Leishmania, se describe una correlación 

positiva entre la infección con especies capaces de polarizar respuestas Th2 en macrófagos y las 

patologías diseminadas o viscerales. En el caso de T. gondii, se describió la inhibición transciente en la 

activación de NF-κB particularmente en macrófagos (Butcher y col. 2001).  

Pese a que trabajos previos describen que el estímulo con Tp promueve la activación de macrófagos in 

vitro (Aliberti y col. 1996) o exacerba la inducida por IFN-γ ふGazzinelli y col. 1992, Muñoz-Fernandez y col. 

1992, Bergueron y Olivier 2006), los resultados presentados aquí sugieren que el parásito polariza la 

respuesta de CD murinas de origen mieloide favoreciendo la producción de citoquinas 

inmunoreguladoras, y consecuente modulación de la activación convencional disparada por LPS. 

Asimismo, se observa que pese a que el estímulo con Tp no parece inducir la maduración de CD, 

modifica parcialmente la desencadenada por LPS. 

Las CD son una población muy heterogénea. Aquéllas con propiedades tolerogénicas, no siempre 

comparten el fenotipo celular. Asimismo, se ha descripto que potencialmente pueden inhibir la 

proliferación de células T mediante diferentes mecanismos (Steinman y col. 2003, Rutella y col. 2006, 

Tang y col. 2006). Desde hace varios años se ha reformulado el paradigma que definía CD totalmente 

maduras asociadas a inmunidad versus inmaduras e inductoras de tolerancia; actualmente se considera 
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que parte de la población de CD con propiedades tolerogénicas puede estar constituida por células 

terminalmente diferenciadas (Akbari y col. 2001, Lutz y Schuler 2002, Wakkach y col. 2003, Rutella y col. 

2006, Reis e Sousa 2006). Hallazgos recientes que lo confirman, caracterizan a una población de CDreg in 

vivo, altamente productoras de IL-10 y capaces de inhibir la proliferación ag específica de células T 

independientemente del estímulo con diferentes PAMPs (Qian y col. 2006).  

El potencial regulatorio de T. cruzi se ha puesto en evidencia previamente en trabajos in vivo, donde se 

demostró que la encefalitis autoinmune experimental es prevenida y controlada por la infección por T. 

cruzi (Tadokoro y col. 2004). Por otro lado, se caracterizó una extensa activación policlonal de células T y 

B. Paradójicamente, los LT aislados en fase aguda presentan una respuesta proliferativa subnormal 

frente a mitógenos y ags específicos sugiriendo una inhibición funcional específica durante el transcurso 

de la infección (Cerrone y col. 1992, Motrán y col. 1996). Por lo tanto, la inducción temprana de 

mecanismos inmunomoduladores asociados a la respuesta pro-inflamatoria observada durante la fase 

aguda de la infección permitiría explicar la alteración del desarrollo de inmunidad y la falta del control 

eficiente de la carga parasitaria durante dicha etapa. 

En este trabajo de tesis demostramos que las CD estimuladas con Tp son deficientes inductoras de 

alorespuesta en una RLM. De acuerdo con el perfil de secreción de citoquinas, los Tp modularon la 

diferenciación de las CD estimuladas con LPS, inhibiendo su capacidad de inducir proliferación pese a su 

fenotipo compatible con madurez. Por lo tanto, los resultados presentados plantean por primera vez el 

posible rol de T. cruzi  en la inducción de CDreg in vitro. 

La modulación y/o supresión de la respuesta de células T por IL-10 mediada directa o indirectamente por 

su efecto sobre CPA, ha sido descripta por varios autores (Sallusto y col. 1995, Moore y col. 2001, 

Wakkach y col. 2003). En nuestro modelo, la neutralización específica de IL-10 durante la diferenciación 

de las CD con Tp+LPS (CDreg) revirtió parcialmente la incapacidad de las mismas de inducir alorespuesta. 

Por lo tanto, podemos concluir que los Tp tienen un efecto inhibitorio sobre la activación de las CD 

frente a LPS, modulando su diferenciación hacia un perfil con propiedades tolerogénicas y que dicho 

proceso involucra, al menos y en cierto grado, a la IL-10.  

Recientemente se demostró que numerosos estímulos aparte de la IL-10 (Wakkach y col. 2003), pueden 

influenciar la diferenciación de CD hacia un perfil tolerogénico. Entre ellos, interacción con células 

estromales (Svensson y col 2004, Zhang y col. 2004), péptido intestinal vasoactivo (Chorny y col. 2005), 
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células apoptóticas (Skoberne y col. 2006), 1,25-dihidroxi vitamina D3 (Penna y col. 2007), Tregs 

CD4+CD25+Foxp3+ (Awasthi y col. 2007) o galectina-1 (Ilarregui y col. 2009). Asimismo, durante los 

últimos años se describió el papel de la IL-27 asociado a las funciones regulatorias de CD y responsable 

de la diferenciación a Tr1 productores de IL-10 (Awasthi y col. 2007, Ilarregui y col. 2009). 

Wakkach y col. (2003) demostraron que el estímulo con IL-10 diferencia CD tolerogénicas capaces de 

inducir Tr1 productores de IL-10 y supresores de respuesta ag-específicas. Asimismo, se ha demostrado 

el efecto del  TGF-β sobre CD en la inducción Tregs Foxp3+ (Yamazaki y col. 2007).  

En nuestro modelo, el bloqueo de IL-10 y/o TGF-β duヴaﾐte la RLM ﾐo ヴeviヴtió sigﾐifiIativaﾏeﾐte la falta 

de alorespuesta en presencia de CDreg. Asimismo, demostramos que dicho fenómeno no está asociado a 

muerte celular. Sin embargo, las CDreg alteraron el perfil de activación de células T CD4+CD25+, tanto en 

el marco de una alorespuesta como en una respuesta ag-específica no relacionada. Particularmente, 

detectamos reducción en el porcentaje de células que expresan el marcador de activación temprana 

CD69. Pese a esto, no encontramos un aumento significativo en el porcentaje de Tregs 

CD4+CD25+Foxp3+.  

El análisis de citoquinas en los sn de cultivo de RLM reveló que a diferencia de las CD activadas con LPS, 

las CD con perfil tolerogénico indujeron un aumento en la producción de IL-10 y descensos en los niveles 

de IFN-γ. Sin embargo a los 6 d de cultivo, también se detectaron incrementos en la producción de IFN-γ 

así como de TGF-β. Estos resultados sugieren que la falta de alorespuesta causada por CD diferenciadas 

en presencia de Tp podría no estar relacionada con la inducción de Tr1 productores de IL-10. 

Curiosamente, en infecciones crónicas causadas por protozoos o bacterias, se ha descripto una población 

de células T con funciones supresoras que producen IL-10 e IFN-γ siﾏultáneamente (Boussiotis y col. 

2000, Belkaid y col. 2001, Trinchieri 2001). Compatible con estos hallazgos, en ensayos de transferencia 

in vitro observamos que las células T CD4+ diferenciadas por CDreg presentan la capacidad de suprimir 

una alorespuesta secundaria. Estos resultados sugieren que las CDreg inducidas por T. cruzi polarizan 

células T potencialmente supresoras in vitro. Por el momento desconocemos el/los mecanismo 

involucrados en este proceso.   

Existen trabajos que describen la inducción de Tregs tanto por productos microbianos como por ciertas 

infecciones por bacterias o protozoos como B. pertussis o Plasmodium (McGuirk y col. 2002, van der Kleij 

y col. 2002, Svensson y col. 2004, Walther y col. 2005). Durante la infección crónica por T. cruzi, en los 

cuadros de cardiomiopatías severos se ha descripto la presencia de infiltrados celulares de tipo Th1 
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(Gomes y col. 2003, Dutra y col. 2005). Tanto Kotner y Tarleton (2007) como Sales y col. (2008) han 

evaluado indirectamente el rol de Tregs CD25+Foxp3+ en el curso y/o patogénesis de la infección 

experimental. En el trabajo de Sales y col., el bloqueo de células CD25+ induce un aumento en la 

activación de linfocitos esplénicos, sin embargo a nivel cardíaco los infiltrados inflamatorios y la 

frecuencia de células T CD4+ y CD8+ no varían respecto a los animales controles sin bloquear. Por lo 

tanto, ambos autores consideran que los Tregs tendrían un papel limitado en la patogénesis de la 

infección experimental. 

En T. cruzi se encuentra descripta la variabilidad respecto al repertorio antigénico y la expresión de 

moléculas en superficie cepa y estadio-dependientes. Asimismo, existe reconocimiento y endocitosis 

diferencial de Epis y Tp (De Araujo-Jorge y col. 1992, Risso y col. 2004). Sin embargo, en numerosos 

trabajos en modelos celulares se describe el efecto de moléculas purificadas del estadio de Epis. 

Nuestros resultados demuestran que Epis y Tp estimulan diferencialmente CD: contrariamente a lo 

observado para Tp, los Epis no inducen producción de IL-10 y estimulan la expresión de moléculas de 

CMHII.  

Los bajos niveles de infección en CD co-cultivadas con Tp de RA, así como la similitud en el perfil de 

citoquinas utilizando dos cepas de parásito de distinta virulencia (RA y K98) que difieren en su capacidad 

de invasión y multiplicación, indican que posiblemente la modulación en la producción de IL-10 es 

independiente de tales variables. Al analizar la producción de IL-10 en paralelo a la infección de CD, 

utilizando parásitos CFSE+, observamos que ambas variables eran independientes entre sí. Sin embargo, 

dado que el análisis se realizó en el pico de producción de la citoquina a las 12 h post-estímulo, no 

pudimos descartar la posibilidad de que la infección inicial de un cierto número de células modulase la 

secreción de IL-10 tempranamente, y que ésta tuviese un efecto paracrino induciendo su propia 

producción en células no infectadas. 

Al estudiar el efecto del estímulo con Tp muertos por calor o fijados con paraformaldehído o productos 

de excreción-secreción parasitarios, observamos que sólo los primeros se comportaron como los 

parásitos vivos en la inducción de CD tolerogénicas, tanto para la regulación positiva de IL-10 como 

respecto a su capacidad de inhibir alorespuesta, y diferenciación de células T CD4+ con potencial 

supresor. Esto sugiere que posiblemente el fenotipo descripto se desencadene por reconocimiento de 
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alguna estructura en el parásito, preservada por el tratamiento con calor, independientemente de la 

infección. 

Existen trabajos que describen el efecto de moléculas aisladas de T. cruzi en fenómenos de activación 

celular (Camargo y col. 1997a, Campos y col. 2001, Ouaissi y col. 2002, Belaunzarán y col. 2007). Algunos 

demuestran la activación de ciertas cascadas de señalización, tales como la vía de las MAPKs y la 

asociada a NF-κB particularmente en macrófagos y utilizando moléculas purificadas de Tp (GPI), (Ropert 

y col. 2001). Sin embargo, el efecto del estímulo con T. cruzi en CD se encuentra poco caracterizado.  

Por un lado se describió que GIPL purificados de Epis modulan negativamente la activación de CD 

(Brodskyn y col. 2002). Por otro, se observó que la proteína Tc52 no sólo activa e induce ON en 

macrófagos, sino también estimula la maduración y activación de CD (Fernández-Gómez y col. 1998, 

Ouaissi y col. 2002). Un estudio previo que concuerda con parte de nuestros hallazgos, demuestra que el 

parásito o sus productos de excreción-secreción afectan la maduración y la secreción de citoquinas pro-

inflamatorias en CD humanas (Van Overtvelt y col. 1999). Más recientemente, se relacionó el 

reconocimiento de estructuras sialidadas en los Tp con la inhibición de la producción de IL-12 en CD 

(Erdmann y col. 2009).  

Actualmente se acepta la importancia de la participación de las CDreg en la tolerancia periférica y su rol 

en el control de la homeostasis del sistema inmune (Akbari y col. 2001, Zhan y col. 2004). 

Particularmente se ha descripto que este tipo celular produce grandes cantidades de IL-10 y que la 

activación de ERK 1/2 está asociada a la producción preferencial de esta citoquina (Qian y col. 2006). Al 

caracterizar molecularmente el estado de activación de las CD regulatorias en nuestro modelo in vitro, 

observamos que tanto los Tp como los Tpmc incrementaron la fosforilación de ERK 1/2 inducida por LPS. 

Coincidentemente, evidenciamos el rol central de esta vía en la inducción del fenotipo regulatorio por 

Tpmc ya que el bloqueo de la fosforilación de ERK, revirtió el sinergismo en la producción de IL-10 y 

restauró la capacidad de las CD diferenciadas en presencia del parásito de inducir linfoproliferación. 

La detección de IL-10 en nuestro sistema es temprana. Está descripto que el contacto de IL-10 con su 

receptor induce el reclutamiento y activación de la cascada de STAT3, siendo esencial para la actividad 

inmunomoduladora de dicha citoquina (Moore y col. 2001, Williams y col. 2004). Coherentemente con 

los resultados encontrados respecto a la producción de IL-10, T. cruzi promovió una rápida fosforilación 

de STAT3 en presencia o ausencia de LPS. Sin embargo, en nuestro modelo la activación de esta vía es 

independiente de la interacción de IL-10 con su receptor ya que el mismo patrón de fosforilación de 
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STAT3, así como el aumento de la fosforilación de ERK 1/2, se observó tanto en CD Il-10-/- como en WT. 

Adicionalmente, comprobamos que la modulación de IL-10 inducida por Tp es independiente de STAT3, 

ya que la inhibición de la cascada Jak2-STAT3 no modificó el sinergismo descripto.  

En paralelo, observamos que tanto los Tp como los Tpmc no modifican la fosforilación de p38, la 

degradación de IκB-α ﾐi la tヴaﾐsloIaIióﾐ a núcleo de NF-κB, ampliamente caracterizadas para LPS. Sin 

embargo, al igual que para la vía del ERK, se observó que la activación de NF-κB está involucrada en la 

regulación positiva de la producción de IL-10 inducida por el parásito. El bloqueo de la activación de NF-

κB, no sólo inhibió totalmente la producción de IL-10 en presencia de LPS, sino que como era previsible 

también inhibió la producción de IL-6.  

Por lo tanto, podemos concluir que el paヴásito iﾐduIe uﾐ estado de aItivaIióﾐ さalteヴﾐativaざ eﾐ las CD 

ante el estímulo con LPS. Las CD se caracterizan por tener un aumento en la activación de ERK 1/2, 

fosforilación de STAT3 y una regulación positiva en la producción de IL-10 asociada a ERK y NF-κB. Estos 

resultados sugieren que tal activación puede ser producto del reconocimiento temprano de estructuras 

presentes en el parásito, independientemente de infección. 

 Los PRRs juegan un papel central en el reconocimiento de patrones específicos presentes en los 

patógenos, desencadenando activación celular por detección de señales de daño. La activación vía TLRs, 

se encuentra altamente caracterizada. El reconocimiento de PAMPs por TLRs desencadena el 

reclutamiento de proteínas adaptadoras (en función al TLR involucrado, mediante vías MyD88 

dependiente o independiente), que inducen, entre otros, la activación de MAPKs y NF-κB. El resultado 

será un cambio en el estado de activación celular, como consecuencia en la modulación de su expresión 

génica. El proceso de activación se encuentran ampliamente estudiado en diferentes modelos, ya que el 

resultado va a depender no sólo del repertorio de receptores asociado al tipo celular, sino también de la 

interacción entre los mismos extra e intracelularmente. Actualmente se considera que el reconocimiento 

múltiple de estructuras por PRRs y la interacción cruzada que se dispara a posteriori, imprime patrones 

de respuesta con posibles efectos inmunomodulatorios, que puede variar en función al subtipo de CD 

involucrada (Trinchieri y Sher 2007). Previamente, fue descripto el efecto sinérgico en la producción de 

citoquinas pro-inflamatorias para varios representantes de la familia de TLRs (Kotlyarov y col. 1999, Dong 

y col. 2002, Medzhitov y Janeway 2002, Takeda y col. 2003). En contraposición, hallazgos recientes 

demuestran el efecto cooperativo en la producción de citoquinas anti-inflamatorias para el TLR2 y TLR4 
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(Hirata y col. 2008). Coincidentemente, se observó que L. donovani es responsable de suprimir IL-12p40 

e inducir IL-10 mediante la activación de MAPKs vía TLR2 (Chandra y Naik 2008). 

Pese a que fue caracterizado el reconocimiento de moléculas de T. cruzi mediante TLR2 (Campos y col. 

2001, Ouassi y col. 2002, Ropert y Gazzinelli 2004), en nuestro modelo el aumento en la producción de 

IL-10 inducido por Tp en presencia de LPS es independiente de TLR2. Asimismo, observamos que la 

modulación de IL-10 inducida por los Tp involucra directa o indirectamente al TLR4, mediante la 

activación de algún mecanismo de señalización diferente de los disparados por TLR2. Esta idea es 

fortalecida por la ausencia de sinergismo en la producción de IL-10 en presencia de Tp al estimular el 

TLR2 con un ligando sintético (Pam3Cys). 

 En cierto grado, nuestros hallazgos sugieren la posibilidad de que los Tp y el LPS compartan o converjan 

en algún mecanismo común asociado a la inducción de IL-10. Esto podría ser el resultado del efecto 

cooperativo del TLR4 y uno o varios receptores en CD que reconozca/n alguna estructura en la superficie 

del parásito. Hasta el momento no fueron descriptas moléculas ligando de TLR4 en el estadio Tp de T. 

cruzi, como ocurre para el estadio de Epis (Oliveira y col. 2004). Estudios recientes han demostrado que 

los patógenos pueden estimular un conjunto complejo de PRRs, que mediante su activación combinada, 

poseen el potencial de modular respuestas celulares (Colmenares y col. 2004, Slack y col. 2007, Trinchieri 

y Sher 2007, Saunders y col. 2009, Geijtenbeek y Gringhuis 2009). De acuerdo con esto, se ha 

demostrado que un componente de la pared de las micobacterias aumenta la tasa de transcripción del 

gen de IL-10 vía NF-κB, pero solo tras la activación de varios TLRs (Gringhuis y col. 2007). 

La interacción específica de moléculas de T. cruzi con receptores o moléculas  involucradas en la 

modulación de la respuesta celular comenzó a ser activamente explorada (Erdmann y col. 2009, Amith y 

col. 2010). Erdmann y col. (2009) describieron que Siglec-E, receptor presente en CPA de ratón, reconoce 

AS en la superficie del parásito. Asimismo, demostraron que el AS presente en Tp ejerce un efecto 

inhibitorio sobre la producción de IL-12 inducida por LPS. Coincidentemente, el Siglec-9 humano, 

homólogo y con un patrón de expresión similar al Siglec-E murino, modula la respuesta de TLRs por 

aumento en la producción de IL-10 y descenso de citoquinas pro-inflamatorias (Ando y col. 2008). En 

función a los resultados expuestos, y pese a que fue descripta la inhibición de CD por reconocimiento de 

AS en Tp, en nuestro modelo este mecanismo no estaría asociado a la modulación de IL-10. Esto sugiere 
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que el estado de activaIióﾐ さalteヴﾐativaざ de CD inducido por T. cruzi posiblemente resulte de 

interacciones célula-parásito aún no caracterizadas. 

Las evidencias actuales demuestran que tanto la caracterización de nuevos PRRs como el estudio del 

papel que cumplen los ya descriptos en la modulación de la respuesta inmune se encuentran en 

expansión. Como en el caso de la infección por T. cruzi, algunos virus producen respuestas pro-

inflamatorias asociadas al daño tisular (Gutiérrez y col. 2008, Wheeler y col. 2009). En este sentido, 

trabajos recientes describen el reconocimiento de patrones moleculares asociados a daño (DAMPs) por 

TLR4. Este mecanismo conlleva a un ﾐuevo IoﾐIepto de さiﾐflaﾏaIióﾐ estéヴilざ, pヴoduIto de la aItivaIióﾐ 

celular como resultado del reconocimiento de ligandos endógenos como señal de daño (Okamura y col. 

2001, Johnson y col. 2002, Termeer y col. 2002, Vabulas y col. 2002).  

Es importante resaltar que biológicamente, mantener la homeostasis de un sistema implica la regulación 

de un equilibrio dinámico. En el contexto de una infección que evoluciona con curso crónico, el éxito y la 

persistencia del patógeno así como la sobrevida del hospedador puede pensarse como un equilibrio 

entre inmunidad y tolerancia.  

El rol de la producción de IL-10 en la latencia de patógenos que producen infecciones crónicas ha sido 

caracterizada, observándose cura estéril durante la infección experimental L. major y P. yoelii en donde 

la producción de dicha citoquina puede ser controlada (Belkaid y col. 2001, Kane y Mosser 2001, Omer y 

col. 2003). En el caso de T. cruzi, la infección experimental en modelos deficientes en dicha citoquina 

muestran un aumento en la severidad de la infección (Hunter y col. 1997, Hölscher y col.2000). En este 

marco, la IL-10 parecería tener un rol central en mediar tanto la persistencia parasitaria como el control 

de daño producto de la inflamación tisular.  

En función a los resultados expuestos podemos concluir que el estadio infectante de T. cruzi induce CD 

con propiedades tolerogénicas en presencia de LPS in vitro, independientemente de la infección celular. 

El proceso de diferenciación celular, está parcialmente mediado por IL-10,  involucra la señalización vía 

ERK y NF-κB y se dispara por reconocimiento de estructuras en la superficie del parásito. Asimismo, 

observamos que la producción de IL-10, involucra por lo menos la señalización por TLR4, y es 

independiente de TLR2. Futuros estudios permitirán caracterizar la naturaleza del fenómeno y su 

relevancia en el control de la infección in vivo. La importancia de su caracterización subyace en la 

posibilidad de utilizar este conocimiento en el diseño de estrategias racionales de inmunoterapia. 
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CONCLUSIONES 

En base a los resultados obtenidos, podemos concluir: 

 

- Los Tp son deficientes inductores de la maduración de CD, pero en presencia de un estímulo de 

activación (particularmente LPS), son eficientes moduladores de su diferenciación hacia un perfil 

regulatorio in vitro. 

 

- La inducción de CD con perfil regulatorio podría ser un mecanismo de escape de T. cruzi. La 

modulación de CD puede traducirse en un retraso en el desarrollo de respuesta efectora específica, 

favoreciendo de esta manera el establecimiento del parásito. Sin embargo, como resultado de la 

extensa activación reportada durante la fase aguda de la infección experimental, dicha modulación 

podría favorecer el control de daño, asociado a procesos proinflamatorios exacerbados. 

 

- El estímulo con dos cepas de T. cruzi con comportamientos polarizados (virulencia en la infección 

experimental, capacidad de invasión celular, velocidad de multiplicación, actividad TS), demostró un 

efecto similar de la modulación descripta para CD, por lo tanto ninguna de las variables enumeradas 

sería responsable del fenómeno descripto. Es importante destacar que en el modelo in vitro, las CD 

fueron expuestas a una misma cantidad de parásitos de ambas cepas, hecho que no ocurre durante 

la infección experimental (las parasitemias en cepas de baja virulencia son menores o retrasadas en 

el tiempo).  

 

- El estímulo inducido por los Tp (vivos o muertos) in vitro modula la diferenciación de CD, que 

presentan propiedades tolerogénicas independientemente de infección celular.  Por lo tanto, el 

reconocimiento temprano de estructuras en la superficie del parásito podría tener implicancias a 

nivel de la presentación antigénica y posterior desarrollo de respuestas efectoras eficientes en el 

control de la infección.  

 

- A continuación y en función a las rutas de activación asociadas al reconocimiento de LPS vía TLR4 

(ver ESQUEMA 1), proponemos un posible modelo de activación alternativa, asociado al fenómeno 

de modulación descripta (ver ESQUEMA 2): 
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ESQUEMA 1. Rutas de señalización asociadas a la activación celular 

por LPS vía TLR4 

Detalle de la activación mediada por TLR4 vía rutas dependiente e 

independiente de MyD88. Como puede observarse, la activación 

dependiente de MyD88 involucra MAPK (p38, JNK y ERK 1/2) y NF-κB. 

Señaladas en rojo se presentan dos vías de interés, involucradas en los 

resultados descriptos.  
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ESQUEMA 2. Modelo pヴopuesto de aItivaIióﾐ さalteヴﾐativaざ 
de CD por T. cruzi en presencia de LPS 

El reconocimiento del parásito (Tp) vivo o muerto por calor en 

presencia de LPS induce la secreción de IL-10 dependientemente 

de TLR4. Asimismo, el reconocimiento del parásito por CD 

derivadas de médula ósea, induce fosforilación de STAT3 y en 

presencia de LPS aumenta la fosforilación de ERK 1/2. Tanto el ERK 

1/2 como el NF-κB se encuentran involucrados en el aumento de 

la producción de IL-10 inducido por los Tp en presencia de LPS. 

Las flechas amarillas representan la activación de cascadas de 

señalización vía TLR4 previamente descriptas para LPS. Las flechas 

rojas indican los resultados presentados en esta tesis. Las flechas 

hacia arriba representan incremento. 

MO CD: células dendríticas derivadas de médula ósea. pSTAT3: 

fosforilación de STAT3. pERK 1/2: fosforilación ERK 1/2. 
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