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Células dendriticas y linfocitos T reguladores
naturales en pacientes con enfermedad
cronica de Chagas

Dendritic cells and natural regulatory T lymphocytes
in chronic chagasic patients
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Resumen

Dada la cronicidad y persistencia del parasito
Trypanosoma cruzi en la enfermedad de Cha-
gas, el control homeostatico de la respuesta
inmunitaria para prevenir el dafo tisular y
limitar la duracién del proceso inflamatorio
involucra células con potencial regulador
como las células dendriticas y los linfocitos T
reguladores. Es por tal motivo que el objetivo
de este estudio fue evaluar la proporciéon de
células dendriticas totales, subpoblaciones de
células dendriticas mieloides y plasmacitoides
y los linfocitos T reguladores naturales en
pacientes con enfermedad de Chagas y con-
troles sanos.

Las células mononucleares de sangre perifé-
rica de 18 pacientes con enfermedad crénica
de Chagasy 16 controles sanos se sometieron
a marcacion para células dendriticas mieloides
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Lin- HLA-DR* CD11c*, CD plasmacitoides
Lin- HLA-DR* CD123* y linfocitos T regula-
dores naturales CD3* CD4* CD25* Foxp3*
CD127¢4°. Las proporciones celulares se cal-
cularon mediante el porcentaje obtenido por
citometria de flujo.

Se encontré que la proporcion de células den-
driticas plasmacitoides es menor que la de las
mieloides, tanto en pacientes con enfermedad
crénica de Chagas como en controles sanos, sin
diferencias significativas entre ambos grupos.
En contraste, se encontrd una proporcion signi-
ficativamente mayor de linfocitos T reguladores
naturales en los pacientes con enfermedad de
Chagas al comparar con los controles sanos. En
conclusién, la mayor proporcion de linfocitos T
reguladores naturales en pacientes con enfer-
medad cronica de Chagas sugiere que estas
células pueden estar contribuyendo en la pato-
génesis de la enfermedad.
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Abstract

Given the chronicity and persistence of the
parasite Trypanosoma cruzi in the Chagas
disease victims, the homeostatic control of
immune response to prevent tissue damage
and limit the duration of the inflammatory
process involves cells with regulatory po-
tential as dendritic cells (DC) and regulatory
T cells. For this reason, the objective of this
study is to evaluate the proportion of total
DC, myeloid and plasmacytoid DC subpo-
pulations and natural regulatory T cells in
chronic chagasic patients and healthy control
subjects. Peripheral blood mononuclear cells
(PBMC) from 18 chronic chagasic patients
and 16 healthy control subjects were staining
to myeloid DC Lin- HLA-DR* CD11c*, plasma-
cytoid DC Lin-, HLA-DR*, CD123* and natural
regulatory T lymphocytes CD3* CD4* CD25*
Foxp3* CD127"". Cellular proportions were
calculated using the percentage obtained by
flow cytometry. It was found that plasma-
cytoid CD proportion was lower than myeloid
CD in both, chronic chagasic patients and
healthy control subjects, without significant
differences between the two groups. On the
contrary, it was found that the proportion of
natural regulatory T cells was significantly
higher in chronic chagasic patients than in
healthy control subjects upon comparing the
two. These results suggest that the higher
proportion of natural regulatory T cells in
chronic chagasic patients might contribute to
the disease pathogenesis.

Key words: Chagas disease, Trypanosoma
cruzi, dendritic cells, regulatory T lymphocytes.

Introduccion
Frente a la estimulacion antigénica por un

patégeno, se lleva a cabo la expansion y
diferenciacion de los linfocitos con el fin de

controlar la infeccion y lograr la eliminacién
del antigeno. Posteriormente, ocurre un pro-
ceso de contracciéon debido a la muerte de la
mayoria de los linfocitos, y permanece una
pequefa poblacion de células de memoria
gue provee inmunidad por largos periodos y
brinda proteccién frente a nuevos encuentros
con el patégeno .

Esta dindmica de la respuesta inmunitaria se
encuentra bajo un estricto control de células
gue pueden estimular la activacion de la res-
puesta o regularla negativamente con el fin de
evitar el dafno tisular. Sin embargo, dado que la
naturaleza del estimulo antigénico, el microam-
biente y la proporciéon de poblaciones celulares,
determinan el perfil de activacion y la cinética
de la respuesta inmunitaria @, en el caso de las
infecciones croénicas, la persistencia del antige-
no afecta de manera importante la actividad de
los componentes del sistema inmunitario.

La enfermedad de Chagas, causada por el he-
moflagelado Trypanosoma cruzi, representa
un problema de salud publica en América La-
tina ¢4. En Colombia, se estima que 700.000
personas estan infectadas y 23% de la po-
blacion se encuentra en riesgo de contraer
la enfermedad, con 30.000 a 40.000 nuevos
casos por afio ©. La enfermedad se presenta
con una fase aguda asociada a la induccion
de la respuesta inmunitaria que no logra la
eliminacién total del antigeno. Debido a lo
anterior, los individuos infectados progresan
a la fase crénica indeterminada, caracterizada
por ausencia de sintomatologia.

De estos individuos, alrededor de 30% a 40%
desarrollan la fase cronica sintomética con
manifestaciones cardiacas o digestivas ©79.

El control homeostatico de la respuesta inmu-
nitaria para prevenir el dafio tisular y limitar la
duracion del proceso inflamatorio, involucra
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células con potencial regulador que forman
parte de la inmunidad innata y adaptativa
tales como las células dendriticas ©'? y los
linfocitos T reguladores V.

Las células dendriticas (CD) humanas se han di-
vidido clasicamente en dos grupos, de acuerdo
con la expresion de marcadores de superficie.
Las células dendriticas mieloides que expresan
el marcador CD11c* y marcadores mieloides
como CD13*y CD33*, y requieren del factor
estimulador de colonias granulo-monociticas
(granulocyte-macrophage colony-stimulating
factor, GM-CSF) para sobrevivir (121310 | as
células dendriticas plasmacitoides que son
CD11c-, expresan la cadena o del receptor de
IL-3 (CD123) y requieren de IL-3, pero no de
GM-CSF, para sobrevivir (141516,

Los linfocitos T reguladores involucran dos
grupos principales, los linfocitos T reguladores
naturales (LTreg) y los linfocitos T reguladores
periféricos. Los linfocitos T reguladores natu-
rales, caracterizados por la expresion de CD25
y el factor de transcripcion Foxp3, se generan
en el timo'y, aun cuando poseen un repertorio
enfocado a antigenos propios, también son
capaces de responder a antigenos extranos
(7 Los linfocitos T reguladores periféricos, o
adaptativos, incluyen varias poblaciones que,
en general, se generan bajo la estimulacion
antigénica y expresan CD25, pero son negati-
vos para Foxp3 en ausencia de estimulo (1819,

Debido a la importancia de estas células en
el control de la respuesta inmunitaria fren-
te a patdgenos persistentes, el objetivo del
presente trabajo fue evaluar la proporcién
de células dendriticas totales, subpoblacio-
nes de células dendriticas mieloides (CDm) y
plasmacitoides (CDp). Ademas, debido a que
se ha observado que se encuentra un gran
infiltrado de linfocitos T reguladores naturales

en los sitios de infeccion, que dependen de la
presencia del patégeno para sobrevivir 17, se
evalué la proporciéon de estas células en pa-
cientes con enfermedad crénica de Chagas y
controles sanos.

Materiales y métodos
Poblacién en estudio

Para establecer la proporcién de las poblacio-
nes celulares, se seleccionaron 18 pacientes
con enfermedad crénica de Chagas y 16
individuos sanos control, quienes firmaron el
respectivo consentimiento informado. Los pa-
cientes, con un promedio de edad de 56+11
afnos, fueron seropositivos para las pruebas
de IFI (inmunofluorescencia indirecta) y ELISA
(enzyme-linked immunosorbent assay) frente
al parésito T. cruzi ??. Los individuos sanos,
con un promedio de edad de 2749 afos, pro-
venian de areas no endémicas; sus pruebas
seroldgicas para T. cruzi fueron negativas y su
examen clinico, normal.

El presente estudio fue evaluado y aprobado
por el Comité de Etica de la Facultad de Cien-
cias de la Pontificia Universidad Javeriana y la
Fundacién Clinica Abood Shaio.

Determinacion de poblaciones celulares
por citometria de flujo

A partir de muestras de sangre anticoagulada
con heparina, se obtuvieron células mononu-
cleares de sangre periférica con gradientes de
Ficoll-Hypaque (Sigma Aldrich, St. Louis, MO,
USA). Se realizd marcacién de superficie de
1x108 células mononucleares de sangre perifé-
rica para las poblaciones de células dendriticas
mieloides y plasmacitoides con conjugados
para linaje-1 (CD3, CD14, CD16, CD19, CD20,
CD56) FITC, HLA-DR-Pe-Cy7, CD11c-APC vy
CD123-PerCP-Cy5,5 (BD Biosciences, San José,
CA, USA), durante 30 minutos a 4°C.
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Para las poblaciones de linfocitos T regu-
ladores naturales, se realizd marcaciéon de
superficie de 1x10° células mononucleares
de sangre periférica para CD3-FITC, CD4-
PerCP, CD25-Pe-Cy7 y CD127-Biotina (BD
Biosciences, San José, CA, USA), durante 30
minutos a 4°C, seguido del anticuerpo SAV
APC-Cy7 por 30 minutos a 4°C para revelar
el marcador CD127. Posteriormente, se fijo y
permeabilizé con el amortiguador de fijacién
y permeabilizacion del estuche comercial Hu-
man requlatory T cell staining (eBioscience,
San Diego, CA, USA), durante 45 minutos a
4°C, para la marcacion intracelular del factor
de transcripcion Foxp3-PE.

La poblacion CD3* CD4* CD25* se seleccioné
utilizando como pardmetro negativo para la
expresion de CD25 la poblacion CD3* CD4-
CD25* obtenida en el analisis de cada una de
las muestras. Las células fueron adquiridas en
un citdmetro de flujo FACS Canto (BD Bios-
cience, San José, CA, USA) y analizadas con el
programa FlowlJo v 7.2.5 (Tree star, Ashland,
OR, USA).

Anaélisis estadistico

Las diferencias entre los grupos de estudio se
determinaron mediante la prueba t de Stu-
dent, utilizando el software GraphPad Prism
5.0. Se consideraron diferencias estadistica-
mente significativas cuando p<0,05.

Resultados

El analisis de las células dendriticas se realizd
sobre la poblacion total de células mononu-
cleares de sangre periférica, seleccionando
la poblacion sin expresion de marcadores de
linaje y con alta expresién de la molécula del
complejo mayor de histocompatibilidad de
clase Il HLA-DR, que corresponde a las células
dendriticas totales (figura 1A).
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Figura 1. A) Dispersograma representativo de la
determinacion de células dendriticas totales, HLA-DR+,
linaje- (arriba); subpoblacién de células dendriticas mieloides,
CD11c+ CD123- y plasmacitoides, CD11c- CD123+ (abajo),
por citometria de flujo. B) Porcentaje (media mds desviacion
estandar) de células dendriticas totales de individuos sanos e
infectados. C) Porcentaje (media mas desviacion estandar) de
células dendriticas mieloides y plasmacitoides de individuos
sanos e infectados. Se observan diferencias estadisticamente
significativas (*) entre las poblaciones de células dendriticas
mieloides y plasmacitoides, tanto de individuos sanos como
infectados (p<0,03) con la prueba estadistica t de Student

La comparacion entre las poblaciones de célu-
las dendriticas totales en el grupo de pacientes
con enfermedad crénica de Chagas y contro-
les sanos, no mostrd diferencia (figura 1B).
Sobre esta poblacion se analizd la expresion
de los marcadores CD11c y CD123, para la
determinacion de subpoblaciones de células
dendriticas mieloides y plasmacitoides, respec-
tivamente (figura 1A). Se encontré una mayor
poblacién de células dendriticas mieloides al
comparar con las plasmacitoides, sin diferencia
entre pacientes con enfermedad crénica de
Chagas y controles sanos (figura 1C).

Para el andlisis de linfocitos T reguladores, se
seleccionaron los linfocitos T (LT) CD3* CD4,
sobre los cuales se determinaron aquellos que
expresaron el marcador CD25. Sobre esta re-
gion, se selecciond la poblacion de células con
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Figura 2. A) Dispersograma representativo de la determinacion
de linfocitos T reguladores naturales por citometria de flujo;
linfocitos T CD4+ (izquierda); poblacion células CD4+ CD25+
(centro), linfocitos T reguladores naturales, CD127bajo
Foxp3+ (derecha). B) Porcentaje de linfocitos T reguladores
naturales (media mas desviacion estandar) de individuos sanos
e infectados, sobre el total de linfocitos T CD4+, CD3+. Se
observan diferencias estadisticamente significativas (*) en el
porcentaje de linfocitos T reguladores naturales, comparando
el grupo de individuos sanos y el de infectados (p<0,009) con
la prueba estadistica t de Student.

baja expresion del marcador CD127 positivas
para la expresion del factor de transcripcién
Foxp3, correspondientes a linfocitos T regu-
ladores naturales (figura 2A). La comparacién
de estas células mostré una proporcion sig-
nificativamente mayor en los pacientes con
enfermedad de Chagas, al comparar con los
controles sanos (figura 2B).

Discusion

Las células dendriticas periféricas reconocen
sefales de peligro por medio de receptores
que incluyen la familia de los receptores TLR
(toll-like receptors), lectinas de unién a manosa
y receptores B-glucano como dectina-1 @V, En
general, una vez las células dendriticas que
se encuentran en los tejidos periféricos se
activan y fagocitan el antigeno, migran por
la linfa a los ganglios linfaticos, en donde
activan las células T especificas de antigeno.
Durante esta migracién, ocurre un proceso

de maduracion que involucra la pérdida de la
capacidad fagocitica y el aumento de sus pro-
piedades estimuladoras para células T CD4+y
T CD8* virgenes @29,

Ademas del papel estimulador de las células
dendriticas, se ha descrito su papel en el con-
trol de la respuesta inmunitaria. Uno de los
factores criticos en esta regulacion mediada
por las células dendriticas, es la secrecion de
la interleucina 10 (IL-10), que actia como
citocina inhibitoria de la liberacién de citoci-
nas proinflamatorias, como IFN-y (interferén
gama), IL-1B, IL-6 y TNFa (factor de necrosis
tumoral alfa) ?. De igual forma, se han des-
crito mecanismos reguladores que involucran
alteracion metabdlica e induccion de linfoci-
tos T reguladores 4252627,

La determinaciéon de la frecuencia de células
dendriticas en infecciones crénicas ha mos-
trado resultados contradictorios. Por ejem-
plo, en la infeccion crénica por los virus de
la hepatitis B (HBV) o la hepatitis C (HCV), se
ha reportado disminucion de la frecuencia de
células dendriticas plasmacitoides asociada a
alteraciones de su actividad funcional 282239,
Sin embargo, otros grupos han reportado
valores similares de células dendriticas totales
circulantes y las subpoblaciones CDm y CDp
en pacientes con infeccion crénica por HBV y
controles normales sanos ©V.

Las investigaciones sobre células dendriticas
en enfermedad de Chagas, han demostrado
que T. cruzi infecta células dendriticas deri-
vadas de monocitos humanos, dentro de las
cuales puede replicarse e interferir con su
proceso de maduraciéon inducido por lipopo-
lisacarido ©2. Otros estudios han elucidado
el efecto de antigenos derivados de T. cruzi
sobre células dendriticas. Es asi como la pro-
tefna Tc52, liberada por el parasito, induce
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maduracion de células dendriticas humanas,
las cuales adquieren propiedades coestimu-
ladoras potentes 3. En trabajos realizados
por nuestro grupo, se ha demostrado que,
mientras la proteina 11 de membrana de los
cinetoplastidos (KMP-11) no afecta la madu-
racion de células dendriticas ©%, un fragmento
de la proteina de choque térmico de 70 kDa
(HSP-70) del parasito puede inducir madura-
cion de células dendriticas y tiene un efecto
diferencial en la secrecién de citocinas, como
IL-10 e IL-12, en pacientes con enfermedad
de Chagas y controles sanos ©¢.

Los resultados obtenidos en este trabajo
muestran que hay una mayor proporcion de
CDm que de CDp, sin diferencia para estas
subpoblaciones o para células dendriticas to-
tales, al comparar los pacientes con enferme-
dad de Chagas con los controles sanos. Estos
hallazgos y lo reportado previamente, sugie-
ren que la participacion de las células dendri-
ticas en la patogénesis de la enfermedad de
Chagas puede relacionarse mas con cambios
en la actividad funcional de estas células que
con la cantidad de las mismas.

Los linfocitos T reguladores naturales cons-
tituyen de 5% a 10% de las células T CD4*
en ratones y seres humanos, y se ha demos-
trado que tienen un papel especializado en
el control de la respuesta inmunitaria (1819,
Estas frecuencias de linfocitos T reguladores
naturales se han reportado para la poblacién
adulta en general y, aunque se han demostra-
do cambios inmunitarios relacionados con la
edad, los cambios abruptos en la frecuencia
de las células, tanto de la inmunidad innata
como adaptativa, ocurren en individuos sanos
alrededor de los 75 afos de edad ©°.

La importancia de los linfocitos T reguladores
en la patogénesis de las enfermedades infec-
ciosas cronicas se ha demostrado en varios
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modelos. En infeccion crénica por HBV y HCYV,
se ha demostrado un incremento de linfocitos
T reguladores en enfermos al compararlos
con controles sanos ©73®_ En infeccion con
HIV-1, los altos niveles de linfocitos T regu-
ladores se asocian con una rapida progresiéon
de la enfermedad ©2.

En sangre de pacientes con mononucleosis
infecciosa, la proporcién de linfocitos T regu-
ladores se ha encontrado significativamente
mas baja que en donantes seropositivos para
el virus de Epstein-Barr sin manifestacion cli-
nica. Sin embargo, se encontré aumento de
las citocinas reguladoras IL-10 y TGFB (trans-
forming growth factor beta), asociado a una
disminucién en la produccién de IFNy “9.

En el modelo en ratéon de la enfermedad de
Chagas, se ha propuesto que los linfocitos T
reguladores no son necesarios para la evasion
de la respuesta immune por T. cruzi durante la
infeccion aguda o crénica “". Sin embargo,
los datos reportados en la infeccion huma-
na muestran que la mayoria de pacientes
en fase cronica indeterminada (asintoma-
tica) presentan un perfil predominante de
citocinas reguladoras, al compararlos con
pacientes cronicos con la forma cardiaca de
la enfermedad, siendo los linfocitos T CD4+
la principal fuente de citocinas “?. La cuan-
tificacion de linfocitos T reguladores CD4*
CD25%%° Foxp3* en sangre periférica mostrd
una mayor frecuencia de estas células en
pacientes con la forma indeterminada de la
enfermedad, al compararlos con pacientes
cronicos sintomaticos 43

Aunque clasicamente los linfocitos T regu-
ladores se han identificado por la expresion
del factor de transcripcién Foxp3*, se ha de-
mostrado que en humanos la expresion de
este factor puede presentarse en poblacio-
nes de células T CD4* bajo condiciones de
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activacion, por lo cual se ha sugerido que el
fenotipo de linfocitos T reguladores natura-
les en humanos es CD3* CD4* CD25* Foxp3*
CD127baio 44,

En el presente trabajo se determiné la propor-
cién de esta poblaciéon celular, que representa
los linfocitos T reguladores naturales. Nuestros
hallazgos demuestran que hay una mayor pro-
porcion de esta poblacion en pacientes con en-
fermedad crénica de Chagas al compararlos con
controles sanos. En conclusion, estos resultados
sugieren gue el aumento en la frecuencia de lin-
focitos T reguladores naturales puede contribuir
a la patogénesis de la enfermedad cronica de
Chagas, como efecto secundario a un mecanis-
mo de control para evitar el dafo tisular.
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