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RESUMEN 

RESUMEN 
 

Los linfocitos B, además de producir anticuerpos, son capaces de presentar 

antígenos o secretar citoquinas, a través de las cuales pueden regular la respuesta de 

linfocitos T. El Rituximab® es un anticuerpo anti-CD20 que se utiliza para el tratamiento 

de diferentes patologías que efectivamente elimina la población de linfocitos B. En un 

trabajo previo de nuestro laboratorio reportamos la capacidad que tienen los linfocitos 

B de producir interleuquina (IL) 17A durante la infección experimental con 

Trypanosoma cruzi, patógeno causal de la enfermedad de Chagas, así como otras 

citoquinas. La respuesta inmune protectora contra T. cruzi depende fuertemente de 

los linfocitos T CD8+. Para evaluar si los linfocitos B podrían modular la respuesta de 

linfocitos T CD8+ durante la infección con T. cruzi implementamos un modelo de 

depleción de estas células, mediante una única inyección del anticuerpo monoclonal 

contra la molécula CD20, 8 días previos a la infección. Pudimos observar a los 20 días 

post infección (dpi) que los animales depletados presentaban un aumento significativo 

del parasitismo tisular en diferentes órganos blancos de la infección, en comparación 

al grupo control infectado. Además, los animales depletados de linfocitos B e 

infectados presentaron un porcentaje y número significativamente menor de linfocitos 

T CD8+ totales y específicos contra el antígeno Tskb20, en comparación al grupo 

control infectado. La respuesta de linfocitos T CD8+ con fenotipo de memoria y 

efectora se encontraba significativamente disminuida en el grupo de animales carentes 

de linfocitos B, en comparación con el grupo control, determinado a los 20 dpi. 

Seguidamente, el estudio de las características fenotípicas y funcionales reflejó que en 

ausencia de linfocitos B, los linfocitos T CD8+ proliferaban menos, mostraban un perfil 

compatible con una mayor apoptosis celular y presentaban un aumento de receptores 

inhibitorios en comparación con el grupo control. Posteriormente, observamos que en 

ausencia de linfocitos B la funcionalidad de los linfocitos T CD8+ se encontraba 

disminuida. Los mismos resultados fueron observados cuando la depleción de 

linfocitos B fue realizada en animales donde la respuesta de linfocitos T CD8+ ya se 

había desarrollado casi en su totalidad (12 dpi), sugiriendo que los linfocitos B están 

influenciando la respuesta de los linfocitos T CD8+ a través del sostenimiento de su 

diferenciación y/o sobrevida. Adicionalmente, encontramos que la frecuencia de 

células esplénicas productoras de IL-17A estuvo significativamente disminuida en los 

ratones infectados depletados de linfocitos B. Finalmente, la inyección de IL-17A 

recombinante rescató la frecuencia, el fenotipo y la función de los linfocitos T CD8+ 

generadas en la ausencia de linfocitos B. Los resultados indican que la producción de 

IL-17A por parte de los linfocitos B o por aquellas células productoras de IL-17A que 

son influenciadas por los linfocitos B, es clave para el mantenimiento y la función de 

los linfocitos T CD8 + específicos de T. cruzi. 

 

Palabras claves: linfocito B, linfocito T CD8+, Trypanosoma cruzi, anti-CD20, IL-17A.       
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SUMMARY 

SUMMARY 

 

B cells are the only cells able to produce antibodies. These cells also have 

antibody independent functions, such as antigen presentation and cytokine secretion, 

thus they can regulate T cell responses. Anti-CD20 therapy such as Rituximab® (RTX), 

that depletes B cells, is widely used to treat different illnesses. In a previous work, we 

found that B cells can produce IL-17A during Trypanosoma cruzi infection, in addition 

to many other cytokines. Through anti-CD20 treatment, elimination of B cells capable 

of producing cytokines is also achieved. Moreover, CD8+ T cells are key factors to 

control this parasitic infection. So, we hypothesized that B cells can influence CD8+ T 

cell responses during T. cruzi infection. To test this hypothesis, we injected an anti-

CD20 monoclonal antibody, eight days before infection, to deplete B cells. At 20 days 

post infection (dpi) B cell depleted mice exhibited higher parasitism in the spleen, liver 

and heart than controls. Further, a significant lower frequency and number of total and 

parasite specific CD8+T cells in blood, spleen and liver was found in the absence of B 

cells. Interestingly, B cell depleted mice had lower effector and memory CD8+T cells, 

than infected controls. Total and T.cruzi-specific CD8+T cells from anti-CD20 injected 

mice had decreased proliferation and a lesser extent of activation but higher levels of 

apoptosis and expression of inhibitory receptors. Also, CD8+ T cells from B cell 

depleted mice exhibited a reduced functionality compared with control animals at 20 

dpi. In addition, we performed B cell depletion in infected mice at 12 dpi and observed 

at 20 dpi that they exhibited the same characteristics than those depleted before 

infection, suggesting that B cells were not influencing CD8+T cell response through 

antigen presentation but probably sustaining their differentiation or survival. 

Additionally, we found that IL-17A production by splenic cells of B cell depleted 

infected mice was strongly reduced. Then, anti-CD20 treated infected mice were 

injected with recombinant IL-17A. Injection of recombinant IL-17A rescued the 

frequency, phenotype and function of CD8+ T cells generated in B cell absence. The 

results indicate that IL-17A production by B cells or other IL-17A producing cells are 

key for T. cruzi specific CD8+T cell maintenance and function.  

Keywords: B cell, CD8+ T cell, Trypanosma cruzi, anti-CD20, IL-17A.  
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INTRODUCCIÓN 

Linfocitos B 

Generalidades de la respuesta de linfocitos B 

 

Los linfocitos B son células del sistema inmune adaptativo capaces de ejercer 

diferentes funciones, entre las que se destaca la producción de anticuerpos contra 

distintos agentes patógenos o contra autoantígenos. Su precursor común se encuentra 

alojado en la médula ósea y el hígado fetal [1, 2]. En dichos órganos estas células 

transcurren diferentes etapas de desarrollo, adquieren una estructura funcional de 

inmunoglobulina de superficie llamado receptor del linfocito B (BCR del inglés b cell 

receptor) y a partir de ello se los denominan linfocitos B inmaduros. Luego, emigran de 

los órganos linfáticos primarios para poblar los diferentes compartimentos donde se 

alojarán como linfocitos B maduros [3]. Existen dos grandes subtipos de linfocitos B 

maduros: los linfocitos B-1 y B-2. Estos se distribuyen en el organismo y se diferencian 

en base a las características fenotípicas por la expresión de diferentes moléculas de 

superficie, la localización anatómica donde se encuentran y el tipo de respuesta 

generada luego de su estimulación [4]. 

Los linfocitos B-1 se originan al comienzo del desarrollo en los órganos 

embrionarios y su principal función es la de producir los denominados anticuerpos 

naturales, en ausencia de estímulos provenientes de patógenos o de inmunizaciones 

[5, 6]. Su ubicación en el ratón se limita principalmente a la cavidad peritoneal y 

pleural [7]. Por otra parte, los linfocitos B-2 se subdividen en linfocitos B foliculares 

(comúnmente llamados linfocitos B convencionales) y de zona marginal. Los linfocitos 

B foliculares circulan por la sangre y linfa para ubicarse dentro de los folículos (zona de 

linfocitos B) presentes en los órganos linfáticos secundarios como los ganglios 

linfáticos, amígdalas, las placas de Peyer y el bazo. En el ratón, los linfocitos B de zona 

marginal se ubican en el área que rodea a las estructuras de linfocitos B foliculares 

dentro del bazo. Su íntimo contacto con el seno marginal (sitio por donde circula la 

sangre) permiten que estas células respondan rápidamente a la presencia de agentes 

patógenos que causan infecciones sistémicas [8]. 

Ante el ingreso de un antígeno, los linfocitos B foliculares se activan y 

diferencian, generando una respuesta inmune conocida como reacción de centro 

germinal (en adelante CG). Dentro del CG, estas células interaccionan con los linfocitos 

T foliculares, los cuales promueven los eventos de expansión clonal, cambio de isotipo 

de las regiones constantes e hipermutación somática de las regiones variables de las 

inmunoglobulinas expresadas por los linfocitos B foliculares, que finalmente son 

positivamente seleccionados según mayor sea la afinidad de su BCR por el antígeno 

(proceso denominado como maduración de la afinidad) [3]. Como producto de la 

reacción de CG, se generan linfocitos B de memoria, plasmoblastos o  células 

plasmáticas las cuales tienen la capacidad de secretar los anticuerpos. 
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Los linfocitos B se caracterizan por la expresión de diversas moléculas de 

superficie que los identifican y diferencian de otras poblaciones celulares. Entre ellas, 

la primera en ser reportada fue la molécula CD (del inglés cluster of differentiation) 20, 

que comprende un canal de calcio asociado a la membrana celular y es un marcador de 

linfocitos B maduros [9]. Durante todas las etapas de maduración, además de expresar 

CD20, los linfocitos B expresan la molécula CD19, que tiene como función la 

amplificación en transducción de señales intracelulares [10] y el antígeno común 

leucocitario de 220kD, conocido como B220 [11]. 

Como se mencionó anteriormente, el alcance biológico de los linfocitos B no se 

limita solamente a la producción de anticuerpos, sino que estas células son capaces de 

ejercer la presentación de antígenos a los linfocitos T así como de secretar diferentes 

citoquinas, que son proteínas que disparan señales a diferentes células del sistema 

inmune, a lo largo de sus diferentes estadíos madurativos y de diferenciación 

(resumido en Figura I1). 

 

Funciones independientes de la producción de anticuerpos: presentación antigénica 

 

 El desarrollo de la respuesta inmune adaptativa se encuentra supeditado al 

reconocimiento inicial de los clones de linfocitos específicos para “el antígeno” en 

particular. Este proceso ocurre cuando las células presentadoras de antígeno (en 

adelante CPA) exponen diferentes péptidos antigénicos cargados a las moléculas del 

complejo mayor de histocompatibilidad (CMH) tipo I y II en su superficie, permitiendo 

su reconocimiento por parte de los receptores de los linfocitos T (en adelante TCR, del 

inglés T cell receptor) de los linfocitos T CD8+ y CD4+ respectivamente. Debido a que 

las células dendríticas poseen características distintivas especializadas en el 

procesamiento y la presentación de los antígenos, se propone a éstas como el modelo 

de CPA “profesionales” [12]. No obstante, se ha descripto que los linfocitos B poseen la 

capacidad de presentar antígenos ya que expresan las moléculas del CMH y moléculas 

coestimulatorias CD80/CD86 y CD40, y tienen la capacidad de secretar citoquinas 

necesarias para llevar a cabo la completa activación de los linfocitos T CD8+ y CD4+ 

(revisado por [13] y [14]). En relación a esto, diferentes modelos experimentales de 

infección, autoinmunidad y rechazo de trasplante han establecido que la presentación 

antigénica por parte de los linfocitos B aseguran una activación óptima de los linfocitos 

T [15-19]. 

 A pesar de que la función de los linfocitos B como células presentadoras de 

antígeno dependa, en la mayoría de los escenarios, de la expresión de un receptor BCR 

específico para el microorganismo en particular (con el fin de que exista internalización 

del antígeno para su posterior procesamiento y presentación en el contexto del CMH), 
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Figura I1: Atributos multifuncionales de los linfocitos B. Los linfocitos B son las únicas células 
capaces de sintetizar y secretar anticuerpos. Además, los linfocitos B poseen numerosas 
funciones, independientes de la secreción de anticuerpos, entre ellas colaboran con la 

homeostasis inmune. Adaptado de [3]. 
 
algunos reportes demuestran lo contrario [20, 21]. En tal sentido, se ha reportado que 

linfocitos B no específicos para la lisozima de huevo de gallina son capaces de adquirir 

dicha proteína, procesarla y presentarla in vivo [21]. Pese a que normalmente se 

desestima a los linfocitos B como CPA durante el desarrollo de respuestas inmunes 

primarias (debido a la baja proporción de linfocitos B antígeno específicos al inicio de 

la respuesta), se ha descripto que estas células pueden actuar presentando antígenos 

de manera temprana [14]. Esto fue demostrado mediante la utilización de ratones 

quiméricos en donde los linfocitos B carecían de la molécula del CMH II [22]. En dicho 

estudio Crawford y colaboradores reportaron que estos ratones quiméricos 

presentaban una disminuida respuesta de linfocitos T CD4+ al tercer día de ser 

inmunizados con ovalbúmina [22]. 

   

Funciones independientes de la producción de anticuerpos: secreción de factores 

solubles 

 

A través de la secreción de citoquinas, los linfocitos B participan en diferentes 

procesos: la ontogénesis y homeostasis de órganos linfáticos secundarios y terciarios; 
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la generación de respuestas efectoras de linfocitos T CD4+ y la regulación negativa de 

la respuesta inmune [23]. 

 

Los linfocitos B en el desarrollo y reparación tisular 

  El desarrollo normal de los órganos linfáticos secundarios depende en gran 

medida de un subtipo de células conocidas como linfocitos inductores de tejidos. No 

obstante, la presencia de los linfocitos B es crucial para la organización final de las 

estructuras presentes en dichos órganos, así como para la reparación tisular que se 

lleva a cabo en estos sitios luego de una respuesta inmunológica. Diferentes reportes 

han demostrado que la producción de la linfotoxina alfa-2 beta-1 (LTα2β1) y el factor 

de necrosis tumoral (en adelante TNF, del inglés tumor necrosis factor) por parte de los 

linfocitos B es crucial para la formación de las redes de células dendríticas foliculares 

(en adelante FDC, del inglés folicular dendritic cells) esplénicas [24, 25]. De manera 

análoga, en el contexto de una inmunización con glóbulos rojos de carnero [25, 26], 

gama globulina de pollo [24] o hemocianina de lapa californiana (en adelante KLH, del 

inglés keyhole lympet hemocyanin) [25], la LTα2β1 y el TNF secretados por los 

linfocitos B conducen a una correcta estructuración de las FDCs, y por consiguiente, al 

normal desarrollo del CG y de altos niveles de anticuerpos específicos contra los 

antígenos utilizados. Adicionalmente, un trabajo publicado por Ngo y colaboradores 

[27] demostró la importancia que poseen los linfocitos B durante el desarrollo del 

estroma donde se ubican los linfocitos T esplénicos. En dicho estudio, mediante la 

generación de un ratón transgénico en donde la expresión de LTα2β1 se reservaba 

solamente a los linfocitos B, se observó que la cantidad de células estromales de la 

zona T y consecuentemente la producción de CCL (ligando con dos cisteínas unidas, del 

inglés C-C motif ligand) 21 (quemoquina clave en el reclutamiento de linfocitos T y 

células dendríticas a la zona T), aumentaban en comparación a un animal deficiente en 

la linfotoxina alfa (LTα-/-), alcanzando niveles similares a un ratón control. Igualmente, 

los linfocitos B participan en el desarrollo de la zona marginal esplénica mediante la 

secreción de la LTα2β1 [25] y de TNF [28]. Otro estudio reveló que los linfocitos B son 

necesarios para una correcta migración de las células dendríticas y el crecimiento de 

los nódulos linfáticos secundarios en un animal inmunizado con KLH [29]. 

Posteriormente, un elegante trabajo publicado por Krumar y colaboradores [30] 

mostró mediante tomografía de proyección óptica en diferentes nódulos linfáticos, 

como la LTα2β1 secretada por los linfocitos B era crucial en el incremento del 

volumen, y en menor medida en el aumento de la red de células endoteliales 

presentes en dichos órganos cuando los animales se infectaban con el virus de la 

coriomeningitis linfocítica (LCMV de sus siglas en inglés lymphocyte choriomeningitis 

virus).  

Además de ejercer funciones relevantes en el desarrollo y la respuesta inmune 

en los órganos linfáticos secundarios, los  linfocitos B desempeñan un rol fundamental 
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en la formación de tejidos linfoides terciarios [31, 32]. Éstos órganos son estructuras 

linfoides formadas de novo en sitios ectópicos, generalmente como consecuencia de 

una inflamación crónica [33], aunque a veces pueden aparecer en ausencia de ésta 

[32]. 

 

Los linfocitos B como células moduladoras positivas de la respuesta efectora de 

linfocitos T 

  Numerosos estudios han reportado que los linfocitos B son capaces de 

promover la respuesta de los linfocitos T colaboradores (en adelante Th del inglés T 

helper) tipo Th1, Th2, Tfh (del inglés T folicular helper) y Th17, así como también la 

auto promoción para la producción de anticuerpos mediante un efecto autocrino. En 

un reporte publicado por Menard y colaboradores se demostró que ratones 

deficientes en linfocitos B presentaban una respuesta Th1 reducida, en comparación 

con ratones control, en el contexto de la infección con Toxoplasma gondii [34]. 

Además, la transferencia adoptiva de linfocitos B provenientes de animales infectados 

con T. gondii a ratones deficientes en linfocitos B producía un incremento de la 

respuesta Th1, denotado por un aumento en el porcentaje de linfocitos T CD4+ y CD8+ 

productores de interferón (en adelante IFN) gamma (en adelante IFNγ). En dicho 

modelo de infección, la transferencia de linfocitos B obtenidos de ratones deficientes 

en la citoquina TNF o la quemoquina CCL3, aunque no en la molécula del complejo 

mayor de histocompatibilidad de tipo II, no logran ejercer los mismos efectos 

proinflamatorios sobre la respuesta Th1. De este modo se postula que el TNF y CCL3 

serían los mediadores solubles responsables de la capacidad modulatoria de estos 

linfocitos B activados, descartando su participación como CPA [34].  

Desde la identificación de la subpoblación de linfocitos B capaz de potenciar las 

respuestas Th1, denominados Be1 [35], diferentes reportes mostraron como estas 

células eran capaces de producir IFNγ [16, 36-38]. Barr y colaboradores [16] 

demostraron que la activación de la molécula adaptadora MyD88 (del inglés myeloid 

differentiation primary response 88), involucrada en la señalización a través de los 

receptores de tipo Toll (en adelante TLR del inglés Toll-like receptor), en los linfocitos B 

conducía a la producción de IFNγ por parte de estas células durante la infección 

experimental con Salmonella enterica serovar Typhimurinum. Dicha citoquina, 

producida por los linfocitos B, resulta ser importante para el desarrollo de la respuesta 

inmune Th1 protectora contra esta infección bacteriana [16]. Posteriormente, se 

reportó la presencia de una población de linfocitos B productores de IFNγ, cuyo 

fenotipo se definió como CD11a+FcγRIII+, en la infección experimental con Listeria 

monocytogenes (LM), Escherichia coli (E. coli), el virus de la estomatitis vesicular (VSV 

por sus siglas en ingles vesicular stomatitis virus), o por la administración sistémica de 

ligandos de TLR [36]. En el modelo de infección con LM, estos linfocitos B eran capaces 

de producir IFNγ en cantidades comparables a las producidas por las células asesinas 
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naturales (en adelante NK por sus siglas en inglés natural killers), consideradas como la 

mayor fuente celular productora de IFNγ. Por último, un análisis transcriptómico de los 

linfocitos B CD11a+FcγRIII+ demostró su íntima relación con los linfocitos B foliculares, 

aunque con algunas diferencias, postulando que estas células productoras de IFNγ 

tienen su origen en esta población celular [36]. 

Por otro lado, se ha reportado que los linfocitos B producen interleuquina (en 

adelante IL) 6 [16, 39-41]. A modo de ejemplo, se demostró que durante los inicios de 

la infección experimental con el virus de la influenza, animales deficientes (en adelante 

KO por sus siglas en inglés knock out) en IL-6 e IL-21 (en adelante IL-6 KO + IL-21 KO) 

presentaban una disminución en la respuesta de linfocitos Tfh y linfocitos B de CG 

comparado con los animales control infectados [42]. Seguidamente, para evaluar el 

impacto de la IL-6 producida por los linfocitos B en dicho contexto infeccioso, los 

autores realizaron un experimento in vitro donde observaron que el cultivo de 

linfocitos B obtenidos de animales control, aunque no de animales IL-6 KO, fue capaz 

de inducir la producción de IL-21 por parte de los linfocitos T CD4+ activados, lo cual es 

característico de células con perfil Tfh [42]. Asimismo, la transferencia de linfocitos B 

IL-6 suficientes a los animales IL-6 KO/IL-21 KO infectados rescató parcialmente la 

respuesta de linfocitos Tfh y B de CG [42]. 

Por otra parte, Barr y colaboradores reportaron que los linfocitos B de zona 

marginal son capaces de producir IL-6 durante la encefalomielitis autoinmune 

experimental (EAE del inglés experimental autoimmune encephalomyelitis), aunque en 

este contexto su rol es deletéreo, promoviendo la patología [43, 44]. Mediante la 

generación de ratones quiméricos en donde los linfocitos B eran incapaces de producir 

IL-6, se encontró que la severidad de la EAE se vio disminuida en comparación con 

aquellos en donde los linfocitos B eran capaces de secretar dicha citoquina [43]. La 

protección observada en los animales donde los linfocitos B no producían IL-6 fue 

mediada por la disminución de la respuesta Th17 [43], la cual cumple un rol clave en la 

patogénesis de esta enfermedad autoinmune [45]. 

Además de promover las respuestas Th1 y Th17, los linfocitos B son capaces de 

promover las respuestas Th2 en la infección con el helminto Heligmosomoides 

polygyrus [46, 47]. Se observó, durante esta infección, que los linfocitos B secretan la 

LTα1β2 [46]. Esta linfotoxina está encargada de controlar los niveles de CXCL13 [27, 

46] y en consecuencia, dirige a las células dendríticas y linfocitos T, que normalmente 

se encuentran en la zona T, hacia la zona de interacción de los linfocitos T con los 

linfocitos B, denominada zona T-B [46]. En dicho sitio, los linfocitos T se diferencian 

hacia un perfil Th2, los cuales poseen un rol importante en la protección contra una 

reinfección [48, 49]. En tal sentido, la producción de IL-6  por parte de los linfocitos B 

resulta clave en el desarrollo de la respuesta Th2 efectora y de memoria, así como 

también en el desarrollo de una respuesta humoral específica contra dicho parásito 

[47]. 
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Los linfocitos B como células moduladoras negativas en la respuesta efectora de 

linfocitos T: Linfocitos B regulatorios (Bregs) a través de la producción de citoquinas 

anti-inflamatorias 

Aparte de potenciar las respuestas efectoras de otras poblaciones celulares, se 

ha descripto que los linfocitos B son capaces de regular respuestas inflamatorias en 

diferentes escenarios [23, 50]. Estas células no poseen un fenotipo global definido y, a 

diferencia de la expresión del factor de transcripción FOXP3 en los linfocitos T 

regulatorios (Treg), no se conoce ningún factor maestro con capacidad de identificar a 

las poblaciones de linfocitos B con capacidad regulatoria. El primer trabajo en reportar 

una función regulatoria de los linfocitos B fue realizado en un modelo murino de 

dermatitis por contacto [51], donde la transferencia adoptiva de células esplénicas 

totales, aunque no de esplenocitos depletados de linfocitos B, tenía un efecto supresor 

in vivo. Desde entonces, la expansión en el campo de la inmunobiología de los 

linfocitos B logró evidenciar que la mayoría de los mecanismos inmunosupresores 

ejercidos por estas células eran mediados por la producción de IL-10 y clasificó a estas 

células como Bregs (del inglés B regulatorios) [52, 53]. 

Las Bregs se encuentran presentes en numerosos contextos. Mizoguchi y 

colaboradores reportaron la presencia de linfocitos B CD1d+ productores de IL-10 en 

ratones KO para la cadena alfa del TCR (TCRα) [54], los cuales desarrollan una 

enfermedad intestinal crónica de manera espontánea con una incidencia del 60% 

(revisado por  Mizoguchi en [55]). En dicho modelo, la producción de IL-10 secretada 

por las Bregs reduce la severidad de la enfermedad sin afectar la respuesta patogénica 

Tfh, interfiriendo en la cascada de señalización de la citoquina proinflamatoria IL-1 y 

del factor de transcripción STAT-3, que normalmente correlaciona con la severidad de 

la inflamación intestinal [56]. Se ha visto que estos linfocitos B productores de IL-10 se 

generan en respuesta a la enfermedad, ya que estas células no se encontraban 

presentes en animales TCRα KO libres de síntomas [54]. Por otra parte, se ha 

demostrado que durante las infecciones helmínticas los linfocitos B productores de IL-

10 pueden suprimir las respuestas alérgicas [57]. En tal sentido, la transferencia 

adoptiva de linfocitos B CD1d+ esplénicos provenientes de animales infectados con el 

parásito Schistosoma mansoni tienen la capacidad de suprimir una respuesta alérgica 

ya establecida, y lo hacen mediante la inducción de células Tregs pulmonares [58]. 

En relación a las patologías autoinmunes específicas de órganos, se ha 

descripto que la IL-10 [59] y la IL-35 [60] producida por los linfocitos B juegan un rol 

fundamental durante el desarrollo [61] y la remisión [41, 60] de la EAE. Se ha 

propuesto que la secreción de IL-10 por parte de los linfocitos B, en el contexto de 

dicho desorden autoinmune, comprende un proceso de dos pasos [62]: primero la 

señalización a través de TLR4 induciría estas células [41, 60] y luego esta señal se 

amplificaría mediante el estímulo a través del BCR y CD40 [59]. En tal sentido, la 
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señalización a través del BCR y CD40 en los linfocitos B vírgenes conduce a la 

producción de IL-35 solamente, mientras que la misma estimulación en los linfocitos B 

activados conduce a la producción de IL-10 e IL-35. El mecanismo ejercido por estos 

linfocitos B productores de IL-10 e IL-35 consta de la supresión de la respuesta Th1 y 

Th17, que normalmente cumplen un rol patogénico durante esta enfermedad 

autoinmune [59, 60]. Por otra parte, linfocitos Bregs han sido reportados en el modelo 

murino de autoinmunidad sistémica, el lupus eritematoso sistémico (LES). Scapini y 

colaboradores reportaron el rol protector que poseen los linfocitos B secretores de IL-

10 con fenotipo de células plasmáticas, en un modelo experimental que 

espontáneamente genera una patología tipo LES, en ausencia de un gen llamado Lyn 

[63]. Contrariamente, Teichmann y colaboradores publicaron que la presencia de estas 

células en otro modelo murino con una patología similar (MRL-lpr), no mostraba 

ninguna función relevante [64]. En tal sentido, la cantidad de linfocitos B productores 

de IL-10 que se generaban en el modelo de los ratones MRL-lpr era muy baja. De 

hecho, la transferencia adoptiva de linfocitos B estimulados in vitro con un anticuerpo 

agonista anti-CD40 (que expande una población productora de IL-10) a los animales 

MRL-lpr, o la administración directa de este anticuerpo a dichos animales, tiene la 

capacidad de retrasar la progresión de la enfermedad autoinmune [65]. En 

contraposición a los hallazgos provistos por los modelos murinos, se ha reportado que 

en los pacientes con LES, los linfocitos B son incapaces de regular la respuesta de 

linfocitos T productores de citoquinas. En detalle, los linfocitos B CD19+CD24+CD38+ 

aislados de dichos pacientes, aunque no de los controles sanos, poseen defectos en la 

producción de IL-10 luego de la estimulación a través del CD40, y consecuentemente 

no son capaces de inhibir respuestas Th1 [66]. 

El estudio de las señales capaces de inducir las Bregs sugiere que la activación 

de diferentes TLRs comprende una etapa determinante. En tal sentido, linfocitos B 

estimulados in vitro con S. Typhimurinum, o luego de la infección con dicho patógeno, 

poseen la capacidad de producir IL-10 a través de un mecanismo dependiente de la 

señalización de TLR2, TLR4 y MYD88 [67]. En este contexto, los linfocitos B productores 

de IL-10 poseen un fenotipo de células plasmáticas, ya que expresan el marcador 

clásico CD138, y tienen la capacidad de suprimir la respuesta de neutrófilos, células NK 

y linfocitos T inflamatorios, que normalmente confieren la protección contra esta 

infección bacteriana [67]. De manera interesante, se ha reportado que los linfocitos B 

también producen IL-35 en el mismo contexto infeccioso [60]. Además, ratones 

deficientes en las dos subunidades que forman la IL-35 como IL-12A KO o EBI3 KO 

adquieren resistencia contra esta infección bacteriana debido a que se potencia la 

activación de sus macrófagos [60]. Finalmente, se ha demostrado que los linfocitos B 

productores de IL-10 también se generan en el contexto de la infección con L. 

monocytogenes y poseen un rol deletéreo, ya que su ausencia conlleva a una 

disminución en la carga bacteriana del bazo, hígado y a una mayor sobrevida [68]. 
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En resumen, las numerosas funciones arriba descriptas sobre los linfocitos B 

demuestran su rol activo en diferentes contextos (infecciosos, autoinmunes, etc.). Por 

consiguiente, la ausencia de estas células, inducida por terapias con fármacos 

biológicos, pueden repercutir no solamente sobre la respuesta de anticuerpos, sino 

también en alterar otras poblaciones celulares que dependen de las citoquinas 

producidas por los linfocitos B o de su capacidad para presentar antígenos. 

 

Terapias con fármacos biológicos inmunomodulatorios 

 

Generalidades 

 

En la actualidad, los compuestos biológicos representan más del 30% de los 

productos farmacológicos licenciados y su campo de aplicación abarca numerosas 

patologías desde los desórdenes autoinmunes hasta las enfermedades neoplásicas. 

Dentro de ellos se encuentran los fármacos biológicos inmunomodulatorios, que 

pueden clasificarse en tres grandes categorías según su mecanismo de acción: 1) 

citoquinas recombinantes humanas, como el factor estimulante de colonia 

granulocítica (G-CSF del inglés granulocyte colony-stimulating factor) y el IFNβ, que 

mimetizan, reemplazan o aumentan los niveles endógenos de aquellas proteínas 

presentes en el organismo; 2) anticuerpos monoclonales que se unen a un blanco 

específico desencadenando la eliminación del mismo, como por ejemplo el Rituximab 

(RTX, anticuerpo monoclonal anti CD20) o el muronomab (anticuerpo monoclonal anti 

CD3); y 3) biológicos que se unen a su blanco bloqueando su función, como el 

Etanercept (receptor del TNF) o el Omalizumab (anticuerpo monoclonal humanizado 

que se une específicamente a la IgE) [69]. 

 

RTX: Anticuerpo monoclonal anti-CD20 

 

El RTX fue el primer fármaco biológico contra la molécula CD20 en ser 

aprobado por la FDA en 1997 bajo el nombre de Rituxan®, el cual fue inicialmente 

utilizado para el tratamiento de linfomas B no Hodgkin, que expresan 

constitutivamente dicha molécula [70]. Posteriormente, se aprobó su utilización para 

el tratamiento de pacientes con diferentes patologías autoinmunes inflamatorias como 

la artritis reumatoidea (AR) y la poliangitis granulomatosa, y en la actualidad existen 

numerosos reportes que demuestran su potencial en otras enfermedades como el LES 

y la esclerosis múltiple (MS del inglés multiple sclerosis) [71-73]. Su mecanismo de 

acción se basa en la depleción de los linfocitos B maduros y depende fuertemente de 
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la expresión de los receptores de la cadena constante de la inmunoglobulina G (FcγR) 

por parte de las células encargadas de eliminar a los linfocitos B [74]. Adicionalmente, 

un elegante estudio de microscopía intravital en ratones reflejó que los macrófagos 

hepáticos, denominados células de Kuppfer, son los encargados de arrestar y fagocitar 

rápidamente a los linfocitos B luego de la inyección con un anticuerpo anti-CD20 [75]. 

De todos los linfocitos B maduros presentes en los diferentes órganos o en circulación, 

solo las células plasmáticas de larga vida, generadas a partir de la reacción de CG, no 

expresan la molécula CD20 y, por lo tanto, son resistentes al tratamiento con RTX [76]. 

El tratamiento con RTX conduce a la disminución de linfocitos B en los individuos 

tratados, aunque inesperadamente fue observado que puede depletar a linfocitos T, 

principalmente CD4+, en pacientes con AR [77]. Con respecto al efecto de anti-CD20 

sobre la respuesta de linfocitos T CD8+ en pacientes tratados se dispone de escasa 

información. No obstante, ha sido reportado que no produce cambios en el porcentaje 

de linfocitos T CD8+ totales, aunque lleva a una disminución en linfocitos T 

CD8+CD45RO+ en pacientes con AR, que fue coincidente con una respuesta positiva al 

tratamiento [78]. 

 

Efectos adversos del tratamiento con RTX 

 

A pesar de los resultados benéficos de la terapia con RTX, distintos efectos 

adversos han sido reportados luego de la utilización de este fármaco [79-83]. Por un 

lado, se encuentran los efectos adversos propios de la funcionalidad, denominados on-

target, como las infecciones, malignidades, el síndrome de liberación de citoquinas y la 

autoinmunidad. Por otro lado, se ubican aquellas reacciones que son propias a la 

biología inherente del compuesto utilizado, como la generación de anticuerpos contra 

el fármaco o la hipersensibilidad, y dependen de la inmunogenicidad del mismo [69]. 

Uno de los defectos on-target fue observado en algunos pacientes con MS, quienes 

inicialmente eran tratados con IFNβ. En dichos pacientes, la adición del tratamiento 

con RTX gatilló la generación de anticuerpos anti IFNβ, que inicialmente se 

encontraban ausentes [80]. Se postula que los efectos variables de dicha terapia en 

pacientes con MS podrían deberse al rol dual que poseen los linfocitos B en la EAE, 

modelo murino de la MS. Como se mencionó anteriormente, en el contexto de la EAE, 

los linfocitos B poseen efectos pro-inflamatorios mediante la secreción de IL-6 [43], 

aunque también se han descripto poblaciones de linfocitos B capaces de suprimir, 

mediante la producción de IL-10, TGF (factor de crecimiento transformante, del inglés 

transforming growth factor)-β e IL-35, el desarrollo de la neuroinflamación mediada 

por los linfocitos T CD4+, patogénicos en dicha enfermedad [60, 84]. 

Por otra parte, se ha reportado que el uso de la terapia con RTX aumenta la 

posibilidad de infección con el virus de la hepatitis B, citomegalovirus y varicela-zoster, 
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entre otros [81]. En un estudio de eficacia y seguridad luego del tratamiento con 

metotrexato (MTX)+RTX o MTX+placebo a pacientes con AR, se observó que el primer 

grupo desarrollaba mayores niveles de infecciones graves, incluyendo gastroenteritis, 

pielonefritis, infección por mordedura de gato, influenza, de novo hepatitis B y celulitis 

gangrenosa [82]. 

En conjunto, estos hallazgos alertan sobre la necesidad de evaluar las causas 

involucradas en la susceptibilidad a infecciones asociado a la depleción temporal de 

linfocitos B bajo el tratamiento con RTX. La infección con Trypanosoma cruzi afecta la 

población de linfocitos B a diferentes niveles: induce activación policlonal, respuesta 

inespecífica de anticuerpos, diferenciación de linfocitos B a plasmoblastos 

extrafoliculares, respuesta de CG tardía, apoptosis de linfocitos B inmaduros en 

medula ósea, secreción de IL-17A por parte de los plasmoblastos, etc. [85, 86]. Es por 

ello que la infección experimental con T. cruzi es un excelente modelo para evaluar las 

consecuencias de la ausencia de linfocitos B sobre otros tipos celulares, 

particularmente sobre los linfocitos T CD8+ citotóxicos, principales células involucradas 

en el control de las células infectadas con el parásito. 

 

Enfermedad de Chagas 

 

Generalidades 

 

Alrededor de 110 años atrás, Carlos Chagas publicaba un estudio innovador en 

la historia de la parasitología, donde describía por primera vez al parásito 

Trypanosoma cruzi, agente etiológico de la tripanosomiasis americana, conocida hoy 

como enfermedad de Chagas [87]. Se considera que esta parasitosis, endémica en 22 

países del continente americano, se esparció a través de la especie humana en gran 

medida en los últimos 200 a 300 años, con el advenimiento de la deforestación 

progresiva, la crianza del ganado y la apertura de tierras para la construcción de 

ferrocarriles y carreteras [88]. Se estima que en Argentina hay 1.600.000 personas 

infectadas (el 4% de la población), 2.300.000 expuestas, y más de 370.000 afectadas 

por cardiopatías de origen chagásico [89]. Se calcula que al año ocurren cerca de 1.100 

nuevos contagios por vía vectorial y 1.500 nacimientos de niños infectados afectados 

por la transmisión congénita [89]. Estas estadísticas señalan a la Argentina como el 

país con más infectados en todo Latinoamérica, y a la transmisión congénita como la 

vía de contagio de mayor relevancia. Adicionalmente, la enfermedad de Chagas ha 

adquirido una importante relevancia en continentes no endémicos como América del 

Norte (Estados Unidos y Canadá), la región oeste del Océano Pacífico (particularmente 

Japón y Australia) y, más recientemente, Europa (principalmente Bélgica, España, 

Francia, Italia, el Reino Unido de Inglaterra y Suiza, y en menor medida, Alemania, 
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Austria Croacia, Dinamarca, Holanda, Luxemburgo, Noruega, Portugal y Suecia) [88]. 

En los mencionados países, el movimiento de personas desde sitios endémicos para la 

enfermedad lograron que en 2010 existan más de 300.000 personas infectadas con T. 

cruzi en Estados Unidos, más de 5.500 en Canadá, más de 80.000 personas en Europa, 

más de 3.000 personas en Japón y más de 1.500 personas en Australia [90-92]. 

  

Respuesta inmune adaptativa contra T. cruzi 

 

 La respuesta inmune adaptativa frente a T. cruzi se compone tanto por los 

linfocitos B así como de linfocitos T CD4+ y CD8+. Inicialmente, luego de la infección 

con el T. cruzi se produce una activación policlonal de linfocitos B. La respuesta de 

anticuerpos específica para el parásito comienza a establecerse a las 2 semanas post 

infección, cuando la parasitemia es alta [93]. Es importante señalar que nuestro grupo 

de trabajo se ha enfocado en el estudio de la respuesta de los linfocitos B durante esta 

infección. Así, se ha reportado que durante la infección aguda existe una masiva 

generación de centros germinales tardía así como también de focos extrafoliculares de 

linfocitos B [93]. En dicho contexto, se han observado plasmoblastos B220+CD138+ en 

focos extrafoliculares [93]. Es relevante mencionar también que la presencia de auto-

anticuerpos en la infección ha sido relacionada con patogénesis de la enfermedad [94]. 

Además del rol protector que ejercen los linfocitos B mediante la producción de 

anticuerpos, en nuestro grupo de trabajo se reportó que una fracción de linfocitos B 

con fenotipo de plasmoblastos tienen la capacidad de producir IL-17A durante la 

infección in vivo o cuando son enfrentados in vitro con el T. cruzi [85]. La IL-17A posee 

rol inmunomodulatorio, promoviendo la generación de otras citoquinas 

proinflamatorias y diferentes quemoquinas, las cuales terminan por atraer a los 

neutrófilos y macrófagos al sitio donde éstas son liberadas [95]. Nuestro grupo ha 

demostrado que durante la infección experimental con T. cruzi, la IL-17 atrae a 

neutrófilos productores de la citoquina antiinflamatoria IL-10, participando en el 

control de la inflamación del tejido [96]. El estudio de las señales capaces de conducir a 

la producción de IL-17A por parte de los linfocitos B mostró que dicho fenómeno 

depende de la actividad enzimática de la transialidasa (TS) del parásito y de la molécula 

CD45 presente en la superficie de estas células [85]. El estudio del rol biológico de 

estos linfocitos B productores de IL-17A, realizado mediante la transferencia de 

linfocitos B de ratones normales o IL-17A KO a animales deficientes en linfocitos B 

infectados, reflejó que esta población sería crucial en el control de la replicación 

parasitaria y la sobrevida del individuo infectado [85]. En consonancia con estos 

reportes, diferentes estudios han demostrado que durante la infección aguda con T. 

cruzi,  la IL-17A posee un rol fundamental en la protección del hospedador [97, 98]. 
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Finalmente se ha descripto que la ausencia congénita de linfocitos B, mediante 

el estudio en ratones muMT (deficientes en linfocitos B maduros), intensifica el nivel 

de la infección con T. cruzi a expensas de una reducción en los niveles de diferentes 

citoquinas proinflamatorias producidas durante la etapa aguda y una disminución en la 

respuesta de los linfocitos T [99]. Por otra parte, estudios de nuestro laboratorio 

demostraron que los animales muMT infectados poseen niveles de TNF aumentados a 

expensas de un aumento en la población de linfocitos T CD4+ productores de TNF. 

Estos linfocitos T CD4+ generados en el contexto de la infección en ratones muMT, que 

presentaban niveles reducidos de los receptores inhibitorios CTLA-4, PD-1 y LAG3, 

fueron capaces de condicionar la respuesta de los linfocitos T CD4+ de los animales 

control [100]. 

 Debido a que T. cruzi tiene la capacidad de invadir un amplio rango de subtipos 

celulares, diferentes de aquellos con origen hematopoyético o con funciones de 

células presentadoras de antígeno profesionales, la respuesta de linfocitos T es crucial 

en el control de la infección. Los linfocitos T CD8+ y CD4+ expresan el TCR que se une a 

los péptidos antigénicos presentados en el contexto del CMH I y II respectivamente. 

Mientras que los linfocitos T CD8+ se activan y adquieren funciones citotóxicas 

(descriptas posteriormente en una sección específica dada la importancia de esta 

población durante el desarrollo de esta tesis), los linfocitos T CD4+ se diferencian en 

distintas poblaciones Th que regulan la función de los linfocitos B y linfocitos T, así 

como de células NK, CPA, fagocitos y células no inmunes [101]. Uno sello distintivo 

durante esta infección es la generación de una fuerte y persistente respuesta Th1, 

caracterizada por una alta producción de IFNγ y una robusta respuesta de linfocitos T 

CD8+ específicos contra el parásito (revisado por [102-104]) (Figura I2). De hecho, el 

grupo de Tarleton y col. han demostrado como la respuesta de linfocitos T CD4+ con 

fenotipo Th1 son importantes para controlar la infección, mientras que aquellos con 

fenotipo Th2 contribuyen a la persistencia del parásito y a una mayor severidad de la 

enfermedad [105]. En consonancia con este resultado se demostró que animales 

deficientes en la producción de IFNγ o en su receptor (IFNγ-/- y IFNγ-R-/- 

respectivamente), muestran mayores niveles de parasitemia y mortalidad en 

comparación con animales controles infectados [106]. 

 

Respuesta de linfocitos T CD8: generalidades y respuesta citotóxica antiparasitaria 

 

Los linfocitos T CD8+, también conocidos como linfocitos T citotóxicos, 

conforman una herramienta especializada del sistema inmune que tiene la capacidad 

de erradicar las infecciones intracelulares, controlar infecciones crónicas y erradicar 

tumores; no obstante estas células también se encuentran asociadas a procesos no 

deseados como el rechazo de órganos trasplantados y la autoinmunidad entre otros 
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[107]. La generación de la respuesta inmune adaptativa de los linfocitos T depende de 

las moléculas del CMH presentes en las CPA, las cuales brindan las señales 1, 2 y 3 

promoviendo el desarrollo de estas células. Los patógenos poseen un sinfín de 

moléculas con potencialidad de unirse a las moléculas del CMH I y II para gatillar la 

respuesta de linfocitos T. Asimismo, los TCR presentes en los linfocitos T son 

numerosos y se encuentran clonalmente distribuidos de manera que exista un amplio 

reconocimiento de los complejos de péptidos unidos al CMH. Sin embargo, a pesar de 

estos grandes números de posibles combinaciones, la respuesta de los linfocitos T 

específica para un patógeno se concentra en un pequeño número de epítopes, 

mecanismo denominado como inmunodominancia [108]. Los mecanismos que 

subyacen a esta inmunodominancia están explicados por las diferentes estabilidades 

de los péptidos que se unen al CMH, los distintos niveles y/o las distintas afinidades de 

los diferentes péptidos presentes en el patógeno y la competición de los linfocitos T 

por las diferentes CPA (revisado por Tscharke y colaboradores en [109]). 

 

Figura I2: Respuesta inmune frente a T. cruzi. Al ingresar al hospedador mamífero, el T. cruzi 
es reconocido por células de la inmunidad innata, entre ellas las células dendríticas (CD) y 
macrófagos (Mac). Los Mac fagocitan el parásito, se activan y producen grandes cantidades de 
especies reactivas del nitrógeno y oxígeno así como metabolitos de IDO, capaces de ejercer 
citotoxicidad directa sobre el protozoo. Además los Mac activados producen IL-12 y TNF que 
estimulan a las células NK para que liberen IFN-γ, favoreciendo la activación de un mayor 
número de macrófagos y condicionando la respuesta de linfocitos T. Las CD inician la respuesta 
inmune adaptativa presentando antígenos a los linfocitos T naïve. En el contexto de grandes 
cantidades de IL-12 e IFN-γ se desarrolla una potente respuesta Th1 (LiTCD4 Th1) que colabora 
en la activación de macrófagos y en una respuesta humoral. En esta respuesta predomina la 
producción de IgG2a e IgG1 específicos que participan en la opsonización y lisis del parásito. 
Mientras tanto se genera una respuesta citotóxica de linfocitos T CD8+ (LiTCD8) que es crucial 
para el control del parásito en células musculares (CM), principales blanco de la infección 
crónica, y tejido en general. Adaptado de [102]. 
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La respuesta de linfocitos T CD8+ durante infecciones virales, modelo clásico de 

la dinámica de respuesta de linfocitos T, se caracteriza secuencialmente por tres fases: 

1) expansión y diferenciación del fenotipo efector, etapa en la que ocurre una fuerte 

expansión (hasta 104-105 veces) de los clones específicos de linfocitos T y la adquisición 

de las funciones efectoras; 2) contracción, la cual coincide con el momento de la 

erradicación del patógeno y constituye el mecanismo mediante el cual el 80-95% de los 

clones de linfocitos T efectores mueren por apoptosis; y 3) formación de la memoria 

celular, la cual permanece estable por muchos años de manera independiente de la 

presencia del antígeno y dependiente de las citoquinas IL-15 e IL-7, las cuales 

mantienen su sobrevida [110] (Figura I3A). Esta población de células de memoria se 

encuentra posicionada en ventaja numérica y funcional en comparación al pool inicial 

que le dio origen, lo que le permite desarrollar una dramática expansión clonal y 

diferenciación a células efectoras secundarias ante un reencuentro con el mismo 

antígeno [111]. 

Las señales iniciales que recibe un linfocito T CD8+, que gatillan la expansión 

clonal y la diferenciación de dichas células, terminan por convertir una célula 

“desarmada” en una célula polifuncional con capacidad de secretar citoquinas y 

ejercer citotoxicidad o apoptosis mediada por la vía Fas-FasL (Figura I3B). Mientras que 

la mayoría de los linfocitos T CD8+ que se desarrollan durante una infección aguda 

tiene la capacidad de producir IFNγ y TNF, la IL-2 es producida principalmente por las 

poblaciones que adquieren un fenotipo de células de memoria [112]. Es importante 

destacar que el estudio de la funcionalidad de estos linfocitos ha demostrado que 

aquellos con propiedades polifuncionales (es decir, la capacidad de degranular sus 

vesículas citotóxicas y al mismo tiempo producir diferentes citoquinas efectoras como 

IFNγ, TNF e IL-2) son más efectivos en controlar un proceso infeccioso [113]. Además, 

los linfocitos T CD8+ activados aumentan su tamaño y desarrollan un citoesqueleto 

más sofisticado, el cual es indispensable para secretar sus gránulos citolíticos cargados 

con perforinas y granzimas hacia el sitio donde hacen sinapsis con la célula infectada 

[114]. 

Numerosos reportes han demostrado que durante las infecciones crónicas o el 

cáncer, los linfocitos T se exponen repetidamente al patógeno y al microambiente 

inflamatorio que éstos suelen generar, lo que conlleva a un deterioro de su 

funcionalidad mediante un mecanismo conocido como agotamiento celular (revisado 

por Wherry y Kurachi en [115]). El rol que cumple la persistencia del antígeno en el 

desarrollo del agotamiento celular de los linfocitos T ha sido descripto en modelos de 

infección crónica como el LCMV o HIV-1, en ratones y humanos respectivamente [116-

119]. 

De hecho, los linfocitos T generados en el contexto de la infección crónica con 

LCMV, son rescatados del proceso de agotamiento celular cuando los animales son 

tratados tempranamente con Ribavirina para erradicar al patógeno [120]. Por otra 
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parte, la sostenida expresión de diferentes receptores inhibitorios, los cuales son 

transientemente expresados en los linfocitos T durante la activación celular, son un 

sello distintivo del programa de agotamiento celular. Se ha evidenciado que la co-

expresión de más de un receptor inhibitorio, como PD1 y LAG3 [119] o PD1 y TIM-3 

[121, 122], aumenta el agotamiento de los linfocitos T. 

En relación a la infección con T. cruzi,  se ha descripto que la respuesta de 

linfocitos T CD8+ es indispensable, posiblemente debido a que el parásito pasa la 

mayor parte del tiempo dentro de las células, en su estadío de amastigote [123, 124]  

 

Figura I3: Respuesta antiviral de linfocitos T CD8+. A) Desarrollo de subtipos fenotípicos y 
funcionales de linfocitos T CD8+ durante el transcurso de una infección viral aguda. Establecida 
la infección, un pequeño número de linfocitos T CD8+ vírgenes, específicos para el virus, se 
activan, modifican la expresión de sus moléculas de adhesión, receptores de citoquinas y 
factores de transcripción. Estos linfocitos T CD8+ específicos activados sufren una expansión 
clonal y la diferenciación a células efectoras totalmente “armadas” (aunque con una vida 
corta), la cual controla la infección viral. Otros linfocitos T CD8+ con características de células 
precursoras de memoria se forman. Una vez eliminada la infección viral, la respuesta de 
linfocitos T CD8+ se contrae y las células de corta vida mueren por apoptosis, mientras que las 
células precursoras de memoria se mantienen en el tiempo dando lugar a la formación del 
pool de células de memoria de larga vida. Los círculos rellenos en colores intermedios entre el 
blanco, rojo, azul, verde y amarillo corresponden a los estadíos de células en transición entre 
un fenotipo y otro. B) Funcionalidad de los linfocitos T CD8+ a lo largo de los diferentes 
estadíos de diferenciación fenotípica. Adaptado de [125] 

 

(Figura I2). Dicho fenómeno fue evidenciado por el aumento de la parasitemia y la 

disminución en la sobrevida luego de la infección de ratones depletados de linfocitos T 

CD8+ [126] o de animales deficientes para la β2-microglobulina, la cual forma parte del 

CMH I [127]. 
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La biología del parásito ha revelado que pasadas las 12 horas de la invasión de 

una célula, el T. cruzi escapa de la vacuola de entrada para permanecer en el 

citoplasma en su etapa replicativa de amastigote. Mediante la utilización de un modelo 

donde el T. cruzi era capaz de secretar ovalbúmina se demostró que el parásito libera 

diferentes proteínas cuando se encuentra en el citoplasma, las cuales se asocian al 

CMH I y se presentan en la superficie de la célula infectada para su reconocimiento por 

parte de los linfocitos T CD8+ [128]. En un principio se vio que algunas proteínas 

selectas de la familia de la TS se encontraba dentro de las moléculas secretadas por los 

amastigotes, y por lo tanto eran capaces de inducir una respuesta de linfocitos T CD8+ 

específica [129, 130]. Más tarde, el secuenciamiento completo del ADN parasitario 

[131] y el análisis proteómico [132] dilucidaron los posibles blancos a partir de los 

cuales se podría generar la respuesta de linfocitos T CD8+ específica, revelando la 

robusta respuesta que se genera contra algunos pocos epítopes codificados por 

múltiples genes de la TS [133]. A pesar de que los diferentes epítopes de la TS no son 

los únicos blancos contra los que se genera la respuesta de linfocitos T CD8+, se 

conoce que son los más inmunodominantes, ocupando más de un 30% de la respuesta 

de linfocitos T CD8+ en ratones infectados [133] y una proporción significante en la 

respuesta humana contra el parásito [134]. 

 La inmunodominancia observada en la respuesta de linfocitos T CD8+ hacia 

algunos epítopes de la TS [133] dificulta el control inmunológico de la infección, dada 

la enorme cantidad de variantes antigénicas presentes en la familia de genes que 

codifican a esta proteína [135]. Además, las proteínas de la TS son blancos sub-óptimos 

debido a que estas pueden ser visibles para los linfocitos T específicos recién a las 24 o 

48 horas luego de la infección, mientras que las proteínas del bastón paraflagelar que 

se asocian al CMH I son detectadas a las 6 horas posteriores de la infección [136]. 

Finalmente, a pesar de que se postula que el mecanismo de agotamiento celular no 

ocurre en gran medida en los linfocitos T CD8+ durante la respuesta contra T. cruzi, 

diferentes estudios han demostrado lo contrario [123]. Así, en dos modelos murinos 

donde se utilizaron grandes dosis de tripomastigotes al momento de infectar, se 

observó un incremento de la expresión de PD-1 [137] o de PD-1 y LAG-3 [138], los 

cuales se correlacionaron con una menor funcionalidad de los linfocitos T CD8+, 

denotando cierto grado de agotamiento celular. Por otra parte, el estudio de la 

respuesta de linfocitos T en pacientes con Chagas crónico demostró que, a pesar del 

bajo nivel de carga parasitaria que presentan los mismos, existe un evidente 

decaimiento en la respuesta efectora [134, 139-141]. Un claro ejemplo es el estudio 

publicado por Albareda y colaboradores [141], en el cual se reportó que, en los 

pacientes Chagasicos infectados crónicamente, la polifuncionalidad de los linfocitos T 

específicos contra T. cruzi se encontraba disminuida en comparación con pacientes 

jóvenes infectados.  
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HIPÓTESIS Y OBJETIVOS  

Hipótesis 
 

Los linfocitos B poseen diferentes funciones,  además de su conocida capacidad 

de producción de anticuerpos. Estas células son capaces de promover, a través de la 

presentación antigénica o de regular, a través de la producción de citoquinas y la 

expresión de moléculas inhibitorias, la respuesta de linfocitos T. Por ello, la 

instauración de una terapia con anticuerpos monoclonales dirigidos a la molécula 

CD20, que elimina poblaciones de linfocitos B, conlleva al desarrollo de efectos 

secundarios causados por la desaparición especifica de estas células con capacidad 

modulatoria.  

La respuesta de linfocitos T CD8+ constituye un arma indispensable en el 

control de la infección con patógenos intracelulares como T. cruzi. Por lo tanto, el 

estudio de los factores celulares o solubles capaces de influenciar esta respuesta 

inmune resulta de gran interés. Durante la infección con T. cruzi los linfocitos B 

experimentan diversos cambios en relación a diferenciación, tasa de proliferación o 

muerte celular y  funcionalidad en cuanto a la producción de anticuerpos y de 

citoquinas, con ciertas particularidades asociadas a la infección, como por ejemplo que 

los linfocitos B producen IL-17A, respuesta que no ha sido reportada en otras 

infecciones. Debido a esto, hipotetizamos que la eliminación de los linfocitos B 

mediante la inyección de un anticuerpo monoclonal impacta sobre componentes de la 

respuesta inmune, como la respuesta antiparasitaria de linfocitos T CD8+. 

Objetivo general 

 

“Estudiar el efecto de la eliminación de la población de linfocitos B sobre 

componentes del sistema inmune, específicamente sobre la respuesta de linfocitos T 

CD8+”  

Para desarrollar este objetivo utilizaremos el modelo de la infección 

experimental con T. cruzi, ya que la respuesta de los linfocitos B durante la misma ha 

sido profundamente caracterizada. 

Objetivos específicos 

 

1. Implementar un modelo de depleción de linfocitos B a través de la inyección del 

anticuerpo monoclonal contra la molécula CD20 en combinación con la infección 

experimental con T. cruzi. 

2. Evaluar el impacto de la depleción de los linfocitos B sobre el control parasitario y la 

magnitud, fenotipo y funcionalidad de la respuesta de linfocitos T CD8+ generada. 

3. Estudiar el posible mecanismo mediante el cual los linfocitos B afectan a la población 

celular de linfocitos T CD8+. 
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Esquema de administración de αCD20 seguida de la infección 

experimental con T. cruzi en animales de experimentación 

 

 Con el objetivo de conocer cómo afecta la depleción de linfocitos B a la 

respuesta de linfocitos T CD8+ en la infección con T. cruzi, en el presente trabajo se 

planteó como primer objetivo específico la implementación de un modelo 

experimental de depleción de linfocitos B mediante la administración de un anticuerpo 

monoclonal dirigido contra la molécula CD20 (αCD20). 

 

La administración de αCD20 produce una depleción de los linfocitos B que se 

profundiza en los animales infectados con T. cruzi 

 

Para llevar a cabo el primer objetivo específico planteado se evaluó la eficacia 

de la inyección de una dosis de αCD20 en animales sin infectar. Para ello, células del 

bazo de animales que no recibieron αCD20 (0 días post administración; dpa) o que 

fueron tratados con este anticuerpo fueron obtenidas a diferentes dpa para evaluar 

por citometría de flujo la frecuencia y número de linfocitos B. Previamente, las células 

fueron incubadas con anticuerpos monoclonales (Acm) anti-CD19 y anti-B220 (ambas 

proteínas presentes en la superficie de los linfocitos B) murinos marcados con 

diferentes fluorocromos para luego ser analizadas. 

En la Figura 1A se muestra, en gráficos de dos parámetros, la frecuencia de 

linfocitos B220+CD19+ en la población linfoide (determinada en un gráfico de tamaño 

o FSC vs granularidad o SSC) a diferentes dpa. Adicionalmente, la Figura 1B representa 

el gráfico del estudio de la cinética a todos los dpa.   

Se puede observar una disminución significativa en el porcentaje de linfocitos B 

a los 4, 8, 14 y 21 dpa (Figura 1B), evidenciándose una depleción casi total a la semana 

de la administración de αCD20 (8 dpa) (Figura 1A,B). La disminución en la frecuencia de 

los linfocitos B fue transitoria, ya que, casi al mes (28 dpa) de la inyección con αCD20, 

el porcentaje de estas células se incrementó nuevamente, sin mostrar diferencias 

significativas respecto a los valores de referencia iniciales (0 dpa)(Figura 1A,B). 

Considerando los resultados obtenidos, se decidió implementar un esquema de 

infección con T. cruzi en los animales inyectados con αCD20 a los 8 dpa. 

Resultados previos de nuestro grupo han demostrado que existe una expansión 

en el número absoluto absoluto de linfocitos B esplénicos en los ratones infectados 

con T. cruzi [93]. Por ello, en los animales depletados e infectados, se evaluó el 
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Figura 1: La administración de αCD20 induce, en ratones normales no infectados, una depleción de los 
linfocitos B220+CD19+ que se restaura con el tiempo. Las células de bazo de ratones controles no 
inyectados (0 dpa) (n=8) o inyectados con αCD20 y obtenidas a diferentes dpa (4, 8, 14, 21 y 28 dpa) 
(n=4 para cada dpa) fueron obtenidas e incubadas con Acm anti-CD19 y anti-B220 marcado con 
diferentes fluorocromos y analizadas por citometría de flujo. A) Gráficos de dos parámetros 
representativos de la frecuencia de linfocitos B220+CD19+ en los días 0, 4, 8 y 28 post administración 
(pa). B) Análisis estadístico del porcentaje de linfocitos B220+CD19+ en bazo a los diferentes dpa. Las 
significancias de las diferencias de cada dpa fueron estudiadas realizando un análisis estadístico de 
Anova de una vía seguido por el post-test de comparaciones múltiples de Dunnett. Las diferencias 
estadísticamente significativas de los diferentes dpa respecto al grupo control (0 dpa) se indican con ** 
(p≤0,01) (n.s.= no significativo). 

porcentaje de los linfocitos B220+CD19+ con el propósito de evidenciar las diferencias 

presentes en esta población en comparación a ratones infectados que habían sido 

tratados con un anticuerpo control, inmunoglobulina de ratón de isotipo IgG2a (mismo 

isotipo que el αCD20 pero que no reconoce ninguna molécula en el sistema 

experimental), 8 días previos a la infección (grupo control) (equematizado en la Figura 

2). 

 

 

Figura 2: Esquema indicando la secuencia temporal del tratamiento, infección y estudios de citometría 
de flujo. Los animales fueron inyectados con una sola dosis de anticuerpo anti-CD20 o el anticuerpo 
control 8 días previos a la infección con T. cruzi. Los estudios de citometría de flujo fueron realizados a 
los días -8, -4, 0, 7, 14 y 20 pi. 

En consonancia con los resultados publicados por nuestro grupo de trabajo, en 

la Figura 3 se puede observar que los linfocitos B esplénicos de los animales del grupo 

control, presentan una declinación en el porcentaje de los mismos (Figura 3A), aunque 

no así en número absoluto (Figura 3B) hacia los 20 días post infección (dpi). 

Contrariamente, los animales depletados de linfocitos B e infectados presentaron en 

bazo, en comparación con los animales controles infectados, una reducción 

significativa, prácticamente ausencia, en el porcentaje (Figura 3A) y número (Figura 3B) 

de linfocitos B220+CD19+ desde el día 0 al 20 post infección (pi) inclusive. De manera 
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interesante, en el grupo de animales inyectados con αCD20 e infectados, estas células 

disminuyeron en porcentaje y en número, los cuales se mantuvieron bajos incluso 

hasta 28 dpa del Acm (último día de análisis). 

 

Figura 3: La infección con T. cruzi sostiene la depleción de linfocitos B inducida por el αCD20. Las 
células de bazo de ratones tratados con el anticuerpo control (Control) o con αCD20 e infectados fueron 
obtenidas a diferentes dpi (-8, -4, 0, 14 y 20 dpi) (n=3 para cada dpi). En simultáneo, células de ratones 
normales sin tratamiento e infección (n=6) fueron procesadas. Las células obtenidas fueron incubadas 
con Acm anti-CD19 y anti-B220 marcados con diferentes fluorocromos y analizadas por citometría de 
flujo. A) Porcentaje de linfocitos B220+CD19+ en bazo de ratones a diferentes dpi. B) Número de 
linfocitos B220+CD19+ en bazo, calculado en base al porcentaje obtenido en la Figura 3B. En los gráficos, 
los círculos vacíos corresponden a los animales infectados tratados con el anticuerpo control y los 
círculos rellenos corresponden a los animales infectados tratados con αCD20. La barra gris rellena 
corresponde a los valores obtenidos para el grupo de animales sin tratamiento y sin infección. La 
significancia de las diferencias de cada dpi entre grupos fue estudiada realizando un análisis estadístico 
de Anova de dos vías seguido por el post-test de comparaciones múltiples de Bonferroni. Las diferencias 
estadísticamente significativas entre los animales Control y αCD20 se indican con *, ** y *** (p≤0,05; 
p≤0,01 y p≤0,001, respectivamente). 

Para confirmar los resultados obtenidos en la citometría de flujo, se realizaron 

cortes histológicos del bazo de los ratones del grupo Control o αCD20 no infectados y 

en aquellos animales tratados e infectados (obtenidas a los 14 dpi). Las muestras se 

incubaron con los Acm anti-B220, anti-CD3 (proteína presente en la superficie y 

marcador de linaje de linfocitos T) y anti-CD8 (proteína presente en la superficie 

de.linfocitos T CD8) murinos marcados con diferentes fluorocromos y posteriormente 

fueron visualizados en el microscopio de fluorescencia. 

El estudio de microscopía de fluorescencia (Figura 4) en el animal tratado con 

αCD20 sin infectar y a los 14 días de infección reveló que los linfocitos B220 se 

encontraban notablemente disminuidos, mostrando una ausencia casi total de 

folículos linfoides B. Por otra parte, no se evidenciaron grandes cambios en la 

ubicación de los linfocitos T CD3+ y CD8+ (Figura 4). 

Adicionalmente, evaluamos el porcentaje de linfocitos B en muestras de sangre 

e hígado de animales controles o tratados con αCD20 al día 0 y 20 pi. Para ello, las 

células de ambos tejidos se incubaron con un Acm anti-CD19 y se analizaron por 

citometría de flujo. 
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Del análisis de la sangre y el hígado de los grupos de animales estudiados se 

detectó una disminución significativa en el porcentaje de linfocitos B en dichos 

órganos en los ratones tratados con αCD20 en comparación con el grupo control, en 

ambos dpi (Figura 5A-B). 

 

 

Figura 5: Los linfocitos CD19+ están ausentes en la sangre e hígado de ratones administrados con 
αCD20. Células totales de sangre e hígado fueron obtenidas de ratones control o depletados (αCD20) sin 
infección (0dpi) o con 20 días de infección (n=4 para cada grupo del día 0pi y n=6 para cada grupo del día 
20pi). Las células fueron incubadas con un Acm anti-CD19 y analizadas por citometría de flujo. A) 
Histogramas representativos donde se observa la expresión de CD19 en células totales de sangre e 

Figura 4: Los linfocitos B220+ están 
ausentes en el bazo de ratones tratados 
con αCD20. Imágenes representativas de 
cortes de bazo de ratones inyectados con 
αCD20 o con anticuerpo control, no 
infectados (n=3) e infectados (14 dpi, 
n=3) que fueron incubados con los Acm 
anti-B220 marcado con ficoeritrina (PE 
del inglés Phycoeritrin, rojo), anti-CD3 
marcado con isotiocianato de 
fluoresceína (FITC del inglés Fluorescein 
Isothiocyanate, verde) y anti-CD8 
marcado con aloficocianina (APC del 
inglés Allophycocyanin, azul) y analizados 
en un microscopio de fluorescencia.  ZT= 
Zona de linfocitos T; ZB= Zona de 
linfocitos B. 
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hígado de los grupos anteriormente mencionados. La línea negra continua corresponde a la expresión 
de CD19 en células del animal control y la línea negra discontinua corresponde a la expresión en células 
del animal tratado con αCD20. La barra horizontal define la zona de considerada positiva para dicho 
marcador (CD19+). B) Gráfico de barras mostrando el porcentaje de linfocitos CD19+ a los 0 y 20 dpi. Las 
barras blancas corresponden a los animales control y las barras negras a los animales tratados con 
αCD20. La significancia de las diferencias se estudió realizando un análisis estadístico de test-T de 
muestras no apareadas. Las diferencias estadísticamente significativas entre los animales del grupo 
control e inyectados con αCD20 en cada órgano y dpi se indican con *** y **** (p≤0,001 y p≤0,0001). 
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Observamos que el tratamiento con αCD20 induce una fuerte depleción de los 

linfocitos B esplénicos a los 8 dpa, que comienza a revertirse 20 días más tarde.  

La disminución en la población de linfocitos B que ocurre durante la infección 

experimental con T. cruzi permite mantener una eficiente depleción observada como 

porcentaje y como número de estas células cuando el ratón fue tratado previamente 

con αCD20, incluso hasta los 28 dpa. 

La disposición general de la zona de linfocitos T esplénica no se ve afectada 

ante la disminución de la población de linfocitos B. 

La depleción de los linfocitos B se observa tanto en un órgano linfático 

secundario como el bazo así como en órganos no linfáticos como sangre e hígado. Esto 

nos permite afirmar que el tratamiento con αCD20 conduce a una eliminación 

sistémica de los linfocitos B del hospedador.  
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Evaluación del impacto de la ausencia de los linfocitos B en el control de 

la infección experimental con T. cruzi 

 

Habiendo establecido el modelo experimental de depleción de linfocitos B en 

ratones C57BL/6, el siguiente objetivo de esta tesis doctoral fue evaluar las 

consecuencias a las que conlleva la depleción de estas células en la respuesta 

protectora frente a la infección experimental con T. cruzi. 

 

En ausencia de los linfocitos B se observó una mayor replicación parasitaria en los 

tejidos blanco de la infección con T. cruzi 

 

Frente a la infección con T. cruzi existe una respuesta del sistema inmune 

innato y adaptativo que es crucial para el control parasitario (revisado por Tarleton en 

[103]). Por tal motivo, la replicación parasitaria como una medida indirecta de la 

capacidad del sistema inmune en controlar la infección, fue evaluada. Para ello, 

muestras de sangre de los animales control e inyectados con αCD20 fueron obtenidas 

a los días 7, 11, 14, 17 y 20 pi para realizar la cuantificación de los tripomastigotes 

circulantes (parasitemia). Conjuntamente, muestras de hígado, bazo y corazón de 

ambos grupos experimentales fueron obtenidas a los 20 dpi para la cuantificación de 

ADN parasitario (parasitismo tisular). 

En la Figura 6A se observa que ambos grupos experimentales presentaron 

curvas de parasitemia similares. Inicialmente, los parásitos fueron detectados en la 

primera semana posterior a la infección. Posteriormente, los dos grupos estudiados 

presentaron un aumento en la parasitemia hasta el día 17 pi (pico de parasitemia). 

Luego, la parasitemia comenzó a disminuir hacia el día 20 pi, sin presentar diferencias 

entre los grupos estudiados. Sin embargo, en la cuantificación del parasitismo tisular a 

los 20 dpi, un aumento significativo (p≤0,001) del ADN parasitario en el hígado, bazo y 

corazón, fue observado en los animales depletados de linfocitos B e infectados en 

comparación con los animales del grupo control (Figura 6B). 

 

La respuesta de linfocitos T CD8+ total y específica para T. cruzi, se encontró  

disminuida en los animales administrados con αCD20 

 

El mayor parasitismo tisular observado en los ratones inyectados con αCD20 

sugiere la existencia de una posible desregulación en la respuesta inmune efectora 
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Figura 6: Los ratones inyectados con αCD20 infectados con T. cruzi presentaron una mayor carga 
parasitaria tisular. A) Cinética de parasitemia en el grupo de ratones inyectados con anticuerpo control 
(círculos blancos) o inyectados con  αCD20 (círculos negros) a los 7, 11, 14, 17 y 20 dpi (n=5-6 para cada 
grupo). B) Carga parasitaria de hígado, bazo y corazón determinadas en el grupo de animales control 
(barras blancas) o depletados de linfocitos B (barras negras) a los 20 dpi (n=4 para cada grupo). La 
cuantificación del ADN parasitario fue normalizada a la GAPDH murina, y se asignó el valor de 1 a la 
expresión relativa de ADN satélite al hígado del animal control infectado. Los valores estadísticos para A) 
fueron calculados para cada día realizando un ANOVA de dos vías, seguido por el post-test de 
comparaciones múltiples de Bonferroni; y para B) mediante un test-T de dos colas en cada órgano por 
separado. La diferencias significativas entre los grupos control y αCD20 se indican con *** (p≤0,001) 
(n.s.= no significativo). 

encargada de controlar la replicación del parásito. Es por ello que, a continuación, nos 

enfocamos al estudio de la respuesta de los linfocitos T CD8+, células claves en el 

control de  la replicación intracelular de T. cruzi. Para ello, células esplénicas de 

ratones inyectados con anticuerpo control o administrados con αCD20 fueron 

obtenidas durante el transcurso de la infección aguda  (14, 20 y 34 dpi), para evaluar el 

porcentaje y número de linfocitos T CD8+ presentes. Animales controles o inyectados 

con αCD20, no infectados, indicados como día 0 pi, fueron procesados en simultáneo. 

Seguidamente, las células esplénicas de ambos grupos experimentales fueron 

incubadas con los Acm anti-CD3 y anti-CD8 murino marcado con diferentes 

fluorocromos y analizadas en el citómetro de flujo.  

El análisis de citometría de flujo reveló un aumento significativo (p≤0,05) en el 

porcentaje de linfocitos T CD8+ en los animales sin infectar tratados con el αCD20 

respecto a los controles (Figura 7A y B). Dicho aumento fue relativo, a expensas de la 

depleción de los linfocitos B esplénicos demostrado anteriormente (Figura 3A). En 

concordancia con este resultado, no se evidenciaron diferencias numéricas en los 

linfocitos T CD8+ totales entre los grupos estudiados al día 0 pi (Figura 7C). Mientras 

que los linfocitos T CD8+ de los animales control presentaron una fase de expansión 

celular, comprendida entre el día 14 y 20 pi (momento del pico de la respuesta), su 

equivalente en los animales depletados presentó una respuesta que se asemeja a una 

contracción celular temprana o a una falta de expansión (Figura 7C). En consecuencia, 

a los 20 dpi se observó una reducción significativa en el porcentaje (p≤0,05, Figura 7B) 

y número (p≤0,01, Figura 7C) de linfocitos T CD8+ en el grupo inyectado con αCD20 en 

comparación con el grupo control. El grupo control, luego de los 20 dpi, mostró una 

disminución en el número de linfocitos T CD8+ hacia el último día evaluado (34 dpi), sin 
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presentar diferencias significativas en los valores finales detectados, en comparación 

con el grupo depletado (Figura 7B y C). 

 

 

Figura 7: La cinética de expansión de los linfocitos T CD8+ totales se encontró afectada en los ratones 
inyectados con αCD20 e infectados. Las células de bazo de ratones inyectados con el anticuerpo control 
(Control) o con αCD20 fueron obtenidas a diferentes dpi (14, 20 y 34 dpi) (n=5-6 por cada grupo para 
cada dpi). Paralelamente, células de bazo de ambos grupos de animales sin infectar fueron obtenidas (0 
dpi). Posteriormente, las células fueron incubadas con los Acm anti-CD3 y anti-CD8 marcado con 
diferentes fluorocromos y analizadas por citometría de flujo. A) Gráficos de dos parámetros 
representativos de la frecuencia de linfocitos CD8+CD3+. B) Representación gráfica de los resultados en 
A) y su análisis estadístico. C) número de linfocitos CD8+CD3+ esplénicos en los animales control 
(círculos blancos) o depletados (círculos negros), en los diferentes dpi. La significancia de las diferencias 
a cada dpi entre los animales Control y αCD20 fue evaluada realizando un análisis estadístico de Anova 
de dos vías seguido por el post-test de comparaciones múltiples de Bonferroni. Las diferencias 
significativas se indican con * y ** (p≤0,05 y p≤0,01, respectivamente) (n.s.= no significativo). 

Teniendo en cuenta los hallazgos reportados por el grupo del Dr. Tarleton, los 

cuales muestran que la respuesta de linfocitos T CD8+ contra T. cruzi se focaliza hacia 

una serie de péptidos inmunodominantes codificados por los genes de la familia de la 

TS [133], y que esta respuesta es importante para el control parasitario [142], nos 

propusimos caracterizar la respuesta celular específica contra el parásito que se 

desencadena en ausencia de linfocitos B. Para ello, se eligió evaluar la respuesta contra 

el antígeno Tskb20, péptido de TS presente en el parásito, que exhibe una alta 

inmunogenicidad (inmunodominante) en el contexto genético de los ratones utilizados 

[133]. Para evaluar la frecuencia de linfocitos T CD8+ específicos contra T. cruzi se 

utilizó la herramienta metodológica conocida como tetrámero, que consta de un 

constructo compuesto por 4 moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad de 

tipo I (CMH I), del haplotipo H2-Kb, que es expresado por las células de los ratones 

C57BL6 [143], unidas entre sí covalentemente. Dichas moléculas del CMH I son 

cargadas con el péptido Tskb20. Finalmente, el complejo de las 4 moléculas de CMH I 

cargadas se encuentra unido a un fluorocromo, lo que permite su identificación por 

citometría de flujo. En el caso de que existiesen linfocitos T CD8+ con un receptor del 

linfocito T específico contra ese antígeno (desde ahora “TCR”, del inglés T cell 
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receptor), existirá un reconocimiento que producirá la unión del tetrámero a los 

linfocitos T CD8+. Para realizar este estudio, células esplénicas de ratones inyectados 

con el anticuerpo control o con αCD20 fueron obtenidas en los mismos dpi que 

evaluamos para la respuesta de linfocitos T CD8+ totales (Figura 7). Las células fueron 

incubadas con un Acm anti-CD8 y el tetrámero descripto, para su posterior análisis 

mediante citometría de flujo. 

En la figura 8 se puede observar que la respuesta de linfocitos T CD8+ 

específicos para Tskb20 (de ahora en adelante también denominados “linfocitos T 

CD8+ específicos”) en los ratones administrados con αCD20, presenta una cinética 

distinta en comparación con la del grupo control. Inicialmente, ambos grupos 

experimentales presentaron una expansión clonal de la población de linfocitos T CD8+ 

específicos, sin presentar diferencias a los 14 dpi (Figura 8A-C). Conforme avanzó la 

infección, la población estudiada presentó un pico de expansión (20 dpi) y una 

posterior contracción celular (34 dpi) en el grupo control, mientras que su contraparte 

en el grupo depletado de linfocitos B, sufrió una contracción temprana (20 dpi). Los 

animales inyectados con αCD20, en comparación con el grupo control, presentaron 

una disminución significativa (p≤0,001) en la frecuencia y número de los linfocitos T 

CD8+ específicos (Figura 8B y C, respectivamente). Un resultado similar fue observado 

a los 34 dpi, aunque de manera no significativa. Los resultados obtenidos de la 

evaluación conjunta de las Figuras 7 y 8 sugieren que los linfocitos B serían una 

población clave capaz de sostener la respuesta celular CD8+ inducida antes de los 20 

dpi. Es por esto que los estudios posteriores del impacto de la depleción de los 

linfocitos B sobre la respuesta de linfocitos T CD8+, se realizaron al día 20 pi.  

Con el objetivo de evaluar si la respuesta de linfocitos T CD8+ específicos se 

encontraba afectada en un órgano blanco de la infección como es el hígado [144-147], 

así como a nivel circulatorio (sangre), la presencia de esta población celular fue 

evaluada en ambos tejidos. Para ello, los leucocitos del hígado y la sangre de animales 

inyectados con el anticuerpo control o con αCD20, fueron obtenidos en el pico de la 

respuesta inmune observada en el grupo de animales control (20 dpi). Las células 

obtenidas fueron incubadas con un Acm anti-CD8 y el tetrámero, para su posterior 

análisis mediante citometría de flujo.  

En la Figura 9A se puede observar que ambos grupos de animales presentaron 

la población de linfocitos T CD8+ específicos en los órganos estudiados. No obstante, el 

porcentaje de linfocitos T CD8 específicos en el hígado y la sangre de los animales 

depletados de linfocitos B, se vieron significativamente reducidos (p≤0,05) en 

comparación con el grupo control (Figura 9B). En conjunto, los resultados obtenidos 

que muestran una disminución en la población de linfocitos T CD8+ específicos en el 

bazo (Figura 8) y en el hígado (Figura 9) de los animales sin linfocitos B, podrían 
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Figura 8: Los ratones depletados de linfocitos B tuvieron una menor frecuencia y número de linfocitos 
T CD8+ específicos contra T. cruzi. Las células de bazo de ratones administrados con el anticuerpo 
control (Control) o con αCD20 fueron obtenidas a diferentes dpi (14, 20 y 34) (n=5-6 por cada grupo 
para cada dpi). Día 0 corresponde a ratones tratados con los anticuerpos pero no infectados. 
Posteriormente, las células fueron incubadas con el Acm anti-CD8 y el tetrámero descripto, marcado con 
diferentes fluorocromos y analizadas por citometría de flujo. A) Gráficos de dos parámetros 
representativos de la frecuencia de linfocitos Tskb20/Kb+CD8+. B) Porcentaje y C) número de linfocitos 
Tskb20/Kb+CD8+ esplénicos de los animales control (círculos blancos) o depletados de linfocitos B 
(círculos negros), a los diferentes dpi. La significancia de las diferencias a cada dpi entre grupos fue 
estudiada realizando un análisis estadístico de Anova de dos vías seguido por el post-test de 
comparaciones múltiples de Bonferroni. Las diferencias significativas se indican con *** (p≤0,001) (n.s.= 
no significativo).   

explicar en parte el aumento de la carga parasitaria observada en dichos animales 

(Figura 6B). 

 

Figura 9: Los linfocitos 
T CD8+ específicos se 

encontraron 
disminuidos en hígado 
y sangre de los 
animales carentes de 
linfocitos B. Las células 
del hígado y de la 
sangre de ratones 
control o depletados 
fueron obtenidas al día 
20 pi (n=5 por cada 
grupo y órgano). 
Posteriormente, las 

células fueron incubadas con el Acm anti-CD8 y el tetrámero Tskb20 marcado con diferentes 
fluorocromos y analizadas por citometría de flujo. A) Gráficos de dos parámetros representativos de la 
frecuencia de linfocitos Tskb20/Kb+CD8+. B) Porcentaje de linfocitos T Tskb20/Kb+CD8+ hepáticos y 
sanguíneos en animales control (barras blancas) o depletados de linfocitos B (barras negras). La 
significancia de las diferencias entre los grupos de animales, en cada órgano, fue evaluada realizando un 
análisis estadístico de test-T de dos colas. Las diferencias significativas se indican con * (p≤0,05). 

 Seguidamente, nos propusimos estudiar la presencia de linfocitos T CD8+ 

específicos para el antígeno Tskb18, que corresponde a un epítope no 
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inmunodominante de la TS [133]. Para ello incubamos las células esplénicas de los 

animales controles y tratados con αCD20 sin infectar o en el pico de la respuesta (20 

dpi) con el Acm anti-CD8 y un tetrámero cargado con el péptido Tskb18. Las células 

marcadas fueron evaluadas mediante citometría de flujo. 

 A diferencia de lo observado con el péptido inmunodominante, los resultados 

de citometría de flujo no lograron evidenciar la presencia de linfocitos T CD8+ 

específicos para el péptido Tskb18 en el bazo de los ratones infectados, 

independientemente del grupo (Figura 10). 

 

Figura 10: Los animales infectados no presentan linfocitos T 
CD8+ específicos para Tskb18 en el bazo. Las células de bazo 
de ratones administrados con el anticuerpo control (Control) 
o con αCD20 fueron obtenidas al día 0 o 20 pi (n=5 por cada 
grupo para cada dpi). Posteriormente, las células fueron 
incubadas con el Acm anti-CD8 y el tetrámero cargado con el 
péptido Tskb18, marcado con diferentes fluorocromos y 
analizadas por citometría de flujo. Gráfico de dos 
parámetros representativos de la frecuencia de linfocitos 
Tskb18/Kb+CD8+. 

 

En ausencia de linfocitos B, la población de linfocitos T CD8+ presenta una 

disminución en la frecuencia de células efectoras  

 

La presentación de antígenos de T. cruzi, por parte de las células presentadoras 

de antígeno, conduce a una expansión clonal de linfocitos T CD8+ (observada en la 

Figura 7, 8 y reportes previos [133, 142]), y a una diferenciación hacia un fenotipo de 

células CD8+ efectoras y de memoria. Así, en función de la etapa de diferenciación en 

la que se encuentran, los linfocitos T CD8+ se pueden clasificar en: 1) vírgenes o 

“naïve”, que no contactaron con su antígeno específico y no poseen funciones 

efectoras, 2) efectores o citotóxicos, que contactaron con el antígeno y poseen una 

elevada función efectora, y 3) de memoria, población heterogénea formada por células 

que contactaron con el antígeno, poseen alta capacidad de auto-renovación y 

mantienen algunas funciones efectoras [112]. Mediante el estudio de la expresión de 

las moléculas CD62-L (selectina que participa en la migración de las células a los 

órganos linfáticos secundarios) y CD44 (glicoproteína de superficie involucrada en 

procesos de adhesión celular), se pueden distinguir tres fenotipos  de linfocitos T 

CD8+: 1) naïve (CD62-L+CD44-), 2) efectores y de memoria efectora (CD62-L-CD44+), y 

3) de memoria central (CD62-L+CD44+) [148]. Debido a las diferentes características 

funcionales que presentan las poblaciones mencionadas, el perfil fenotípico de los 

linfocitos T CD8+ totales y específicos para Tskb20 fue evaluado por citometría de 
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flujo. Para ello, células esplénicas de los ratones inyectados con el anticuerpo control o 

con αCD20 fueron obtenidas al día 20 pi. Posteriormente, las células fueron incubadas 

con el tetrámero y los Acm anti-CD8, Anti-CD62-L y anti-CD44 marcados con diferentes 

fluorocromos y evaluados por citometría de flujo.  

La evaluación de las diferentes poblaciones celulares mostró una disminución 

significativa en el porcentaje de linfocitos T CD8+ totales con fenotipo 

efector/memoria efectora (en adelante llamados “Eff/Em”, del inglés Effector/Effector 

memory), y un aumento significativo en el porcentaje de células con fenotipo naïve, en 

los animales carentes de linfocitos B, en comparación con el grupo control (Figura 

11C). No se observaron diferencias significativas en el porcentaje de células con 

fenotipo de memoria central (Cm del inglés Central memory), entre los grupos 

estudiados (Figura 11C). Se observó que los linfocitos T CD8+ con fenotipo naïve, 

Eff/Em y Cm se encontraron significativamente disminuidos en número en los animales 

inyectados con αCD20, en comparación con los ratones control (Figura 11D). Es 

importante señalar que la disminución numérica en las poblaciones naïve y Cm es 

consecuencia de la disminución del número de linfocitos T CD8+ totales a los 20 dpi, 

como se mostró previamente (Figura 7C).  

 
Figura 11: La población de linfocitos T CD8+ con fenotipo Eff/Em y Cm se encontró disminuida en los 
ratones deficientes en linfocitos B. Las células de bazo de ratones inyectados con el anticuerpo control 
(Control) o con αCD20 e infectados fueron obtenidas al día 20 pi (n=5-6 por cada grupo). 
Posteriormente, las células fueron incubadas con el Acm anti-CD8, anti-CD62-L y anti-CD44 marcados 
con diferentes fluorocromos y analizadas por citometría de flujo. A) Esquema de la estrategia de 
regiones utilizadas B) Gráficos de dos parámetros representativos de la frecuencia de los linfocitos T 
CD8+ totales correspondentes a las poblaciones indicadas en 11A. C) Porcentaje y D) número de las 
diferentes poblaciones de linfocitos T CD8+ totales en los animales control (barras blancas) o depletados 
de linfocitos B (barras negras). La significancia de las diferencias de cada población entre grupos fue 
estudiada realizando un análisis estadístico de test-T de dos colas. Las diferencias significativas se 
indican con ** y *** (p≤0,01 y p≤0,001 respectivamente) (n.s.= no significativo). 
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Como era de esperar, al evaluar los estadíos de diferenciación en los linfocitos T 

CD8+ Tskb20+ (células que ya contactaron vía TCR con su antígeno específico), un 

porcentaje casi indetectable de los mismos presentaron un fenotipo naïve en ambos 

grupos evaluados (Figura 12A y B). Adicionalmente, la población de los linfocitos T 

CD8+ específicos mostró una pequeña pero significativa reducción en el porcentaje de 

células con fenotipo Eff/Em en los ratones carentes de linfocitos B, en comparación 

con los animales control (Figura 12B). Dicha disminución fue mayor cuando los datos 

se expresaron como número de linfocitos T CD8+ específicos con el fenotipo 

mencionado (Figura 12C). Finalmente, la frecuencia y número de linfocitos T CD8+ 

específicos con fenotipo de Cm fue similar entre ambos grupos experimentales 

analizados al día 20 pi (Figura 12A-C). 

 

Figura 12: La población de linfocitos T CD8+ específicos con fenotipo Eff/Em se encontró disminuida en 
los ratones deficientes en linfocitos B. Las células de bazo de ratones inyectados con el anticuerpo 
control (Control) o con αCD20 e infectados fueron obtenidas al día 20 pi (n=5-6 por cada grupo). 
Posteriormente, las células fueron incubadas con el tetrámero y los Acm anti-CD8, anti-CD62-L y anti-
CD44 marcados con diferentes fluorocromos y analizadas por citometría de flujo. A) Gráficos de dos 
parámetros representativos de la frecuencia de los linfocitos T CD8+ específicos correspondente a las 
poblaciones indicadas en 11A. B) Porcentaje y C) número de las diferentes poblaciones de linfocitos T 
CD8+ específicos en los animales control (barras blancas) o depletados de linfocitos B (barras negras). La 
significancia de las diferencias de cada población entre grupos fue estudiada realizando un análisis 
estadístico de test-T de dos colas. Las diferencias significativas se indican con * y ** (p≤0,05 y p≤0,01 
respectivamente) (n.s.= no significativo). 

Se ha reportado que durante el pico de una respuesta inmune antiviral, una 

pequeña proporción de los linfocitos T CD8+ expresa el receptor alfa de la citoquina IL-

7 (“IL-7Rα”, conocido también como CD127). Estas células son capaces de sobrevivir a 

la fase de contracción de la respuesta de los linfocitos T, formando parte del pool de 

células de memoria [149, 150]. Así, mediante el estudio conjunto del IL-7Rα y la 
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molécula KLRG-1 (del inglés killer cell lectin-like receptor G1) dentro de los linfocitos T 

CD8+ activados, se pueden subclasificar las diferentes poblaciones efectoras [151, 

152]. En base a la expresión de estos dos marcadores se definen 3 poblaciones: 1) 

células efectoras tempranas o EEC (del inglés Early Effector Cells) (KLRG-1-IL-7Rα-), las 

cuales se postulan como el primer estadío de diferenciación efectora, 2) células 

efectoras de corta vida o SLEC (del inglés Short Lived Effector Cells) (KLRG-1+IL-7Rα-) 

que son células terminalmente diferenciadas con alta capacidad de ejercer 

citotoxicidad y producir citoquinas y 3) células efectoras precursoras de memoria o 

MPEC (del inglés Memory Precursor Effector Cells) (KLRG-1-IL-7Rα+), que sobreviven a 

la fase de contracción de la respuesta inmune, proliferando de manera homeostática 

en ausencia del patógeno para diferenciarse a células de memoria. Con el objetivo de 

identificar qué tipo de población de linfocitos T CD8+ se ve afectada en ausencia de 

linfocitos B, células de bazo de animales inyectados con el anticuerpo control o con 

αCD20 fueron obtenidas a los 20 dpi. Las células fueron incubadas con el tetrámero y 

los Acm anti-CD44, anti-CD8, anti-KLRG-1 y anti-IL-7Rα murinos marcados con 

diferentes fluorocromos y se procedió a su análisis por citometría de flujo. Para excluir 

los linfocitos T naive del análisis, debido a que comparten el fenotipo con las MPEC 

(KLRG-1- IL-7Rα+), se analizó, realizando una selección previa (gate), la población de 

linfocitos T CD8+ totales o específicos que expresaban la molécula CD44, que es 

indicador de la activación celular, y por lo tanto no está presente en los linfocitos T 

vírgenes. Dentro de esta población de células CD44+, se evaluó la expresión de KLRG-1 

e IL-7Rα para definir las diferentes poblaciones anteriormente mencionadas. 

 Como era de esperar, en el pico de la respuesta inmune (día 20 pi) casi el 100% 

de los linfocitos T CD8+ activados presentaron características fenotípicas 

correspondientes a las poblaciones de EEC y SLEC (valor obtenido de la sumatoria del 

porcentaje de EEC y SLEC), en ambos grupos analizados (Figura 13B). En consonancia 

con los resultados obtenidos en la Figura 11, una disminución significativa en el 

porcentaje y número de linfocitos T CD8+ totales con fenotipo de células SLEC fue 

observado en los animales carentes de linfocitos B, en comparación con el grupo 

control (Figura 13C). Al evaluar las poblaciones de linfocitos T CD8+ totales con 

fenotipo de memoria (MPEC), no se evidenciaron cambios en los porcentajes, aunque 

si una disminución significativa en el número de estas células en los animales 

administrados con αCD20 (Figura 13C). Esta disminución sería consecuencia de la 

disminución de células T CD8+ que se muestra en la Figura 7C. 

 Al analizar el fenotipo de los linfocitos T CD8+ específicos pudimos observar 

una marcada disminución en el porcentaje y número de células con fenotipo de SLEC 

en los animales carentes de linfocitos B, en comparación con el grupo control (Figura 

14A y B). Por otra parte, cuando se analizaron los linfocitos T CD8+ específicos con 
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Figura 13: La población de linfocitos T CD8+ con fenotipo de SLEC y MPEC se encontró afectada en 
ausencia de linfocitos B. Las células de bazo de ratones inyectados con el anticuerpo control (Control) o 
con αCD20 e infectados fueron obtenidas al día 20 pi (n=5-6 por cada grupo). Los esplenocitos fueron 
incubados con los Acm anti-CD8, anti-CD44, anti-KLRG-1  y anti-IL-7Rα marcados con diferentes 
fluorocromos y analizadas por citometría de flujo. A) Esquema las poblaciones que se identifican en base 
a la expresión de KLRG-1 e IL-7Rα. B) Gráficos de dos parámetros representativos de la frecuencia de los 
linfocitos T CD8+ totales correspondientes a las poblaciones indicadas en 13A. C) Porcentaje y número 
de las diferentes poblaciones de linfocitos T CD8+ totales en los animales controles (barras blancas) o 
depletados de linfocitos B (barras negras). La significancia de las diferencias de cada población entre 
grupos fue estudiada realizando un análisis estadístico de test-T de dos colas. Las diferencias 
significativas se indican con * (p≤0,05) (n.s.= no significativo). 

fenotipo de células MPEC, se observó una disminución significativa en el grupo de 

animales tratados con αCD20 en comparación al grupo control (Figura 14B). En 

conjunto, los datos mostrados en las Figuras 11, 12, 13 y 14 demuestran que las 

poblaciones de linfocitos T CD8+ totales y específicos que se encuentran afectadas en 

ausencia de linfocitos B, son las células efectoras terminalmente diferenciadas, y la 

población con fenotipo de memoria. 

Los linfocitos T CD8+ de los animales carentes de linfocitos B presentan una menor 

proliferación y una mayor muerte celular 

 

 Con el objetivo de estudiar las posibles causas que originan la disminución de 

los linfocitos T CD8+ en los animales inyectados con αCD20 (Figura 7 y 8), se evaluó la 

proliferación celular, determinada a través de la expresión del marcador Ki67, y la 

muerte celular por apoptosis mediante una medición indirecta de la misma, que es la 

evaluación del potencial de membrana mitocondrial (determinado por la capacidad de 

la célula de incluir el colorante TMRE). Para ello, muestras de bazo de animales de 

ambos grupos experimentales fueron obtenidas a los 20 dpi. Posteriormente se realizó 

la inmunomarcación de superficie con el tetrámero y el Acm anti-CD8, las células 
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Figura 14: La población de linfocitos T CD8+ específicos con fenotipo de SLEC y MPEC se encontró 
afectada en ausencia de linfocitos B. Las células de bazo de ratones inyectados con el anticuerpo 
control (Control) o con αCD20 e infectados fueron obtenidas al día 20 pi (n=5-6 por cada grupo). Los 
esplenocitos fueron incubados con el tetrámero y los Acm anti-CD8, anti-CD44, anti-KLRG-1  y anti-IL-
7Rα marcados con diferentes fluorocromos y analizadas por citometría de flujo. A) Gráficos de dos 
parámetros representativos de la frecuencia de los linfocitos T CD8+ específicos correspondientes a las 
poblaciones indicadas en 13A. B) Porcentaje y número de las diferentes poblaciones de linfocitos T CD8+ 
específicos en los animales controles (barras blancas) o depletados de linfocitos B (barras negras). La 
significancia de las diferencias de cada población entre grupos fue estudiada realizando un análisis 
estadístico de test-T de dos colas. Las diferencias significativas se indican con * (p≤0,05) (n.s.= no 
significativo). 

fueron fijadas y permeabilizadas para la incubación con el Acm anti-Ki67 murino o 

incubadas con el TMRE. 

 

Como se puede observar en la Figura 15, la frecuencia de los linfocitos T CD8+ 

totales y específicos que expresan el marcador de proliferación Ki67, se encuentran 

significativamente disminuidos, casi en un 50%, en ausencia de linfocitos B en 

comparación con el grupo control (Figuras 15A y B). Además se puede observar que la 

frecuencia de linfocitos T CD8+ totales y específicos que incorporaron TMRE en los 

animales administrados con αCD20 fue significativamente menor que la población de 

células positivas para TMRE en el grupo control (Figura 15C y D). En conjunto, los 

hallazgos obtenidos indicarían que en ausencia de linfocitos B los linfocitos T CD8+ 

serían más suceptibles a sufrir apoptosis, presentando una marcada disminución en la 

tasa de proliferación. 

 

En ausencia de linfocitos B, los linfocitos T CD8+ presentaron un menor grado de 

activación celular y mayores niveles de expresión de receptores inhibitorios 
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Figura 15: En ausencia de linfocitos B los linfocitos T CD8+ presentan menor capacidad de proliferación 
y mayor apoptosis. Las células de bazo de ratones inyectados con el anticuerpo control (Control) o con 
αCD20 e infectados con T. cruzi fueron obtenidas al día 20 pi (n=5-6 por cada grupo). Las células fueron 
incubadas con el tetrámero, anti-CD8, anti-Ki67 o con TMRE. Las células marcadas fueron analizadas por 
citometría de flujo. Para realizar los análisis se seleccionó la región correspondiente a los linfocitos T 
CD8+ o Tskb20+ respectivamente. A,C) Gráficos de dos parámetros donde se definió la región de células 
Ki67+ A) y TMRE+ C). B,D) Análisis estadístico del porcentaje de las diferentes poblaciones marcadas en 
A) y C) en los animales control (barras blancas) o depletados de linfocitos B (barras negras). La 
significancia de las diferencias de cada población entre grupos fue estudiada realizando un análisis 
estadístico de test-T de dos colas. Las diferencias significativas se indican con *, ** y *** (p≤0,05, p≤0,01 
y p≤0,001 respectivamente). 

La activación de los linfocitos T CD8+ conlleva a una serie de modificaciones en 

la expresión de diferentes moléculas en la superficie celular. Entre éstas, la regulación 

negativa de la expresión de CD3 y CD8 se produce como consecuencia de la unión de 

dichas moléculas al CMH I cargado con el péptido específico o mediante un 

superantígeno [153]. Por ello, con el objetivo de evaluar el grado de activación celular 

de los linfocitos T CD8+ totales y específicos, muestras de bazo de los animales control 

y depletados fueron obtenidas al día 20 pi. Paralelamente, células de ratones no 

infectados fueron obtenidas como control de la ausencia de la regulación negativa de 

las moléculas CD3 y CD8. Posteriormente, las células fueron incubadas con los Acm 

anti-CD3, anti-CD8, y el tetrámero, marcados con diferentes fluorocromos y analizados 

por citometría de flujo. La expresión de CD3 y CD8, medida como intensidad de 

fluorescencia media (IFM) para cada fluorocromo es directamente proporcional a la 

cantidad de dichas moléculas presentes en la superficie celular. 

En la figura 16A se puede observar que los histogramas correspondientes a la 

expresión de CD3 y CD8 en ambos grupos de animales infectados se encuentran en 

una escala logarítmica significativamente menor que los histogramas correspondientes 

a células de ratones no infectados (máximo de expresión de CD3 y CD8). Además, el 

análisis de la expresión de dichas moléculas en los animales infectados, evidenció la 

existencia de una mayor expresión de CD3 y CD8 en la superficie de los linfocitos T 

CD8+ totales y específicos en los animales inyectados con αCD20 en comparación al 
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grupo control (Figura 16A y B). Como era de esperar, a pesar de ser significativas, las 

diferencias encontradas en los linfocitos T CD8+ específicos fueron de una magnitud 

menor, debido a que estamos analizando una población activada por el antígeno 

(Figura 16A y B). 

 

 

Figura 16: Los linfocitos T CD8+ generados en ausencia de linfocitos B presentan un menor grado de 
activación celular. Las células de bazo de ratones inyectados con el anticuerpo control (Control) o con 
αCD20 e infectados, fueron obtenidas al día 20 pi (n=6 por cada grupo). Paralelamente, muestras de 
bazos de animales sin infectar fueron procesados. Las células esplénicas fueron incubadas con el 
tetrámero y los Acm anti-CD3 y anti-CD8 murinos marcados con diferentes fluorocromos. Las células 
marcadas fueron analizadas por citometría de flujo. Para realizar los análisis se seleccionó la población 
de linfocitos T CD8+ o CD8+Tskb20/Kb+ según cada caso. A) Histogramas representativos de la expresión 
de CD3 y CD8 en los linfocitos T CD8+ totales o específicos de los grupos control (línea negra continua) y 
depletados (línea negra discontinua). El histograma relleno en gris corresponde a la expresión en los 
linfocitos T CD8+ totales del grupo de animales sin infectar. B) Gráficos de la intensidad de fluorescencia 
media (IFM) de la expresión de CD3 y CD8 según corresponda donde las barras vacías corresponden a 
los animales inyectados con el anticuerpo control y las de color negro corresponden a los animales 
inyectados con αCD20. La significancia de la diferencia de cada población entre grupos fue estudiada 
realizando un análisis estadístico de test-T de dos colas. Las diferencias estadísticamente significativas 
entre los animales Control y αCD20 se indican con **, *** y **** (p≤0,01, p≤0,001 y p≤0,0001 
respectivamente). 

Por otro lado, la activación de los linfocitos T CD8+ desencadena un incremento 

en la expresión de la integrina CD11a, que normalmente cumple funciones de 

adhesión leucocitaria permitiendo las interacciones celulares y la migración a diversos 

órganos [154]. Por lo tanto, para complementar el análisis anterior obtuvimos las 

células esplénicas de los animales tratados con el anticuerpo control o con αCD20 al 

día 20 pi y las incubamos con los Acm anti-CD3, anti-CD8, anti-CD11a y el tetrámero, 

marcados con diferentes fluorocromos y analizados por citometría de flujo. 

Los resultados obtenidos reflejaron un menor porcentaje de linfocitos T CD8+ 

totales y específicos que expresaban CD11a en los animales depletados de linfocitos B 
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en comparación con el grupo control (Figura 17A y B). En conjunto, los hallazgos 

indican que existe un menor grado de activación en los linfocitos T CD8+ cuando los 

animales carecen de linfocitos B. 

 

Figura 17: En ausencia de linfocitos B existe una reducción de linfocitos T CD8+ CD11a+. Las células de 
bazo de ratones inyectados con el anticuerpo control (Control) o con αCD20 e infectados, fueron 
obtenidas al día 20 pi (n=6 por cada grupo). Las células esplénicas fueron incubadas con el tetrámero y 
los Acm anti-CD3, anti-CD8 y anti-CD11a murinos marcados con diferentes fluorocromos. Las células 
marcadas fueron analizadas por citometría de flujo. Para realizar los análisis se seleccionó la población 
de linfocitos T CD8+ o CD8+Tskb20/Kb+ según cada caso. A) Gráficos de dos parámetros con la región 
que define las células CD11a+ CD8+ y su porcentaje respectivo. B) Análisis estadístico del porcentaje de 
la población CD11a+ en los linfocitos T CD8+ totales y específicos. En los gráficos las barras vacías 
corresponden a los animales inyectados con el anticuerpo control y las de color negro corresponden a 
los animales inyectados con αCD20. La significancia de la diferencia de cada población entre grupos fue 
estudiada realizando un análisis estadístico de test-T de dos colas. Las diferencias estadísticamente 
significativas entre los animales Control y αCD20 se indican con * (p≤0,05). 

Conjuntamente a la expresión de las diferentes moléculas de activación, los 

linfocitos T pueden expresar una familia de moléculas conocidas como receptores 

inhibitorios. Como se mencionó en la Introducción, al unirse a sus ligandos, éstos 

receptores brindan señales negativas que pueden frenar el funcionamiento normal de 

la célula que lo expresa (revisado por [155]). Por tal motivo, evaluamos la expresión de 

diferentes receptores inhibitorios en los linfocitos T CD8+ de los grupos experimentales 

estudiados. Para ello, células esplénicas de ratones control o depletados de linfocitos 

B, fueron obtenidas al día 20 pi. Paralelamente, muestras de animales sin infectar 

fueron procesadas. Posteriormente, dichas células fueron incubadas con los Acm anti-

CD8, anti-LAG3, anti-TIGIT, anti-PD1 y el tetrámero específico para Tskb20 para luego 

ser analizadas por citometría de flujo. La cuantificación de los receptores inhibitorios 

se realizó mediante la determinación de la IFM de cada uno de ellos dentro de la 

población de linfocitos T CD8+ totales o específicos.  



 

 

51 

RESULTADOS II 

En la Figura 18A se puede apreciar que los linfocitos T CD8+ totales y 

específicos del grupo tratado con el anticuerpo control, mostraron niveles de 

expresión de los receptores inhibitorios similares a los de los linfocitos T CD8+ de un 

animal sin infectar. Sin embargo, los linfocitos T CD8+ totales y específicos en los 

animales depletados, mostraron un incremento estadísticamente significativo en la 

expresión de LAG-3 y TIGIT en comparación con el grupo control infectado (Figura 18A 

Y B). Además, la expresión del receptor inhibitorio PD1 se vio débilmente aumentada 

(en los linfocitos T CD8+ totales) y sin cambios (en los linfocitos T CD8+ específicos) 

entre ambos grupos estudiados (Figura 18A y B). En resumen, el incremento de LAG-3 

y TIGIT en los linfocitos T CD8+ inducidos en ausencia de linfocitos B predispone a esta 

población celular a ser regulada negativamente, lo cual podría estar asociado a la 

menor proliferación observada. 

En ausencia de linfocitos B se encontró una menor funcionalidad de los linfocitos T 

CD8+ 

 

Para dilucidar si las características fenotípicas distintivas de los linfocitos T 

CD8+ desarrollados en ausencia de linfocitos B se correlacionaban con alteraciones en 

la funcionalidad, la capacidad efectora de estas células fue evaluada en los ratones 

inyectados con αCD20 en comparación con la del grupo control. Para ello, en primer 

lugar se realizó un ensayo funcionalidad in vitro. La función efectora de los linfocitos T 

CD8+ clásicamente se determinó evaluando la expresión de CD107a (molécula que es 

expresada en la membrana celular luego del proceso de degranulación), y la 

producción intracelular de citoquinas en respuesta a distintos estímulos (el antígeno 

específico y/o mitógenos). Para ello, los esplenocitos de ambos grupos experimentales 

fueron obtenidos a los 20 dpi. Las células esplénicas fueron cultivadas según las 

siguientes condiciones: 1) medio de cultivo; 2) estímulo policlonal (PMA/Ionomicina) y 

3) estímulo antígeno específico (péptido parasitario Tskb20), durante 5 horas en 

presencia de monensina y el Acm anti-CD107a.  Luego del cultivo, las células fueron 

incubadas con los Acm anti-CD8, anti-IFNγ y anti-TNF murinos marcados con diferentes 

fluorocromos para estudiarlas por citometría de flujo. Para analizar la funcionalidad 

bajo los diferentes estímulos, la estrategia utilizada fue la selección de los linfocitos T 

CD8+, y dentro de ellas la evaluación individual (Figura 19) o conjunta (Figura 20) de las 

células  productoras de citoquinas y/o de la degranulación. 

De los ensayos de estimulación policlonal se puede observar una marcada 

disminución en la población de linfocitos T CD8+ productores de IFNγ y de TNF, en los 

animales que carecen de linfocitos B, en comparación al grupo control. En cambio, 

diferencias en la población de linfocitos T CD8+ que degranularon no fueron 

encontradas entre ambos grupos experimentales (Figura 19A y B). Cuando se evaluó el  
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Figura 18: LAG-3 y TIGIT se encontraron incrementados en los linfocitos T CD8+ de los animales 
inyectados con αCD20. Las células de bazo de ratones inyectados con el anticuerpo control (Control) o 
con αCD20 e infectados con T. cruzi fueron obtenidas al día 20 pi (n=6 por cada grupo). Células de bazos 
de animales sin infectar fueron procesadas en paralelo. Las células fueron incubadas con el tetrámero y 
los Acm anti-CD8, anti-LAG3, anti-TIGIT y anti-PD1 murinos marcados con diferentes fluorocromos. Las 
células fueron analizadas por citometría de flujo. Para el análisis se seleccionó la región correspondiente 
a los linfocitos T CD8+ o CD8+Tskb20/Kb+ A) Histogramas representativos de la expresión de LAG3, TIGIT 
y PD1 en los linfocitos T CD8+ totales o específicos de los animales control (línea negra continua) o 
depletados (línea negra discontinua). La curva rellena gris corresponde a datos de los linfocitos T CD8+ 
totales obtenidos de ratones no infectados. B) Análisis estadístico de la intensidad de fluorescencia 
media (IFM) de expresión de los marcadores medidos en A) en los animales control (barras blancas) o 
depletados de linfocitos B (barras negras). La significancia de las diferencias entre grupos fue estudiada 
realizando un análisis estadístico de test-T de dos colas. Las diferencias significativas entre los animales 
Control y αCD20 se indican con * y ** (p≤0,05 y p≤0,01 respectivamente) (n.s.= no significativo). 

porcentaje de linfocitos T CD8+ capaces de producir las citoquinas mencionadas o de 

degranular bajo las condiciones de estimulación con antígeno específico, se observó 

una disminución significativa de los tres parámetros evaluados en los animales 

administrados con αCD20, en comparación al grupo control (Figura 19C y D).  

Como se mencionó en la Introducción, la calidad de la respuesta efectora de los 

linfocitos T CD8+ se encuentra dictada en gran medida por la polifuncionalidad que 

estas células presentan. Por lo tanto, con el objetivo de profundizar el estudio de la 

respuesta efectora y, debido a que IFNγ era la principal citoquina expresada por los 

linfocitos T CD8+ de los animales controles infectados, se analizó el porcentaje de las 

subpoblaciones polifuncionales dentro de las células que producían esta citoquina en 

el mismo ensayo de funcionalidad in vitro. 



 

 

53 

RESULTADOS II 

 

 

Figura 19: Los linfocitos T CD8+ presentaron una disminución en la producción de citoquinas en los 
animales inyectados con αCD20. Las células de bazo de ratones inyectados con el anticuerpo control 
(barras blancas) o con αCD20 (barras negras) fueron obtenidas al día 20 pi (n=6 por cada grupo). Dichas 
células fueron incubadas por 5 horas en presencia de monensina y el Acm anti-CD107a en medio de 
cultivo (no estimuladas), o con el estímulo (A-B) policlonal o (C-D) péptido de T. cruzi. Posteriormente, 
las células fueron incubadas con los Acm anti-CD8, anti-IFNγ y anti-TNF murinos marcados con 
diferentes fluorocromos y analizadas por citometría de flujo. Para realizar los análisis se seleccionó la 
región correspondiente a los linfocitos T CD8+. A los valores obtenidos para ambos estímulos, se les 
descontó el valor correspondiente al cultivo sin estímulo. A,C) Gráficos representativos de la frecuencia 
de linfocitos T CD8+ productores de IFNγ, TNF o que degranulan (CD107+). La región marcada, del grupo 
control o tratado con αCD20 y el número contiguo corresponden a la población positiva y su porcentaje 
respectivamente. B,D) Estadística del análisis de A y C respectivamente. La significancia de las 
diferencias de cada población entre grupos fue estudiada realizando un análisis estadístico de test-T de 
dos colas. Las diferencias significativas se indican con *, ** y **** (p≤0,05, p≤0,01 y p≤0,0001 
respectivamente). 

El estudio de las subpoblaciones efectoras bajo el estímulo policlonal reflejó 

que el porcentaje de linfocitos T CD8+ con la mayor capacidad funcional 

(IFNγ+CD107a+TNF+) se encuentra disminuido en un 50% en ausencia de linfocitos B, 

en comparación a la misma población en los animales control (Figura 20A). Asimismo, 

ambas poblaciones bifuncionales (IFNγ+CD107a+ e IFNγ+TNF+) se vieron 

significativamente disminuidas en los linfocitos T CD8+ de los animales administrados 

con αCD20 al compararlas con el grupo control (Figura 20A). Sin embargo, no se 

observaron diferencias en la población de linfocitos T CD8+ monofuncionales (IFNγ+) 

entre los grupos estudiados (Figura 20A). El análisis de la polifuncionalidad bajo la 

estimulación específica mostró una significativa disminución en el porcentaje de las 

células triple positivas en los linfocitos T CD8+ de los animales carentes de linfocitos B, 

en comparación al grupo control (Figura 20B). Una pequeña pero significativa 

disminución en el porcentaje de linfocitos T CD8+ productores de IFNγ y TNF fue 

observada en ausencia de linfocitos B (Figura 20B). Finalmente, no se observaron 

diferencias en las poblaciones IFNγ+CD107a+ o simples productoras de IFNγ entre 

ambos grupos experimentales, bajo la estimulación específica (Figura 20B). En 

conjunto, estos análisis de funcionalidad in vitro advierten la existencia de una 
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disminución en la capacidad efectora (principalmente por la disminución en la 

producción de IFNγ) de los linfocitos T CD8+, en ausencia de los linfocitos B.  

 

Figura 20: La respuesta citotóxica polifuncional de linfocitos T CD8+ se encontró disminuida en 
ausencia de linfocitos B. Las células de bazo de ratones inyectados con el anticuerpo control (Control) o 
con αCD20 fueron obtenidas al día 20 pi (n=6 por cada grupo). Dichas células fueron incubadas por 5 
horas en presencia de monensina y el Acm anti-CD107a bajo las condiciones de medio (no estimuladas), 
o con el estímulo (A) policlonal o (B) específico de T. cruzi. Las células fueron incubadas con los Acm anti-
CD8, anti-IFNγ y anti-TNF murinos marcados con diferentes fluorocromos y analizadas por citometría de 
flujo. Para realizar los análisis se seleccionó la región de linfocitos T CD8+. A los valores obtenidos para 
ambos estímulos, se les descontó el valor correspondiente al cultivo sin estímulo. A) Gráfico de torta 
donde se indica el porcentaje total de células productoras de IFNγ (valor indicado como CD8+IFNγ+, 
sobre el gráfico) y, dentro de ésta porción, se indican los valores promedio ± DE de la frecuencia de 
células IFNγ+CD107a+TNF+, IFNγ+CD107a+, IFNγ+TNF+ o simples productoras de IFNγ, en ambos grupos 
experimentales. A la derecha se indican los colores asignados para cada una de las subpoblaciones 
mencionadas. La porción de la torta en blanco corresponde a las células que no producen IFNγ. Los 
valores indicados de p corresponden a la estadística de las diferencias observadas para cada sub-
población entre ambos grupos experimentales. B) Porcentaje de linfocitos T CD8+ positivos para las tres, 
dos o una de las mediciones realizadas bajo el estímulo específico, según el esquema que se describe 
debajo del mismo. En el gráfico, las barras blancas corresponden a los animales inyectados con el 
anticuerpo control y las negras a los animales inyectados con αCD20. La significancia de las diferencias 
de cada población entre grupos fue estudiada realizando un análisis estadístico de test-T de dos colas. 
Las diferencias significativas se indican con ** (p≤0,01) (n.s.= no significativo). 

La adquisición de las funciones efectoras de los linfocitos T CD8+ y el desarrollo 

de la memoria por parte de estas células dependen en mayor medida de los eventos 

regulados por la expresión de los factores de transcripción Tbet y EOMES [156]. 

Adicionalmente, la expresión de Tbet es crucial para la capacidad de producción de 

IFNγ. Por lo tanto, con el objetivo de confirmar los resultados obtenidos en el ensayo 

de funcionalidad in vitro estudiamos la expresión de estos factores de transcripicón en 

las células de bazo de ambos grupos experimentales obtenidas a los 20 dpi. 

Paralelamente, células esplénicas de animales sin infectar fueron procesadas. Las 
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células fueron incubadas con los Acm anti-CD8, anti-Tbet, anti-EOMES y el tetrámero 

marcados con distintos fluorocromos y analizados por citometría de flujo. El nivel de 

expresión de los factores de transcripción fue evaluado a través de su IFM dentro de la 

región de linfocitos T CD8+ totales o específicos.  

Como era de esperar en los animales infectados con T. cruzi un incremento en 

la expresión de Tbet (denotado por el corrimiento de la curva hacia valores de 

intensidad de fluorescencia mayores) en los linfocitos T CD8+ totales y específicos fue 

observado en comparación con la expresión detectada en los linfocitos T CD8+ 

provenientes del animal no infectado (Figura 21A). Los linfocitos T CD8+ totales y 

específicos provenientes del animal inyectado con αCD20, presentaron un leve 

aumento de Tbet en comparación al grupo no infectado (Figura 21A), y una 

disminución significativa de la expresión de dicho factor de transcripción en 

comparación con su contraparte en el grupo control infectado (Figura 21A y B). Estos 

hallazgos son consistentes con los resultados observados en el ensayo de 

funcionalidad de la figura 19 y 20. Diferencias en la expresión de EOMES no fueron 

observadas en ninguna de las poblaciones evaluadas entre los grupos infectados 

(Figura 21A y B). 

Con el objetivo de evaluar la capacidad citotóxica de los linfocitos T CD8+  

realizamos un ensayo de citotoxicidad in vivo, donde células esplénicas totales 

cargadas en su CMH I con diferentes péptidos de T. cruzi, fueron transferidas a ambos 

grupos de animales infectados al día 20 pi. Los péptidos utilizados para cargar a las 

células esplénicas fueron el Tskb20 (inmunodominante), Tskb18 (péptido no 

inmunodominante) y Pa8 (péptido relacionado principalmente a otra cepa de T. cruzi). 

De esta manera, los linfocitos T CD8+ específicos para dichos péptidos deberían ser 

capaces de ejercer citotoxicidad sobre estas células “blanco”. Conjuntamente se 

transfirieron células sin cargar con ningún péptido, como control de células que no 

deberían sufrir citotoxicidad.  

Previo a la transferencia, las poblaciones de células cargadas y sin cargar, 

fueron marcadas con los colorantes fluorescentes CFSE (del inglés Carboxyfluorescein 

Succinimidyl Ester) y el eFluor670 con la finalidad de poder distinguirlas en el citómetro 

posteriormente. Así, las células cargadas con Tskb20 se marcaron con altos niveles de 

CFSE (CFSEhi del inglés high), la población cargada con Tskb18 se tiñó con eFluor670, 

las células cargadas con Pa8 se marcaron con bajos niveles de CFSE (CFSElo del inglés 

low) y las células sin cargar se tiñeron con CFSE e eFluor670 conjuntamente. Cabe 

destacar que las células esplénicas que fueron utilizadas para realizar la transferencia 

provenían de ratones de una cepa mutante que no presenta linfocitos B esplénicos. 

Esto es importante debido a que la transferencia de linfocitos B al grupo de animales 

inyectados con αCD20, podría provocar una depleción de los mismos, que resultaría en  
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Figura 21: Los linfocitos T CD8+ presentes en animales infectados carentes de linfocitos B presentaron 
una disminución en la expresión de Tbet. Las células de bazo de ratones inyectados con el anticuerpo 
control (Control) o con αCD20 fueron obtenidas al día 20 pi (n=6 por cada grupo). Paralelamente, 
muestras de bazos de animales sin infectar fueron procesados.  Las células fueron incubadas con el 
tetrámero y los Acm anti-CD8, anti-Tbet y anti-EOMES murinos marcados con diferentes fluorocromos y 
analizadas por citometría de flujo. Para realizar los análisis se seleccionó la región correspondiente a los 
linfocitos T CD8+ o CD8+Tskb20/Kb+. A) Histogramas representativos de la expresión de Tbet y EOMES 
en los linfocitos T CD8 totales y específicos. La línea negra continua corresponde a la expresión en el 
animal control y la línea negra discontinua corresponde a la expresión en el grupo inyectado con αCD20. 
El histograma gris relleno corresponde a la expresión en el grupo no infectado. B) Gráficos de la 
intensidad de fluorescencia media (IFM) de la expresión los marcadores medidos en A) en el grupo 
control infectado (barras blancas) y depletados infectados (barras negras). Los datos se muestran como 
el valor promedio ± DE. La significancia de las diferencias de cada población entre grupos fue estudiada 
realizando un análisis estadístico de test-T de dos colas. La signifiancia de las diferencias 
estadísticamente significativas se indican con * y ** (p≤0,05 y p≤0,01 respectivamente) (n.s.= no 
significativo).  

una sobreestimación de la citotoxicidad evaluada. Las células cargadas y teñidas 

fueron transferidas en igual proporción, y los bazos e hígados de los animales 

infectados fueron obtenidos a las 5 horas post transferencia para la evaluación del 

porcentaje remanente de cada una de las poblaciones descriptas, mediante su 

medición por citometría de flujo.  

Como era de esperar, el porcentaje de cada población recuperada en el animal 

no infectado, quien no debería tener ningún grado de citotoxicidad específica, se 

conservó casi intacto respecto a la proporción inicial inyectada (25% de cada una de las 

poblaciones) (Figura 22B). Contrariamente, al analizar las poblaciones recuperadas en 

los dos grupos de animales infectados, se puede observar que la población cargada con 

el péptido Tskb20 se encuentra significativamente disminuida (Figura 22B). Al 

individualizar el análisis sobre cada población de células cargadas, se observó en el 

bazo y en el hígado una disminución significativa en la frecuencia de células cargadas 

con Tskb20 o con Tskb18 en los animales control, respecto de los carentes de linfocitos 
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B, los cuales exhiben una mayor frecuencia de estas células (Figura 22B). Este dato 

indica que al haber mayor cantidad de células, el animal infectado tiene menor 

capacidad lítica sobre dicha población, reflejando una menor capacidad citotóxica por 

parte de los linfocitos T CD8+ en ausencia de linfocitos B. Es importante señalar que la 

mayor frecuencia de células cargadas con Tskb20 y Tskb18 detectadas en los animales 

inyectados con αCD20 puede deberse tanto a una disminución en la frecuencia de 

linfocitos T CD8+ específicos, como a la disfunción celular determinada previamente in 

vitro (Figura 19 y 20). Finalmente, la disminución de las células cargadas con el péptido 

Pa8 fue muy baja e indistinta entre los grupos de animales infectados (Figura 22C). 

En conjunto, los resultados obtenidos de ambos ensayos de funcionalidad 

confirman una defectuosa respuesta por parte de los linfocitos T CD8+. La disminución 

en la frecuencia, el número y la funcionalidad de los linfocitos T CD8 totales y 

específicos podrían explicar el mayor parasitismo tisular observado en los animales 

depletados de linfocitos B (Figura 6). 

 Los hallazgos descriptos en este capítulo sugieren que, en la infección 

experimental con T. cruzi, los linfocitos B poseen una función clave que afecta la 

respuesta de los linfocitos T CD8, ya que la depleción de estas células mediante la 

administración de αCD20, influye negativamente en la generación de una adecuada 

respuesta citotóxica.  
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Figura 22: Los animales infectados carentes de linfocitos B presentan una menor capacidad citotóxica 
por parte de los linfocitos T CD8+ esplénicos y hepáticos. Las células de bazo e hígado de ratones no 
infectados o de los grupos control y depletados de linfocitos B del día 20 pi (n=3 para no infectados y 5 
para infectados de cada grupo), fueron obtenidas a las 5 horas de haberles realizado la transferencia de 
una mezcla de células cargadas con antígenos parasitarios y teñidas. Las células obtenidas fueron 
analizadas por citometría de flujo. Para realizar los análisis se seleccionó la región de células que 
expresaban CFSE y/o eFluor670. A) Esquema representativo con la estrategia de las regiones 
examinadas B) Gráficos de dos parámetros mostrando el remanente de las cuatro poblaciones celulares 
en el bazo a las 5 horas de ser transferidas. A la derecha se muestran en histogramas las comparaciones 
realizadas para cada péptido en relación al medio. Los números de los gráficos corresponden a la 
frecuencia de células en cada región marcada. C) Porcentaje de lisis específica de cada población de 
células cargadas. En los gráficos de barras, las barras blancas  corresponden a los animales inyectados 
con el anticuerpo control y las barras negras  corresponden a los animales inyectados con αCD20. La 
significancia de las diferencias de cada población entre grupos fue estudiada realizando un análisis 
estadístico de test-T de dos colas. Las diferencias estadísticamente significativas entre los animales 
Control y αCD20 se indican con * y ** (p≤0,05 y p≤0,01 respectivamente). 
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Los animales inyectados con αCD20 no presentan diferencias en la parasitemia 

respecto a los controles, sin embargo presentan una mayor replicación parasitaria en 

el hígado, bazo y corazón.  

Mientras que los linfocitos T CD8+ totales y específicos esplénicos del grupo 

control muestran una curva de respuesta clásica, comprendiendo las fases de 

expansión y contracción, la frecuencia de estas poblaciones celulares no se sostiene en 

los animales desprovistos de linfocitos B. Consecuentemente, los animales carentes de 

linfocitos B presentan una disminución en la frecuencia y número de linfocitos T CD8+ 

totales y específicos en comparación al grupo control a los 20 dpi. 

La frecuencia de linfocitos T CD8+ específicos contra T. cruzi está 

significativamente disminuida en el hígado y la sangre de los animales infectados 

carentes de linfocitos B, al día 20 pi. 

En ausencia de linfocitos B hay una disminución en el porcentaje y número de 

la población de linfocitos T CD8+ efectores, y una disminución en el número de 

linfocitos T CD8+ de memoria.  

Los linfocitos T CD8+ provenientes de los animales carentes de linfocitos B 

presentan una menor proliferación celular y características compatibles con un mayor 

grado de apoptosis celular. 

Los linfocitos T CD8+ generados en ausencia de linfocitos B presentan una 

disminución del fenotipo de activación y un aumento de receptores inhibitorios. 

La función efectora de los linfocitos T CD8+, evaluada a través de la capacidad 

de producir citoquinas y degranular o de ejercier citotoxicidad de células blanco, se 

encuentra notablemente disminuida en los animales depletados de linfocitos B. 

Además, los linfocitos T CD8+ del grupo administrado con αCD20, presentan una 

marcada disminución en la expresión del factor de transcripción Tbet, clave para la 

funcionalidad de estas células.  

Por lo tanto, los resultados obtenidos en esta sección demuestran que la 

respuesta citotóxica está disminuida en los animales depletados de linfocitos B, 

comprometiendo el control de la infección. 



 



 

 

 

 

 

 

RESULTADOS III 
 

 

 

 

 

 

 





 

 

63 

RESULTADOS III 

Estudio del mecanismo involucrado en promoción de la respuesta de 

linfocitos T CD8+ por parte de los linfocitos B 

 

En función de los resultados que muestran una disminución en la magnitud de 

la respuesta de linfocitos T CD8+, así como una cambio en el fenotipo y una reducida 

funcionalidad en los animales carentes de linfocitos B, el siguiente y último objetivo 

abordado en esta tesis fue el de evaluar el mecanismo involucrado en esta regulación 

celular.  

 

La respuesta citotóxica se encuentra afectada en los animales depletados de 

linfocitos B al día 12 dpi  

 

Como se mencionó en la sección Introducción de este manuscrito, los linfocitos 

B poseen la capacidad de presentar antígenos favoreciendo la iniciación de la 

respuesta de los linfocitos T (revisado por [3]). Debido a que en el modelo 

experimental utilizado hasta este momento, el tratamiento con el anticuerpo αCD20 

condujo a una disminución significativa o ausencia de los linfocitos B desde el inicio de 

la infección (0 dpi), la presentación antigénica por parte de los linfocitos B no podía ser 

llevado a cabo. Por lo tanto, con el objetivo de evaluar si la falta de respuesta de los 

linfocitos T CD8+ se debe a falta de presentación antigénica o a una falla en sostener la 

sobrevida de estas células citotóxicas, en una primera etapa se planteó un nuevo 

esquema de depleción. En este caso  el anticuerpo monoclonal αCD20 fue inyectado 

una vez que la respuesta de linfocitos T CD8+ específica ya había sido inducida casi en 

su totalidad (12 dpi), como se mostró previamente (Figura 8). Por lo tanto, al haberse 

desarrollado la respuesta de linfocitos T CD8+ específica, la presentación antigénica 

por parte de los linfocitos B, si es que existió, ya no cumpliría un rol esencial y, por lo 

tanto, los efectos observados en este grupo de ratones serían independientes de este 

proceso. Inicialmente, se realizó el estudio del porcentaje de linfocitos B presentes a 

los 20 dpi. Para ello, células de bazo de ratones inyectados con anticuerpo control, con 

αCD20 al día -8 pi (esquema de la Figura 2) o al día 12 pi (esquema de la Figura 23A), 

fueron obtenidas a los 20 dpi. Posteriormente, para controlar la frecuencia de 

linfocitos B la cual refleja la eficiencia del tratamiento, las células fueron incubadas con 

los Acm anti-B220 y anti-CD19 marcados con diferentes fluorocromos y analizados por 

citometría de flujo. 

El análisis mostró una disminución significativa en el porcentaje de células 

B220+CD19+ en ambos grupos de ratones tratados con αCD20, independientemente 

del momento de la inyección. Los resultados se compararon con los datos obtenidos 
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en el grupo de animales administrados con el anticuerpo control, al día 20 pi (Figura 23 

B y C).  

 

 

Figura 23: La administración de αCD20 al día 12pi condujo a una depleción de los linfocitos 
B220+CD19+. Las células de bazo de ratones inyectados con un anticuerpo control o con αCD20 al día -8 
(grupo “αCD20”) y 12 pi (grupo “αCD20 (12 dpi)”) e infectados, fueron obtenidas a los 20 dpi (n=5 para 
cada grupo). Posteriormente las células fueron incubadas con Acm anti-CD19 y anti-B220 marcado con 
diferentes fluorocromos y analizadas por citometría de flujo. A) Representación esquemática del modelo 
de depleción, en el cual los ratones son inyectados con αCD20 a los 12 dpi. B) Gráficos de dos 
parámetros representativos de la frecuencia de linfocitos B220+CD19+ al día 20 pi. C) Análisis estadístico 
del porcentaje de linfocitos B220+CD19+ en bazo de los ratones control (barra blanca), depletados al día 
-8 pi (barra negra) o al día 12 pi (barra gris). La significancia de las diferencias entre grupos fue estudiada 
realizando un análisis estadístico de Anova de una vía seguido por el post-test de comparaciones 
múltiples de Bonferroni. Las diferencias significativas se indican con **** (p≤0,0001) (n.s.= no 
significativo). 

Seguidamente, decidimos evaluar las características de la respuesta de 

linfocitos T CD8+ específicos con el nuevo esquema de depleción de los linfocitos B a 

los 12 dpi. Para ello, muestras de bazo de los tres grupos analizados en la Figura 23, 

fueron obtenidos al día 20 pi. Seguidamente, las células fueron incubadas con los Acm 

anti-CD8 y el tetrámero específico para Tskb20 marcados con diferentes fluorocromos 

y analizados mediante citometría de flujo.  

 Los resultados obtenidos mostraron una disminución significativa en el 

porcentaje y número de la población de linfocitos T CD8+ específicos en los animales 

depletados al día 12 pi, en comparación al grupo control (Figura 24A y B). Comparando 

estos datos con los obtenidos con animales que fueron infectados cuando no tenían 

linfocitos B, no observamos diferencias en cuanto a la frecuencia de linfocitos T CD8+ 

específicos para Tskb20 (Figura 24A y B). Estos resultados muestran que la disminución 

en la respuesta de linfocitos T CD8+ específicos en los animales depletados, es 

independiente de la capacidad que poseen los linfocitos B de presentar antígenos, ya 
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que ocurre una vez que la presentación fue realizada y la respuesta citotóxica 

establecida.  

 

Figura 24: Los ratones depletados de linfocitos B a los 12dpi exhibieron una respuesta reducida de 
linfocitos T CD8+ específicos contra T. cruzi. Las células de bazo de ratones administrados con el 
anticuerpo control (Control) o con αCD20 al día -8 y 12 pi e infectados, fueron obtenidas a los 20 dpi 
(n=5 por cada grupo). Posteriormente, las células fueron incubadas con el Acm anti-CD8 y el tetrámero, 
marcado con diferentes fluorocromos y analizadas por citometría de flujo. A) Gráficos de dos 
parámetros representativos de la frecuencia de linfocitos Tskb20/Kb+CD8+. B) Porcentaje y número de 
la población marcada en A), en los animales control (barras blancas) y depletados al día -8 pi (barras 
negras) o 12 pi (barras grises). La significancia de las diferencias entre grupos fue estudiada realizando 
un análisis estadístico de Anova de dos vías seguido por el post-test de comparaciones múltiples de 
Bonferroni. Las diferencias significativas se indican con * y ** (p≤0,05 y p≤0,01 respectivamente) (n.s.= 
no significativo).  

 Posteriormente al estudio de la frecuencia de linfocitos T CD8+ específicos, 

evaluamos  las características fenotípicas de estas células en los animales depletados 

en el día 12 pi. Para ello, en los grupos de animales control y depletados anterior y 

posteriormente a la infección, se realizó la medición de las poblaciones celulares 

esplénicas con fenotipo efector, utilizando los marcadores previamente mencionados 

en las Figuras 11, 12, 13 y 14. 

 Como se puede observar en la figura 25A, los linfocitos T CD8+ totales 

provenientes de los animales depletados al día 12 pi, presentaron un porcentaje y 

número de células con fenotipo Eff/Em (CD62L-CD44+) disminuido en comparación 

con el grupo de animales sin depletar. No observamos diferencias en la población de 

linfocitos T CD8+ totales con el fenotipo Eff/Em (CD62L-CD44+) entre los dos grupos de 

animales depletados (Figura 25A). En el análisis de la población de linfocitos T CD8+ de 

memoria (CD62L+CD44+) no se observaron diferencias en el porcentaje, aunque si una 

disminución significativa del número, de células con este fenotipo en los animales 

depletados a los 12 dpi en comparación con el grupo control (Figura 25A). Por otro 

lado, cuando se evaluó la población de linfocitos T CD8+ específicos con fenotipo 

efector (CD62L-CD44+), se observó una disminución pequeña aunque no significativa 

en el porcentaje en los animales depletados al día 12 pi, en comparación con el grupo 

control (Figura 25B). Contrariamente, el número de linfocitos T CD8+ específicos  con 

fenotipo Eff/Em se encontró marcadamente disminuido en los ratones depletados al 

día 12pi, en comparación con el grupo control (Figura 25B).  

 En correlación con los resultados mencionados, la frecuencia y número de 
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Figura 25: La disminución de la respuesta de linfocitos T CD8+ Eff/Em y de Cm ocurre 
independientemente del momento de la depleción de los linfocitos B. Las células de bazo de ratones 
administrados con el anticuerpo control (Control) (barras blancas) o con αCD20 al día -8 (barras negras) 
o al día 12 pi (barras grises) e infectados, fueron obtenidas a los 20 dpi (n=4-5 por cada grupo). 
Posteriormente, las células fueron incubadas con el tetrámero y los Acm anti-CD8, anti-CD62-L y anti-
CD44 murinos, marcados con diferentes fluorocromos y analizadas por citometría de flujo. A,B) 
Porcentaje y número de las diferentes poblaciones efectoras y de memoria en los linfocitos T CD8+ 
totales (A) y específicos (B). La significancia de las diferencias entre grupos fue estudiada realizando un 
análisis estadístico de Anova de dos vías seguido por el post-test de comparaciones múltiples de 
Bonferroni. Las diferencias significativas se indican con * y ** (p≤0,05 y p≤0,01 respectivamente) (n.s.= 
no significativo). 

linfocitos T CD8+ totales y específicos con fenotipo efector de corta vida (CD44+, KLRG- 

1+, IL-7Rα-) se encontraron significativamente disminuidos en el grupo de animales 

depletados al día 12pi, en comparación con el grupo control (Figura 26A y B). Cabe 

señalar que no se evidenciaron diferencias en cuanto al fenotipo de la respuesta de los 

linfocitos T CD8+ entre los dos grupos de animales depletados de linfocitos B (Figura 25 

y 26). Además, el porcentaje de linfocitos T CD8+ totales y específicos con fenotipo de 

células precursoras de memoria no presentó diferencias, aunque una disminución 

significativa en el número de estas células fue observada en el grupo de animales 

depletados al día 12 pi en comparación con el grupo control (Figura 26A y B).     

Seguidamente, la expresión de los receptores inhibitorios LAG-3 y TIGIT fue 

evaluada en los linfocitos T CD8+ totales y específicos al día 20 pi. Para ello, células 

esplénicas de los ratones control y de ambos grupos carentes de linfocitos B fueron 

obtenidas al día 20 pi e incubadas con los Acm anti-CD8, anti-LAG-3, anti-TIGIT y el 

tetrámero específico. Posteriormente las células marcadas fueron analizadas por 

citometría de flujo.  
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Figura 26: La disminución de la respuesta de linfocitos T CD8+ efectores y de memoria ocurre 
independientemente del momento de la depleción de los linfocitos B. Las células de bazo de ratones 
administrados con el anticuerpo control (Control) (barras blancas) o con αCD20 al día -8 (barras negras) 
o al día 12 pi (barras grises) e infectados, fueron obtenidas a los 20 dpi (n=4-5 por cada grupo). 
Posteriormente, las células fueron incubadas con el tetrámero y los Acm anti-CD8, anti-CD44, anti-KLRG-
1 y anti-IL-7Rα murinos, marcados con diferentes fluorocromos y analizadas por citometría de flujo. A,B) 
Porcentaje y número de las diferentes poblaciones efectoras y de memoria en los linfocitos T CD8+ 
totales (A) y específicos (B). La significancia de las diferencias entre grupos fue estudiada realizando un 
análisis estadístico de Anova de dos vías seguido por el post-test de comparaciones múltiples de 
Bonferroni. Las diferencias significativas se indican con *, ** y *** (p≤0,05; p≤0,01 y p≤0,001 
respectivamente) (n.s.= no significativo). 

En la Figura 27A y B se puede observar que la expresión de los receptores 

inhibitorios LAG-3 y TIGIT en los linfocitos T CD8+ totales y específicos se encontraban 

aumentados en los ratones depletados a los 12 dpi, en comparación al grupo control. 

Los niveles de estos receptores inhibitorios fueron significativamente mayores en los 

linfocitos T CD8+ específicos de los animales depletados al día 12 pi en comparación 

con aquellos en los que la depleción había sido realizada previa a la infección (Figura 

27A y B).  

Para completar la caracterización de la respuesta citotóxica en los animales en 

los que la depleción de linfocitos B había sido llevado a cabo al día 12 pi, se realizó el 

ensayo de funcionalidad in vitro descripto en la Figura 19. Para ello, las células 

esplénicas de los tres grupos experimentales fueron obtenidas al día 20 pi para ser 

cultivadas durante 5 horas en medio, con el estímulo policlonal o con el péptido 

específico. Adicionalmente, el Acm anti-CD107a y la monensina fueron agregados a las 

diferentes condiciones de cultivo. Transcurrido el cultivo, las células fueron marcadas 

con el Acm anti-CD8 y fijadas para la marcación con los Acm anti-IFNγ y anti-TNF. Las 

células teñidas fueron analizadas por citometría de flujo.  

En la evaluación de la funcionalidad bajo el estímulo policlonal, se pudo 

observar que los linfocitos T CD8+ de los animales depletados a los 12 dpi presentaban  
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Figura 27: La depleción de linfocitos B realizada al día 12 pi induce un aumento en la expresión de los 
receptores inhibitorios en los linfocitos T CD8+. Las células de bazo de ratones administrados con el 
anticuerpo control (Control) (barras blancas) o con αCD20 al día -8 (barras negras) o al día 12 pi (barras 
grises) e infectados, fueron obtenidas a los 20 dpi (n=4-5 por cada grupo). Posteriormente, las células 
fueron incubadas con el tetrámero y los Acm anti-CD8, anti-LAG-3 y anti-TIGIT marcados con diferentes 
fluorocromos y analizadas por citometría de flujo. A,B) Intensidad de fluorescencia media de los 
receptores medidos en los linfocitos T CD8+ totales (A) y específicos para Tskb20 (B). La significancia de 
las diferencias entre grupos fue estudiada realizando un análisis estadístico de Anova de dos vías 
seguido por el post-test de comparaciones múltiples de Bonferroni. Las diferencias significativas se 
indican con *, ** y *** (p≤0,05; p≤0,01 y p≤0,001 respectivamente) (n.s.= no significativo). 

una reducción en el porcentaje de células totales productoras de IFNγ, en comparación 

con el grupo control (Figura 28A). De manera interesante, el porcentaje de linfocitos T 

CD8+ productores de esta citoquina fue mayor en el grupo de animales depletados de 

linfocitos B al día 12 pi, en comparación con aquellos depletados 8 días previos a la 

infección (Figura 28A). A diferencia de lo descripto para el IFNγ, los linfocitos T CD8+ 

productores de TNF no se encontraron disminuidos en los animales depletados de 

linfocitos B al día 12 pi en comparación con el grupo control (Figura 28A). 

Adicionalmente, se observó una disminución en el porcentaje de linfocitos T CD8+ 

capaces de degranular (CD107a+) en el grupo de animales depletados al día 12 pi, en 

comparación con el grupo control (Figura 28A). Por otra parte, los resultados 

obtenidos bajo el estímulo específico mostraron una disminución en el porcentaje de 

linfocitos T CD8+ productores de ambas citoquinas o capaces de degranular en el 

grupo de animales depletados a los 12dpi en comparación a los animales control 

(Figura 28B).  

Dado que la presencia del factor de transcripción Tbet se relaciona con la 

capacidad de secreción de IFNγ y por ende de la capacidad funcional de los linfocitos T 

CD8+, seguidamente, la expresión de Tbet fue evaluada en los linfocitos T CD8+ de 

todos los grupos experimentales. Para ello, esplenocitos de los tres grupos evaluados 

fueron obtenidos a los 20 dpi, incubados con el tetrámero y los Acm anti-CD8 y anti-

Tbet marcados con diferentes fluorocromos para su posterior análisis por citometría 

de flujo. 

Los resultados obtenidos mostraron que  los linfocitos T CD8+ totales y 

específicos para antígenos de T. cruzi de los animales depletados de linfocitos B 

(independientemente del momento de la depleción), presentaron una disminución 

significativa en la IFM de Tbet en comparación con las mismas células presentes en el 

grupo control (Figura 29).  
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Figura 28: Los linfocitos T CD8+ totales presentaron una disminución en la frecuencia de células 
secretantes de IFNγ en los animales inyectados con αCD20 a los 12dpi. Las células de bazo de ratones 
administrados con el anticuerpo control (Control, barras blancas) o con αCD20 al día -8 (barras negras) o 
al día 12 pi (barras grises) e infectados, fueron obtenidas a los 20 dpi (n=5 por cada grupo). 
Posteriormente, fueron incubadas por 5 horas en presencia de monensina y el Acm anti-CD107a bajo las 
condiciones de medio (no estimuladas), o con el estímulo (A) policlonal o (B) específico de T. cruzi.  
Posteriormente, las células fueron incubadas con los Acm anti-CD8, anti-IFNγ y anti-TNF murinos 
marcados con diferentes fluorocromos. Las células marcadas fueron analizadas por citometría de flujo. 
Para realizar los análisis se seleccionó la región correspondiente a los linfocitos T CD8+. A los valores 
obtenidos para ambos estímulos, se les descontó el valor correspondiente al cultivo sin estímulo. A,B) 
Gráficos de la frecuencia de células totales productoras de IFNγ, TNF o que degranulan (CD107a+). La 
significancia de las diferencias entre grupos fue estudiada realizando un análisis estadístico de Anova de 
dos vías seguido por el post-test de comparaciones múltiples de Bonferroni. Las diferencias significativas 
se indican con *, **, *** y **** (p≤0,05, p≤0,01, p≤0,001 y p≤0,0001 respectivamente) (n.s.= no 
significativo). 

 

 

Figura 29: La administración de αCD20 a los 12 dpi conduce a una disminución en la  expresión de Tbet 
en los linfocitos T CD8+ totales y específicos. Las células de bazo de ratones administrados con el 
anticuerpo control (Control) (barras blancas) o con αCD20 al día -8 (barras negras) o al día 12 pi (barras 
grises) e infectados, fueron obtenidas a los 20 dpi (n=5 por cada grupo). Posteriormente, las células 
fueron incubadas con el tetrámero y los Acm anti-CD8 y anti-Tbet murinos marcados con diferentes 
fluorocromos. Las células marcadas fueron analizadas por citometría de flujo. Para realizar los análisis se 
seleccionó la región correspondiente a los linfocitos T CD8+ o CD8+Tskb20/Kb+ según cada caso y se 
analizó la intensidad de fluorescencia media (IFM) de Tbet. La significancia de las diferencias entre 
grupos fue estudiada realizando un análisis estadístico de Anova de dos vías seguido por el post-test de 
comparaciones múltiples de Bonferroni. Las diferencias significativas se indican con *, **, *** y **** 
(p≤0,05; p≤0,01; p≤0,001 y p≤0,0001 respectivamente) (n.s.= no significativo). 

En resumen, debido a los hallazgos similares observados en cuanto a la 

magnitud, fenotipo y funcionalidad de la respuesta de linfocitos T CD8+, observada 

entre los grupos de animales depletados desde el inicio o al día 12 pi, podemos 

concluir que la presentación antigénica por parte de los linfocitos B no cumpliría una 
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función relevante en el desarrollo de la respuesta citotóxica antiparasitaria. Por lo 

tanto el siguiente paso realizado fue evaluar la participación de algún factor soluble 

secretado por los linfocitos B como el mecanismo responsable de la interacción entre 

estas células y los linfocitos T CD8+.   

En los ratones inyectados con αCD20 se observa una marcada disminución de células 

productoras de IL-6 e IL-17A   

 

Debido a los numerosos reportes que evidencian la capacidad que poseen los 

linfocitos B de producir diferentes citoquinas, dependiendo del contexto en el que se 

encuentran, y que éstas pueden modular la respuesta inmune de otras poblaciones 

celulares, nos enfocamos en evaluar las citoquinas que producían los linfocitos B en el 

contexto de la infección con T. cruzi. Para ello, células de bazo fueron obtenidas a lo 

largo de la infección (0, 7, 15, 20, 30 y 40 días pi). Posteriormente, las células fueron 

cultivadas in vitro con el estímulo policlonal (PMA/Ionomicina), en presencia de 

brefeldina y monensina para frenar la liberación de las citoquinas durante 5 horas. 

Luego del cultivo, las células fueron marcadas con el Acm anti-CD19. Posteriormente a 

la fijación y permeabilización, las células fueron teñidas con los Acm anti-IL-6, anti-IL-

17A, anti-IL10, anti-IFNγ y anti-TNF. En el análisis realizado, la población de células que 

expresaba CD19 con diferente intensidad (CD19+) se definió como progenie de 

“linfocitos B” y la que no lo hacía (CD19-) como “células no B” (dentro de la cual se 

encontrarían otras poblaciones como los linfocitos T, células NK, NKT, células 

dendríticas, macrófagos, etc.).   

En la Figura 30 se muestra un dot plot representativo en donde se observa que 

linfocitos B con baja expresión de la molécula CD19 (CD19low, del inglés low), obtenidos 

en el día 15 pi, son capaces de producir las citoquinas IL-6 e IL-17A. Por otra parte, 

pudimos evidenciar una pequeña población de linfocitos B productores de IL-10, IFNγ y 

TNF, la cual parece ser despreciable con respecto a las células no B productoras de 

dichas citoquinas (Figura 30). 

 

Figura 30: Los linfocitos B son capaces de secretar IL-6 e IL-17A a los 15dpi. Células esplénicas de 
ratones C57BL/6 infectados fueron obtenidas a los 15 dpi. Posteriormente las células fueron incubadas 
con un estímulo policlonal de linfocitos (PMA/Ionomicina) en presencia de brefeldina y monensina 
durante 5 horas. Luego, las células fueron marcadas con los Acm anti-CD19, anti-IL-6, anti-IL-17A, anti-
IL10, anti-IFNγ y anti-TNF para ser evaluadas por citometría de flujo. Gráficos de dos parámetros 
representativos del porcentaje de linfocitos B (región CD19+ derecha) y “células no B” (región CD19- 
izquierda) capaces de producir las diferentes citoquinas a los 15 dpi.  
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En la Figura 31 se observa que la frecuencia de linfocitos B secretantes de IL-6 e 

IL-17A es significativamente mayor al día 15 pi y que se mantiene elevada, en 

comparación con la frecuencia de las células no B productoras de IL-6 e IL-17A, hasta 

los días 20 y 30 pi. Pudimos evidenciar que la pequeña población de linfocitos B 

productores de IL-10 fue significativamente menor a la fracción de células no B 

productoras de dicha citoquina, entre el día 15 y 20pi (Figura 31). A pesar de que se 

había observado una pequeña población de células CD19+ capaces de producir IFNγ y 

TNF a lo largo de toda la infección, ésta fue despreciable en comparación con el resto 

de las células esplénicas no B capaces de producir las mismas (Figura 31).      

 

  
Figura 31: La frecuencia de linfocitos B capaces de producir IL-6 e IL-17A fue mayor que el resto de las 
poblaciones esplénicas no-B capaces de producir dichas citoquinas. Células esplénicas de ratones 
C57BL/6 infectados fueron obtenidas a los 0, 7, 15, 20, 30 y 40 dpi. Posteriormente las células fueron 
incubadas con un estímulo policlonal de linfocitos (PMA/Ionomicina) en presencia de brefeldina y 
monensina durante 5 horas. Luego, las células fueron marcadas con los Acm anti-CD19, anti-IL-6, anti-IL-
17A, anti-IL10, anti-IFNγ y anti-TNF para ser evaluadas por citometría de flujo. Porcentaje de linfocitos B 
(líneas negras continuas) y de células no B (líneas negras discontinuas) productores de las diferentes 
citoquinas a diferentes días pi. La significancia de las diferencias entre las poblaciones celulares fue 
estudiada realizando un análisis estadístico de Anova de dos vías seguido por el post-test de 
comparaciones múltiples de Bonferroni. Las diferencias significativas se indican con *, **, *** y **** 
(p≤0,05; p≤0,01; p≤0,001 y p≤0,0001 respectivamente). 

Con el objetivo de confirmar el origen celular de la fuente de IL-6 e IL-17A, las 

células productoras de ambas citoquinas fueron evaluadas en los animales depletados 

de linfocitos B. Para ello, células esplénicas de animales inyectados con el anticuerpo 

control o con αCD20, previo a la infección, fueron obtenidas al día 15pi. 

Posteriormente las células fueron cultivadas y procesadas al igual que en la Figura 30. 

Como era de esperar, en los animales depletados de linfocitos B se observó una 

ausencia de células CD19 capaces de producir ambas citoquinas (Figura 32). Cabe 



                             

 

72 

RESULTADOS III 

añadir que al evaluar las poblaciones productoras de IL-17A en los animales 

depletados, la población de células no B productoras de esta citoquina también se vio 

reducida (Figura 32, paneles de la derecha).   

 

 

Figura 32: En ausencia de linfocitos B, la población de células productoras de IL-6 e IL-17A se vio 
marcadamente disminuida. Células esplénicas de ratones inyectados con el anticuerpo control o con 
αCD20 e infectados fueron obtenidas a los 15 dpi. Posteriormente las células fueron incubadas con un 
estímulo policlonal de linfocitos (PMA/Ionomicina) en presencia de brefeldina y monensina durante 5 
horas. Luego, las células fueron marcadas con los Acm anti-CD19, anti-IL-6 y anti-IL-17A para ser 
evaluadas por citometría de flujo. Gráficos de dos parámetros representativos del porcentaje de 
linfocitos B (región CD19+ derecha) y “células no B” (región CD19- izquierda) capaces de producir las 
diferentes citoquinas a los 15 dpi.  

  Posteriormente, nos propusimos evaluar la concentración de IL-6 e IL-17A 

circulante en la sangre de los animales control y depletados. Para ello obtuvimos 

muestras de sangre anticoagulada de ambos grupos experimentales a los 15 y 20 dpi. 

Posterior a la separación del plasma, se realizó un ensayo de ELISA para medir la 

concentración de IL-6 e IL-17A. 

 Sorprendentemente, a pesar de que la población de células esplénicas 

productoras de IL-6 se encontraba disminuida en ausencia de linfocitos B (Figura 32), 

no se observaron diferencias significativas en la concentración de IL-6 sérica entre los 

grupos experimentales a los dos dpi estudiados (Figura 33). Incluso, se puede observar 

al día 20 pi, una tendencia a una concentración mayor de IL-6 sérica en los animales 

depletados (Figura 33). Por otra parte, la medición de IL-17A sérica no arrojó valores 

detectables en plasma con la técnica utilizada en ambos grupos experimentales.   

 

Figura 33: La depleción de linfocitos B no produce 
cambios en la concentración de IL-6 sérica. La sangre de 
ratones control (barras blancas) y depletados (barras 
negras) fue obtenida al día 15 y 20 pi (n=4 para cada 
grupo y dpi). Posteriormente se realizó la medición de IL-
6 por ELISA en suero. Para evaluar la significancia de las 
diferencias se realizó un test T de student entre grupos a 
cada dpi. n.s.= no significativo. 
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Como describimos anteriormente, los linfocitos B productores de IL-17A 

poseen fenotipo de plasmoblastos [85]. Por lo tanto, con el objetivo de evidenciar si 

estas células se ubicaban espacialmente cerca de los linfocitos T dentro del bazo, se 

realizaron cortes histológicos del este órgano en los animales tratados con el 

anticuerpo control al día 0 y 15 pi. Posteriormente los mismos fueron incubados con 

los Acm anti-B220, anti-CD3 y anti-CD138 y posteriormente fueron visualizados en el 

microscopio de fluorescencia. 

Como se puede observar en los dos paneles superiores de la Figura 34, el grupo 

control no infectado presenta las características de distribución celular 

correspondientes al estado normal del bazo. Por una parte, se encuentran los folículos 

de linfocitos B (rojo), y en la vecindad de estas regiones se distribuyen los linfocitos T 

(verde). Como era de esperar, la aparición de plasmoblastos (células CD138+, azul) es 

casi despreciable ya que se trata de un ratón no infectado. Ademas, cuando evaluamos 

las inmunofluorescencias de los ratones infectados con T. cruzi pudimos observar la 

presencia de los folículos de linfocitos B y la zona de linfocitos T (Figura 34, paneles 

centrales). De manera interesante, pudimos observar la presencia de una población de 

células CD138+ formando focos celulares extrafoliculares, lo cual coincide con los 

resultados previos de inmunohistoquímica publicados por nuestro grupo de trabajo 

[93]. Cabe destacar que estos plasmoblastos casi no expresan la molécula B220 (rojo), 

lo que se condice con los resultados de las Figuras 30 y 32 donde observamos que los 

linfocitos B productores de IL-17A tienen una baja expresión de los marcadores 

poblacionales como CD19, siendo esta una característica clásica de los plasmoblastos o 

células plasmáticas. Debido a que estos plasmoblastos secretan IL-17A, la ubicación 

anatómica de los mismos resulta fundamental para establecer qué células serían 

susceptibles a recibir las señales de esta citoquina. En relación a esto, pudimos 

observar a mayor aumento que los focos de plasmoblastos presentes en los ratones 

infectados se encontraron circundados e incluso infiltrados por  linfocitos T (Figura 34, 

panel inferior, 40x). Este resultado refuerza la idea de que la IL-17A, y otros factores 

solubles, liberados por los plasmoblastos podrían afectar a la población de linfocitos T 

CD8+ durante el desarrollo de la respuesta antiparasitaria.     

 

El tratamiento con IL-17A, pero no con IL-6, restaura la respuesta de los linfocitos T 

CD8+ en los animales depletados de linfocitos B 

 

En base a los resultados que mostraban la disminución de las poblaciones 

esplénicas productoras de IL-6 e IL-17A en los animales carentes de linfocitos B (Figura 

32) decidimos evaluar el impacto que podrían tener dichas citoquinas durante la 

generación de la respuesta de linfocitos T CD8+. En relación a esto, es necesario 
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Figura 34: Los plasmoblastos generados durante la infección con T. cruzi se distribuyen en la zona de 
los linfocitos T. Imágenes representativas de cortes de bazo de ratones inyectados con anticuerpo 
control, no infectados (n=2) e infectados (15 dpi, n=3) que fueron incubados con los Acm anti-B220 
marcado con ficoeritrina (PE del inglés Phycoeritrin, rojo), anti-CD3 marcado con isotiocianato de 
fluoresceína (FITC del inglés Fluorescein Isothiocyanate, verde) y anti-CD138 marcado con aloficocianina 
(APC del inglés Allophycocyanin, azul) y analizados en un microscopio de fluorescencia. 
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destacar los reportes que indican que la IL-6 puede afectar directa e indirectamente a 

la respuesta de los linfocitos T CD8+ (revisado en [125]), y los resultados de tesis de 

doctorado de la Dra. Tosello Boari que demuestran como la ausencia del receptor A de 

la IL-17 (IL-17RA) afecta la respuesta citotóxica en la infección experimental con T. 

cruzi [157]. Por lo anteriormente dicho, decidimos tratar con citoquinas recombinantes 

al grupo de animales carentes de linfocitos B. Para ello, dosis sostenidas de IL-6 e IL-

17A recombinantes fueron inyectadas según el esquema planteado en la Figura 35. Se 

eligió comenzar el tratamiento desde el día 12 pi, ya que este es el momento cuando 

se puede visualizar una frecuencia de linfocitos B productores de las citoquinas 

mencionadas (Figura 31). Seguidamente, los efectos que generaba el tratamiento con 

ambas citoquinas recombinantes sobre la respuesta inmune de los linfocitos T CD8+ 

fueron evaluados. 

 

 

 
Figura 35: Esquema del tratamiento con IL-6 o IL-17A recombinantes de animales depletados de 
linfocitos B. Los animales que habían sido inyectados con αCD20 fueron infectados con T. cruzi y 
tratados a los 12, 14, 16 y 18 dpi con el vehículo (PBS), o con las citoquinas recombinantes IL-6 e IL-17A 
murinas mediante inyecciones intraperitoneales. Las determinaciones para evaluar la respuesta de los 
linfocitos T CD8+  fueron realizadas a los 20 dpi. 

 

En primer lugar, evaluamos la magnitud de la respuesta de linfocitos T CD8+ 

totales y específicos para T. cruzi. Para ello las células de bazo de animales inyectados 

con el anticuerpo control (Control), con αCD20  y aquellos administrados con αCD20 y 

tratados con rIL-6 (αCD20 + rIL-6) fueron obtenidas a los 20 dpi. Posteriormente, las 

células fueron incubadas con los Acm anti-CD8 y el tetrámero específico contra T. cruzi, 

marcados con diferentes fluorocromos y analizados por citometría de flujo.  

Los ratones depletados y tratados con rIL-6 presentaron un porcentaje y 

número reducido de linfocitos T CD8+ totales y específicos en comparación con el 

grupo control infectado (Figura 36A y B). Por otra parte, no se encontraron diferencias 

entre los animales depletados tratados con rIL-6 o con PBS (Figura 36A y B). 

Adicionalmente, evaluamos el fenotipo efector de los linfocitos T CD8+ 

esplénicos en los animales carentes de linfocitos B tratados con rIL-6 mediante el 

 



                             

 

76 

RESULTADOS III 

  

Figura 36: Los ratones depletados de linfocitos B tratados con rIL-6 exhibieron una respuesta reducida 
de linfocitos T CD8+ totales y específicos contra T. cruzi. Las células de bazo de ratones administrados 
con el anticuerpo control (Control) o con αCD20 tratados con PBS o con rIL-6, fueron obtenidas a los 20 
dpi (n=5 por cada grupo). Posteriormente, las células fueron incubadas con el Acm anti-CD8 y el 
tetrámero, marcado con diferentes fluorocromos y analizadas por citometría de flujo. A,B) Porcentaje y 
número de los linfocitos T CD8+ totales (A) y específicos (B), en los animales control (barras blancas) y 
depletados (barras negras) o depletados tratados con rIL-6 (barras grises). La significancia de las 
diferencias entre grupos fue estudiada realizando un análisis estadístico de Anova de dos vías seguido 
por el post-test de comparaciones múltiples de Bonferroni. Las diferencias significativas se indican con * 
y ** (p≤0,05 y p≤0,01 respectivamente) (n.s.= no significativo). 

análisis por citometría de flujo de las moléculas CD44, KLRG-1 e IL-7R, utilizadas para 

diferenciar las diferentes poblaciones celulares descriptas en la Figura 13.  

 En la Figura 37 se puede observar que los linfocitos T CD8+ totales y específicos 

con características de SLEC generados en los animales depletados tratados con rIL-6 se 

encuentran significativamente disminuídos en comparación al grupo control (p<0,001 y 

p<0,01 respectivamente). Además, no se observaron diferencias en las poblaciones de 

linfocitos T CD8+ totales y específicos con fenotipo de SLEC entre los grupos 

depletados de linfocitos B, independientemente de si eran o no tratados con la rIL-6 

(Figura 37). 

 

 

 

Figura 37: Los animales depletados tratados con rIL-6 presentan una reducción en el porcentaje de 
linfocitos T CD8+ con fenotipo de células efectoras. Las células de bazo de ratones administrados con el 
anticuerpo control (Control) o con αCD20 tratados con PBS o con rIL-6, fueron obtenidas a los 20 dpi 
(n=5 por cada grupo). Posteriormente, las células fueron incubadas con el tetrámero y los Acm anti-CD8, 
anti-CD44, anti-KLRG-1 y anti-IL-7Rα murinos, marcados con diferentes fluorocromos y analizadas por 
citometría de flujo. Porcentaje de las diferentes poblaciones efectoras en los linfocitos T CD8+ totales y 
específicos. La significancia de las diferencias entre grupos fue estudiada realizando un análisis 
estadístico de Anova de dos vías seguido por el post-test de comparaciones múltiples de Bonferroni. Las 
diferencias significativas se indican con *, ** y *** (p≤0,05; p≤0,01 y p≤0,001 respectivamente) (n.s.= no 
significativo). 

 



 

 

77 

RESULTADOS III 

Seguidamente, la funcionalidad de los linfocitos T CD8+ de los animales 

depletados tratados con rIL-6 fue evaluada mediante el estudio de las células capaces 

de producir IFNγ. Para ello, células esplénicas fueron obtenidas de los ratones tratados 

con el anticuerpo control o con aquellos tratados con αCD20 administrados con PBS o 

rIL-6, al día 20 pi. Posteriormente las células fueron estimuladas de manera policlonal 

para el posterior análisis por citometría de flujo mediante la incubación con los Acm 

anti-CD8 y anti-IFNγ. 

 Se pudo observar que los linfocitos T CD8+ generados en ausencia de linfocitos 

B producen menores cantidades de IFNγ independientemete de haber sido tratados 

con dosis sostenidas de rIL-6 en comparación con su contraparte en el grupo control 

(Figura 38). 

  

 

 

Figura 38: Los linfocitos T CD8+ presentaron una disminución en la producción de IFNγ en los animales 
inyectados con αCD20 tratados con rIL-6. Las células de bazo de ratones inyectados con el anticuerpo 
control o con αCD20 tratados con PBS o con rIL-6 fueron obtenidas al día 20 pi (n=5-6 por cada grupo). 
Dichas células fueron incubadas por 5 horas en presencia de monensina con PMA + Ionomicina. 
Posteriormente, las células fueron incubadas con los Acm anti-CD8 y anti-IFNγ marcados con diferentes 
fluorocromos y analizadas por citometría de flujo. Para realizar los análisis se seleccionó la región 
correspondiente a los linfocitos T CD8+. La significancia de las diferencias entre grupos fue estudiada 
realizando un análisis estadístico de Anova de dos vías seguido por el post-test de comparaciones 
múltiples de Bonferroni. Las diferencias significativas se indican con *** p≤0,001) (n.s.= no significativo). 

Seguidamente, la población de linfocitos T CD8+ fue estudiada en el bazo de los 

animales depletados de linfocitos B e inyectados con PBS o con rIL-17A en 

comparación al grupo control (ratones infectados sin depleción de linfocitos B ni 

inyecciones de PBS o citoquinas). Para ello las células de bazo de animales inyectados 

con el anticuerpo control (Control), con αCD20  y aquellos administrados con αCD20 y 

tratados con rIL-17A (αCD20 + rIL-17A) fueron obtenidas a los 20 dpi. Posteriormente, 

las células fueron incubadas con los Acm anti-CD8 y el tetrámero específico contra T. 

cruzi, marcados con diferentes fluorocromos y analizados por citometría de flujo.  

En la Figura 39A y B se puede observar que no existen diferencias significativas 

en el porcentaje de linfocitos T CD8+ totales entre los grupos depletados inyectados 

con PBS y depletados tratados con rIL-17A. Sin embargo, un aumento significativo en el  

número de linfocitos T CD8+ totales se observó en los animales depletados tratados 

con rIL-17A, en comparación con el grupo de animales depletados inyectados con PBS 
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(Figura 39B). Se observó un aumento significativo en la frecuencia y número de 

linfocitos T CD8+ específicos para Tskb20 en los animales inyectados con αCD20 

cuando fueron tratados con rIL-17A, en comparación a aquellos depletados y 

administrados con PBS (Figura 39C). La inyección de rIL-17A restauró los niveles de 

linfocitos T CD8+ específicos a los valores observados en el grupo infectado control 

(Figura 39C).  

 

Figura 39: En los animales carentes de linfocitos B, el tratamiento con rIL-17A restauró el porcentaje y 
número de linfocitos T CD8+ totales y específicos. Las células de bazo de ratones administrados con el 
anticuerpo control (Control) o con αCD20 inyectados con PBS o rIL-17A e infectados fueron obtenidas a 
los 20 dpi (n=5-6 por cada grupo). Posteriormente, las células fueron incubadas con el Acm anti-CD8 y el 
tetrámero específico contra Tskb20, marcado con diferentes fluorocromos y analizadas por citometría 
de flujo. A) Gráficos de dos parámetros representativos de la frecuencia de linfocitos T CD8+ y 
Tskb20/Kb+CD8+. La región marcada con un rectángulo y el número superior izquierdo corresponden a 
la población de linfocitos T CD8+ totales y su porcentaje respectivamente. B-C) Porcentaje y número de 
linfocitos T CD8+ (B) y Tskb20/Kb+CD8+ (C) esplénicos de los animales infectados no depletados  (barras 
blancas), depletados de linfocitos B (barras negras), y depletados tratados con rIL-17A (barras grises). La 
significancia de las diferencias entre grupos fue estudiada realizando un análisis estadístico de Anova de 
dos vías seguido por el post-test de comparaciones múltiples de Bonferroni. Las diferencias significativas 
se indican con * y ** (p≤0,05 y p≤0,01 respectivamente) (n.s.= no significativo).    

Seguidamente, el perfil fenotípico de los linfocitos T CD8+ totales y específicos 

considerando la expresión de CD62-L, CD44, KLRG-1 e IL-7Rα fue evaluado en los 

grupos de animales arriba mencionados Para definir los diferentes fenotipos, la 

estrategia de regiones descriptas en las Figuras 11A y 13A fue utilizada.  

En el análisis se pudo observar que los linfocitos T CD8+ totales con fenotipo 

naïve disminuyó significativamente en los ratones carentes de linfocitos B tratados con 

rIL-17A en comparación al grupo sin linfocitos B inyectado con PBS (Figura 40A y B). 

Esta disminución podría ser a expensas del aumento del porcentaje (estadísticamente 

no significativo) de linfocitos T CD8+ totales con fenotipo Eff/Em (CD62L-CD44+) en los 

ratones inyectados con αCD20 y tratados con rIL-17A (Figura 40A y B). El porcentaje de 
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linfocitos T CD8+ específicos con fenotipo Eff/Em no se modificó considerablemente 

entre ambos grupos de animales depletados, aunque una tendencia al aumento de 

estas células fue observada cuando los animales depletados de linfocitos B fueron 

tratados con rIL-17A en comparación con aquellos inyectados con PBS (Figura 40B). Por 

otra parte, el porcentaje y número de linfocitos T CD8+ totales y específicos con 

fenotipo SLEC (CD44+KLRG-1+IL-7Rα-) se vio aumentado en los animales carentes de 

linfocitos B tratados con rIL-17A en comparación con los ratones depletados 

inyectados con PBS, alcanzando valores comparables a los que presentaba el grupo 

control (Figura 40C y D). 

 

 

Figura 40: El tratamiento con rIL-17A restaura la frecuencia de células con fenotipo efector en los 
animales carentes de linfocitos B. Las células de bazo de ratones administrados con el anticuerpo 
control (Control) o con αCD20 inyectados con PBS o con rIL-17A e infectados fueron obtenidas a los 20 
dpi (n=5-6 por cada grupo). Posteriormente, las células fueron incubadas con el tetrámero específico 
para T. cruzi y los Acm anti-CD8, anti-CD62-L, anti-CD44, anti-KLRG-1 y anti-IL-7Rα marcados con 
diferentes fluorocromos y analizadas por citometría de flujo. A,C) Gráficos de dos parámetros 
representativos de la frecuencia de los linfocitos T CD8+ totales en los diferentes estadíos de 
diferenciación. Las regiones marcadas corresponden a las poblaciones equivalentes indicadas en la 
Figura 9A) y 10A) respectivamente y  los números contiguos a su porcentaje. B,D) Porcentaje y número 
de las diferentes poblaciones de linfocitos T CD8+ totales y específicos en los animales control (barras 
blancas), depletados de linfocitos B (barras negras), y depletados tratados con rIL-17A (barras grises). La 
significancia de las diferencias entre grupos fue estudiada realizando un análisis estadístico de Anova de 
dos vías seguido por el post-test de comparaciones múltiples de Bonferroni. Las diferencias significativas 
se indican con * y ** (p≤0,05 y p≤0,01 respectivamente) (n.s.= no significativo).   

Posteriormente, el efecto de IL-17A sobre la funcionalidad de los linfocitos T 

CD8+ en los animales carentes de linfocitos B fue analizado. Para ello, células 
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esplénicas de los tres grupos experimentales obtenidas al día 20 pi, fueron cultivadas 

según las siguientes condiciones: 1) medio de cultivo; 2) estímulo policlonal (PMA + 

Ionomicina) y 3) estímulo antígeno específico (péptido Tskb20), durante 5 horas 

en.presencia de monensina. Luego del cultivo, las células fueron incubadas con los 

Acm anti-CD8 y anti-IFNγ murinos, marcados con diferentes fluorocromos y evaluadas 

por citometría de flujo.  

Observamos que la frecuencia de linfocitos T CD8+ productores de IFNγ y TNF 

fue significativamente superior en los ratones depletados de linfocitos B tratados con 

rIL-17A en comparación con los ratones carentes de linfocitos B tratados con PBS 

(Figura 41A y B), cuando las células fueron incubadas con PMA + Ionomicina. Sin 

embargo, el porcentaje de linfocitos T CD8+ productores de IFNγ fue 

significativamente menor en los animales inyectados con αCD20 y tratados con. 

 rIL-17A en comparación al grupo control (Figura 41B). No se observaron diferencias en 

la capacidad de degranulación (CD107a+) que poseían los linfocitos T CD8+ de los 

diferentes grupos estudiados. De manera similar, el análisis de la estimulación con el 

antígeno específico mostró un aumento (aunque estadísticamente no fue significativo) 

en el porcentaje de linfocitos T CD8+ productores de IFNγ, TNF y CD107a+ en los 

ratones depletados tratados con rIL-17A en comparación a los animales depletados 

administrados con PBS (Figura 41C y D).  

 Para confirmar los resultados obtenidos acerca de la frecuencia de linfocitos 

productores de IFNγ, la expresión del factor de transcripción Tbet fue evaluada tanto 

en los linfocitos T CD8+ totales como específicos en los diferentes grupos de 

experimentación. Para ello, células esplénicas fueron obtenidas de animales control y 

de individuos depletados de linfocitos B administrados con PBS o con rIL-17A al día 20 

pi. Las células obtenidas fueron incubadas con los Acm anti-CD8, anti-Tbet y el 

tetrámero específico contra Tskb20. 

En la Figura 42 se puede observar que los linfocitos T CD8+ totales y específicos 

para T. cruzi presentan una IFM de Tbet significativamente mayor en los animales 

inyectados con αCD20 tratados con rIL-17A en comparación al grupo de animales 

depletados administrados con PBS (Figura 42B). Diferencias en la expresión de Tbet en 

los linfocitos T CD8+ entre el grupo control y los animales depletados tratados con rIL-

17A no fueron observadas (Figura 42B). 

Finalmente, nos propusimos evaluar el impacto del tratamiento con rIL-17A 

sobre el control de la replicación parasitaria estudiando el parasitismo tisular. Para 

ello, muestras de hígado, bazo y corazón fueron obtenidas de los animales control, 

animales depletados de linfocitos B administrados con PBS y de animales inyectados 

con αCD20 tratados con rIL-17A, y la cuantificación del ADN parasitario de las muestras 

obtenidas al día 20 pi fue realizada por PCR. 



 

 

81 

RESULTADOS III 

 

 

Figura 41: El tratamiento con rIL-17A genera un aumento en el porcentaje de linfocitos T CD8+ 
productores de IFNγ y TNF en los ratones carentes de linfocitos B. Las células de bazo de ratones 
inyectados con el anticuerpo control (barras blancas) o con αCD20 tratados con PBS (barras negras) o 
rIL-17A (barras grises) e infectados fueron obtenidas al día 20 pi (n=6 por cada grupo). Dichas células 
fueron incubadas por 5 horas en presencia de un anticuerpo anti-CD107a marcado con PE y monensina 
en: medio de cultivo (no estimuladas), o con el estímulo (A-B) policlonal (PMA + Ionomicina) o (C-D) 
péptido de T. cruzi. Posteriormente, las células fueron incubadas con los Acm anti-CD8, anti-IFNγ y anti-
TNF murinos marcados con diferentes fluorocromos y analizadas por citometría de flujo. Para realizar 
los análisis se seleccionó la región correspondiente a los linfocitos T CD8+. A los valores obtenidos para 
ambos estímulos, se les descontó el valor correspondiente al cultivo sin estímulo. A,C) Gráficos 
representativos de la frecuencia de linfocitos T CD8+ productores de IFNγ, TNF o que degranulan 
(CD107+). La región marcada, del grupo control  o inyectados con αCD20 y PBS o αCD20 y rIL-17A, y el 
número contiguo corresponden a la población positiva y su porcentaje respectivamente. B,D) Estadística 
del análisis de A y C respectivamente. La significancia de las diferencias entre grupos fue estudiada 
realizando un análisis estadístico de Anova de dos vías seguido por el post-test de comparaciones 
múltiples de Bonferroni. Las diferencias significativas se indican con *, ** y **** (p≤0,05, p≤0,01 y 
p≤0,001 respectivamente) (n.s.= no significativo).   

Los animales carentes de linfocitos B tratados con rIL-17A presentaron un 

parasitismo tisular significativamente menor en todos los órganos estudiados 

comparado con los niveles observados en los animales depletados administrados con 

PBS (Figura 43). Llamativamente, los niveles de parasitismo tisular esplénico y cardíaco 

de los animales carentes de linfocitos B y tratados con rIL-17A fueron aun menores a 

los observados en los ratones control (p≤0,0001, Figura 43). 
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Figura 42: Los linfocitos T CD8+ presentes en animales depletados de linfocitos B tratados con rIL-17A 
presentaron un aumento en la expresión de Tbet. Las células de bazo de ratones administrados con el 
anticuerpo control (Control) o con αCD20 inyectados con PBS o con rIL-17A e infectados fueron 
obtenidas a los 20 dpi (n=5-6 por cada grupo). Posteriormente, las células fueron incubadas con el Acm 
anti-CD8, el tetrámero específico contra Tskb20 y el Acm anti-Tbet marcado con diferentes 
fluorocromos y analizadas por citometría de flujo. Para realizar los análisis se seleccionó la región 
correspondiente a los linfocitos T CD8+ o CD8+Tskb20/Kb+. A) Histogramas representativos de la 
expresión de Tbet en los linfocitos T CD8 totales y específicos. La línea negra continua corresponde a la 
expresión en el animal control, la línea negra discontinua corresponde a la expresión en el grupo 
inyectado con αCD20 administrado con PBS y la línea gris continua corresponde a la expresión en el 
grupo inyectado con αCD20 tratado con rIL-17A. B) Gráficos de la intensidad de fluorescencia media 
(IFM) de la expresión los marcadores medidos en A) en el grupo control infectado (barras blancas) y 
depletados infectados administrados con PBA (barras negras) y depletados infectados tratados con rIL-
17A (barras grises). La significancia de las diferencias de cada población entre grupos fue estudiada 
realizando un análisis estadístico de Anova de dos vías seguido por el post-test de comparaciones 
múltiples de Bonferroni. Las diferencias estadísticamente significativas se indican con *, *** y **** 
(p≤0,05, p≤0,001 y p≤0,0001 respectivamente) (n.s.= no significativo). 

 

 

 

Figura 43: Los ratones carentes de linfocitos B tratados con rIL-17A presentaron un menor parasitismo 
tisular. Carga parasitaria en hígado, bazo y corazón determinadas en el grupo de animales control 
(barras blancas), depletados de linfocitos B administrados con PBS (barras negras) o depletados de 
linfocitos B tratados con rIL-17A e infectados obtenidos a los 20 dpi (n=4 para cada grupo). La 
cuantificación del ADN parasitario fue normalizada a la GAPDH murina, y se asignó el valor de 1 a la 
expresión relativa de ADN satélite al hígado del animal control infectado. Los valores estadísticos fueron 
calculados realizando un ANOVA de dos vías, seguido por el post-test de comparaciones múltiples de 
Bonferroni. Las diferencias significativas entre los grupos control y αCD20 se indican con *, **, *** y 
**** (p≤0,05, p≤0,01, p≤0,001 y p≤0,0001 respectivamente). 
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La disminución del porcentaje y número de linfocitos T CD8+ específicos para T. 

cruzi, así como los cambios en la frecuencia de células con fenotipo naïve, efector y de 

memoria, y la disminución de la funcionalidad observados en los animales carentes de 

linfocitos B no son consecuencia de una deficiente/ausente presentación antigénica 

por parte de estas células. 

Durante la infección con T. cruzi los linfocitos B son la principal fuente de 

células productoras de IL-6 e IL-17A. 

La inyección con αCD20 provoca la desaparición de los linfocitos B productores 

de IL-6 e IL-17A, entre otras poblaciones celulares; aunque en ausencia de estas células 

no se observan diferencias en la concentración sérica de IL-6, sugiriendo que IL-6 es 

aportada por otros tipos celulares. 

El tratamiento con rIL-6 en los animales carentes de linfocitos B no produce 

cambios en la magnitud de la respuesta de linfocitos T CD8+, tampoco en las 

frecuencias de las subpoblaciones de linfocitos T CD8+ o en la funcionalidad de estas 

células. 

El tratamiento con rIL-17A en animales depletados de linfocitos B restaura el 

porcentaje y número de linfocitos T CD8+ totales y específicos para T. cruzi. El 

tratamiento incrementa la frecuencia de células con fenotipo efector y la funcionalidad 

de los linfocitos T CD8+. 

Los animales carentes de linfocitos B tratados con rIL-17A presentan una 

reducida replicación parasitaria en comparación con los animales depletados y sin 

tratar con IL-17. 
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 Hace más de 50 años se publicaban los primeros descubrimientos en aves que 

demostraban la presencia de un subtipo de células, provenientes de un órgano 

denominado bolsa de Fabricio, las cuales eran independientes de los linfocitos 

obtenidos del timo de dichos animales, denominando a estas células como linfocitos B 

por la fuente de este subtipo celular [158]. Desde entonces y hasta el momento, 

numerosos avances en el campo de la inmunobiología de estas células han sido 

realizados. A pesar de que los linfocitos B son conocidos gracias a su irremplazable 

habilidad en fabricar inmunoglobulinas, las cuales son expresadas en su membrana 

celular o secretadas de manera soluble, otras funciones independientes de la 

producción de anticuerpos han sido descriptas. Entre estas funciones, la capacidad de 

secretar citoquinas, las cuales modulan las respuestas de otras poblaciones celulares, 

componen un interés activo en la investigación [3, 13, 14, 23, 50].  

 

Durante el desarrollo de esta tesis doctoral se estudió el rol que poseen los 

linfocitos B sobre la respuesta de los linfocitos T CD8+ en el modelo de la infección 

experimental con T. cruzi. Para ello, los linfocitos B fueron eliminados mediante la 

inyección de un anticuerpo monoclonal contra la molécula CD20, expresada en los 

linfocitos B maduros, como se había utilizado en otros trabajos [159, 160] y la 

respuesta de linfocitos T CD8+ fue evaluada. Se pudo observar que la depleción de 

linfocitos B inducida por una sola inyección del anticuerpo monoclonal permitía 

realizar estudios hasta 28 días posteriores a la misma, sin observar el resurgimiento de 

estas células cuando los animales estaban infectados con T. cruzi, aunque no en 

ausencia de la infección. La diferencia de efectividad de la depleción puede deberse a 

la intensa apoptosis que sufren los linfocitos B durante la infección experimental con T. 

cruzi, reportado previamente por nuestro grupo de trabajo [161]. A nivel de la médula 

ósea (órgano que le da origen a los linfocitos B), existe una fuerte reducción del 

número de linfocitos B inmaduros, que termina por comprometer a la población capaz 

de alcanzar la periferia [162]. En cuanto a la respuesta que ocurre en órganos linfáticos 

secundarios se ha observado que los linfocitos B de bazo de los animales infectados 

sufren mayor apoptosis in vivo e in vitro que su contraparte en el ratón normal, 

mediante un mecanismo dependiente de la señalización entre Fas y FasL [163]. 

 

Los linfocitos B actúan como células inductoras del tejido (revisado por S. 

Fillatreau y colaboradores en [23]) y en tal sentido, se ha descripto que la ausencia 

congénita de linfocitos B conlleva a una disminución en la secreción de CCL21 en el 

bazo, y en consecuencia se observa un menor número de linfocitos T en dicho órgano 

[27]. No obstante, se ha visto que este efecto sobre  los linfocitos T opera solamente 

durante los estadíos iniciales de la organogénesis del bazo [27]. En relación a esto, 

debido a que la estrategia de depleción elegida para realizar este proyecto de tesis 

involucró la eliminación de estas células en la etapa adulta del animal, donde todas las 

estructuras normales de los órganos linfáticos secundarios ya se generaron, logramos 
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evitar la adición de una variable (la estructura y el número de linfocitos T) que podría 

afectar la interpretación de los resultados observados. En efecto, los animales 

depletados de linfocitos B sin infectar presentaron distribuciones similares de linfocitos 

T que los ratones controles, denotado por los estudios de inmunofluorescencia, y no se 

observaron diferencias en la cantidad de linfocitos T CD8+ totales entre ambos grupos 

experimentales cuando estos se encontraban libres de infección.     

 

 Una vez establecido el esquema de depleción e infección con T. cruzi, nos 

enfocamos en la evaluación de la capacidad que tenían estos ratones en controlar la 

replicación parasitaria, tanto de la forma de tripomastigote circulante como de 

amastigote en los diferentes tejidos infectados. En relación a la primera medición 

(cuantificación de la parasitemia), no hemos observado diferencias entre ambos 

grupos experimentales hasta el último día estudiado (día 20 pi). Estos resultados se 

correlacionan con estudios publicados previamente por el grupo del Dr. Tarleton [164], 

donde se observó que ratones μMT (deficientes en linfocitos B) presentaban valores 

de parasitemia similares a los ratones controles infectados con T. cruzi hasta el día 28 

pi, aunque posteriormente los niveles de parasitemia se disparaban en los ratones 

carentes de linfocitos B, lo que conducía a su menor sobrevida. En relación a esto se 

supone que, si bien los anticuerpos colaboran en el control de la parasitemia, no 

cumplirían un rol fundamental durante la etapa aguda de la infección. Esto podría 

deberse en parte a la activación policlonal que sufren los linfocitos B durante el 

período agudo de esta infección (revisado en [165]), la cual retrasa la aparición y/o 

diluye la respuesta humoral específica. A causa de esto, reportes de nuestro 

laboratorio y otros han evidenciado que la respuesta de anticuerpos específicos contra 

el parásito comienza a ser detectable recién al día 18 post infección ([93, 166]. De lo 

anteriormente expuesto y considerando que todos los experimentos realizados en esta 

tesis se llevaron a cabo durante la etapa aguda de la infección, podemos postular que 

los efectos que los linfocitos B ejercen sobre la población de linfocitos T CD8+ estarían 

mínimamente influenciados por los anticuerpos específicos contra T. cruzi. 

 

 A pesar de que no se observaron diferencias en la parasitemia, la cuantificación 

del ADN parasitario reflejó una clara disminución en la capacidad de controlar la 

replicación del T. cruzi, en aquellos animales carentes de linfocitos B, en coincidencia 

con otro reporte que demostraba un aumento en el parasitismo tisular en animales 

μMT en comparación al grupo control infectado [99]. Queda pendiente la evaluación 

del impacto que tendría el aumento en el parasitismo tisular en el estadío crónico de la 

infección experimental. No obstante, podríamos adelantarnos con la hipótesis de que 

los ratones carentes de linfocitos B podrían tener mayor daño tisular en la etapa 

crónica, debido a que complicaciones como la cardiomiopatía chagásica se asocian con 

la persistencia del T. cruzi en los órganos blanco de la infección, la cual resulta en una 

reacción inflamatoria crónica [167, 168]. 
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 Considerando que la respuesta de linfocitos T CD8+ es crítica en el control de la 

infección con T. cruzi, pudimos evidenciar un pico en la respuesta total y específica 

contra el péptido inmunodominante Tskb20 de los linfocitos T CD8+ hacia el día 20 pi, 

en los animales controles infectados, en coincidencia con los trabajos ya publicados 

por el laboratorio del Dr. Tarleton [133, 142]. En cambio, la ausencia de linfocitos B 

condujo a una contracción temprana de la respuesta arriba mencionada, que provocó 

una reducción de los linfocitos T CD8+ totales y específicos al día 20pi. Estos hallazgos 

podrían explicar las diferencias encontradas en el parasitismo tisular en ambos grupos 

de experimentación. En relación a esto, se ha descripto la presencia de un mayor 

número de parásitos en el tejido de ratones β2microglobulina KO (no poseen linfocitos 

T CD8+) en comparación con ratones control infectados [127], aunque en otra 

publicación se demostró que ratones carentes de linfocitos T CD8+ Tskb20+ 

(disminución inducida mediante la tolerización hacia dicho antígeno) presentaban 

solamente una tendencia al aumento del parasitismo muscular [142]. Esta discrepancia 

puede deberse a tres factores principales: 1) la diferencia del número inicial de 

parásitos utilizados para realizar la infección (ya que en dicho trabajo utilizaron 1000 

tripomastigotes mientras que en el presente trabajo de tesis se utilizaron 5000), el cual 

indefectiblemente impactará en la carga parasitaria; 2) la cepa de parásitos utilizada; 

se utilizó la cepa Brazil, mientras que en el presente trabajo de tesis se utilizó la cepa 

Tulahuén; y 3) la respuesta específica está mayoritariamente dirigida hacia el péptido 

Tskb20, sin embargo linfocitos T CD8+ específicos para otros epítopes también pueden 

estar afectados por la ausencia de linfocitos B y, por lo tanto, aportar a la disminuida 

capacidad de controlar el parásito a nivel intracelular. En el trabajo mencionado 

solamente se encuentra afectada la población específica contra Tskb20, que se eliminó 

por tolerización específica. 

 

En relación a la cinética de la respuesta de linfocitos T CD8+, se ha descripto 

que durante la infección con L. monocitogenes, la contracción de la respuesta de 

linfocitos T CD8+ específicos depende fuertemente del contexto inflamatorio, en 

especial de la cantidad de IFNγ secretado por diferentes células [169]. En el caso de la 

infección con T. cruzi, la contracción temprana de la respuesta de linfocitos T CD8+ 

específica observada en los ratones carentes de linfocitos B no estaría gobernada por 

IFNγ, ya que resultados previos mostraron que en ratones μMT infectados hay una 

reducida cantidad de IFNγ sérico [99] o de linfocitos T CD4+ productores de IFNγ [100], 

en comparación con el grupo control infectado. Adicionalmente, en esta tesis doctoral 

hemos reportado que linfocitos T CD8+ productores de IFNγ están significativamente 

disminuidos cuando los animales infectados son previamente tratados con αCD20. En 

cambio, la disminución en la tasa de proliferación y el aumento de células con 

características de apoptosis celular observados en los linfocitos T CD8+ totales  y 

específicos provenientes de los ratones carentes de linfocitos B explicarían la 
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contracción temprana observada. La diferencia en la proliferación de los linfocitos T 

CD8+ entre los ratones infectados, con y sin linfocitos B, está asociada con la magnitud 

de las diferencias encontradas en la frecuencia de linfocitos T CD8+ totales y 

específicos. 

 

A pesar de que en las infecciones virales crónicas se ha visto que la respuesta 

de linfocitos T CD8+ predominante es la de células efectoras (esto es debido a la 

presencia permanente del antígeno), se ha reportado que en la infección experimental 

con T. cruzi, luego de un año de infección, un considerable porcentaje de las células 

CD8+ específicas mantienen un fenotipo de células de memoria central. Estas células 

son capaces de mantenerse homeostáticamente en ausencia del antígeno debido a 

que expresan el receptor de la IL-7 (CD127). Esta citoquina les brinda la señal de 

sobrevida necesaria; y pueden reconvertirse a células efectoras ante el reingreso del 

patógeno [170]. En relación a esto, en los resultados de esta tesis pudimos evidenciar 

una disminución del número de linfocitos T CD8+ totales y específicos con fenotipo de 

células de memoria en aquellos animales carentes de linfocitos B. Resulta importante 

destacar que la masiva proliferación de los clones de linfocitos T CD8+ específicos que 

ocurre en los animales control, pero no en los depletados de linfocitos B, es crítica para 

la generación de la inmunidad a largo plazo ya que determina el número final de los 

linfocitos T de memoria que se generan [171, 172]. Este hallazgo debe ser tomado en 

cuenta al momento del diseño de vacunas efectivas contra esta infección y contra 

otros patógenos intracelulares, ya que el objetivo que mayormente se desea alcanzar 

con las inmunizaciones es el de generar una robusta respuesta de memoria capaz de 

perdurar en el tiempo. 

 

Adicionalmente, hemos evidenciado una marcada disminución tanto en el 

porcentaje como en el número de linfocitos T CD8+ totales y específicos para T. cruzi 

con fenotipo de células efectoras en los animales deficientes en linfocitos B. En 

relación a esto hemos observado un menor porcentaje y número de linfocitos T CD8+ 

que expresaban la molécula KLRG-1, la cual caracteriza a la población de linfocitos T 

CD8+ efectores de corta vida. Debido a que se ha reportado el requerimiento de una 

intensa proliferación para que un linfocito T CD8+ logre expresar la molécula KLRG-1 

[173], este resultado estaría fuertemente relacionado con la  disminuida expresión del 

marcador de proliferación Ki67 en los linfocitos T CD8+ de los animales depletados. Por 

otra parte, se ha reportado que el microambiente inflamatorio generado por una 

infección aguda o por inmunización con el adyuvante CpG, y no la cantidad de antígeno 

disponible, favorece la generación de linfocitos T CD8+ KLRG-1+ terminalmente 

diferenciados, posiblemente via la citoquina pro inflamatoria IL-12, la cual tiene la 

capacidad de inducir la expresión del factor de transcripción Tbet [151]. De acuerdo 

con esta información, pudimos evidenciar que el menor porcentaje de linfocitos T 

CD8+ KLRG-1+ se asoció con una disminución en la expresión de Tbet en estas células. 



 

 

91 

DISCUSIÓN 

Por otro lado, hemos detectado que los linfocitos B pueden producir IL-12 durante la 

infección con T. cruzi (datos no mostrados), por lo que especulamos que las células B 

productoras de IL-12 podrían estar favoreciendo la generación de los linfocitos T 

CD8+KLRG1+Tbet+. Además, los animales carentes de linfocitos B presentan  mayores 

niveles de parasitismo tisular, y por lo tanto sería difícil pensar que la inflamación está 

influenciando a la población ya que en éste escenario la inflamación es alta y la 

población de linfocitos T CD8+ KLRG-1+ está disminuida. 

 

A pesar de que muchos estudios han reportado que durante las infecciones 

crónicas los linfocitos T CD8+ pueden presentar un estado de agotamiento [115], se 

postula que en la infección con T. cruzi esto no ocurriría en gran medida [123]. En 

nuestro trabajo, durante la evaluación del fenotipo que presentaban los linfocitos T 

CD8+ no se observaron signos de agotamiento celular (denotados en parte por la 

expresión de receptores inhibitorios) cuando el análisis provenía de animales controles 

infectados. No obstante, observamos un aumento significativo de algunos receptores 

inhibitorios en los linfocitos T CD8+ totales y específicos provenientes de los animales 

depletados de linfocitos B. Este último resultado se condice con aquellos estudios que 

demuestran cierto grado de agotamiento celular en los linfocitos T CD8+ cuando los 

animales son infectados con una alta dosis de parásitos [137, 138], teniendo en cuenta 

que en los animales depletados existe una menor capacidad de controlar el parásito a 

nivel de tejido. En tal sentido, se ha demostrado que durante la infección experimental 

con la cepa crónica del LCMV [116], en modelos murinos infectados con el virus de la 

influenza [117] o en humanos infectados con HIV [118, 119], la estimulación antigénica 

persistente conlleva al agotamiento celular y en casos extremos a la depleción final de 

los linfocitos T específicos de antígeno. 

 

En cuanto a la funcionalidad de los linfocitos T CD8+ totales generados en 

ausencia de linfocitos B, pudimos observar una marcada disminución de células 

capaces de secretar IFNγ y TNF, siendo IFNγ una citoquina clave en el control de esta 

infección parasitaria [106, 174]. Este resultado fue respaldado por la expresión del 

factor de transcripción Tbet, el cual conduce la expresión de IFNγ, cuya expresión se 

encontraba significativamente disminuida en los linfocitos T CD8+ totales de los 

animales carentes de linfocitos B. Por otra parte, en la evaluación de la funcionalidad 

de los linfocitos T CD8+ específicos para T. cruzi generados en los animales carentes de 

linfocitos B, pudimos observar una disminución de la producción de IFNγ, TNF y de la 

capacidad de degranular. No obstante, en este caso puede que las diferencias 

observadas sean debidas a la disminución del porcentaje de células específicas capaces 

de responder al péptido utilizado para estimularlas y no a una menor funcionalidad de 

la célula per se. De igual manera, la marcada disminución en la expresión de Tbet 

observada en los linfocitos T CD8+ específicos de los animales inyectados con αCD20 

nos permite especular que al menos la producción de IFNγ por parte de estas células 
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podría estar afectada. De manera interesante, se observó una disminución significativa 

de la polifuncionalidad en los linfocitos T CD8+ provenientes de los animales carentes 

de linfocitos B. Este hallazgo guarda una estrecha relación con el fenómeno de 

agotamiento celular arriba mencionado, ya que se ha descripto que los linfocitos T 

CD8+ que ingresan en esta fase de disfunción celular comienzan a perder 

paulatinamente sus funciones efectoras [115], y se corresponde con los hallazgos 

observados en los pacientes con Chagas crónico, en los cuales se observó que los 

linfocitos T comenzaban a perder sus características polifuncionales [141]. Por otra 

parte, la reducida polifuncionalidad puede tener un mayor impacto en el control de la 

carga parasitaria. En relación a esto, se ha reportado que pacientes con HIV con 

patología progresiva poseen una reducida polifuncionalidad de sus linfocitos T CD8+ 

cuando son comparados con pacientes infectados en los cuales la patología se 

mantiene estable (sin progresión) [113]. 

 

En adición a los estudios de funcionalidad in vitro, en esta tesis realizamos un 

estudio de citotoxicidad in vivo para determinar la eficiencia de la respuesta de los 

linfocitos T CD8+ generados. Resulta interesante destacar que el ensayo puesto en 

marcha -en el cual se combinó la transferencia simultánea de la mezcla de 4 

poblaciones celulares cargadas con 3 péptidos diferentes o sin cargar (población 

control), y teñidas con una combinación de dos colorantes intravitales distintos de 

manera de poder distinguir a cada una de ellas mediante citometría de flujo-, no fue 

descripto previamente en ningún trabajo publicado al momento y, por lo tanto, 

constituye un avance metodológico original en el campo del estudio de los linfocitos T 

CD8+. El mismo posee la ventaja de poder realizar el estudio de la citotoxicidad in vivo 

para múltiples péptidos al mismo tiempo, disminuyendo la cantidad de veces 

necesarias para hacer el ensayo en caso de requerirlo, ya que las metodologías 

estándares de bibliografía contemplan solamente la evaluación de la citotoxicidad para 

uno [175] o dos péptidos [133] mediante la utilización de un único colorante. Mediante 

este ensayo pudimos determinar una menor actividad citotóxica contra el péptido 

inmunodominante Tskb20. Fue interesante observar, en este mismo grupo de 

animales se pudo observar una disminución en el potencial citotóxico hacia la 

población cargada con el péptido Tskb18, la cual genera una respuesta de linfocitos T 

CD8+ específica de menor magnitud, de manera que no pudo ser detectada por 

citometría de flujo mediante la utilización de un tetrámero. Cabe destacar que estos 

resultados son reflejo del menor porcentaje de linfocitos T CD8+ específicos presentes 

en los animales depletados de linfocitos B, en sumatoria a la disminuida funcionalidad 

descripta en los ensayos de producción de citoquinas y degranulación. Por otra parte, 

la disminución en la citotoxicidad hacia el péptido Tskb18 sugiere que la respuesta de 

linfocitos T CD8+ se encontraría afectada en su totalidad y no solamente en la 

respuesta hacia el péptido inmunodominante. 
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El conjunto de defectos observados en los linfocitos T CD8+ de los animales 

carentes de linfocitos B sugieren que estos últimos podrían estar colaborando con la 

respuesta de linfocitos T mediante alguna de sus múltiples funciones descriptas. Por 

ello en primer lugar, evaluamos el aporte de la presentación antigénica por parte de 

los linfocitos B en el desarrollo de la respuesta de linfocitos T CD8+ específicos. Para 

ello, los linfocitos B fueron depletados a tiempos avanzados de la infección, donde la 

respuesta específica ya se encontraba desarrollada casi en su totalidad (12 dpi). De 

manera interesante, no encontramos diferencias en el desarrollo de la respuesta de 

linfocitos T CD8+ específicos entre el grupo de animales en los cuales la depleción 

había sido realizada en momentos previos a la infección y aquellos que fueron 

depletados al día 12 pi. Estos resultados nos permiten postular que la presentación 

antigénica no sería el mecanismo mediante el cual los linfocitos B podrían estar 

influenciando a la respuesta de linfocitos T CD8+. No obstante, en el esquema 

experimental planteado no eliminamos la posibilidad de que exista una presentación 

antigénica tardía responsable de expandir la respuesta de los linfocitos T CD8+. Por lo 

tanto, un esquema experimental como el cultivo in vitro de linfocitos T CD8+ 

respondedores junto con linfocitos B de ratones infectados WT o β2m KO- que no 

poseen MHC I, por lo cual no pueden presentar antígenos a los linfocitos T CD8- 

(realizado en [176]) sería necesario para arribar a una conclusión más certera. 

 

Seguidamente, nos enfocamos en la evaluación de las diferentes citoquinas 

secretadas por los linfocitos B con capacidad de modular la respuesta de los linfocitos 

T CD8+. En relación a esto, se ha visto que durante las infecciones virales los linfocitos 

T CD8+ reciben diferentes señales de advertencia dadas por el microambiente, como 

los interferones de tipo 1 (IFN I) e IL-6 entre otras, aumentando su capacidad efectora  

[125]. No obstante, a pesar de que durante la infección con T. cruzi se observa un 

incremento de los IFN I y de diferentes genes respondedores a los IFN I, se ha descripto 

que ratones carentes del receptor de los IFN I (IFNAR KO) no poseen una respuesta 

alterada de linfocitos T CD8+ totales ni específicos contra Tskb20+ [177]. Por otro lado, 

se ha descripto que la IL-6 es importante para el control de dicha infección, a pesar de 

que no se estudió puntualmente si el efecto era directo sobre los linfocitos T CD8+ o 

sobre otra población celular [178]. Además, se ha reportado que la estimulación in 

vitro con IL-6 frena la nitración de los linfocitos T CD8+ en células mononucleares 

obtenidas de pacientes sanos, aumentando su sobrevida [179]. Adicionalmente, el 

trabajo de beca doctoral de la Dra. Jimena Tosello [157] demostró que la señalización 

por el receptor de la citoquina IL-17 es capaz de promover la respuesta de linfocitos T 

CD8+ en la infección experimental con T. cruzi. En dicho trabajo observaron que 

ratones deficientes para la subunidad A del receptor de la IL-17 (IL-17RA KO) 

presentaban una contracción temprana de la respuesta de linfocitos T CD8+ específica 

en conjunto con una disminuida funcionalidad y un aumento de la expresión de 

diferentes receptores inhibitorios [157], resultados que se condecían con los hallazgos 
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observados en los ratones depletados de linfocitos B. Dado que en nuestro grupo de 

trabajo habíamos reportado que los linfocitos B producen IL-17A durante la infección 

con T. cruzi [85], decidimos estudiar cómo se encontraban las poblaciones celulares 

productoras de esta citoquina, y aquellas productoras de IL-6, en los animales control y 

en los depletados de linfocitos B. Allí pudimos evidenciar que los linfocitos B son 

capaces de producir IL-6 e IL-17A pero no IL-10, IFNγ o TNF durante la infección, y que 

las poblaciones de linfocitos B IL-6+ o IL-17A+ presentaron una  cinética similar a la que 

presentaba la parasitemia. Mientras que la producción de IL-17A por parte de los  

linfocitos B IL-17A+ se debe a que la TS parasitaria gatilla la producción de dicha 

citoquina de manera directa [85], la producción de IL-6 por parte de los linfocitos B 

podría ser producto de la señalización del parásito sobre algún receptor de la 

inmunidad innata presente en estas células, como se reportó anteriormente frente al 

estímulo con LPS [39]. Como era de esperar, en los animales inyectados con αCD20, se 

observó una ausencia de linfocitos B productores de IL-17A y de aquellas células no B 

productoras de dicha citoquina. Adicionalmente, las mediciones de dicha citoquina en 

suero de los animales infectados reflejó valores por debajo del límite de detección de 

la técnica, incluso cuando este ensayo fue realizado en aquellos ratones que habían 

sido consecutivamente tratados con IL-17A murina recombinante (dato no mostrado), 

sugiriendo que esta citoquina se encuentra en muy bajas cantidades en circulación. Por 

otra parte, si bien se observó una disminución de las células productoras de IL-6 en los 

animales depletados de linfocitos B, la cuantificación de dicha citoquina en suero no 

reflejó diferencias significativas entre ambos grupos experimentales. Esto nos permite 

postular que otras poblaciones celulares diferentes de los linfocitos B serían las 

encargadas de sostener los niveles de IL-6 séricos durante esta infección. En relación a 

esto la IL-6 podría ser producida por monocitos, linfocitos T e incluso por células que 

no provienen del linaje hematopoyético como las células endoteliales.    

 

Los resultados sobre la disminución de las células productoras de IL-17A en los 

animales depletados nos permitían hipotetizar de que esta citoquina, secretada por los 

linfocitos B, podría estar afectando a la población de linfocitos T CD8+. Por lo tanto, el 

acercamiento espacial de ambas poblaciones proporcionaría una ventaja óptima 

necesaria para que los linfocitos T CD8+ reciban estas señales solubles por parte de los 

linfocitos B. Dado que los linfocitos B productores de IL-17A poseen en su gran mayoría 

un fenotipo de plasmoblastos o células plasmáticas [85] y que estas células pueden 

generarse a partir de una respuesta de centro germinal así como de focos 

extrafoliculares, los linfocitos T CD8+ que recibirían dicha señal podrían ser aquellos 

linfocitos T CD8+ foliculares que pueden expresar CXCR5 y migrar hacia la zona del 

folículo B (revisado por [180]), así como aquellos que permanecen en la zona T y que 

recibirían la señal de los linfocitos B provenientes de los focos extrafoliculares, los 

cuales al parecer serían los que más IL-17A producen [85]. En relación a esto, los 

estudios de inmunofluorescencia de animales controles infectados con T. cruzi 
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mostraron que los linfocitos T se encuentran rodeando a los plasmoblastos 

extrafoliculares. 

 

Seguidamente, tratamos a los animales depletados con dosis sostenidas de IL-6 

o IL-17A recombinantes y evaluamos la magnitud, fenotipo y funcionalidad de la 

respuesta de linfocitos T CD8+ generada en comparación con el grupo depletado sin 

tratar. En relación al tratamiento con IL-6, no pudimos observar cambios en los 

parámetros estudiados sobre los linfocitos T CD8+, lo cual indica que el agregado de 

esta citoquina, a los valores ya existentes, no modifica la respuesta de estas células 

durante la infección aguda con T. cruzi. Por el contrario, el tratamiento de los animales 

deficientes en linfocitos B con IL-17A recombinante logró restablecer el porcentaje y 

número de linfocitos T CD8+ específicos a aquellos observados en los animales control 

infectados, así como el fenotipo efector y la funcionalidad de dichas células. De 

acuerdo a estas modificaciones, un menor parasitismo tisular fue observado en este 

grupo de animales tratados con IL-17A en comparación con los animales depletados de 

linfocitos B, lo cual reafirma reportes previos que demostraban la importancia que 

posee esta citoquina en el control de esta infección parasitaria [85, 97, 98]. De manera 

interesante, observamos una disminución significativa del parasitismo tisular de bazo y 

corazón en los animales depletados tratados con IL-17A en comparación con el grupo 

control infectado. Esto sugiere que la IL-17A no solamente podría actuar a nivel de la 

respuesta de los linfocitos T CD8+, sino que puede influenciar a otras poblaciones 

celulares capaces de controlar la replicación parasitaria como los macrófagos [181]. 

 

De manera interesante, los resultados observados durante el tratamiento con 

rIL-17A podrían ser explicados en el reporte publicado por Sullivan y colaboradores 

[138]. En dicho trabajo los autores observaron que animales deficientes en linfocitos B 

infectados sitemicamente con T. cruzi presentaban una respuesta de linfocitos T CD8+ 

disminuída, incluyendo un fenotipo de agotamiento celular. En dicho trabajo 

postularon que los anticuerpos específicos producidos por los linfocitos B son capaces 

de rescatar la resupuesta de linfocitos T CD8+, ya que la transferencia pasiva del suero 

de animales infectados con T. cruzi, aunque no de ratones normales, revierte la 

magnitud, funcionalidad y el fenotipo de agotamiento observados en los linfocitos T 

CD8+ [138]. No obstante, los resultados descriptos en esta tesis doctoral alertan sobre 

la posible presencia de IL-17A en el suero de los animales infectados utilizado para el 

tratamiento, lo que conllevaría a una incorrecta interpretación de los resultados que 

dichos autores proponen. 

 

Debido a que el tratamiento con rIL-6 no logró modificar la respuesta de 

linfocitos T CD8+ en los animales depletados de linfocitos B, explicado en parte por la 

falta de diferencias en los niveles séricos de dicha citoquina entre, resultaría 

interesante evaluar otros diseños experimentales. Entre ellos, la evaluación del efecto 
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de dosis mayores de rIL-6 sería interesante ya que se describió que esta citoquina 

puede afectar a la respuesta de linfocitos T CD8+.  Además, un tratamiento combinado 

de rIL-6 + rIL-17A sería atractivo para evaluar una posible sinergia en los efectos de 

ambas citoquinas sobre la respuesta de los linfocitos T CD8+ u otras poblaciones 

celulares.   

 

Para finalizar, numerosos reportes alertan sobre el riesgo de infecciones virales 

asociadas al tratamiento con RTX en diferentes escenarios patológicos humanos [81, 

82, 182-184]. Si este riesgo aumentado a contraer infecciones virales se encuentra 

asociado a una deficiente respuesta de linfocitos T CD8+ resta por ser dilucidado. En 

concordancia con esta observación, se ha encontrado que la terapia con RTX induce la 

depleción de linfocitos T CD4+ y CD8+ en pacientes con AR [77]. Además, el 

tratamiento con RTX a pacientes con crioglobulinemia mixta produjo una disminución 

del porcentaje de linfocitos T CD8+ activados [185, 186]. En definitiva, de manera 

análoga a los resultados descriptos en esta tesis, los hallazgos obtenidos de los 

estudios del tratamiento con RTX sugieren que las infecciones secundarias asociadas a 

esta terapia podrían deberse en parte a una deficiente respuesta de linfocitos T CD8+. 

  

A modo de cierre, los resultados más relevantes descriptos en este trabajo de 

tesis doctoral se resúmen en el siguiente modelo: 
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A. Durante la infección con T. cruzi los linfocitos B en su estadío de plasmoblasto 

extrafolicular y otras células no B esplénicas producen IL-17A. Esta citoquina actúa 

sobre los linfocitos T CD8+ favoreciendo su proliferación y sobrevida. 

Consecuentemente, numerosos linfocitos T CD8+ efectores y de memoria son 

generados. Estos linfocitos T CD8+ poseen una alta funcionalidad en cuanto a la 
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producción de citoquinas como IFNγ, la cual podría activar a los macrófagos infectados 

promoviendo la citotoxicidad directa del parásito. Por otra parte, la respuesta de 

linfocitos T CD8+ específicos generados es capaz de ejercer citotoxicidad de células 

infectadas, controlando parcialmente la infección. 

B. La administración de αCD20 a los animales infectados con T. cruzi provoca la 

depleción total de los linfocitos B productores de IL-17A, afectando también a las 

células no B productoras de dicha citoquina. En consecuencia, una menor proliferación 

de los linfocitos T CD8+ totales y específicos es observada. A esto se suma una 

reducción en la generación de linfocitos T CD8+ efectores y de memoria. Los linfocitos 

T CD8+ presentan un aumento de los receptores inhibitorios acompañado de una 

reducida funcionalidad en cuanto a la producción de citoquinas. Finalmente la 

reducción en la funcionalidad y la disminución del número de linfocitos T CD8+ 

específicos conduce a una menor citotoxicidad de las células infectadas y por lo tanto 

un menor control del parásito a nivel tisular. 

C. La rIL-17A inyectada a los ratones depletados sustituye a la citoquina endógena 

normalmente liberada por los linfocitos B y otras poblaciones celulares. Así, la 

presencia de esta citoquina logra restaurar la respuesta de linfocitos T CD8+ al mismo 

nivel que el grupo control. Adicionalmente, la rIL-17A actuaría sobre otras poblaciones 

celulares como los macrófagos, aumentando su funcionalidad y mejorando el control 

de la infección.  
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Animales de experimentación 

 

Para los experimentos realizados en este trabajo de tesis se utilizaron ratones 

C57BL/6 (Wild Type) o genéticamente modificados (μMT) que a continuación se 

detallan: 

 Ratones C57BL/6, provenientes de la Universidad Nacional de La Plata y 

endocriados en el Bioterio del Departamento de Bioquímica Clínica de la Facultad de 

Ciencias Químicas, UNC, CIBICI-CONICET.  

 Ratones μMT (B6.129S2-Ighmtm1Cgn/J), provenientes del Bioterio del Seattle 

Children´s Reseach Institute (Seattle, EEUU) y endocriados en el Bioterio arriba 

mencionado. Son ratones mutantes que carecen de linfocitos B maduros y tienen el 

background genético C57BL/6. El defecto genético lleva a una falta de expresión de 

IgM en la membrana celular. Estos ratones originalmente fueron donados por Klaus 

Rajewsky a The Jackson Laboratories. 

En este trabajo de tesis se utilizaron principalmente ratones hembras de 6-8 

semanas de edad, criados en un ciclo de luz y oscuridad de 12 horas. Los animales se 

mantuvieron en el bioterio del Departamento de Bioquímica Clínica de la Facultad de 

Ciencias Químicas, UNC, CIBICI-CONICET. Todos los experimentos se llevaron a cabo 

bajo estricta conformidad con las recomendaciones de la guía para el cuidado y uso de 

animales de laboratorio del NIH y de la guía para el cuidado y uso de animales de 

experimentación publicada por el Consejo Canadiense de Protección de los Animales. 

Este trabajo contó la  aprobación del comité de ética de la Facultad de Ciencias 

Químicas, UNC (resolución HCD 274/09 y 981/13, y CICUAL Resoluc 854/18).  

Reactivos 

 

1 - Reactivos Químicos empleados en cultivos celulares y otras metodologías 

Los medios de cultivo RPMI 1640, la solución tampón o Buffer Fosfato (PBS) pH 

7.4, la L-glutamina (Glutamax), el ácido etieldiaminotetraacético (EDTA) provienen de  

Life Technologies (Reino Unido). El Suero Bovino Fetal (SBF) fue adquirido a Natocor 

(Argentina). La gentamicina utilizada fue adquirida a FABRA (Grand Island, EEUU). 

El 2-Mercaptoetanol, el Tetramethylrhodamine, Ethyl Ester, Perchlorate (TMRE), 

el carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester (CFSE), el agua DNA ultrapure, el 

buffer Tris-EDTA pH=8 y el TRIzol fueron adquiridos en Molecular Probes, Thermo 

Fischer Scientific (USA). 

El Percoll, el azul de tripán, el forbol miristrato acetato (PMA) y la ionomicina se 

compraron en Sigma-Aldrich Chemical Co (EEUU). 
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La heparina libre de aditivos de 5.000 U/mL fue provista por UENFAR (Alemania). 

El Tween-20 se compró en la empresa Biorad (EEUU). La empresa BD Biosciences 

(EEUU) nos proveyó del reactivo TMB, los buffers CytoFix/CytoPerm, Perm/Wash y 

GolgiStop. El buffer para lisar glóbulos rojos (Tris-cloruro de amonio), el Cell 

Proliferation Dye eFluorTM 670, la Brefeldina, monensina y el kit de Buffers “Foxp3 / 

Transcription Factor Staining Buffer Set” empleados se obtuvieron de Thermo Fisher 

Scientific (EEUU). 

El ácido sulfúrico, el etanol, el cloroformo y el metanol utilizados fueron de 

Cicarelli (Argentina), Taurus (Argentina) y J.T.Backer Chemicals (EEUU). Otros reactivos 

como cloruro de amonio, Tris, fosfato de sodio, cloruro de sodio, carbonato de sodio, 

glucosa provienen de la empresa Anedra (Nueva Zelanda). 

Los reactivos de biología molecular utilizados para la PCR en tiempo real se 

adquirieron en la empresa Applied Biosystem (EEUU). 

 

2 - Anticuerpos para citometría de flujo 

Los experimentos desarrollados en el presente trabajo de tesis involucraron los 

Acm conjugados a fluorocromos que se encuentran detallados en orden alfabético a 

continuación: 

Especificidad Clon Fluorocromo* Marca comercial* 

B220 RA3-6B2 PeCy7 TFS 

B220 RA3-6B2 PE B 

CD107a eBio1D4B PE TFS 

CD11a M17/4 PerCp-eFluor 710 TFS 

CD138 MA5-23553 APC TFS 

CD19 eBio1D3 PerCp-Cy5.5 TFS 

CD3 500A2 Alexa Fluor 488 I 

CD3 145-2C11 PerCp-Cy5.5 TFS 

CD44 IM7 FITC TFS 

CD62-L MEL-14 PerCp-Cy5.5 TFS 

CD8 53-6.7 Alexa Fluor 647 B 

CD8 53-6.7 FITC, APC-eFluor 780 TFS 

EOMES Dan11mag PE TFS 

IFNγ XMG1.2 APC TFS 

IL-10 JES5-16E3 APC TFS 

IL-17A eBio17B7 PE TFS 

IL-6 MP5-20F3 PE TFS 



 

 

103 

MATERIALES Y MÉTODOS 

IL-7Rα A7R34 PE TFS 

Ki-67 SolA15 PE TFS 

KLRG-1 2F1 PeCy7 TFS 

LAG-3 eBioC9B7W PeCy7 TFS 

PD-1 RMPI-30 PE, PeCy7 TFS 

Tbet 4B10 PeCy7 B 

TIGIT GIGD7 PerCp-eFluor 710 TFS 

TNF MP6-XT22 PerCp-Cy5.5 TFS 

(*)  APC: Alloficocianina; FITC: Isotiocianato de fluoresceína; PE: Ficoeritrina; 

PECy7: Ficoeritrina conjugada con cianina; PerCP: Proteina clorofila peridinina; 

PerCPCy5.5: Proteína clorofila peridinina conjugada con cianina; APC-eFluor 780: 

alloficocianina conjugada con el colorante fluorescente orgánico eFluor 780; PerCP-

eFluor 710: Proteina clorofila peridinina conjugada con el colorante flourescente 

orgánico eFluor 710.  TFS: Thermo Fischer Scientific. B: Biolegend. I: Invitrogen 

 

3 - Anticuerpos utilizados para la depleción in vivo de linfocitos B y citoquinas 

recombinantes 

 Acm anti-CD20: anticuerpo de ratón de isotipo IgG2a específico para la 

molécula CD20 de ratón (Clon: 5D2) donado por Genentech – EEUU. Una única 

inyección de 50 μg/ratón produce una depleción del 90% de los linfocitos B a 

los 7 días post tratamiento [160], siendo el hígado un órgano clave para la 

eliminación de estas células [75]. 

 Acm IgG2a: anticuerpo de ratón del mismo isotipo que el Acm anti-CD20 pero 

que reconoce moléculas irrelevantes en el sistema y provisto por Bio-X-Cell – 

EEUU. Clon: C1.18.4. Este anticuerpo se utilizó como control de isotipo. 

 rIL-6; rIL-17A: proteínas recombinantes biológicamente activas para el sistema 

murino, adquiridas en la empresa Shenandoah – EEUU. 

 

4 - Antígenos 

 Tskb20 (ANYKFTLV) y Tskb18 (ANYDFTLV): péptidos provistos por la empresa 

Genscript Inc. correspondientes a epitopes de la enzima transialidasa del T. 

cruzi [133]. 

 Pa8 (VNHRFTLV): Péptido provisto por la empresa Genscript Inc. 

correspondiente a un epitope de la proteína de superficie del amastigote (ASP, 

de sus siglas en inglés amastigote surface protein)-2 de T. cruzi [130]. 
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5 - Tetrámeros 

 TSKB20/H-2k(b): Tetrámero de H-2k (CMH-I de la cepa C57BL/6) conjugado con 

el péptido Tskb20 y el fluorocromo APC (donado por NIH Tetramer Core 

Facility). 

 Tskb18/H-2k(b): Tetrámero de H-2k (CMH-I de la cepa C57BL/6) conjugado con 

el péptido Tskb18 y el fluorocromo APC (donado por NIH Tetramer Core 

Facility). 

 

6 - Reactivos de ELISA 

Los reactivos para la determinación de la concentración de IL-6 e IL-17A en 

plasma fueron provistos por Thermo Fisher Scientific (EEUU) en el formato Anti-mouse 

ELISA Ready-SET-Go! que incluye: Anticuerpos de captura (purified) y biotinilados, 

estreptavidina conjugada con peroxidasa e IL-6 y IL-17A recombinantes. Las placas 

utilizadas para el ensayo fueron placas Costar high binding half area de la empresa 

Fisher scientific (EEUU).  

 

7 - Colorante vital Fixable Viability Stain   

Para la exclusión de las células muertas en los análisis de citometría de flujo se 

utilizaron los colorantes vitales Fixable Viability Stain 780 y Fixable Viability Stain 700 

de la empresa BD Biosciences (EEUU)  

 

Parásitos e Infección 

 

1 - Mantenimiento de la cepa Tulahuén de T. cruzi y obtención de tripomastigotes de 

sangre de ratón 

Los tripomastigotes de la cepa Tulahuén se mantuvieron a través de pases en 

BALB/c machos. Dos animales por cada pase se infectaron intraperitonealmente con 

1.106 parásitos contenidos en 200μL de PBS. A los 10-11 días post infección (dpi), la 

sangre de éstos animales sirvió como fuente de tripomastigotes para mantener la cepa 

o infectar ratones según el modelo experimental propuesto. 

 

2 - Infección con T. cruzi 
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Ratones C57BL/6 WT fueron infectados por via intraperitoneal con 5.000 

tripomastigotes de T. cruzi, cepa Tulahuén, diluidos en 200μL de PBS. Las dosis de 

parásito fueron seleccionadas de forma que la mayoría de los ratones WT sobreviven 

la etapa aguda de infección y progresan a la cronicidad. Según el caso, los animales se 

sacrificaron a distintos tiempos de infección para realizar estudios en distintos 

órganos, o bien su sangre fue obtenida periódicamente a fines de establecer los 

niveles de parasitemia. Ratones no infectados se utilizaron como grupo control. 

 

3 - Determinación de la parasitemia 

La parasitemia fue medida por recuento de tripomastigotes viables en una 

cámara de Neubauer. Para ello, la sangre heparinizada de ratones infectados fue 

incubada con una solución 0,87% de cloruro de amonio (proporción 1/10 o 1/20) para 

lisar los glóbulos rojos. La suspensión obtenida fue cargada en la cámara de Neubauer 

y los parásitos móviles fueron contados en 4 cuadrantes. El número obtenido fue 

referido a la dilución realizada y multiplicada por 10 y por 1000 para expresar el valor 

por ml de sangre. 

 

4 - Monitoreo de la infección aguda 

Los controles de sobrevida se realizaron generalmente cada 48 horas y cada 24 

horas en tiempos cercanos al pico de parasitemia (20 dpi). También se evalúo el estado 

general de los animales. Según las normas de cuidado de animales, los ratones que 

mostraron una pérdida del peso corporal de más del 20% del peso original fueron 

sacrificados. 

 

Tratamiento in vivo de ratones 

 

1 - Administración del Acm anti-CD20 y su control (IgG2a)  

 La depleción de los linfocitos B se llevó a cabo a través de la inyección 

intraperitoneal de 50μg del anticuerpo monoclonal IgG2a dirigido contra la molécula 

CD20 de ratón (Genentech - clón: 5D2), contenido en 200μL de PBS estéril. El esquema 

de depleción consistió en una sola inyección a los 8 días previos al momento de la 

infección de los ratones o al día 12pi según se detalla en los experimentos. El grupo de 

ratones control fue inyectado por via intraperitoneal con 50μg de un anticuerpo 

monoclonal IgG2a de ratón con especificidad no relacionada (BioXCell - clón: C1.18.4), 

siguiendo el mismo esquema de tratamiento. La efectividad de la depleción de 
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linfocitos B fue corroborada mediante su evaluación por citometría de flujo, a 

diferentes dias post inyección, durante el seteo del sistema. Una vez instaurado el 

esquema de depleción, la efectividad de la misma fue evaluada en el punto final de 

cada experimento. El tratamiento con anti-CD20 (αCD20) fue eficaz en 

aproximadamente un 80% de los individuos inyectados a lo largo de los experimentos. 

Aquellos individuos que no lograron una correcta depleción de linfocitos B posterior al 

tratamiento con αCD20  (20% restante) fueron descartados. 

2 - Tratamiento con IL-6 e IL-17A recombinantes 

 El tratamiento con citoquinas recombinantes se llevó a cabo mediante la 

inyección intraperitoneal de 250ng de IL-6 (Shenandoah - EEUU) o 500ng de IL-17A 

(Shenandoah - EEUU), por ratón, contenidas en 100μL de PBS estéril a los días 12, 14, 

16 y 18 pi.  El régimen de inyección se estableció de acuerdo a la cinética de aparición 

de las células productoras de dichas citoquinas en los animales infectados con T. cruzi 

como se muestra en la Figura 24B. La dosis de IL-6 se estableció según reportes previos 

que mostraban actividad biológica luego de la inyección de esta citoquina entre el 

rango de 200 y 900 ng [187-189]. La cantidad de IL-17A se eligió en función de reportes 

que mostraron que entre 500-1000ng se encontraba la menor dosis capaz de producir 

efectos biológicos in vivo luego de una inyección intraperitoneal en ratones [190-192]. 

Como control del tratamiento con las citoquinas, el grupo de animales depletados de 

linfocitos B fue inyectado con 100μL de PBS estéril, según el mismo esquema 

descripto.  

 

Obtención de sangre y plasma 

 

1 - Sangre  

 Para la realización del control de la depleción de los linfocitos B y la 

determinación de las parasitemias, la sangre de los ratones fue recolectada a partir de 

un pequeño corte en la vena de la cola. Para la determinación de linfocitos T CD8+ 

específicos para T. cruzi en sangre (experimentos de “punto final”), la misma fue 

recolectada a partir del seno retro-orbital utilizando pipetas Pasteur de vidrio 

conteniendo 10μL de heparina. 

 

2 – Plasma 
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 Para la cuantificación de las citoquinas IL-6 e IL-7A en plasma, la sangre de los 

diferentes grupos de ratones fue obtenida del seno retro-orbital utilizando pipetas 

Pasteur de vidrio conteniendo 10μL de heparina y recogida en un tubo tipo eppendorf. 

Para proceder a la separación del plasma, el tubo fue centrifugado a 3000 rpm durante 

8 minutos. Las muestras de plasma fueron colocadas en un nuevo tubo eppendorf y 

conservadas en un freezer de -80ºC hasta su análisis. 

 

Obtención de las suspensiones celulares de diferentes órganos 

 

1 – Bazo 

 

Una vez sacrificados los animales, se extrajeron distintos órganos en 

condiciones de esterilidad. Los bazos se colocaron sobre mallas metálicas de acero 

inoxidable, colocadas dentro de cápsulas de Petri de 30mm conteniendo 3mL de 

solución fisiológica (SF) al 2% de SBF (Natocor - Córdoba). Con ayuda de émbolos 

estériles, los bazos se disgregaron mecánicamente, formando suspensiones celulares 

que se centrifugaron 5 min a 2000 rpm. Para eliminar los glóbulos rojos contenidos en 

la muestra, los pellets celulares fueron tratados con 3mL de buffer de lisis (buffer 

amoníaco-cloruro-potasio (ACK), pH=7,5, a una concentración de 8,3g/L de NH4Cl y 

1,0g/L de KHCO3 Thermo Fisher). Transcurridos 5 min, se agregaron 7mL de SF-2% 

SBFpara inactivar la lisis y los leucocitos resultantes se lavaron dos veces (cada lavado 

consistió en agregar SF-SBF 2%, centrifugar 5 min a 2000 rpm y descartar el 

sobrenadante). Finalmente las células se resuspendieron en SF–2% SBF y  se 

mantuvieron en hielo hasta su uso. La cantidad de leucocitos viables se determinó 

contando en cámara de Neubauer, realizando una dilución de las células en el 

colorante vital Azul de Tripán (GIBCO).  

 

2 – Hígado 

 

Los hígados también se colocaron sobre mallas metálicas de acero inoxidable 

alojadas dentro de cápsulas de Petri de 60mm conteniendo 6mL de SF al 2%SBF. Con 

ayuda de émbolos estériles, los hígados se disgregaron mecánicamente, formando 

suspensiones celulares que fueron centrifugadas 5 min a 2000 rpm. Se realizó una 

separación de leucocitos por gradiente de densidad de Percoll (Sigma). El pellet de 

células se resuspendió en 4mL de Percoll al 35% en RPMI y se depositó 
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cuidadosamente sobre 2,5mL de Percoll al 70% en PBS. Los gradientes resultantes se 

centrifugaron 20 min a 600g, sin aceleración ni freno, y a temperatura ambiente. Se 

descartó la fase superior (residuos celulares) y se conservó la interfase donde se 

ubicaron los leucocitos y los glóbulos rojos. Posteriormente las células fueron 

centrifugadas a 2000 rpm durante 5 minutos y al pellet celular se le realizó una lisis de 

glóbulos rojos al igual que en el bazo (aunque en este caso solamente se utilizó 0,5-1 

mL de buffer de lisis). La lisis fue detenida mediante el agregado de 5 mL de SF-2%SBF. 

Luego, las células fueron centrifugadas a 2000 rpm durante 5 minutos  y finalmente se 

realizó un último lavado para eliminar los restos de Percoll presente, ya que es tóxico 

para las células. Finalmente las células lavadas fueron resuspendidas y contadas de la 

misma manera que las células de bazo. 

 

Cultivos celulares 

 

Para cultivo celular, las suspensiones celulares se centrifugaron y, según se 

indica en cada caso, se llevaron a diferentes concentraciones según el ensayo (desde 

2.106/mL a 20.106/mL en RMPI completo, RPMI al 10% de SBF, 0,002M de L-glutamina, 

50μM de 2-mercaptoetanol, y 40ug/mL de gentamicina). De acuerdo a las 

particularidades de cada experimento y como se indica en las leyendas de las figuras, 

las células se cultivaron en un rango variable de tiempo, en medio solo o en presencia 

de distintos estímulos. Los cultivos se hicieron a una atmósfera constante de 5% de 

CO2 y 37 °C. Los estimulos utilizados fueron: 

 Estímulos con PMA/Ionomicina (utilizado en citometría para el estudio de la 

producción intracelular de citoquinas y la degranulación, cultivo 5horas). Se 

utilizó 0,1μg/mL PMA (Sigma) y 0,5μg/mL Ionomicina (Sigma) en presencia de 

brefeldina A (Thermo Fisher Scientific) y monensina (Thermo Fisher Scientific). 

 Estímulos con péptido TSKB20 de T. cruzi (utilizado en citometría para el 

estudio de la producción intracelular de citoquinas y la degranulación frente a 

un estímulo especifico. Para estudios de funcionalidad, los LiT CD8+ fueron 

estimulados con 5μg/mL de TSKB20 (Genscript Inc.). Estos cultivos se hicieron 

en presencia de brefeldina A y monensina (Thermo Fisher Scientific) durante 5 

horas. 

 Para los ensayos de citotoxicidad in vivo, las células totales de bazo de los 

ratones μMT (sin linfocitos B) fueron cultivadas durante 1 hora con los 

diferentes péptidos de T. cruzi (TSKB20, TSKB18 y PA8; 0,5μM) o incubadas en 

medio de cultivo completo solamente.  
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Marcación de células con colorantes vitales 

 

 Para los ensayos de citometría de flujo, las suspensiones celulares fueron 

teñidas previamete con 20μL de los colorantes Fixable Viability Stain (BD 

Biosciences) en una dilución 1/1000 en PBS durante 20 minutos a temperatura 

ambiente y en oscuridad.  

 Para el ensayo de citotoxicidad in vivo, las distintas poblaciones de células a 

teñir fueron lavadas y diluidas a una densidad de 20.106 células/mL con PBS-

SBF 1%. A esta suspensión celular se le agregó igual volumen de una solución 

de CFSE o eFluor 670, según corresponda. Las concentraciones de las 

soluciones de CFSE fueron de 2 y 20μM. Mientras tanto la concentración de 

eFluor 670 fue de 3μM. La mezcla células/colorante vital a la concentración 

indicada, fue incubada por 8 minutos a 37°C, y posteriormente se agregó igual 

volumen de RPMI completo gota a gota para inactivar la tinción. Las células 

marcadas fueron posteriormente lavadas con RPMI completo y se mantuvieron 

en reposo durante 30 minutos a 37°C antes de su recuento en cámara de 

Neubauer con azul de tripán. Con objeto de transferirlas a ratones vivos, se las 

lavó 3 veces con PBS y se las llevó a la densidad especificada.  

 

Ensayos celulares 

 

1 - Marcación de superficie 

 Determinación de linfocitos T CD8+ específicos para el tetrámero TSKB20 

 Para determinar la frecuencia de los linfocitos T CD8+ específicos para 

antígenos del T. cruzi, el pellet de 2x106 de células fue resuspendido en 20uL de SF-SBF 

2% conteniendo la dilución apropiada del tetrámero TSKB20/H-2k(b) (descripto en la 

sección de Reactivos). Luego de 20 minutos de incubación a 4°C, las células fueron 

lavadas y resuspendidas en las diluciones apropiadas de anticuerpos para evaluar la 

expresion de las diferentes moléculas de superficie e intracelulares. 

 Determinación de moléculas de superficie por citometría de flujo 

Posterior a la tinción con los colorantes vitales y el tetrámero (en los casos en 

los que éste fue utilizado), el pellet de 2x106 de células fue resuspendido en 20uL de 

SF-SBF 2% conteniendo las diluciones apropiadas de los anticuerpos conjugados a 

fluorocromos específicos para distintas moléculas de superficie a determinar. Luego de 

20 minutos de incubación a 4°C, las células fueron lavadas y resuspendidas en SF al 2% 
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de SBF. Finalmente se adquirieron en los citómetros de flujo FACS Canto II (BD 

Biosciences) o Attune NxT (Thermo Fischer Scientific) y se analizaron en todos los casos 

con el software FlowJo. 

 

2 - Marcación intracelular 

 Citoquinas Intracelulares 

La determinación de citoquinas intracelulares se realizó por citometría de flujo 

luego del cultivo, en presencia o ausencia de estímulos, con inhibidores del transporte 

vesicular (monensina o brefeldina A) durante 5 horas. Los estímulos utilizados se 

especifican en las leyendas de las figuras y en la sección “Cultivos Celulares”. 

Transcurridas 5 horas de cultivo, la tinción de las moléculas de superficie fue realizada 

de la manera descripta arriba, en el punto 1 de esta sección. Posteriormente, las 

células fueron lavadas con SF-al 2% SBF y fijadas y permeabilizadas con los buffers 

comerciales Cytofix/Cytoperm y Perm/Wash (BD Biosciences), siguiendo instrucciones 

del fabricante. La tinción con los anticuerpos específicos para las proteínas 

intracelulares se hizo a temperatura ambiente en Perm/Wash, durante 30 minutos. 

Tras un último lavado, las células se resuspendieron en SF al 2% SBF y fueron 

adquiridas en el citómetro de flujo. 

 Factores de transcripción 

La determinación de los factores de transcripción se realizó por citometría de 

flujo. Transcurrida la tinción de las moléculas de superficie, las células fueron fijadas y 

permeabilizadas con los buffers comerciales“Foxp3/Transcription Factor Staining 

Buffer Set” (Thermo Fisher Scientific), siguiendo instrucciones del fabricante. La tinción 

con los anticuerpos específicos para los factores de transcripción se realizó a 

temperatura ambiente en Perm/Wash, durante 30 minutos. Tras un último lavado, las 

células se resuspendieron en SF-SBF 2% y fueron adquiridas en el citómetro de flujo. 

 

3 - Ensayo de citotoxicidad in vivo evaluado por citometría de flujo 

El ensayo realizado comprende una modificación de los protocolos 

previamente descriptos [157, 193]. Para realizarlo, células de bazo de ratones μMT no 

infectados fueron pulsadas durante 1 hora en RPMI completo en presencia de los 

péptidos de T. cruzi (TSKB20, TSKB18 o PA8 según se indique) a una concentración de 

1μg/mL (células blanco). Al mismo tiempo, esplenocitos de ratones μMT fueron 

cultivados en ausencia de péptido (células control). Luego del cultivo, las células blanco 

y controles se lavaron dos veces con PBS y se tiñeron con CFSE y/o eFluor670 como fue 
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descripto en la sección “Marcación de células con colorantes vitales” mediante el 

siguente esquema: 

Condición CFSE (μM) eFluor670 (μM) Perfil de fluorescencia 

Medio (células control) 20 3 CFSEaltoeFluor+ 

TSKB20 (células blanco) 20 - 
CFSEaltoeFluor- 

TSKB18 (células blanco) - 3 
CFSE-eFluor+ 

PA8 (células blanco) 2 - 
CFSEbajoeFluor- 

 

Terminado el protocolo de tinción, las tres poblaciones de células blanco y las 

células control fueron contadas, mezcladas en iguales cantidades e inyectadas en el 

seno retro-orbital de ratones Control y depletados de linfocitos B al día 20 pi. Ratones 

no infectados fueron inyectados con la misma mezcla, como grupo control. Los ratones 

fueron sacrificados 4 horas después de la transferencia. Los porcentajes de células 

transferidas presentes en los ratones control y depletados fueron determinados en el 

bazo e hígado mediante citometría de flujo. Para el análisis de la citotoxicidad se 

seleccionó cada una de las poblaciónes de células blanco (por separado), sumado a la 

población de células control. El porcentaje de citotoxicidad para las células 

presentando/exhibiendo cada uno de los antígenos se calculó según la siguiente 

fórmula: 

iAntígenoX: % de células cargadas con el antígeno X en ratones infectados. 

iControl: % de células control en ratones infectados. 

nAntígenoX: % de células cargadas con el antígeno X en ratones no-infectados. 

nControl: % de células control en ratones no-infectados. 

Siendo X = TSKB20 o TSKB18 o PA8 

% de Citotoxicidad= 100  - (iAntígenoX)   /   (iControl)   x  100 

      (nAntígenoX)  /  (nControl) 

  

4 - Tinción con TMRE: Determinación del potencial de membrana mitocondrial 

mediante citometría de flujo 

EL TMRE es un colorante permeable a la membrana celular que emite 

fluorescencia en el canal de la ficoeritrina (PE). Por su carga positiva se acumula en 
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mitocondrias activas que tienen una carga relativa negativa, así las mitocondrias de-

polarizadas o inactivas poseen un menor potencial de membrana y fallan en secuestrar 

TMRE. Para realizar la tinción, células de bazo de animales control o administrados con 

αCD20 fueron obtenidas a los 20 dpi. Posteriormente a la tinción de superficie, las 

células fueron lavadas en buffer HEPES 25mM y teñidas en una solución de TMRE 1nM 

en buffer HEPES por 30 minutos a 37°C. Transcurrido ese tiempo, las células se lavaron 

y adquirieron inmediatamente en el citómetro de flujo. Las células no apoptóticas 

fueron identificadas como TMRE+.  

 

5 - Determinación de la movilización de CD107a a la superficie celular mediante 

citometría de flujo 

Como determinación indirecta de la capacidad citotóxica de los linfocitos T 

CD8+ se realizaron ensayos de degranulación basados en la determinación de la 

movilización de CD107a a la superficie celular. La molécula CD107a es una proteína 

intracelular ampliamente expresada en la membrana lisosomal/endosomal y puede 

expresarse en la superficie de linfocitos T CD8+ y células NK de forma transitoria (ya 

que se internaliza rápidamente por la vía endocítica) luego de que las mismas 

degranulan. Para determinar la movilización de CD107a a la superficie en respuesta al 

péptido parasitario específico o al estímulo mitogénico, se realizaron cultivos similares 

para la determinación de citoquinas intracelulares, pero en presencia del Acm anti-

CD107a conjugado a un fluorocromo, desde el inicio del cultivo. Además, se utilizó 

monensina y brefeldina A considerando que la monensina además de impedir el 

transporte vesicular, impide la acidificación de lisosomas y previene entonces la 

desnaturalización del anticuerpo que pueda haberse internalizado como consecuencia 

de la endocitosis del CD107a. 

6 - Gráficos de citometría de flujo, porcentajes y números  

En todos los gráficos de dos parámetros la región marcada con cuadrados, 

rectángulos o círculos y el número contiguo a dicha forma corresponden a la 

delimitación de la población estudiada en cada caso y su porcentaje respectivamente. 

Los números de células correspondientes a las diferentes poblaciones estudiadas se 

obtuvieron mediante los porcentajes obtenidos en la citometría y refiriéndolo al total 

de células mononucleares esplénicas contadas en cámara de Neubauer. 

Cuantificación de citoquinas por ELISA 

 

La determinación de citoquinas plasmáticas fue realizada utilizando kits de ELISA 

comerciales, según especificaciones del fabricante. Brevemente, placas de 96 pocillos 

high binding fueron sensibilizadas a 4°C durante la noche con 25μL de una dilución del 
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anticuerpo de captura en el buffer de sensibilización apropiado para cada analito 

(buffer carbonato pH 9,6 o PBS pH 7,2). Posteriormente y luego de 3 lavados con PBS-

Tween 20 al 0,05%, las placas fueron bloqueadas con 100μL de PBS al 10% de SBF 

durante 2 horas a temperatura ambiente, en una cámara húmeda. Después, el 

bloqueante fue descartado y la placa fue lavada 3 veces con PBS-Tween 20 al 0,05%. 

Posteriormente, 25μL de las muestras puras y de diluciones seriadas de los testigos 

(citoquinas recombinantes) fueron sembradas sobre la placa e incubadas durante toda 

la noche a 4°C, o 2 horas a temperatura ambiente, en una cámara húmeda. 

Seguidamente, las placas fueron lavadas 5 veces e incubadas 1,5 horas a temperatura 

ambiente con 25μL del anticuerpo secundario conjugado a biotina diluido en buffer de 

bloqueo. Posterior a 5 nuevos lavados, 25μL de estreptavidina conjugada a peroxidasa 

fueron agregados e incubados 25min a temperatura ambiente. Las placas se lavaron 5 

veces y se incubaron con 40μL del reactivo de color TMB (BD Biosciences), 

conteniendo el sustrato de la enzima y el cromógeno. Entre 5 y 30 minutos de 

incubación, la reacción se inactivó con 40μL de ácido sulfúrico 2N y se midió la 

absorbancia a 450nm en un lector de placas de ELISA. 

 

Inmunofluorescencia sobre cortes de bazo 

 

1 - Obtención de secciones histológicas de bazo   

 Bazos de ratones controles o depletados con αCD20 fueron obtenidos y 

congelados inmediatamente en nitrógeno líquido. Se efectuaron tacos por congelación 

con OCT y se obtuvieron criosecciones de 7 μm de espesor. Las secciones fueron 

fijadas en acetona durante 10 min a -20 °C, secadas a temperatura ambiente durante 

10 min y luego rehidratadas en buffer TRIS. Posteriormente, las secciones fueron 

bloqueadas durante 30 min a temperatura ambiente con TRIS-10% suero normal de 

ratón. A continuación, las secciones fueron incubadas durante 1 hora a temperatura 

ambiente en cámara húmeda con diferentes combinaciones de anticuerpos unidos a 

fluorocromos en buffer TRIS. Finalmente, las secciones fueron montadas con FluorSave 

(Merck Millipore) y observadas bajo microscopio confocal Olympus FV1200. Las 

imágenes fueron procesadas con Adobe Photoshop. 

 

Ensayos de biología molecular 

 

1 - Extracción de ADN 
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La extracción de ADN de tejidos (bazo, hígado, corazón) se realizó a partir de 

secciones de órganos que se almacenaron a -80 °C hasta su procesamiento. El ADN 

total se extrajo empleando reactivo de TRIzol (Life Technologies), según instrucciones 

del fabricante. Brevemente, las muestras fueron homogeneizadas mecánicamente en 

1mL de TRIzol. Posteriormente, se agregaron 0,2mL de cloroformo por cada 1mL de 

TRIzol, y se conservaron la fase fenol-cloroformo y la interfase conteniendo el ADN. 

Tras su precipitación con 0,3mL de etanol al 100%, el ADN se lavó dos veces con una 

solución citrato de sodio/etanol (0.1M citrato de sodio en 10% de etanol, pH=8,5) y 

luego una vez con etanol al 75%. Finalmente se resuspendió en buffer Tris-EDTA pH=8. 

Las concentraciones de ADN se determinaron por espectrofotometría, midiendo 

absorbancia a 260nm en BIOTEK microplate spectrophotometer (BioTek Instruments, 

Inc.). 

 

2 - PCR en tiempo real para la cuantificación de ADN de T. cruzi 

Para realizar esta técnica, los cebadores o primers de secuencia personalizada 

(Applied Biosystem) específicos para ADN satélite de T. cruzi (GenBank AY520036), 

fueron diseñados según resultados publicados por Piron y colaboradores [194] y 

asociados a sondas o probes tipo TaqMan. Además, la cantidad de ADN de parásito se 

relativizó a GAPDH, utilizando TaqMan Rodent GAPDH control Reagent de Applied 

Byosystem. Las sondas estuvieron conjugadas a FAM (6-carboxifluoresceína) y 

utilizaron TMRA (tetrametilrodamina) como colorante quencher. El secuenciador 

utilizado en ambos casos fue ABI PRISM 7700 Sequence Detector (Perkin-Elmer Applied 

Biosystem) y el procedimiento respetó las instrucciones del fabricante para ensayos 

con sondas probe tipo TaqMan. El análisis de los resultados se realizó con el software 

StepOne. Los ciclos umbrales (Ct por sus siglas en inglés, Cycle threshold) fueron 

definidos como el número de ciclos requeridos para alcanzar un umbral de 

fluorescencia arbitrariamente fijado en etapas donde el logaritmo de la señal se 

aproximaba a una recta (fase de expansión logarítmica). Se graficó la cantidad relativa 

del gen target según la fórmula 2-δCt ajustada a unidades relativas, donde δCt es la 

relación entre el Ct del gen target y el Ct del gen housekeeping o control. 

 

Análisis estadísticos 

 

Los análisis estadísticos se realizaron con el software GraphPad Prism 5.0. De 

acuerdo con el tipo de comparaciones que se realizó y el diseño del experimento, se 

utilizaron los siguientes análisis: T de Student o ANOVA de dos vía seguidos del post-

test de Bonferroni. Los valores de p menores a 0.05 se consideraron significativos (95% 
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de confianza). Los datos de los análisis estadísiticos se muestran como el valor 

promedio del porcentaje o número obtenido ± desviación estándar (DE).  
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