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REQUERIMIENTOS
¢ Buena predisposicion para el trabajo en equipo
¢ Dedicaciéon y motivacion
¢ Voluntad para autogestionar tareas de manera independiente
e Conocimiento basico de microbiologia, biologia molecular y fisiologia
¢ Poseer habilidades computacionales y lingiiisticas que le permitan
desenvolverse en las tareas y ambitos correspondientes

DOCENTE: Dra. Catalina Dirney Alba Soto.

UBICACION: Piso 13, Paraguay 2155

TAREAS A REALIZAR POR PARTE DEL PRACTICANTE
e Realizar el seguimiento de la infeccién crénica por Trypanosomacruzi en un
modelo murino
e Administrar fairmacos inmunosupresores
e Evaluar carga parasitaria en sangre y tejidos por qPCR
e Evaluar pardmetros inmunolégicos por inmunomarcacion y citometria de flujo
e Andlisis de los datos, tratamiento estadistico y presentacion de resultados.

PROGRAMA DE FORMACION DEL PRACTICANTE

OBJETIVOS A CUMPLIR POR PARTE DEL PRACTICANTE

Que el practicante adquiera habilidades pertinentes al desarrollo del pensamiento
cientifico, manejo de técnicas de mesada, analisis de resultados, presentacion de datos,
exposicion de resultados con manejo de bibliografia.

CARGA HORARIA: 12 hora

Objetivo 1:

A. Rol de la IL-10 en la activacién y mantenimiento de LT CD8+: Con este objetivo nos
planteamos determinar el fenotipo de los LT CD8+ pobremente expandidos y las
consecuencias de este fendmeno en drganos linfoides secundarios y en drganos blanco
(cuadriceps y corazon).



En el modelo de infecciéon experimental con el protozoo Trypanosoma cruzi (T. cruzi),
encontramos una mayor morbilidad y un menor control de parasitos en ratones con
deficiencia de IL-10 (IL-10 KO) en comparaciéon con los ratones de tipo salvaje (WT). A
pesar de la funcién mejorada de los macroéfagos y la activacion de las células dendriticas,
los ratones IL-10 KO fueron mas susceptibles a la infeccién. La cinética de linfocitos T (LT)
en el bazo y la sangre periférica reveld que los ratones IL-10 KO infectados no lograron
aumentar la cantidad de LT CD8+ esplénicos y circulantes totales, un fendmeno observado
desde la segunda semana de infeccién en ratones WT. Los LT CD8+ totales de ratones IL-
10 KO exhibieron una proliferacién disminuida, potencial citotéxico y produccién de IFN-y
que sus contrapartes WT y LT CD8+ especificas de T. cruzi mostraron una citotoxicidad in
vivo reducida. La ausencia de IL-10 afect6 selectivamente la expansion, la supervivencia y
el aumento de la expresion de PD-1 de LT CD8+ sin alterar estos mismos parametros en
las células T CD4 +. El aumento de la expresién de los receptores inhibitorios y la
modulacién descendente de T-bet por las LT CD8+ de ratones infectados con IL-10 KO
fueron compatibles con un fenotipo de agotamiento de LT. En conjunto, estos hallazgos
revelan que durante la infeccion aguda, IL-10 desempefia un papel estimulante no
reconocido previamente en las LT CD8+ la poblacion de linfocitos mas relevante para el
control de las etapas intracelulares de T. cruzi. Un conocimiento claro de los mecanismos
subyacentes que impulsan las funciones efectoras de LT citotoxicos es fundamental para
comprender la persistencia del patédgeno y el disefio racional de estrategias profilacticas
contra T. cruzi.

Parte de estos resultados fueron publicados : IL-10 participates in the expansion and
functional activation of CD8+ T cells during acute infection with Trypanosoma cruzi.Pino
Martinez Agustina M., Miranda Cristian G., Batalla Estela 1., Gonzalez Cappa Stella M., Alba
Soto Catalina D. ] Leukoc Biol. 2019 Jan;105(1):163-175. doi: 10.1002/JLB.3A0318-
111RR. Epub 2018 Oct 29.

Y presentados en: "XII Congress of the Latin American Association of Immunology & XXIII
Congress of the Mexican Society of Immunology”. ALAI, Mayo 2018. Cancun. México.
Agustina M. Pino-Martinez, Cristian G. Miranda, Estela Batalla, Stella M. Gonzalez-Cappa,
Catalina D Alba Soto.

A role for IL-10 in the expansion and functional activation of CD8+ T cells during acute
Trypanosoma cruzi infection.

B. Papel de la IL-10 en la migracion de LT CD8+:

Lo que hemos publicado hace referencia principalmente a los LTCD8+ esplénicos pero
tambien avanzamos en el estudio de las consecuencias de la ausencia de expansion de esta
poblacién en 6rganos linfoides sobre su migracién hacia organos blanco de la infeccién y el
control parasitario en los mismos. Estos resultados hacen parte de la tesis de Cristian
Miranda (Quimica Biolégica, FCEyN, UBA)que se encuentra en proceso de redaccién y de
un manuscrito también en proceso de redaccidn.

Nuestros resultados muestran que IL-10 participa en el “homing” de linfocitos hacia los
tejidos blanco de la infeccion por T. cruzi. Aunque en ausencia de IL-10 se registra una
mayor inflamacion tejidos cardiaco y musculo esquelético, se observa una menor
migracion de esplenocitos totales hacia 6rganos blanco de dafio. Cuando se analizan los



LT CD8+ en particular se registra una migracion diferencial segtin el 6rgano analizado. Asi,
aquellos provenientes de ratones IL-10 KO migran en menor cuantia a corazoén que los WT
y lo opuesto se observa en el cuadriceps. A su vez, esto se relaciona con un menor control
de la carga parasitaria en el primer érgano comparado con el segundo. Las quemoquinas
CXL9 y CXL10 estan sobreexpresadas en cuadriceps y corazoén de ratones infectados IL-10
KO cual se condice con la mayor inflamacién de éstos con respecto a los WT. Pero cuando
analizamos CCL5 (cuyo receptor CCR5 se encuentra significativamente sobreexpresado en
LTCD8+ esplénicos de ratones IL-10 KO) encontramos que la ausencia de IL-10 conduce a
su sobreexpresién respecto del WT en cuadriceps pero no en corazén lo que coincidiria
con la migracién diferencial de LTCD8+ y control parasitario en los distintos érganos. De
estos resultados concluimos que la migracién de LTCD8 esplénicos cumple un papel
importante en el control de T. cruzi en los 6rganos infectados y que existe una migracién
diferencial a 6rganos que probablemente esta orquestada por diferencias regionales en la
expresiéon de CCL5. Futuros experimentos nos permitiran entender la relaciéon de CCL5 en
la migracién diferencial a 6rganos de esta poblacidén linfocitaria.

Estos resultados hacen parte de la tesis doctoral de Cristian Gabriel Miranda pronta a ser
presentada en FCEyN y de un manuscrito que esta en proceso de redaccion.

XXXI Reunion Anual de la Sociedad Argentina de Protozoologia. Mar del Plata. 13-16 de
Noviembre de 2019.

Cristian Miranda, Agustina Pino-Martinez, Estela Batalla, Ernesto Gulin, Stella Maris
Gonzalez Cappa, Catalina Alba Soto.

Impaired migration of CD8+ T cells and poor parasite control in target tissues of IL-10
deficient mice during acute Trypanosoma cruzi infection.

C. Efecto de la administracion de IL-10 recombinante en ratones IL-10KO:

D. Efecto de la ausencia de IL-10 durante la infeccién experimental con T. cruzi
sobre el 6rgano blanco.

Los experimentos para completar estos objetivos estaban en curso y se retomaran una vez
podamos retomar actividades en el laboratorio.

Objetivo 2:

A- Analizar la frecuencia de los polimorfismos del promotor del gen IL-10 en
pacientes con infeccidn cronica asintomaticos, con manifestaciones clinicas
cardiolégicas.

En el estudio asociacion entre polimorfismos funcional del gen IL-10 y la severidad de la
enfermedad de Chagas hemos incluido en el protocolo de investigaciéon a 121 pacientes de
los cuales hemos obtenido los datos genotipicos y los datos clinico-epidemioldgicos.
Confeccionamos una base de datos para estudiar las asociaciones usando el programa
SPSS. Al momento de la realizaciéon del informe final nos encontrdbamos sumando
pacientes al protocolo para obtener un mayor nimero de pacientes para el tratamiento
estadistico de los datos. A raiz de la pandemia de COVID19 estamos considerando hacer un
corte para analizar la asociacién con los datos de pacientes que hasta ahora incluimos en
el protocolo. Nuestros resultados parciales muestran que los SNPs del promotor de IL-10
son similares a los reportados en poblaciones caucasicas y americanas. Los genotipos



obtenidos para las 3 posiciones polimoérficas son similares a los reportados en la literatura
sin producirse nuevas variantes alélicas. La frecuencia de estos genotipos indica una
composicién particular de nuestra poblaciéon que difiere de las de Brasil, Espafia o
Colombia. Resultados parciales también revelan una asociacién entre la portacién del
genotipo ATA (que se asocia a una menor produccion de IL-10) y la cardiopatia chagasica
destacando el potencial de este biomarcador genético como marcador de susceptibilidad
en los pacientes créonicamente infectados con T. cruzi.

Para este objetivo seguimos trabajando con las Dras Marikena Risso y Silvia Repetto,
médicos del servicio de Infectologia y la division de Inmunoserologia del Hospital de
Clinicas y el cardi6logo Roberto N. Agiiero del mismo hospital.

Los resultados parciales de este trabajo fueron presentados en el 17 Congreso
Internacional de Medicina Interna del Hospital de Clinicas “José de San Martin” de la UBA.
14- 17 de agosto 2018. CABA. Aplicacion de marcadores inmunoldgicos como
herramientas predictoras de la evolucion clinica de la enfermedad de Chagas. Catalina D
Alba Soto, Alicia Grijalva, Paula Ruybal, Roberto N Agiiero, Analia Toledano, Lucia Gallo-
Vaulet, Silvia Repetto, Marikena Risso.

* Este trabajo compiti6 por el premio a trabajos de investigacién.

B-Evaluar en los distintos grupos el perfil de respuesta inmune de los LT CD8+
periféricos y relacionarlos con polimorfismos del promotor del gen de IL-10 y/o los
niveles de IL-10.

C-Definir un perfil inmunoldgico de riesgo de cardiopatia chagasica humana que
puedan servir como biomarcadores en pacientes infectados:

Los objetivos B y C no se han cumplido por dificultades para adquirir los insumos (kit de
ELISA de captura para IL-10 humana) y panel de anticuerpos para evaluar el perfil de LT
CD8+ circulantes. Hemos creado un biobanco seroldgico y de linfocitos periféricos
criopreservados de estos pacientes para poder cumplir estos objetivos con futura
financiacién o el desembolso de subsidios que nos son adeudados (PIP 2015).

1. Plan de Investigacion periodo 2021:

Evaluacién de marcadores inmunoldgicos detectados en la infecciéon experimental
con Trypanosoma cruzi como biomarcadores predictores de la evolucion clinica de
la enfermedad de Chagas en individuos infectados.

2.1 Resumen

Continuaremos investigando en enfermedad de Chagascon un enfoque traslacional de lo
basico a lo clinico. En el periodo anterior comprobamos en el modelo murinoel rol de IL-
10 sobre la activacion de LTCD8+ y el control de T. cruzi y avanzamos en establecer
correlacién entre polimorfismos funcionales de IL-10 y la susceptibilidad a la cardiopatia
chagasica en individuos con serologia positiva para T. cruzi. Ademas, comenzamos a
estudiar la asociacion entre la evolucion de la enfermedad de Chagas en pacientes cronicos



quecursan también enfermedades autoinmunes y/o inmunosupresion.En el proximo
periodo nos proponemos continuar estudiando en el modelo murino de infecciéon por T.
cruzi diferentes estrategias para revigorizar los LTCD8+ mediante la adicién de IL-10
recombinante o disminuciéon del estimulo antigénico. Esto contribuiria a mejorar las
estrategias inmunoterapéuticas actualmente orientadas en potenciar la funcién células
citotdéxicas. Ademds, comenzaremos a estudiar la asociaciéon entre tratamiento
inmunosupresor y riesgo de reactivacién en pacientes con infectados conT. cruzi cursando
enfermedades autoinmunes. La actual pandemia de COVID19impide predecir como
continuaremos trabajando con pacientes y muestras clinicas pero hace relevante estudiar
la incidencia y efecto de la coinfeccion SARS-COV2 y T. cruzi en nuestra cohorte de
pacientes con enfermedad de Chagas.

2.2 Resumen en inglés

We will continue investigating Chagas disease with a translational focus from the basic to
the clinical. In the previous period, we verified the role of IL-10 on the activation of
LTCD8+ and the control of T. cruzi, and we advanced in establishing a correlation between
functional polymorphisms of IL-10 and susceptibility to chagasic heart disease.
Furthermore, we began to study the association between the evolution of Chagas disease
in patients with positive serology for T. cruzi and the presence of autoimmune diseases
and/ or immunosuppression. In the next period, we intend to study in the murine model of
T. cruzi infection different strategies to reenvigorate LTCD8+ by adding recombinant IL-10
or reducing the antigenic stimulus. This would contribute to improving the
immunotherapeutic strategies currently aimed at enhancing cytotoxic cell function. In
addition, we will begin to study the association between immunosuppressive treatment
and risk of reactivation in patients with T. cruzi infection and autoimmune diseases. The
current pandemic of COVID19 prevents us from predicting how we will continue working
with patients and clinical samples, but it makes it relevant to study the incidence and
effect of SARS-COV2 and T. cruzi coinfection in our cohort of patients with Chagas disease.

1.3 Objetivos e hipétesis de la investigacion

En el préximo periodo continuaremos con las actividades propuestas en el plan original.
Estudiaremos en el modelo murino de infeccidon por T. cruzi diferentes estrategias para
revigorizar los LTCD8+ mediante la adicién de IL-10 recombinante o disminucién del
estimulo antigénico. Continuaremos sumando pacientes en nuestro protocolo de estudio
de los polimorfismos de IL-10 y completando la base de datos. Ademas, comenzaremos a
estudiar en el modelo murino la asociacién entre tratamiento inmunosupresor y riesgo de
reactivacion deT. cruzi. La actual pandemia de COVID19 impide predecir como
continuaremos trabajando con pacientes y muestras clinicas pero hace relevante estudiar
la incidencia y efecto de la coinfeccion SARS-COV2 y T. cruzi en nuestra cohorte de
pacientes con enfermedad de Chagas. En lo que sigue hablaremos de los nuevos objetivos
propuestos para la extension del proyecto.

Objetivo 3.Evaluar experimentalmente la reactivacion parasitaria causada por
farmacos inmunosupresores convencionales y dirigidos a blancos definidos:La
literatura cientifica consultada y nuestra experiencia nos permiten postular que, entre los



pacientes con enfermedades autoinmunes bajo tratamiento inmunosupresor, el riesgo de
reactivacion de T. cruzi estd asociado al tipo de tratamiento farmacolégico administrado.
Siendo un escenario diferente al de individuos con trasplante de 6rgano sélido o SIDA el
monitoreo de la reactivacién deberia ser ajustado al tipo de tratamiento inmunosupresor
recibido. Los algoritmos de monitoreo de reactivacién de T. cruzi de pacientes con
enfermedades autoinmunes sometidos a tratamiento inmunosupresor deben ser
establecidos separadamente al de los individuos con infeccién por HIV, trasplantados o
con enfermedades oncohematolégicas. Los modelos experimentales que estudian la
reactivacion de la enfermedad pueden permitirnos ampliar nuestro conocimiento de las
alteraciones tanto en la progresion de la enfermedad como en el manejo clinico de la
enfermedad (Perez et al, 2015). El modelo de infeccion murina con T. cruzi brindara la
posibilidad de evaluar experimentalmente la reactivaciéon parasitaria causada por
farmacos inmunosupresores convencionales y dirigidos a blancos definidos no solo
a nivel sanguineo sino en tejidos. En este modelo podemos disefiar experimentos que
estudien el efecto de farmacos inmunosupresores sobre la evolucion de la parasitosis, del
dafio en 6rgano blanco y de marcadores inmunolégicos que tengan una validez predictiva
preclinico factible de trasladarse al estudio de la situacion frente al paciente. A su vez,
estudiar si la supresion de blancos moleculares con efecto directo sobre vias de
sefializacion y cascadas efectoras definidas de la respuesta inmune modifica la
carga parasitaria es de interés para comprender cuales son los factores
inmunoldgicos criticos para el control parasitario.

Por esto el nuevo objetivo de nuestro proyecto es desarrollar un modelo experimental
preclinico que permita comprender el riesgo de reactivacion de T. cruzi segin el
mecanismo de accion del tratamiento inmunosupresor.

Metodologia:Para cumplir con este objetivo se emplearan modelos de infeccion
experimental que se ha establecido en nuestro laboratorio y se esquematiza en la figura.

a. Modelo de infeccidn crénica:Este modelo refleja con mayor fidelidad lo que sucede en
las personas infectadas cronicamente donde los componentes de la respuesta adaptativa
humoral y celular acantonan los parasitos en tejidos como nidos de amastigotes (Taylor et
al, 2019) y eventualmente en estadios durmientes (Sanchez-Valdez et al, 2019). En este
modelo, que se describe en la figura 4, a los 90 dpi ya no se detectan parasitos en
circulaciéon por microscopia convencional (Ver figura 4, resultados preliminares) y los
ratones entran en la fase crénica de la enfermedad. Aqui podemos evaluar distintos
parametros en ratones con y sin tratamiento inmunosupresor.

Al igual que con los pacientes vamos a evaluar fluctuaciones de la parasitemia por
métodos moleculares (qPCR) en micromuestras obtenidas por extracciéon en animal
vivo. También, a partir de estas muestras de sangre periférica, evaluaremos parametros
inmunoldgicos por citometria de flujo (p.ej. poblaciones celulares, marcadores
funcionales) y citoquinas séricas por Elisa de captura.

A punto final, compararemos en ratones no tratados y tratados con farmacos
inmunosupresores la carga parasitaria por qPCR en distintos tejidos blancos de dafio o
reservorios de la enfermedad. Realizaremos un estudio histopatolégico de tejidos
blanco de dafio para evaluar si eventuales reactivaciones de la carga parasitaria causada



por el tratamiento inmunosupresor tienen un efecto en los tejidos blanco de dano de T.

cruzi.

Como un parametro relacionado con esto vamos a efectuar estudios

electrocardiograficos en ratones a distintos tiempos post seguimiento (estos estudios se

realizaran madiante una colaboracién establecida con los Dr. Bruno Buchholz y Ricardo

Gelpi en el Instituto de Fisiopatologia Cardiovascular, Departamento de Patologia,
Facultad de Medicina, UBA).

Infeccion
Dosis 1x 105 Trip /IP
Cepa: K98 GFP UDT Tcl

b.Tratamiento con firmacos inmunosupresores:

Modelo Crénico

164

Tratamiento IS Eutanasia

Seguimiento: Parasitemia (por qPCR), variacién de
peso, morbilidad y mortalidad.

Recoleccion de sangre periférica a 90, 118, 136 y 164 dpi
Electrocardiogramas a 90, 118 y 150 dpi.

Recoleccion de tejidos (p.ej. corazén, bazo, tejido

Dias post infeccion

muscular esquelético, tej. adiposo, intestino) a 90 y 164 €—
dpi.

Para este periodo seleccionaremos

para el modelo experimental 4 farmacos inmunosupresores convencionales y 3 no
convencionales de uso mas frecuente para artritis reumatoidea y otras enfermedades

autoinmunes. El esquema de tratamiento se dara en base semanal (al menos 4 semanas

para el modelo crénico) segun la tabla a continuacidn.

Farmaco

Mecanismo de accidon/

Dosis semanal Via

Blanco
Farmacos convencionales

Methotrexate Inhibe sintesis acidos 0,5-5mg/kg/dia IP
nucléicos
Leflunomida Inhibe sintesis acidos 2-5-10mg/kg/cada oral
nucléicos 48 hs
Ciclofosfamida  Disruptor DNA 200 mg/kg; wuni IP
dosis
Hidroxiquinolo Citotdxica 60 mk/kg; semanal [P
na
Sulfasalazine Inmunomodulador 10 mg/kg; 2 x I[P
semana
Micofenolato Inhibe sintesis acidos 40 mg/kg/dia oral
Mofetil nucléicos
Azathioprine Inhibe sintesis acidos 1 mg/kg/dia oral
nucléicos
Tacrolimus Inhibe calcineurina 1mg/kg/dia oral
Anticuerpos monoclonales
Infliximab TNF-alfa 3 mg/kg; 3x IP
semana
Etanercept TNF-alfa 2.5 mg/kg, 2x IP

Referencia
Riehl et al,
2017

Elshaer et al,
2019

Riehl et al,
2017
Ruiz et al,
2016

Chaetal, 2015

Riehl et al,
2017
Riehl et al
2017
Riehl et al,
2017

Perez et al,
2009
Bilate et al,



semana 2007

Abatacept CTLA4 5mg/kg /dia IP Riehl et al,
2017

Anakinra IL-1 25 mg/kg IP Gorelik et al,
2019

Rituximab/IgG  CD20 250 ug/ ratén IV Marino et al,

2a anti-CD20 2016

mAb

Tocilizumab IL-6 8 mg/kg; semanal [P Kamiya et al,
2019

Pequeia molecula inhibidora

Tofacitinib Janus kinase 20 mg/kg; 3xsem IP Sendo et al,
2019

c. Parametros parasitoldgicos a evaluar:

o Parasitemia: Se medird en muestras de sangre periférica extraida de la vena dorsal
de la cola del raton como hemos descripto previamente(Pino-Martinez et al. 2019).

o Morbilidad y sobrevida: resgistraremos evolucién del peso, signos como
piloerecciéon y cambios posturales y haremos eutanasia humanitaria ante la aparicion de
sinos de sufrimiento severo (The 3Rs, 2019).

o Carga parasitaria en tejidos y sangre: Sera cuantificada por PCR en tiempo real a
partir de ADN extraido de estos tejidos seglin la metodologia previamente empleada por
nosotros (Batalla et al, 2013 y Sbaraglini et al, 2016 y 2019). Alternativamente, estamos
poniendo a punto un metodo basado en citometria de flujo y recuento absoluto con
microesferas fluorescentes para cuantificar parasitos K98 GFP en sangre.

d. Analisis estadistico: Los resultados seran expresados como media + error estandar de
la media (EE). Para las comparaciones entre multiples grupos se empleara el test de
Andlisis de Varianza (ANOVA) seguido del post- test de Bonferroni para determinar las
diferencias significativas (p <0.05). Todos los valores serdn obtenidos utilizando los
programas GraphPad Prism 8.

Objetivo 4. Coinfeccion con SARS-Cov2 y T. cruzi, incidencia y consecuencias de la co-
infeccion sobre la evolucién del COVID 19 y la enfermedad de Chagas.

Tras la pandemia y la potencial exposiciéon al nuevo coronavirus de los pacientes
cronicamente infectados con T. cruzi de nuestras cohortes de estudio en el Hospital de
Clinicas Jose de San Martin han sido un obstaculo para la continuidad de los proyectos de
investigacion clinica en los que trabajamos. Dado que se trata de un nuevo patégeno no
existe informacién acerca de las consecuencias de la infeccién croénica previa por T. cruzi
(cuya persistencia altera en determinada manera la respuesta inmune). Cuando regrese la
actividad asistencial habitual sera de interés evaluar la presencia de titulos de anticuerpos
contra SARS Cov2, interrogar sobre los eventuales signos y sintomas de COVID 19 y hacer
un seguimiento de las eventuales modificaciones del curso de la enfermedad de Chagas o
de la patologia autoinmune de base. Este estudio requerira de la aprobacion del comité de
ética que gestionaremos oportunamente.



2.4 Antecedentes en la tematica

Enfermedades autoinmunes e inmunosupresion en pacientes con serologia positiva
para la enfermedad de Chagas:

Realizamos un andlisis de los datos clinicos de pacientes que acudieron al servicio de
Infectologia del Hospital de Clinicas con infeccién crénica con T. cruzi y enfermedades de
base causantes de inmunocompromiso o que requirieron para su tratamiento algin
farmaco inmunosupresor. A partir de los datos de las historias clinicas describimos las
caracteristicas epidemioldgicas y clinicas de esta poblacibn de pacientes
inmunocomprometidos con riesgo de infeccién activa por T. cruzi. Adicionalmente,
estudiamos la asociacion entre las diferentes condiciones inmunosupresoras y el
desarrollo de dafio de 6rgano blanco.

Metodologia: Se realiz6 un estudio transversal en pacientes inmunocomprometidos con
enfermedades autoinmunes e infeccién con T. cruzi. Se analizaron datos demograficos,
enfermedad base y tratamiento inmunosupresor. Se definié infeccién crénica por T. cruzi a
la presencia de reactividad de dos técnicas seroldgicas. En la primera consulta se solicitd
ECG, radiografia de térax y ecocardiograma y métodos parasitoldgicos (Strout y carga
parasitaria por PCR en tiempo real, qPCR). El seguimiento, para deteccién de reactivaciéon
parasitaria, se realizé a los 15 dias y luego cada 3-6 meses de iniciado el tratamiento
inmunosupresor. Se definié reactivaciéon parasitaria a la visualizacion del parasito en
sangre periférica o a la deteccion de al menos 1 genoma parasitario por ml de sangre por
gPCR (Ct<34). Los pacientes se clasificaron segin presencia/ausencia de patologia
demostrable (Consenso de Enfermedad de Chagas, SAC, 2011). Se estimaron las
estadisticas descriptivas de tendencia central. Las variables se expresaron en términos de
frecuencias y porcentajes.

Las asociaciones entre drogas inmunosupresoras y reactivacion y entre la enfermedad de
base y el riesgo de dafio en 6rgano blanco se evaluaron en un andlisis multivariado
calculando el Odds Ratio (OR). Los intervalos de confianza (IC) se estimaron para un nivel
de 95%. Una p<0,05 se consider? significativa. Se utilizé el programa Microsoft SPSS.

Tabla 1. Caracteristicas demograficas y clinicas de la poblacion objeto de estudio.

Numero de pacientes en estudio: 41
Media de edad: 55 afios (SD*11,6, rango 17-74)
Sexo femenino:58,5%
Procedencia:Argentina (78%)

Bolivia (17,1%)

Paraguay (4,9%)
Bajo tratamiento con farmacos inmusupresores:70.7%
Pacientes con cardiopatia chagasica:15,8%
Infeccidn activa:11 pacientes

Reactivaciones: 8

Primoinfecciones: 3
Presentacion clinica: Asintomaticos:8
Encefalitis: 2
Miocarditis:1




Strout positivo:66,7% de las primoinfecciones
50% de reactivaciones
gPCR positiva: 100% de los pacientes con infeccion activa.
Carga parasitaria mediana:22 parasitos /ml. Rango intercuartil: 232

Resultados: En nuestra cohorte contamos de pacientes con diferentes causales de
inmunosupresion la reactivacién parasitaria fue baja. La primoinfeccién de pacientes con
trasplante de 6rgano sé6lido con donante positivo fue alta (75%). El analisis multivariado
de farmacos asociados a infeccién activa mostré que el uso de micofenolato mofetil,
bloqueante de la sintesis de novo de acidos nucleicos y droga de primera linea en
pacientes con trasplante renal, se asocia con un riesgo aumentado de infeccion activa
(Tabla 2). Por su parte, en nuestra cohorte no se comprobd una asociaciéon entre la
infeccion activa y el uso de corticoides como tampoco de otros farmacos
inmunosupresores. El niimero relativo de pacientes de nuestra cohorte con cardiopatia
chagasica fue menor al de la poblacién general. Sin embargo, discriminando por
enfermedad de base encontramos una asociacion entre la artritis reumatoidea y un riesgo
aumentado de sufrir cardiopatia chagasica (Tabla 3). De este estudio preliminar
destacamos que se debe realizar un seguimiento parasitologico riguroso de los pacientes
que reciban tratamiento con micofenolato mofetil, droga que actualmente se para evitar el
rechazo de 6rgano soélido trasplantado, pero también en otras enfermedades autoinmunes
como vascultisi y miositis.

Tabla 2. Analisis multivariado de factores asociados a infeccion activa

0Odds
Droga inmunosupresora Ratio IC (95%) P
Micofenolato mofetil 1,67 1,00-2,43 0,02
Corticosteroides 1,77 0,391-8,08 0,35

Tabla 3. Analisis multivariado de factores asociados a cardiopatia

0dds
Enfermedad de Base Ratio IC (95%) P
Artritis reumatoidea 6,75 1.03-43,87 0,048
Otras enfermedades autoinmunes 0,83 0,72-0,96 0,356
VIH (<200 CD4+) 2,13  0,18-24,71 0,483
Enf. oncohematologicas 0,57 0,59-5,65 0,541

Conclusiones: Este estudio preliminar nos permitié corroborar datos que se encuentran
en la literatura acerca del riesgo elevado de reactivacién de la infecciéon por T. cruzi en
individuos VIH positivos con un recuento de CD4 inferior a 200 y en individuos con
trasplante de drgano bajo tratamiento inmunosupresor severo para evitar el rechazo del
organo. A su vez, este estudio permiti6 comprobar que en nuestra cohorte el riesgo de
reactivacion es bajo en pacientes con enfermedades autoinmunes que reciben farmacos
inmunosupresores convencionales. Dada la diversidad de esquemas terapéuticos
actualmente en uso es importante comprender si este riesgo sigue siendo bajo en
presencia de farmacos inmunosupresores a blanco definido.

Este trabajo fue presentado en:
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2.5 Cronograma de actividades

Actividad Meses afo 2021

5

6

7

8

9

10

11

12

Objetivo 1.C. Efecto de la administracion
de IL-10 recombinante en ratones IL-
10KO:

Objetivo 1.D. Efecto de la ausencia de IL-
10 durante la infeccion experimental con
T. cruzi sobre el érgano blanco:

Objetivo 2. Asociacion entre
polimorfismos del promotor del gen IL-
10 en pacientes con infeccién crénica y
cardiopatia chagasica.

Objetivo 3. Evaluar experimentalmente
la reactivaciéon parasitaria causada por
farmacos inmunosupresores
convencionales y dirigidos a blancos
definidos:

Objetivo 4. Coinfeccion con SARS-Cov2 y
T. cruzi, incidencia y consecuencias de la
co-infeccion sobre la evolucién del
COVID 19y la enfermedad de Chagas.
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