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Resumen

La respuesta primaria que induce la infecciéon por Trypanosoma cruzi se
caracteriza por una activacién panclonal de células T la cual puede con-
ducir a una inmunosupresion. En infeccién experimental la activacion de
células T CD4+ y CD8+ y produccién de citoquinas de tipo | resulta
crucial para controlar la parasitemia y superar la fase aguda de la enfer-
medad. Sugerimos que el analisis del nivel y tipo de células T respondedo-
ras a especificas proteinas recombinantes de 7. cruzi serd una herramien-
ta util para identificar marcadores celulares del estado clinico y pronds-
tico de pacientes chagasicos.

Palabras claves: Enfermedad de Chagas. Trypanosoma cruzi. Infeccion.
Antigenos recombinantes. Células T y B. Patologia.

Summary

The primary response induced by T. cruzi is characterized by a massive
panclonal activation of T cells which may lead to immunological
suppression. In experimental infection, generation of functional CD4+
and CD8+ T cells as well as the production of type | cytokines are crucial
for the parasitaemia control and to overcome the acute infection. We
suggest that the analysis of the level and type of T cells able to respond to
specific T. cruzi recombinant proteins will be a useful tool for identifying
cellular markers of the clinical status and prognosis of Chagasic patients.

Key words: Chagas’ disease. Trypanosoma cruzi. Infection. Recombinant
antigens. T and B cells. Pathology.

Trypanosoma cruzi es el agente etiolégico de la enfermedad de Chagas,
patologia endémica de Centro y Sudamérica, la cual presenta elevados
indices de morbilidad y mortalidad. El insecto vector deposita, pasiva-
mente a través de sus deyecciones, las formas metaciclicas del parasito
sobre la piel, penetrando estas en el cuerpo por la herida que causa la
picadura u otras abrasiones, o a través de las mucosas. Estas formas
metaciclicas del parasito infectan tanto células fagociticas como no
fagociticas de diversos tejidos, principalmente cardiaco, de aparato di-
gestivo y nervioso. En el interior de las células los parasitos se transfor-
man en formas amastigotes que se replican y eclosionan la célula,
saliendo al exterior como formas tripomastigotes capaces de reinfectar
otras células.

La enfermedad de Chagas involucra tres fases distintas: 1. una fase agu-
da, inaparente en la mayoria de los casos pero en la que se encuentra un
estado de inmunosupresion general; 2. una fase indeterminada (fase
crénica asintomaética), que compromete cerca del 40% de los casos
serolégicamente positivos; 3. una fase cronica sintomaética, que se carac-
teriza, dependiendo de la cepa, por la afectacién cardiaca o digestival.

El parésito 7. cruzi coexiste con el hospedador en un equilibrio en el que
intervienen mecanismos evolutivos. En general la respuesta inmune indu-
cida por la infeccion de este protozoo parasito se caracteriza, en sus
primeras etapas, por una intensa e inespecifica activacion linfocitaria.
Esta activacion es panclonal y regulada por diferentes mecanismos?, es-
tando acompafada por la activacion de funciones efectoras, pudiendo
dar lugar a una inmunodepresion. Se ha descrito la existencia de mimetis-
mo molecular®* con reacciones cruzadas entre antigenos de T. cruzi y
moléculas del hospedador, las cuales darian lugar a procesos
inflamatorios que se sumarian a aquellos mayoritarios, causados por la
presencia de parasito en el tejido y que caracterizan a la fase cronica de
la enfermedad®.

En infeccion experimental, se ha demostrado la existencia de una relacion
directa entre la exacerbacién de la enfermedad y la delecién de células Té7.
Asi, a pesar de que ratones CD4- o CD8- no muestran incremento general
en las parasitemias, si aumenta la respuesta inflamatoria y el nimero de
parasitos localizados en el corazon de dichos animales®. Ademaés, ratones
deficientes en células CD8+ son altamente susceptibles a la infecciéon por
el paréasito T. cruzi. Este hecho pone de manifiesto que las células T CD8+
parecen jugar un papel crucial en la resistencia a la infeccion por el referido
parasito, asi como para controlar la diseminacién del mismo durante la
enfermedad®. Datos recientes sugieren que el nivel de células T produciendo
IFN-y estarfa asociada, en Chagas cronico, con el estado clinico del pa-
ciente. Analisis de la respuesta celular frente a lisados de T. cruzi, medida
como expresion de IFN-y en células de sangre periférica de enfermos de
Chagas, muestra la existencia de un alto nimero de respondedores en el
grupo de pacientes chagasicos con clinica suave y bajo nimero de
respondedores en aquellos con clinica gravel. Asi, se postula que la fre-
cuencia de células T CD8+ especificas frente al parasito se correlacionaria
con el estado de la enfermedad, siendo mas débil la respuesta en pacientes
chagasicos cronicos que se encuentran en fases tardias. Ademas, la reduc-
cion en la produccion de IFN-y por estas células CD8+ estaria asociada
con la severidad de la enfermedad!®. Sin embargo, no se han identificado
marcadores celulares especificos del estado clinico y prondstico de la en-
fermedad Chagas.

Enf Emerg 2005;8(Supl 1):37-39



MC. Lépez, MC. Thomas

Dado que la respuesta celular del hospedador ante el parésito T. cruzi
resulta esencial en la evolucion y severidad de la enfermedad de Chagas,
planteamos la hipotesis de que el analisis de la frecuencia de células T
respondedoras a determinados antigenos recombinantes del parasito, asi
como la naturaleza de las mismas, resultara Util para la identificacion de
marcadores celulares del estado clinico de la enfermedad y de su evolu-
cién en enfermos cronicos.

En los Ultimos afos se han aislado e identificado, en nuestros laborato-
rios, varios antigenos de membrana, flagelo y citoplasma del parasito T.
cruzi, conservados o especificos de kinetoplastidos. Se han estudiado
desde un punto de vista molecular, funcional e inmunolégico, mostrando
que algunos de ellos pueden ser herramientas Utiles en inmunodiagndstico
e inmunoterapial!-®, Asimismo, hemos identificado patrones inmuno-
l6gicos, de citoquinas, moléculas de coestimulacion y marcadores de
activacién, asociados a la susceptibilidad versus resistencia a la infec-
cion experimental por T. cruzi'’.

La proteina TcMeP, localizada en la membrana de las formas tripomas-
tigotes infectivas de T. cruzi, estd implicada en la entrada del parasito en
la célula hospedera. Anticuerpos frente a un polipéptido de la region
carboxilo de la mencionada proteina inhiben in vitro la internalizacion de
las formas infectivas del parasito en fibroblastos LLC-MK2!!. La proteina
KMP11 de T. cruzi forma parte del singular citoesqueleto de kinetoplastidos,
estructura envuelta en su movilidad, asi como en la estrecha relacion
parasito-hospedador!?!8. La proteina recombinante muestra ser muy
antigénica, conteniendo un determinante antigénico de 20 aminoacidos
reconocido con alta especificidad y sensibilidad por sueros de pacientes
chagasicos!. La proteina KMP11 inoculada sin adyuvante en ratones,
resulta ser un fuerte inductor de respuesta celular'®!®, habiendo identifi-
cado en la misma un epitopo A2 inmunodominante y otro criptico,
inductores de linfocitos T citotoxicos (CTLs) especificos de antigeno!s. La
inmunizacion de ratones con un vector DNA que porta los genes de T. cruzi
KMP11-HSP70 fusionados induce una respuesta inmune humoral de
tipo 1gG2a de larga duracion frente a KMP11, asi como la activacion de
linfocitos T CD8+ citotdxicos especificos del mencionado antigeno. Ade-
mas, estos ratones inmunizados con el gen quimérico se protegen frente a
la infeccion experimental con T. cruzi’e.

La proteina HSP70 de T. cruzi tiene actividad mitégena estimulando, en
células ganglionares y esplenocitos de ratones sin inmunizar, la rapida
expansién de linfocitos T CD3+, TcRB+, CD4+ que conduce a la
internalizacion de los receptores CD3 y TcRp, asi como a una apoptosis
no dependiente de Fas Ligando, que da lugar a una especifica y reducida
poblacion de células T sensibilizadas!3. Esta proteina, en forma aislada o
fusionada a la KMP11, madura células dendriticas derivadas de médula
6sea de raton induciendo la expresion de IL12, TNF-o, moléculas de
coestimulacion y marcadores de activacion, mostrando tener las células
una elevada capacidad aloestimuladoral’.

Recientes resultados del laboratorio han mostrado que las proteinas
recombinantes paraflagelares PFR2 y PFR3 son altamente antigénicas e
inmunogénicas. En suero de pacientes cronicos de Chagas y de ratones
infectados con T. cruzi se observan altos niveles de anticuerpos frente a
las mismas, siendo el reconocimiento de tipo conformacional. Ambas
proteinas son fuertes inductores de una respuesta celular proliferativa,
habiéndose identificado la presencia de un epitopo T inmunodominante
en la molécula PFR3. La inmunizacién de ratones con un vector DNA que
porta el gen PFR2 fusionado al codificante para la HSP70 induce un
incremento de la expresién de citoquinas de tipo 1, una respuesta humo-
ral (IgG2a) y la activacion de CTLs especificos del antigeno PFR2. La
region carboxilo de la mencionada proteina posee un epitopo A2
inmunodominate inductor de CTLs.

Las proteinas conservadas H2A y S6P muestran ser altamente antigénicas,
habiéndose identificado en las mismas diferentes determinantes antigénicos
de reconocimiento especifico por sueros de pacientes chagasicos!®?!.
Gironés et al.?? identificaron, en células humanas y de raton, un antigeno
denominado Cha, reconocido por sueros de pacientes chagasicos. Cha
posee dos epitopos (R1 y R3) miméticos, respectivamente, con los
antigenos SAPA y TENU2845/36kDa del parasito. R1 es un epitopo T
mientras que R3 es un epitopo B. Los autores observan que la transferen-
cia pasiva de células autoreactivas generadas durante la infeccion por T.
cruzi produce infiltrados inflamatorios en corazén y anticuerpos contra
Cha en los ratones receptores®.

Sobre la base de las consideraciones realizadas y estudios avanzados,
nuestros actuales objetivos van dirigidos a identificar marcadores celula-
res que permitan evaluar el estado clinico de pacientes en fase crénica de
la enfermedad de Chagas, severidad de la misma, evolucion post-trata-
miento y valoracién de su potencial evolucion.
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