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Resumen

La infeccion por Trypanosoma cruzi causa la enfermedad de Chagas, la cual presenta una fase aguda en la que la
activacion del sistema inmunitario ayuda a controlar el parasito. No obstante, el parasito puede persistir en bajos
niveles y producir una fase crénica en la cual el 70 % de los individuos infectados permanece asintomatico, en tanto
que los demas presentan compromiso tisular, principalmente en el corazén, y pueden desarrollar una miocardiopatia
inflamatoria cronica. Durante el proceso de infeccion la respuesta inmunitaria tiene un papel importante en la
proteccion, pero también se ha asociado con la patogenia, especialmente en la fase cronica. Los estudios del grupo
de investigacion sobre la enfermedad de Chagas conformado por investigadores de la Universidad de los Andes y la
Pontificia Universidad Javeriana en Colombia, se han centrado en analizar la respuesta inmunitaria adaptativa inducida
frente a T. cruzi. En este articulo, se resumen y analizan los resultados de la evaluacion de la respuesta inmunitaria
humoral contra la proteina KMP-11 del parésito, asi como de la respuesta inmunitaria celular en sangre periférica
de pacientes con cardiopatia chagasica cronica. La funcionalidad de los anticuerpos especificos y el porcentaje de
linfocitos T especificos de antigeno en sangre periférica y sus marcadores de funcionalidad se evaluaron usando un
péptido de nueve aminoacidos de la proteina KMP-11 denominado TcTLE. © 2017. Acad. Colomb. Cienc. Ex. Fis. Nat.
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Adaptive immune response in chronic infection by Trypanosoma cruzi
Abstract

Trypanosoma cruzi infection causes Chagas disease, which presents an acute phase where the activation of the
immune system can help to control the parasite. However, the parasite persists at a low level leading to a chronic
phase where 70% of the infected individuals remain asymptomatic, and the others have tissue involvement, mainly a
chronic inflammatory cardiomyopathy. During the infection process, the immune response plays an important role in
protection, but it has also been associated with pathogenesis, especially during the chronic phase. The studies carried
out by the Chagas disease research group from Universidad de los Andes and the Pontificia Universidad Javeriana
in Colombia, have been focused on dissecting the adaptive immune response induced against T. cruzi. Here we
summarize and analyze the results of the evaluation of the humoral immune response against the KMP-11 protein
from the parasite. We also describe the cellular immune response against T. cruzi in peripheral blood of patients with
chronic Chagas heart disease. We evaluated the possible role of peptide-specific antibodies and the percentage of
peripheral blood antigen-specific lymphocytes and their surface markers using a nine amino acids peptide from the
KMP-11 protein termed TcTLE. © 2017. Acad. Colomb. Cienc. Ex. Fis. Nat.
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Generalidades de la enfermedad de Chagas formas de transmision, cuadros clinicos, y genotipos del
parasito (unidades discretas de tipificacion, o Discrete
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mecanismos de dafio tisular durante la fase cronica. La
infeccién puede ocurrir por trasmision vectorial o por
consumo de liquidos que contengan la forma infectiva del
parasito, el tripomastigote metaciclico, pero también por
infeccién congénita, trasplante, reactivacion en personas
inmunosuprimidas, transfusion sanguinea o accidente de
laboratorio (Bern, 2015). Durante el periodo agudo de la
enfermedad, que puede durar entre seis y ocho semanas, la
mayoria de los casos son asintomaticos, en tanto que los
individuos sintométicos presentan sintomas constitutivos
como fiebre, malestar general y cefalea. En ocasiones, se
pueden presentar signos caracteristicos de la enfermedad,
como el signo de Romafia (edema palpebral unilateral) y
el chagoma (ndédulo inflamatorio en la piel), causados por
la inflamacion y que indican la via de entrada del parasito.
En la fase aguda se pueden detectar parasitos en sangre
periférica. Aunque el parasito puede ser controlado por
el sistema inmunitario, suele persistir en bajos niveles en
las personas infectadas cronicamente. Asi, los individuos
entran en una fase crdnica asintomatica (indeterminada)
en la que el diagnostico se hace principalmente mediante
pruebas seroldgicas que determinan la presencia de anti-
cuerpos anti-T. cruzi en sangre periférica (Bern, 2015;
Rosas, et al., 2012). Las personas inmunosuprimidas (por
ejemplo, con HIV/SIDA) que presentan la infeccion por T.
cruzi, pueden presentar reactivacion de la infeccion, lo que
demuestra el papel de los linfocitos T CD4+ en el control
del parasito (de Freitas, et al., 2011). La fase asintomatica
puede extenderse por afios o décadas, sin embargo, cerca
del 30 % de los individuos puede entrar en la fase cronica
sintomatica (determinada) en la cual el parasito presenta
tropismo hacia ciertos tejidos (Sabino, et al., 2013). En
individuos con infeccion crénica sintomatica, se estima que
el compromiso cardiaco ocurre en cerca del 90 %, casos en
que el parésito se replica en los cardiomiocitos, y el diges-
tivo (megacoldn o megaesdfago) en el 10 %, casos en los
que el parasito se replica en las células de sistema nervioso
periférico (Bern, 2015).

La patogenia de la enfermedad crdnica no se conoce de
forma precisa, pero se ha determinado que la persistencia
del parésito, su genotipo o DTU, y la disfuncién del sistema
inmunitario pueden ser parte del proceso de dafio tisular
(Bern, 2015; Klahr, et al., 2016; Rosas, et al., 2012). Si bien
existe un tratamiento antiparasitario con dos medicamentos,
el benzinidazol y el nifurtimox, ambos se recomiendan para
pacientes en fase aguda de la infeccion, incluidas las mujeres
en gestacion, las personas con infeccion oral y cuando hay
reactivacion, pero no en aquellas con infeccién cronica
(Bern, et al., 2007). En un estudio clinico, el tratamiento
con benzinidazol en pacientes con cardiopatia establecida
demostro que, a pesar de la disminucion o control de la para-
sitemia, no habia mejoria clinica en los pacientes (Morillo,
et al., 2015). Estos resultados evidencian la necesidad de
encontrar alternativas de tratamiento y de estudiar nuevos
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mecanismos inductores de la enfermedad, como los inmu-
nitarios, los cuales operarian durante la infeccién crénica
con compromiso tisular (Rassi, et al., 2017).

Algunos aspectos del ciclo de vida de Trypanosoma
cruzi en los humanos

Los tripomastigotes son formas del parasito que no se
dividen, por lo tanto, deben invadir o circular para encontrar
una célula donde adherirse y continuar el ciclo. Una vez
dentro de la célula, se desarrollan los amastigotes, los cuales
se multiplican por divisién binaria (Brener, 1973; Campo,
et al., 2016). En el sitio de inoculacion, los tripomastigotes
usualmente invaden células fagociticas, como los macré-
fagos, y células no fagociticas, como los fibroblastos (de
Souza, et al., 2010; Rosestolato, et al., 2002). Aunque se
han identificado algunos ligandos que el parésito utiliza para
unirse a las células huéspedes, son multiples las moléculas
que participan en esta interaccion (Magdesian, et al., 2001).
Después de la unién a la membrana celular, se presenta la
formacidn de la vacuola parasitofora, donde operan diferen-
tes mecanismos de endocitosis (Barrias, et al., 2013).
Una vez dentro de la célula, empieza la formacién de los
amastigotes, los cuales pasan de la vacuola al citoplasma y
entran en contacto directo con los organelos de las células
huéspedes (Ley, et al., 1990; de Souza, et al., 2010). Ya que
una de la formas del parésito es extracelular, los anticuerpos
contra antigenos de superficie son uno de los mecanismos
de defensa del huésped para lisar los tripomastigotes o
evitar la invasion de las células (Krettli & Brener, 1976).
Asimismo, las proteinas derivadas de los amastigotes
libres en el citoplasma entran en la via de procesamiento
de antigenos de clase | y pueden ser presentadas a los
linfocitos T CD8+, lo cual es importante para el control de
la infeccion (Tarleton, 2015).

La respuesta inmunitaria frente al parasito durante la
infeccion aguda controla la parasitemia, aunque no la eli-
mina completamente (Sosa-Estani, et al., 1998). En la fase
cronica especialmente, la respuesta inmunitaria adaptativa
parece tener un papel dual al controlar parcialmente la
infeccion en individuos asintomaticos y participar en la
patogenia del dafio tisular en individuos sintomaticos.
En este articulo se presentan los resultados obtenidos en
el estudio de la respuesta inmunitaria adquirida, tanto la
humoral contra la proteina KMP-11 y su péptido TcTLE,
como la celular mediada por linfocitos T contra dicho
péptido y el antigeno completo del parasito durante la infec-
cién cronica por T. cruzi. En la respuesta humoral contra
un antigeno especifico se ha observado que los anticuerpos
pueden unirse a los tripomastigotes y disminuir la infeccion
de células in vitro. En la respuesta celular inmunitaria se
describen los cambios en los marcadores de superficie y en
los funcionales de los linfocitos T en sangre periférica, los
cuales presentaron caracteristicas de agotamiento celular,
asociado probablemente con la persistencia del antigeno en
la enfermedad de Chagas crénica.
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La respuesta inmunitaria durante la infeccion por
Trypanosoma cruzi

Aunque la respuesta inmunitaria se ha estudiado en las fases
aguda y cronica de la enfermedad, la mayoria de estudios
en humanos se han hecho en la fase crénica, especialmente
porque la infeccion aguda por transmisién vectorial se
presenta en nifios de areas endémicas y en un alto porcentaje
de ellos puede cursar de forma asintomatica (Rassi, et al.,
2010). No obstante, en los casos de transmision oral hay
un alto porcentaje de sintomaticos (Noya, et al., 2015).
Asimismo, debe considerarse la diversidad del parasito,
con siete DTUs y al menos 12,000 potenciales proteinas
en su genoma, lo que dificulta el estudio de la respuesta
inmunitaria especifica contra un antigeno (Acevedo, et
al., 2017). Dado lo prolongado del tiempo en el que puede
aparecer el compromiso tisular en individuos con infeccion
y asintomaticos, el cual puede ser de afios o décadas, es
dificil hacer el seguimiento de un individuo durante todo el
curso de la enfermedad. Por lo tanto, una de las estrategias
es obtener y comparar muestras (anticuerpos o células) de
individuos con infeccidn crénica en las fases asintomatica
y sintomatica, especialmente con compromiso cardiaco.
En estos trabajos, los pacientes se clasificaron en las cua-
tro categorias (A-D) establecidas por la American Heart
Association (AHA) (Bern, et al., 2007). Para fines practicos,
y con el objetivo de comparar los resultados, los individuos
en los grupos A y B de dicha clasificacion se consideraron
asintomaticos (indeterminados), y los de los grupos C y D,
como sintomaticos (determinados) (Giraldo, et al., 2011).
La mayoria de los estudios sobre inmunidad celular en
estos individuos se hacen en sangre periférica y en tejido
cardiaco, y los resultados se obtienen sobre todo mediante
citometria de flujo e inmunohistoquimica, respectivamente.
No obstante, en algunos estudios se han analizado linfocitos
derivados de corazon utilizando citometria de flujo (Giraldo,
et al., 2013).

La respuesta inmunitaria innata en fase crénica

Se conoce poco del papel de los leucocitos polimorfonu-
cleares en fase cronica, sin embargo, los eosinéfilos se han
asociado con el dafio tisular en la respuesta crénica y se los
ha detectado en el infiltrado de leucocitos en tejido cardiaco
de pacientes con miocardiopatia. Se ha postulado que los
productos solubles toxicos de los eosindfilos inducen la
muerte de los miocardiocitos (Molina & Kierszenbaum,
1987). En pacientes con infeccion cronica por T. cruzi tam-
bién se ha descrito un aumento de las metaloproteinasas 2
(MMP2) y 9 (MMP9) en neutrdfilos y monocitos, comparadas
con las de individuos no infectados, aunque sin diferencias
significativas entre asintomaticos y sintomaticos. Estas enzi-
mas, que participan en el remodelamiento tisular, podrian
estar asociadas al dafio cardiaco (Medeiros, et al., 2017)

En nifios en fase asintomatica temprana se ha determinado
que el nimero de células NK y de monocitos inflamatorios
(CD14+ CD16+ HLA-DR++) en sangre periférica aumenta
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en comparacion con individuos no infectados. En estas
poblaciones, cuyos valores pueden volver a niveles basales
en sangre periférica en la infeccion crénica, se han asociado
al mantenimiento de la fase asintomatica (Vitelli-Avelar,
et al., 2006). Sin embargo, en individuos en fase cronica
sintomética se encuentran alteraciones funcionales de las
poblaciones de monocitos y células dendriticas, ambas pre-
sentadoras de antigenos profesionales. El parasito puede
influenciar o alterar el comportamiento de estas células a tra-
veés de la infeccion directa (Cuellar, et al., 2009; Magalhaes,
et al., 2015) o mediante la activacion de receptores de
reconocimiento de patrones (pattern recognition receptor,
PRR) y de receptores de tipo toll (toll-like receptor, TLR), 0
los receptores intracelulares de tipo nod (nod-like receptor,
NRL) (Dey, et al., 2014; Dos-Santos, et al., 2016). La acti-
vacion de estas células presentadoras de antigeno, como los
monocitos y macréfagos, tiene que ver con la produccion
de moléculas efectoras como el 6xido nitrico (NO), los
productos reactivos del oxigeno (reactive oxygen species,
ROS) y las citocinas inflamatorias, las cuales tienen un
papel fundamental en la presentacion antigénica, asi como
en la activacion subsecuente de la respuesta mediada por
linfocitos T. El parésito suele disminuir dicha respuesta
alterando la actividad de la enzima NADPH oxidasa, la cual
regula la produccién de ROS (Dey, et al., 2014). Asimismo,
los antigenos derivados del parasito alteran el patréon de
citocinas producidas, por ejemplo, las células dendriticas
de pacientes con enfermedad de Chagas cronica producen
mas interleucina 10 (IL-10) que interleucina 12 (IL-12) en
presencia de la proteina de choque térmico de T. cruzi. La
IL-12 fomenta la diferenciacion de linfocitos T, en tanto
que la IL-10 inhibe una presentaciéon antigénica efectiva
(Cuellar, et al., 2008). Como muchas otras enfermedades
infecciosas cronicas, la calidad de la respuesta inmunitaria
inducida inicialmente es fundamental para el desarrollo de
una respuesta adaptativa, tanto de anticuerpos como de lin-
focitos T efectores y de memoria. Como se ha descrito, en
algunos de los elementos de la respuesta inmunitaria innata
en la infeccion por T. cruzi el parasito parece manipularla y
alterarla a favor de su supervivencia.

La respuesta inmunitaria adaptativa

Los anticuerpos especificos antipéptido en la infeccion
por Trypanosoma cruzi. Dada la diversidad de proteinas
presentes en los estadios del parasito, solo algunos anti-
genos se han estudiado en detalle. Ademas, se conoce poco
acerca de la especificidad y funcionalidad de los anticuerpos
que se generan durante la infeccion. En general, los anti-
cuerpos cumplen diversas funciones: activan el sistema del
complemento, mejoran la actividad de los fagocitos frente
al parésito, inducen la citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpos e inhiben la infeccién de las células huéspedes
(Lages-Silva, et al., 1987; Lima-Martins, et al., 1985;
Wirth & Kierszenbaum, 1987). Es asi como en modelos
maridos de infeccion aguda, se ha determinado que los
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anticuerpos contra las transialidasas (TS) parasitarias redu-
cen la parasitemia y la mortalidad mediante el uso de anti-
cuerpos policlonales (Krettli & Brener, 1976), asi como de
un anticuerpo monoclonal anti-TS (Franchin, et al., 1997).

En nuestros estudios se ha empleado como antigeno una
proteina de membrana del cinetoplasto con un peso molecu-
lar de 11 kDa, la KMP-11, la cual esta muy conservada en
paréasitos como los tripanosomas y las leishmanias (Thomas,
et al., 2000). Aunque la funcion de esta proteina no se
conoce, su ausencia en el parasito impide la division, como
en el caso de T. brucei (Li & Wang, 2008). En T. cruzi, la
proteina KMP-11 esté asociada a proteinas del citoesqueleto,
por lo cual se ha postulado que puede estar involucrada en
la motilidad del paréasito en su estado flagelar (Thomas,
et al., 2000). La proteina KMP-11 se expresa en todas las
formas del ciclo de vida del parasito y es reconocida en
sueros de pacientes en fase aguda y crénica, aunque con
algunas diferencias: en los pacientes con infeccion aguda
presenta niveles de anticuerpos mas bajos, con predominio
de los isotipos 1gG3 e 1gG4, en tanto que en pacientes con
infeccion cronica se presenta en niveles mas elevados y es
reconocida principalmente por los isotipos 1gG1 e 1gG3,
los cuales presentan mayor union a receptores FC para 1gG
(FCyR) (Flechas, et al., 2009), mejorando asi las funciones
efectoras de los fagocitos. En estudios de mapeo de epitopes
B se ha demostrado que los anticuerpos de pacientes infec-
tados reconocian méas la region N-terminal de la proteina
(Thomas, et al., 2001), sin embargo, es importante sefialar
que en ratones transgénicos que expresan la molécula HLA*
A-0201 se detectd la presencia de un epitope restringido
a esta molécula de clase | humana, reconocido por linfo-
citos T CD8+ (Marafion, et al.,, 2001). Este epitope de
nueve aminoacidos (TLEEFSAKL), localizado en la region
N-terminal, posicién 4-12, se denomind inicialmente como
K1, pero posteriormente se lo denominé como TcTLE
(Finkelsztein, et al., 2015). Aunque los péptidos cortos
toman una estructura al azar en soluciones, el TcTLE
adquiere una estructura de hélice alfa, lo que permitiria su
reconocimiento por parte de los anticuerpos (Figura 1). Este
péptido es reconocido en mayor porcentaje (56 %) en los
sueros de individuos sintomaticos con enfermedad de Chagas
que en aquellos de personas asintomaticas (28 %), con un
predominio del isotipo 1gG1 (Diez, et al., 2007). Dado que
no se conoce la funcion de estos anticuerpos anti-péptido, el
siguiente paso se centrd en el estudio experimental in vitro de
anticuerpos anti-TcTLE. En suero policlonal de conejos inmu-
nizados con el péptido en adyuvante de Freund, se obtuvo
un bajo titulo de anticuerpos, sin embargo, estos anticuerpos
fueron capaces de reconocer la proteina recombinante KMP-
11 y la proteina nativa presente en las formas flageladas
(epimastigotes y tripomastigotes) del paréasito (Diaz-Soto,
et al., 2012). En un segundo ensayo de inmunizacién, la
produccion de anticuerpos anti-TcTLE aument6 al inmuni-
zar conjuntamente con un péptido inmunomodulador no
derivado del parésito. Los anticuerpos policlonales generados
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reconocieron igualmente los amastigotes intracelulares. En
los dos sueros policlonales obtenidos se demostré la habilidad
de inhibir la infeccién de células in vitro, tanto en un cultivo
de células Vero (Diaz-Soto, et al., 2012) como en un modelo
de astrocitoma humano infectado con T. cruzi (Vargas-
Zambrano, et al., 2013). En este ultimo, se observo que
los anticuerpos alteraban la motilidad de los tripomastigotes
afectando su capacidad de invasion e infeccion (Finkelsztein,
et al., 2015).

En resumen, al péptido TCTLE se unen anticuerpos
de sueros de pacientes con enfermedad de Chagas, lo cual
implica que se trata de un epitope B reconocido de forma
natural durante la infeccién. En modelos de infeccion in
vitro se pudo demostrar que los anticuerpos anti-péptidos
son capaces de reconocer la proteina nativa en las formas
parasitarias e inhibir la entrada de tripomastigotes a los
cultivos celulares. Parte de esta inhibicion se atribuye a la
alteracion del movimiento flagelar de los tripomastigotes.

La inmunidad celular adquirida en respuesta a la
infeccion crénica por Trypanosoma cruzi. EXxisten dos
subpoblaciones principales de linfocitos T segln sus mar-
cadores y su funcionalidad, la de linfocitos T CD4+, 0 ayu-
dadores, y la de CD8+, o citotoxicos, ambas implicadas
en el control de la infeccion por T. cruzi. En un modelo de
infeccion aguda en ratones, la eliminacion de los linfocitos T
CD8+ incrementd la parasitemia y la mortalidad comparado
con los ratones control (Tarleton, 1980), en tanto que en
los humanos, la disminucion de los linfocitos CD4+, como
ocurre en la infeccion por HIV, permite la reactivacion del
parésito (de Freitas, et al., 2011), lo cual indica que los
linfocitos T son cruciales en el control de la infeccion. Los
linfocitos T circulan por el sistema linfoide como linfoci-
tos virgenes cuyo objetivo es encontrar un antigeno en los

KMP-11

N-terminal

TLEEESAKL
TcTLE

C-terminal

Figura 1. Modelo bioinformatico del péptido TcTLE en la proteina
KMP-11. Los aminoacidos 4 a 12 que representan el péptido se
muestran como cinta (en rojo), con sus respectivas cadenas laterales
(en azul). El resto de los aminoécidos en la proteina se muestran en
gris. Imagen generada con el programa Visual Molecular Dynamics
(VMD) http://www.ks.uiuc.edu/Research/vimd/ y elaborada con la
colaboracion del profesor Manu Forero-Shelton, Ph.D., Grupo de
Biofisica, Universidad de los Andes, Bogota
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organos linfoides secundarios. Si los linfocitos virgenes
reconocen un antigeno a través de su receptor TCR vy
se diferencian a linfocitos T efectores. Existen diversas
poblaciones de linfocitos efectores que se localizan en los
tejidos donde ejercen sus funciones, como la produccion
de las citocinas INF-y o TNF-a, entre otras, asi como la
produccion de moléculas citotoxicas como la perforina.
Una vez eliminado el agente infeccioso, como en el caso
de algunas infecciones agudas, los linfocitos T efectores
mueren por apoptosis y una pequefia poblacion se convierte
en linfocitos T de memoria. Al ser activados nuevamente
por el antigeno, estos tienen la capacidad de generar nuevos
linfocitos T efectores (Manhke, et al., 2013). Este patron de
diferenciacion y funcion de los linfocitos T, en el caso de los
T CDB8+, se ve alterado en procesos como las infecciones
cronicas. Tal es el caso de la infeccion por T. cruzi, ya que el
parésito puede persistir en los individuos infectados. Debido
a este fendmeno de alteracion de la funcion de los linfocitos
T, conocido como agotamiento celular, la persistencia del
antigeno induce cambios funcionales como la suspension
de la secrecién de citocinas, y si bien los linfocitos T son
especificos de antigeno, no pueden ejercer sus funciones
efectoras adecuadamente. Por ejemplo, se disminuye la
secrecion de citocinas como la IL-12 y, por ende, la capa-
cidad de proliferacion, y, ademas, se producen cambios en
la expresion de las moléculas, los receptores inhibitorios y
los factores de transcripcion (Wherry & Kurachi, 2015).
Se resumira a continuacidn el trabajo en torno a la respuesta
mediada por los linfocitos T, principalmente la de los CD8+
y, en menor proporcion, los estudios con linfocitos T CD4+
y linfocitos T doblemente positivos (T CD4+/CD8+).
Respuesta de los linfocitos T CD4+ en pacientes con
enfermedad de Chagas crénica. Los linfocitos T CD4+ se
caracterizan por tener diferentes tipos de subpoblaciones (Th)
segun el patron de citocinas secretadas. Por ejemplo, los
linfocitos Th1 secretan principalmente IFN-y y los linfocitos
Th2 secretan IL-4, entre otras poblaciones, incluidas Th9,
Th17, Th22, Tregs y ThF o foliculares. Las poblaciones de
linfocitos Th se asocian a su funcion efectora, por ejemplo,
los Thl son importantes para el control de infecciones
intracelulares, mientras que los Th2 lo son para el control de
antigenos extracelulares y de helmintos (Schmitt & Ueno,
2015).Enloslinfocitos CD4+desangre periféricade pacientes
con cardiopatia chagasica cronica se encontrd que después
de la estimulacién con una antigeno policlonal los linfocitos
recientemente activados, o CD69+, producian una cantidad
significativamente menor de IFN-y que los linfocitos T de
individuos de control sin infeccion, aunque sin diferencias
entre pacientes asintomaticos y sintomaticos. Igualmente,
los linfocitos T CD4+ de estos pacientes (5 de 13 evaluados)
produjeron IFN-y y no IL-4 en presencia de la proteina
recombinante KMP-11 de T. cruzi y no hubo diferencias
de acuerdo al estadio clinico de la enfermedad (Cuellar,
et al., 2009). Los pacientes con enfermedad de Chagas
cronica presentaron linfocitos T CD4+ con marcadores de
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activacion cronica, como CD38 y HLA-DR, y disminuyeron
la expresion del coestimulador CD28, molécula asociada a
la activacién posterior a la presentacion antigénica. Estos
cambios fueron mas significativos en los pacientes asinto-
maticos que en los sintomaticos, y se asociaron con una
menor expresion de la cadena zeta (z) del CD3. Dicha
cadena contiene tres residuos de fosforilacion importantes
para la cascada de sefializacion intracelular que conlleva
a la activacion del linfocito T mediada por la produccion
de IL-2 (Giraldo, et al., 2013). La menor produccién de
citocinas ante el estimulo policlonal y la disminucién de
moléculas importantes en la sefializacion intracelular de
los linfocitos, sugieren que la inmunidad celular se altera
durante la infeccidn crdnica por T. cruzi. Asimismo, en otros
estudios se ha demostrado que los linfocitos T CD4+ de
pacientes con infeccion cronica producen menos INF-y, lo
cual se ha asociado con la gravedad de la cardiopatia y con
predominio de células efectoras y expresion de marcadores
de diferenciacion temprana (CD27+CD28+) (Albareda, et
al., 2009); en tanto que la respuesta polifuncional, medida
como la secrecion de INF-y, TNF-a y la expresion de CD154,
es mayor en nifios infectados que en adultos con infeccion
crénica, quienes presentan un respuesta monofuncional
(Albareda, et al., 2013).

Linfocitos T CD8+ especificos de antigeno de
Trypanosoma cruzi y del péptido TcTLE. Como ya se
menciond, el péptido TLEEFSAKL o TcTLE de la region
N-terminal de la proteina KMP-11 ha sido descrito como un
epitope de unién a la molécula HLA-A*0201 (Marafion,
et al., 2001). Este péptido fue reconocido por linfocitos T
CDB8+ provenientes de pacientes con enfermedad de Chagas
cronica mediante un ensayo ELISpot para IFN-y en cerca
de 17 % de los individuos evaluados (Diez, et al., 2006).
Una vez se demostrd que el péptido TcTLE era procesado y
presentado naturalmente en las moléculas del HLA durante
el curso de la infeccion por T. cruzi, el siguiente paso fue el
uso de tetrameros fluorescentes HLA-A*0201 cargados con
el péptido para determinar la frecuencia de células especificas
durante la infeccion cronica mediante citometria de flujo. En
total, 15 de los 19 pacientes crénicos evaluados presentaron
linfocitos T CD8+ especificos del tetramero en frecuencias
que variaron entre 0,09 y 0,34 %, sin diferencias por estadio
de la enfermedad. Las células especificas presentaron un
predominio del fenotipo de células efectoras (T,,,) CD62L-/
CCR7- frente a las células de memoria (T,,), CD62L+/
CCR7+, y aunque en células de pacientes se detectaron
la IL-2 y la IFN-y, respectivamente, los porcentajes de
expresion de estas citocinas entre los linfocitos T CD8+
especificos del tetramero fueron muy bajos (<6 %) (Lasso, et
al., 2010). Esta ausencia de secrecién de citocinas por parte
de las células especificas de antigeno puede ser el resul-
tado de la disfuncién celular en la enfermedad de Chagas
y podria ser especifica de la infeccion parasitaria o de otras
respuestas celulares contra microorganismos dentro del
mismo individuo. Por lo tanto, se evalu6 la respuesta de los
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linfocitos T CD8+ frente a un epitope conocido del virus de
la influenza igualmente restringido al HLA-A*0201. No se
encontraron diferencias entre la frecuencia de las células del
virus de influenza, el fenotipo y la secrecion de citocinas
entre pacientes infectados y no infectados por T. cruzi dentro
del compartimento CD8+, lo que indica que la alteracién se
presenta en las células especificas de antigenos parasitarios
(Lasso, et al., 2012). De igual forma, se observd que los
linfocitos T CD8+ de pacientes con enfermedad de Chagas
presentaron un aumento de la expresion de marcadores de
activacion, como CD38+ y HLA-DR, acompafiado de una
disminucion de la expresion de membrana de CD28 y de la
cadena CD3gz intracelular. Sin embargo, a pesar de expresar
marcadores de activacion, estas células proliferan menos en
presencia de un mitdégeno como la fitohemaglutinina (PHA).
Usando un modelo in vitro, se demostré que los linfocitos
T, tanto CD4+ como CD8+, provenientes de individuos
no infectados disminuyeron drésticamente su proliferacion
en presencia de formas de tripomastigotes del parasito
(Giraldo, et al., 2013). La poca respuesta de los linfocitos
T en presencia del antigeno parasitario se ha asociado a una
respuesta alterada a la IL-2 (Beltz & Kierszenbaum, 1988).
Igualmente, en linfocitos T CD8+, la produccion de IFN-y
en respuesta a los antigenos de T. cruzi se ve disminuida con
la gravedad de la enfermedad (Laucella, et al., 2004).

Los linfocitos T doblemente positivos en la enfermedad
de Chagas crénica. Los linfocitos doblemente positivos,
que expresan tanto CD4 como CD8, constituyen una sub-
poblacidn celular que se encuentra en sangre periférica en
personas sanas en un porcentaje inferior a 3 %. Esta pobla-
cion no parece representar una poblacién de linfocitos

Inmunidad adaptativa en la enfermedad de Chagas

doblemente positivos escapados de la seleccion timica, al
parecer, se asocia a una activacion de la transcripcion de los
genes correspondientes en sangre periférica. Estas células
aumentan en diferentes enfermedades como las infeccio-
nes virales cronicas, los tumores e, inclusive, las alergias
(Overgaard, et al., 2015). En el caso de los pacientes con
enfermedad de Chagas cronica, esta subpoblacion de lin-
focitos T estd aumentada en sangre periférica comparada
con la de individuos sanos y expresan marcadores de acti-
vacién cronica como CD38 y HLA- DR. Los linfocitos
T doblemente positivos en pacientes con enfermedad de
Chagas cronica han presentado especificidad contra el
péptido TcTLE, evaluada mediante tetrameros fluorescentes
HLA-A*0201 cargados con el péptido. Entre 3 y 5 % de
las células doblemente positivas se unio al tetramero en
individuos asintomaticos y sintomaticos, respectivamente.
Cerca de 10 % de ellas expresaron perforina intracelular,
acompafiada de marcadores de degranulacién (CD107), asi
como un nivel muy bajo de secrecion de IFN-y (Giraldo,
et al., 2011). Estos resultados indican que los linfocitos
doblemente positivos presentaron especificidad antigénica
y capacidad citotdxica frente a los antigenos parasitarios.
En la Tabla 1 se presenta un resumen de los principales
hallazgos en los estudios realizados en torno a la respuesta
inmunitaria especifica contra T. cruzi tanto de anticuerpos
especificos como de linfocitos T. Los linfocitos T CD4+
y CD8+ en sangre periférica presentaron marcadores que
indican una sobre-activacion, acompafiados de una dismi-
nucion de la expresion de la cadena CD33z. Los linfocitos T
con estas caracteristicas, al igual que los linfocitos T doble-
mente positivos, se detectaron en el infiltrado de pacientes

Tabla 1. Resumen de los estudios en torno a la respuesta inmunitaria adaptativa en la infeccion por Trypanosoma cruzi

Modelo Medicién Principal hallazgo

Comentario

Anticuerpos Exvivo Anti-KMP11

Isotipo 1gG1 e IgG3

Reconocimiento por pacientes chagasicos

Mas en pacientes cronicos que en agudos
Mayor en sintométicos

Inhibicién de motilidad e invasién

Anti-TcTLE  Reconocimiento por pacientes cronicos
Isotipo 1gG1
Invitro Anti-TcTLE  Anticuerpos anti-péptidos que reconocen las
formas parasitarias
Linfocitos T Exvivo CD4+ Produccion de IFN-y en respuesta al estimulo
policlonal y ante antigeno parasitario
CD8+ Frecuencia de células especificos de TcTLE
menor de 0,4 %
Doblemente  Aumento en pacientes con enfermedad de
positivos Chagas crénica
Detectados en corazon.
CD3+ Aumento de marcadores de activacion
Disminucion de moléculas coestimuladoras
Disminucion de moléculas de sefializacion
Invitro CD3+ Disminucion de la proliferacion en presencia

del parésito

Menor produccion que en no infectados
Sin diferencias segun el grado de enfermedad

Baja produccion de citocinas como IFN-y e
IL-2

Con especificidad antigénica y capacidad
citotoxica

CD38y HLA-DR.
CD28
CD3z

Baja proliferacion frente a mitdgenos (PHA)®

a. CD33z: cadena zeta intracelular; b. PHA: fitohemaglutinina
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con miocardiopatia chagasica, y no se observaron en teji-
dos cardiacos derivados del trasplante en pacientes con
cardiopatia crénica no chagasica (Giraldo, et al., 2011 &
2013). Dichos resultados sugieren que la alteracién en la
respuesta de los linfocitos T puede estar mediada por la per-
sistencia del antigeno parasitario en los individuos infec-
tados, lo cual altera la activacion celular y contribuye a la
patogenia en la enfermedad cronica (Figura 2).

Infiltrado celular en la miocardiopatia chagasica
cronica

En los estudios histolégicos de la cardiopatia chagasica
crénica se encuentra miocitolisis, infiltrado celular, fibrosis
intersticial y adelgazamiento de la membrana basal de los car-
diomiocitos (Ferrans, et al., 1988). Mediante histoquimica
en corazones de pacientes con cardiopatia chagésica cronica
se han detectado antigenos parasitarios en 68 % de los indi-
viduos (Belloti, et al., 1996), y mediante pruebas de biologia
molecular, en 85 % (Jones, et al., 1993). El infiltrado celular
se aprecia usualmente en parches con predominio de linfo-
citos T (Milei, et al., 1996), especialmente T CD8+ y CD4+
(Benvennuti, et al., 2000). Los linfocitos T CD8+ pueden
participar en la patogenia a través de la citotoxicidad directa
o mediante la produccion de citocinas como TNF-a (Rocha-
Rodrigues, et al., 2012; Silverio, et al., 2012). En pacientes
con mayor compromiso cardiaco se presentan altos niveles
circulantes de TNF-o (Talvani, et al., 2004), los cuales se
asocian con la progresion de la cardiopatia chagésica (Sousa,
et al., 2014). Los linfocitos T infiltrantes en miocardiopatia
cronica expresan receptores inhibitorios (CTLA-4 y PD-1)
indicadores de agotamiento celular (Arguello, et al., 2012).
Vale la pena sefialar que algunos de los cambios descritos son
similares a los encontrados en linfocitos T de sangre periférica
en pacientes con cardiopatia chagasica avanzada, los cua-
les también presentan caracteristicas de agotamiento clonal,
como la pérdida de la multifuncionalidad y la expresion de
receptores inhibitorios (Giraldo, et al., 2013; Lasso, et al.,
2015; Mateus, et al., 2017). Algunas de estas alteraciones
fenotipicas y funcionales en los linfocitos T pueden rever-
tirse con el tratamiento anti-parasitario (Mateus, et al., 2017).

El estudio de la respuesta inmunitaria contra T. cruzi
sigue siendo un reto de la investigacion actual, en parte por
la compleja historia natural de la infeccion y las diferencias
de la respuesta inmunitaria adaptativa en la fase aguda y la
fase cronica de la infeccién, ademas de las variaciones gené-
ticas del parasito. Sin embargo, el estudio de la respuesta
ante antigenos especificos ha permitido dilucidar algunas de
las funciones de los anticuerpos y de los linfocitos T durante
la infeccion, lo cual ha facilitado, ademas de la patogénesis
durante la enfermedad, la seleccion de posibles antigenos
candidatos a vacunas.
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Figura 2. Esquema de los principales hallazgos en la respuesta
inmunitaria celular. El eje de la Y muestra la evolucion de la
enfermedad en el tiempo. En los ejes X se muestran la parasitemia
y el aumento (linea continua) o disminucion (linea punteada) de los
marcadores celulares evaluados. Las iméagenes muestran biopsias
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