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Epidemiologic evidence has accumulated sug-
gesting that helminth infection or their products
protect against the development of allergic and
autoimmune diseases. The mechanisms underlying
this protection may include regulatory cells and
cytokines. Considering that Schistosoma sp. has
been one of the mostimportant helminth associated
with strong induction of regulatory mechanisms, and
also considering our data which have demonstrated
that S. mansoni infections are associated with
a poor response to allergy skin-prick tests and
with low asthma pathology, we hypothesized that
antigens of S. mansoni are able to modulate the
inflammatory response in type 2 CD4*T (Th2) cells-
mediated diseases such as asthma.

We have tested in the in vitro and in experimental
studies the ability of the recombinant S. mansoni
antigens Sm22.6, Sm29 and PlIl in modulating the
inflammatory response in atopic asthma.

The Sm22.6 antigen is a soluble protein from the
tegument, present in the life cycle of the worm with
the exception of the egg. Sm29 is a membrane-
bound glycoprotein found on the tegument of the
adult worm during the lung stage of S. mansoni
infection, while Plllis a fraction of S. mansonisoluble
adult worm antigen (SWAP). These antigens have
been tested as vaccine to prevent schistosomiasis
and/or liver pathology associated with the disease
in murine models.

We found that these proteins induce IL-10 in
S. mansoni infected asthmatics. Moreover, in a
murine model of OVA induced airway inflammation,
immunization with Sm22.6, PIIl and Sm29 lead to
a reduction in the number of inflammatory cells,
eosinophils and OVA-specific IgE, compared to non-

immunized mice. The S. mansoni antigens are also
capable to suppress the in vitro Th2-inflammatory
response in uninfected asthmatics. Additionally, the
ability of S. mansoni antigens in down-modulate the
in vitro Th1-inflammatory response in cutaneous
leishmaniasis patients are currently been tested.

Leishmaniasis is an infectious disease caused
by a protozoan from the genus Leishmania spp.
It is one of the most severe infectious diseases,
affecting 12 million people worldwide with an
incidence of skin disease in about 1.5 million cases
per year. Four different forms of tegumentary
leishmaniasis are described: cutaneous, mucosal,
diffuse and disseminated leishmaniasis. Cutaneous
leishmaniasis is the most common clinical
manifestation, characterized by one to several
skin lesions in exposed areas, with an absence or
small number of parasites. Control of Leishmania
spp. infection depends on the immune response
mediated by Th1, which produce interferon-gamma
(IFN-y) and are able to activate tissue macrophages.
However,whenthisimmuneresponseisderegulated
and there is a high production of IFN-y and tumor
necrosis factor-a (TNF-a), intense tissue damage
occurs, leading to development of cutaneous and
mucosal leishmaniasis. Considering the potential
of S. mansoni antigens to prevent some Thi-
mediated diseases, we have evaluated the effects
of the addition of S. mansoniantigens to the immune
response induced by soluble Leishmania sp antigen
(SLA) in cutaneous leishmaniasis patients.

We examined IFN-y, TNF-a, IL-12 and IL-10
production by cells of cutaneous leishmaniasis
patients stimulated in vitro with the soluble
Leishmania antigen (SLA) in the presence or
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absence of the recombinant S. mansoni antigens
Sm29 and tetraspanin 2 (SmTSP-2) and also PIII.
The addition of Sm29, SmTSP-2 and PIII to the cell
cultures reduced the levels of IFN-y in high number
of patients, independently of the number and size of
lesions.

Although to a lesser extent, the three antigens used
in the study were also able to decrease the production
of TNF-a by peripheral blood mononuclear cell
from cutaneous leishmaniasis patients in response
to SLA. The modulation of IFN-y and TNF-a
production in cultures stimulated with SLA in the
presence of S. mansoni antigens was generally
followed by an increase in IL-10 production. The
use of S. mansoni antigens also resulted in a
lower frequency of classical and proinflammatory
monocytes expressing IL-12 and TNF-a, while
increased the frequency of monocytes expressing
IL-10 and IL-10 receptor.

The antigens used in this study down-modulated
the in vitro proinflammatory response induced by
SLAin a group of cutaneus leishmaniasis patients.
The S. mansoniantigens evaluated in these studies
induced the production of regulatory cells and
cytokines and down-modulated the Th2 and Th1
immune response which participates, respectively
in the pathology of asthma and cutaneous
leishmanisis.
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Trichinella spiralis:
relacion de la infeccion con el sistema inmunitario de mucosas
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Los mecanismos inmunolégicos de proteccion
del huésped contra el nematodo Trichinella spiralis
estan dirigidos contra los vermes adultos y contra
las larvas recién nacidas o migrantes.

El ataque inmunoldgico contra el verme adulto se
manifiesta por un rechazo acelerado del intestino
(1) mediado por linfocitos T y mastocitos (2). Este
fendbmeno coincide con la maxima respuesta
inflamatoria intestinal caracterizada por citocinas
proinflamatorias, aumento en el recambio de
enterocitos, células caliciformes, eosindfilos vy
células de Paneth (3).

Las larvas recién nacidas o migrantes son des-
truidas en presencia de células activadas por
anticuerpos especificos mediante el mecanismo de
citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (4).

Considerando:

1) que el primer estimulo antigénico en la

triquinelosis es en la mucosa intestinal;
2) que el sistema inmune de las mucosas es un
sistema integrado en el cual la inmunizacién
en un sitio confiere inmunidad en otro (5);

3) que las larvas recién nacidas o migrantes
durante su migracion atraviesan el pulmén (6)
y que dicho 6rgano es sugerido por algunos
autores como sitio de retencion y destruccion
parasitaria (7), y

4) que las larvas recién nacidas o migrantes
son destruidas mediante citotoxicidad
celular dependiente de anticuerpos sin que
se conozca el sitio del organismo en donde
ocurre este fendmeno, nuestro objetivo fue
determinar en ratas Wistar infectadas si
el pulmén puede actuar como o6rgano de
retencién y destruccién parasitaria.

Paraestosecaracterizélarespuestainmunoldgica
en el pulmon durante la fase intestinal (0-13 dias
después de la infeccion) de la infeccion con T.
spiralis.

Estudios histoldgicos e inmunohistoquimicos

Nuestros resultados demostraron el rapido
desarrollo de una respuesta inflamatoria pulmonar
simultdnea al proceso inflamatorio intestinal,
caracterizada por infiltrados de mastocitos vy
eosinofilos, hiperplasia de linfocitos T del lavado
broncoalveolar y de las células caliciformes con
produccién de moco. El fenotipo celular presentado

es de tipo Th2 con incremento en las poblaciones
celulares IgE*, LT CD4* (IgE+:197+19 vs. 88+11; LT
CD4+%:307%32 vs. 195+11 del nimero de células/15
campos, animales infectados vs. control).

Cinética de aparicién de citocinas, quimio-
quinas en extractos pulmonares mediante
ELISA e inmunoelectrotransferencia

Se observaron niveles elevados de TNFa 1 a
2 dias después de la infeccion (485+58- 370+£54
vs. 140+43 pg/ml); de INFy, 1 a 6 dias después
de la infeccion (162+12- 233+35 vs. 80+7 pg/
ml); de IL-10, 3 a 6dias después de la infeccion
(142+12- 124£10 vs. 68%4 pg/ml); de TGF-B, 6
al13 dias después de la infeccion (10457+1512,
1327611517 vs. 7662+1001 pg/ml); IL-4, elevada
desde el 1 dia después de la infeccidn, se encontro
significativamente elevada al 6 y 13 dias después
de la infeccion (111£25, 239486 vs. 117 pg/ml);
IL-13 1-6 dias después de la infeccién (16+2-
913 RP, relacion de densidades Opticas teniendo
en cuenta la presencia de  actina); IL-5 e IL-12
permanecieron ligeramente elevadas durante el
periodo estudiado.

La CCL11, quimiocina involucrada en la migracion
de eosindfilos (8), se encontr6 elevada 1 a 13 dias
después de la infeccion (1809+148- 1727+285 vs.
286125 pg/m) y la CCL28, quimiocina involucrada
en el trafico de células inmunes (9), se hallé elevada
1 a 2 dias después de la infeccion (13+0- 15+4 RP).

Cinética de aparicion de inmunoglobulinas
totales y anticuerpos anti-productos de
excrecidn-secrecion (anti-PES-LM) en
extractos pulmonares mediante ELISA

Se hall6 IgA e IgE total desde el 1 dia después de
la infeccién y durante el periodo estudiado, IgG1 e
IgG2a total desde el 3 dia después de la infeccién,
con niveles significativamente elevados el dia 13
después de la infeccién (IgA total: 1628+165 vs.
562+85 pg/ml; IgE total: 5810+£1604 vs. 6.8+3.44
ng/ml; 1gG1: 17.48+0.33 vs. 1.90£0.04 ng/ml;
IgG2a: 18.23+0.64 vs. 2.40+0.13 ng/ml). Se detectd
presencia de IgA e IgE anti-PES-LM en todos los
dias estudiados; IgG1 a partir del 3 dia después
de la infeccién e IgG2a del 1 al 3 dia después de
la infeccion; IgE e IgG1 especificas presentaron
una significativa disminucién al 6 dia después de
la infeccién.
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Secrecion de inmunoglobulinas totales y anti-
PES-LM mediante ELISPOT

Se detectaron células secretoras de todos los
isotipos durante el periodo estudiado con sélo un
aumento de las células secretoras de IgE e IgG1 al
13 dia después de la infeccion, células secretoras
de IgA, IgE e IgG2a especificas a partir del dia 2
después de la infeccién y de IgG1 el dia13 después
de la infeccién.

Presencia y niveles de anticuerpos anti-
superficie de larvas recién nacidas o migrantes
en sueros mediante IFI

En sueros, se detect6 al 6 dia después de la
infeccion IgE e IgG2a anti- larvas recién nacidas
o migrantes con titulo de 4 en el 63% y 13% de
los sueros analizados; al dia 13 después de la
infeccién en todos los isotipos estudiados: IgE
en el 100% de los sueros con titulo de 128; IgG1,
IgG2a en el 86% de los sueros e IgA en el 71% con
titulos de 64.

Estudio del pulmén como érgano de retencion
y destruccidn parasitaria

Para determinar si el pulmén actia como
un organo de retencidon parasitaria, se evalud
mediante microscopia Oéptica la presencia del
parasito en cortes de tejido pulmonar y en
suspensiones pulmonares a los 6 y 13 dias
después de la infeccién. Se hallaron larvas recién
nacidas o migrantes en parénquima y alvéolos y
se recuperaron de pulmones en ambos después
de la infeccion.

En el estudio del pulmén como érgano de
destruccion parasitaria, se evalud la capacidad
citotoxica de células provenientes de lavado
broncoalveolar y de parénquima frente a larvas
recién nacidas o migrantes. Se realizaron ensayos
de citotoxicidad celular en presencia y ausencia
de suero citotéxico de referencia con medicion
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del porcentaje de mortalidad de las larvas recién
nacidas o migrantes. Los resultados se presentan
en latabla 1.

Los resultados demostraron que las células
pulmonares son capaces de mediar la muerte de
las larvas recién nacidas o migrantes. las células
provenientes del lavado broncoalveolar, mediante
citotoxicidad directa mientras que las células
de parénquima en presencia de anticuerpos
especificos. Las células del lavado broncoalveolar
mostraron una gran capacidad citotéxica in vitro ya
que fueron capaces de destruir al parasito a las 4
horas.

El estudio de la actividad bioldgica de las células
del parénquima y de los sueros provenientes de
animales infectados, el mismo dia después de la
infeccién, mostraron porcentajes de mortalidad de
larvas recién nacidas o migrantes superiores al
alcanzado con los sueros de ratas no infectadas
(porcentaje de mortalidad al 6 dia después de la
infeccion: 19+2 vs. 712 y 13 dias después de la
infeccién: 4116 vs. 1812, presencia vs. ausencia
de anticuerpos).

Los resultados demuestran que el pulmén puede
actuar como un érgano de retencion y destruccion
parasitaria y sugieren que las larvas recién nacidas
o migrantes al salir del intestino y en su vehiculo
hacia el musculo estriado, con opsonizacién o no
por anticuerpos especificos, se encuentran con un
pulmén sensibilizado que permitiria sélo el pasaje
de aquellas larvas recién nacidas o migrantes que
puedan evadir el ataque (10).

Nuestros resultados indican, ademas, que
durante la infeccion intestinal con T. spiralis existen
dos sefales responsables de la sensibilizacién del
pulmén:

- Una primera, causada por el estimulo antigénico

en la mucosa intestinal, relacionada con el

Tabla 1. Actividad citotdxica de células pulmonares frente a larvas recién nacidas o migrantes durante la fase

intestinal de la infeccion por Trichinella spiralis.

% de Mortalidad de LRN

Dias después Suero citotoxico

de la infeccion de referencia 4 horas
6 Ausencia 13,1+1,6
Presencia 15,6+£2,5
13 Ausencia 21,015
Presencia 22,0+2,1
Control Ausencia 1,1+0,7
Presencia 10,8%0,3

Células de BAL

Células de parénquima

24 horas 24 horas
25,4+3,6 742
26,4+3,6 507
22,2+1,1 18+2
30,1+3,7 4744
6,5%£1,3 613
23,5+2,4 303

LNR: larvas recién nacidas o migrantes; BAL: broncho-alveolar lavage
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sistema inmune asociado a las mucosas.
Durante esta etapa se observa produccién
y secrecion de IgE, IgA total y anti-PES-LM,
citocinas inflamatorias, quimiocinas CCL11 vy
CCL28 y presencia de infiltrados celulares.

- Una segunda, producida por el estimulo
antigénico in situ debido al pasaje de la larva
recién nacida o migrante por el pulmén. Esta
etapa presenta un perfil de tipo Th2 y se
caracteriza por maximo infiltrado de eosindfilos,
predominio de CCL11 e IL-4, altos niveles
de IgE>IgG1>IgG2a>IgA total, produccién vy
secrecion de anti-PES-LM y actividad efectora
de células pulmonares.

Asi, durante una infecciébn por T. spiralis
ocurren mecanismos efectores dirigidos hacia los
vermes adultos en el intestino y hacia las larvas
recién nacidas o migrantes en el pulmén. Estas
observaciones constituyen las bases para el
desarrollo de estrategias de inmunoproteccion.
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Leishmania-macrophage interaction: a signaling story
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Apart from the impact of Leishmania spp. on
world health, leishmaniasis represents an elegant
infection model that can teach us a lot about host-
parasite interactions and immune evasion.

This parasite has the ability to enter host
macrophages (MJs) safely and replicate inside
the very same phagocytes that were recruited to
destroy it. The inability of MJs to kill the parasite
and activate cells of the adaptive immune system
is a product of the parasite’s long-reported capacity
to alter several key signalling pathways in the host.
Many signalling alterations are seen early in the
course of infection suggesting they start upon the
initial contact between the parasite and the M.
These rapid alterations of signalling pathways
serve at least two main functions: firstly, inhibition
of M@ killing mechanisms that are triggered upon
phagocytosis of foreign particles (e.g., production

of reactive oxygen species) and secondly, inhibition
of leishmanicidal functions that can be triggered in
response to MJ activation in infected tissues in
response to stimuli such as lipopolysaccharides
(LPS) or interferon-y (IFN-y) (e.g., nitric oxide
production).

Very recent work from our laboratory showed
that Leishmania gp63 was able to enhance PTP-
1B activation by cleaving it. PTP-1B activity
seems to inhibit MJ activation and help in parasite
survival as seen in the delayed onset of footpad
swelling and reduced parasite burden in PTP-1B"
mice infected with Leishmania major. We further
showed that gp63 of Leishmania was able to
enhance TC-PTP activation by cleaving it in host
M@s. This gp63-mediated TC-PTP cleavage along
with the cleavage of PTP-PEST were very recently
reported, by our group and M. L. Tremblay’s group,
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to occur in fibroblasts infected with Leishmania and
were suggested to enhance the catalytic activity of
the PTPs in question and/or allow them to access
additional substrates that might help the parasite
establish itself.

At the signalling level, our laboratory has initially
demonstrated that Leishmania was able to rapidly
activate host SHP-1 causing SHP-1-mediated
JAK2 inactivation in Mds. Additionally, we and
others have implicated SHP-1 in the negative
regulation of Erk1/2 activity and in the regulation
of the downstream TFs NF-xB and AP-1 during
Leishmania infection. At the functional level, our
laboratory showed that the injection of PTP inhibitors
(bis-peroxovanadium compounds) to mice infected
with L. major or Leishmania donovani helped
control the infection in a manner dependent on
iNOS expression and NO production. Furthermore,
we demonstrated that SHP-1-deficient viable
motheaten mice, infected with L. major, did not
develop footpad swelling and had significantly
reduced parasitic loads. This decreased pathology
was associated with more neutrophil recruitment to
the footpad and more iINOS mRNA expression.

As to how Leishmania is able to activate SHP-1,
it has been recently suggested by our group, that
SHP-1 was shown to be activated via cleavage by
the parasite’s protease gp63, which gains access
to the cytosol by going through the lipid raft of
host MJs. In conclusion, it appears that the rapid
activation of SHP-1 by Leishmania is a key host
evasion step whereby the parasite is able to utilize
this phosphatase to negatively regulate several
key MJ pathways and render it unresponsive
to activating stimuli such as: IFN-y and LPS. By
doing so, the parasite is able to block several M@
functions such as NO production and the synthesis
of many pro-inflammatory cytokines that can be
deadly to the parasite if allowed to be produced.

One of the dangers that Leishmania encounters
recruiting and entering Mds is the ability of these
cells to produce free radicals that are deadly to the
parasite. Two main free radical molecules have
been shown to have leishmanicidal effects: NO
and reactive oxygen intermediates (ROIs). NO is
produced by NOS which converts one of the terminal
nitrogens of the guanidino group of L-arginine to
NO producing L-citrulline. The importance of this
free radical in leishmaniasis was demonstrated by
several groups. An early study showed the ability
of activated M@s to kill L. major amastigotes by
an L-arginine-dependent mechanism. Another
study confirmed this observation by showing that
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L-NMMA, an L-arginine analogue and inhibitor of the
NO pathway, was able to inhibit the leishmanicidal
effect of MJs activated in vitro with IFN-y or LPS.
The authors also showed the ability of NO in cell-
free suspensions to kill the parasite. Importantly, the
same group demonstrated the importance of NO in
vivo by rendering resistant CBA mice susceptible
to L. major infection upon local administration of
L-NMMA.

The question that comes to mind next is: how
can NO contribute to parasite killing? Modes of
action seem to include the ability of NO to cause
modifications of proteins, injury to mitochondria,
oxidation of membranes, DNA damage, modulation
of cytokine production, and interference with
maturation of immune cells. Examples of
Leishmania proteins inactivated by NO include the
glycolytic enzyme GAPDH and the Krebs cycle
enzyme, aconitase, which NO can inhibit through
triggering iron loss from its iron-sulfur prosthetic
group.

Having discussed the detrimental effects of NO on
Leishmania, it is comprehensible that the parasite
is able to block its synthesis in response to stimuli
such as IFN-y, but how can Leishmania achieve this
inhibition? A critical role for host SHP-1 has been
proposed. As previously stated, Leishmania has
the ability to rapidly activate SHP-1 in infected MJs
and by doing so can interfere with several molecules
involved in NO production including: JAK2, Erk1/2,
and the TFs NF-«xB and AP-1. Indeed, SHP-1
deficient MQs infected with L. donovani are still
able to produce NO in response to IFN-y stimulation
unlike infected WT M@s which are refractory to a
similar stimulation. Expectedly, the IFN-y-mediated
NO production in infected SHP-1 deficient MJs
correlated with successful phosphorylation of JAK2
and Erk1/2, and the activation of NF-xB and AP-1.
These findings further elucidate the role of SHP-1
activation in parasite survival and propagation
through its ability to contribute to NO inhibition.

Collectively, over the last 15 years, research in our
laboratory has accumulated strong evidence that
the Leishmania parasite is able to establish itself
and propagate within the mammalian host through
its ability to alter several key signalling pathways in
order to interfere with critical M@ functions that can
otherwise threaten parasite survival. One key way
Leishmania can do so is by exploiting host negative
regulatory mechanisms such as PTPs. The ability
of Leishmania to rapidly activate host PTPs such
as SHP-1 is a central event contributing to the
parasite’s ability to inhibit several IFN-y- and LPS-
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mediated functions that are crucial to MJ activation
and to its ability to control and clear Leishmania
parasites.
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La importancia de los linfocitos T CD8+ en el
control de la infeccion por Trypanosoma cruzi ha
sido demostrada en modelos animales, en los
cuales la eliminacion de esta poblaciéon celular
aumenta la carga parasitaria y la mortalidad
(Tarleton, 1990). No obstante, la presencia de estos
linfocitos en el tejido cardiaco de animales, al igual
que en pacientes con cardiopatia chagésica aguda
y crénica, sugieren su participacién en el dafio del
miocardio, probablemente mediante sus funciones
efectoras como la produccion de citocinas y la
presencia de granulos citotéxicos como perforina
y fragmentinas (Reis et al.,, 1993, Silverio et al.,
2010).

El procesamiento de antigenos y la presentacion
a los linfocitos T en el contexto de HLA de clase |
ha sido demostrada en la infeccion con T. cruzi,
en células estimuladas usando una mezcla
de antigenos crudos del parasito; aunque los
porcentajes de estos linfocitos T CD8+ en sangre
periférica que reconocen dicho antigeno es bajo,
menos de 3.0% del total (Laucella et al., 2004, Wizel
etal., 1998). En la patogénesis de la miocardiopatia
chagasica no se conocen los marcadores de

migracion tisular, ni su especificidad de antigeno
en los linfocitos T CD8+.

Con el fin de estudiar la participacién de los
linfocitos T CD8+ en la inmunidad o patogénesis
frente a la infeccion por T. cruzi, se requiere
identificar los antigenos que estos linfocitos
reconocen para su seguimiento y caracterizacion
funcional. Se han descrito epitopos de unién a HLA
de clase | en proteinas parasitarias como en las
transialidasas (Martin et al., 2006) y la proteina de
11 kDa de membrana de cinetoplastidos o KMP-
11 (Diez et al., 2006), especialmente secuencias
de unién al alelo HLA-A2. Con la estimulacion
usando péptidos sintéticos que representan dichos
epitopos se evalla la produccion de citocinas
como IFNy,y mediante el uso tetrameros de HLA/
péptidos unidos a marcadores fluorescentes, se
puede rastrear las células especificas de sangre
o tejidos.

Nuestro grupo de investigacion ha venido
trabajando con el péptido K1, localizado en la
region N-terminal de la proteina KMP-11 de T.
cruzi, el cual se une al HLA-A*0201, subtipo de alta
frecuencia en poblacion latinoamericana (Lasso
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et al,, 2010). Mediante el estudio de linfocitos de
sangre periférica en individuos no infectados con
T. cruziy en pacientes con cardiopatia chagasica
cronica asintomatica y sintomatica se ha podido
determinar que:

a) el péptido K1 es procesado naturalmente y
reconocido por linfocitos T CD8+ de pacientes
con enfermedad de Chagas;

b) la frecuencia de linfocitos T especificos de K1
es muy baja y no diferencian pacientes con
cardiopatia segun la presencia de sintomas;

c) el péptido K1 induce una baja respuesta de
produccién de citocinas como IFNy e IL-2;

d) hay degranulacién de un porcentaje de los
linfocitos en presencia del péptido;

e) la mayoria de linfocitos K1-especificos
presentan un fenotipo de linfocitos T de
memoria efectora, y

f) los pacientes chagéasicos presentan una alta
frecuencia de linfocitos T CD4+/CD8+ o doble
positivos en sangre periférica.
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Introduccién

Trypanosomacruzieselprotozooparasitocausante
de la enfermedad de Chagas. Esta patologia,
endémica del continente americano, afecta con
elevados indices de morbilidad y mortalidad a mas
de 10 millones de personas. Trypanosoma cruzi
se transmite al huésped mamifero por una amplia
variedad de insectos hematofagos cuyo habitat
es Centroamérica y Suramérica. La transfusion
sanguinea, el trasplante de 6rganos, asi como la
transmisién oral son actualmente vias prevalentes
de contagio (1,2-4). Por otra parte, el intenso
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flujo migratorio de personas que viven en zonas
endémicas, hacia el medio urbano y a paises no
endémicos ha hecho de la enfermedad de Chagas
una patologia global (5,6).

La enfermedad de Chagas se inicia con una fase
aguda que cursa con sintomatologia inespecifica
lo cual dificulta enormemente su deteccion.
En ausencia de tratamiento, la mayoria de las
personas no controlan la infeccion, permitiendo
la supervivencia del parasito y su replicaciéon
en los tejidos. Estas personas desarrollan una
fase cronica asintomatica (fase indeterminada),
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que compromete cerca del 40% de los casos
serologicamente positivos y que comprende
periodos entre 10 a 25 afios. Durante esta fase
indeterminada de la enfermedad se establece un
balance entre la respuesta inmune del huésped
y el parasito. Este equilibrio es sumamente
fragil, y frecuentemente se rompe, permitiendo la
proliferacion parasitaria en los tejidos y generando
las patologias caracteristicas de la fase crénica
sintomatica. Asi, esta fase indeterminada deriva,
en un alto porcentaje, en una fase cronica
sintomatica, caracterizada principalmente por la
existencia de alteraciones cardiacas o digestivas,
a la cual se asocia con una alta morbilidad (7). La
quimioterapia actualmente disponible, aunque de
cierta toxicidad, es efectiva en pacientes en fase
aguda, controlando la enfermedad o disminuyendo
la probabilidad de progresién a fase croénica, sin
embargo, en la fase cronica de la enfermedad su
efectividad no esté aun sé6lidamente demostrada.

La respuesta inmune inducida por la infeccion
de T. cruzi se caracteriza, en su etapa inicial, por
una respuesta innata, seguida de la activacion de
linfocitos T CD4* los cuales tienen un papel crucial
en el control de replicacién del parasito promoviendo
la activacién y proliferacion de linfocitos T CD8*
y linfocitos B (8,9). Como consecuencia de la
respuesta desencadenada, el parasito pasa a ser
combatido continuamente y su multiplicacion en
los tejidos del huésped vertebrado es reducida.
Sin embargo, el parasito es capaz de persistir
indefinidamente en el huésped, dado que puede
contrarrestar las presiones selectivas generadas
por los efectores celulares y humorales producto
de la respuesta inmune desencadenada.

Las células dendriticas son células presentadoras
de antigenos, cuya funcion se sitia entre la
respuesta inmune innata y la adaptativa. Son las
Unicas células capaces de activar los linfocitos
T naive y, por tanto, para la induccién de una
respuesta efectora primaria. Las células dendriticas
humanas se dividen en dos subpoblaciones,
dotadas de distintos paneles de receptores de
moléculas microbianas, entre ellos los llamados
Toll-like receptor (TLR). Las células dendriticas
mieloides (mDC), producen grandes cantidades de
IL-12 en respuesta a LPS (TLR-4) o lipopéptidos
(TLR-2), lo que permite inducir una respuesta de
tipo Th1. Las células dendriticas plasmocitoides
(pCD) producen grandes cantidades de interferén
de tipo | (IFNa y B) en respuesta a la estimulacion
por ARN viral (TLR-7) o ADN con motivos CpG no
metilados (TLR-9). Trypanosoma cruzi posee el
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potencial para inducir la maduracién de las mDC
y pDC humanas mediada por TLR-2,4 y 9 (8).
El equilibrio entre IL-12 e IL-10 es determinante
para la polarizacion de los linfocitos T naive hacia
un fenotipo Th1, Th2 o Treg. Por otra parte, las
células dendriticas con actividad indoleamina 2,3-
dioxigenasa (IDO) inducen la tolerancia mediada
por linfocitos T (10). En el modelo en ratones de
infecciébn experimental se ha encontrado una
correlacion entre la resistencia a la infeccién y la
capacidad de las células dendriticas de expresar
moléculas de coestimulacion (11).

A pesar de los relevantes avances realizados al
objeto de establecer la dinamica de la respuesta
inmune antiparasitaria durante el desarrollo de la
enfermedad de Chagas y determinar los patrones
de respuesta inmunolégica capaces de controlar
la infeccion por T. cruzi, ambos aspectos siguen
siendo objetivos por resolver. En este contexto,
abordamos el estudio del reconocimiento, humoral
y celular (CD8+) antigeno especifico, por pacientes
en distinta fase de cronicidad de la enfermedad
de Chagas residentes en zona no endémica, y el
estudio de la dindmica del nivel de reconocimiento
de estos antigenos posterior al tratamiento con
benznidazole. Asimismo, estudiamos en dichos
pacientes, versus donadores sanos, la respuesta
inmune innata (funcionalidad de TLR 2, 4, 9 y
actividad IDO) y la posible reversion posterior al
tratamiento de una potencial disfuncion de ésta.

Resultados

Se pone en evidencia cémo distintas moléculas
antigénicas de T. cruzi (KMP11, HSP70, PFR2,
TgP63, TcCA-2), usadas como proteinas recom-
binantes o péptidos sintéticos y la metodologia
previamente descrita (12,13), son especificamente
reconocidas por sueros o células T CD8+
de pacientes de Chagas (13,14, Fernandez-
Villegas et al., BMC Infect Dis2011, sometido tras
revisién; Egui et al, manuscrito en preparacion).
Interesantemente, alguna de estas moléculas es
reconocida de forma diferencial dependiendo del
estado de gravedad de la enfermedad (Thomas
et al., manuscrito en preparacion). Ademas,
observamos cémo el nivel de reconocimiento de
las moléculas identificadas es susceptible de
ser modificado a cortos periodos de tiempo (90-
150 dias) tras el tratamiento con benznidazol
(Fernandez-Villegas et al., BMC Infect Dis. 2011,
sometido tras revisién) y de forma diferencial
dependiendo del estadio de la enfermedad.

Asimismo, se observan determinados patrones
de alteracién de la respuesta innata (funcionalidad
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de los TLR, medida mediante el perfil de respuesta

de las citocinas IFNa, IL-12, IL-6, IL-10, TNFa, IL-

1B y actividad indolamil-deoxigenasa) asociados

a pacientes con la enfermedad de Chagas versus

donadores sanos, los cuales se ven modificados

tras el tratamiento con benznidazol (Fernandez-

Villegas et al., manuscrito en preparacién; Marafién

et al., manuscrito en preparacion). En algunos

casos estas modificaciones se correlacionan con
el estadio de la fase crénica de la enfermedad, asi
como con determinadas respuestas efectoras.

El estudio ha sido llevado en muestras biologicas
de pacientes de Chagas con serologia positiva (IFI
y ELISA), en fase indeterminada y sintomatica
(sintomatologia cardiaca y digestiva). Ademas,
como grupo control se incluyen sujetos donadores
sanos. Los pacientes con enfermedad de Chagas
sontratados conbenznidazole (5 mg/kg/dia, durante
60 dias). Todos los pacientes y sujetos incluidos en
el estudio aceptaron de manera voluntaria participar
en el estudio y para ello firmaron el consentimiento
informado. La significancia estadistica se determiné
mediante analisis no paramétricos —prueba U
de Mann-Whitney— y la prueba de los signos de
Wilcoxon y el programa SPSS, version 15.0).
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