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Resumen 

 La enfermedad de Chagas, o tripanosomiasis americana, es una afección 

producida por el protozoo flagelado Trypanosoma cruzi. Esta antropozoonosis, 

constituye una de las enfermedades parasitarias más importantes del continente 

americano, encontrándose actualmente, al menos 10 millones de personas en 

Centroamérica y Sudamérica (WHO 2012) afectadas por esta patología crónica, que 

presenta elevados índices de morbilidad y mortalidad (10.000 muertes por año) 

(Schofield, Jannin et al. 2006), así como una clara disminución tanto de la calidad de 

vida como de la productividad laboral del individuo afectado.  

Históricamente la infección por T cruzi era limitada a Suramérica, 

Centroamérica y parte de Norteamérica (México y sur de los Estados Unidos) donde la 

principal vía de transmisión al hombre se produce por vía vectorial (Rassi, Rassi et al. 

2012). Sin embargo, los flujos migratorios de América Latina han originado cambios 

sustanciales en la epidemiología de la enfermedad de Chagas. De ser una enfermedad 

muy ligada a la pobreza en zonas rurales de América Latina, ha pasado, primero, a las 

grandes ciudades del continente americano y, posteriormente, a zonas no endémicas, 

tales como Japón, Canada, España, Alemania, Australia y Estados Unidos, donde se 

considera una enfermedad emergente (de Meis, Morrot et al. 2009; Gascon, Bern et al. 

2009). Si bien, en zonas no endémicas no es posible la transmisión vectorial, la 

naturaleza hemática de este patógeno hace posible la transmisión, por transfusión 

sanguínea, por trasplante de órganos y por vía congénita. 

El desarrollo de esta patología se da en dos fases comprendidas por una etapa de 

infección aguda subclínica en la mayoría de los casos, y una etapa crónica que puede ser 

o bien asintomática (fase indeterminada) o bien sintomática con compromiso 

miocárdico, intestinal o neurológico progresivo. Actualmente no existe un fármaco ideal 

para el tratamiento de la enfermedad de Chagas, que actúe tanto sobre el parásito 

circulante en sangre como el presente en tejidos, y ello sin producir reacciones 

secundarias adversas, siendo la toxicidad y la eficacia de las drogas actualmente 

utilizadas la limitación del tratamiento empleado. En este sentido, si bien han sido 

investigados una gran cantidad de compuestos candidatos para el tratamiento etiológico 

de la enfermedad de Chagas, sólo dos de ellos han superado la etapa clínica 

(Benznidazol y Nifurtimox). En la fase aguda de la enfermedad, la administración de 

estos fármacos ayuda a controlar la infección y disminuye la probabilidad de cronicidad 



(de Andrade, Zicker et al. 1996; Jannin and Villa 2007). Sin embargo, su eficacia 

terapéutica disminuye con el avance de la infección, existiendo controversias sobre su 

efectividad en la fase crónica de la enfermedad (Sosa-Estani and Segura 2006). Como 

primer tratamiento se recomienda el uso del benznidazol dado que este fármaco tiene un 

mejor perfil de seguridad y eficacia  presentando una menor incidencia de efectos 

secundarios (Viotti, Vigliano et al. 2009; Murcia, Carrilero et al. 2012). 

El diagnóstico de la enfermedad de Chagas se realiza, principalmente, mediante 

técnicas serológicas convencionales las cuales tienen una alta sensibilidad y 

especificidad (Britto, Silveira et al. 2001). Sin embargo, estas técnicas presentan la 

desventaja de requerir tiempos de seguimiento muy prolongados, para dar alguna 

evidencia serológica de cura en individuos con infección crónica (Viotti, Vigliano et al. 

1994) (Fabbro, Streiger et al. 2007). Así, dichas metodologías no son adecuadas para 

evaluar el estatus clínico del paciente en su fase crónica, ni permiten determinar la 

evolución de la enfermedad post-tratamiento. Por ello, es necesario el desarrollo de  

marcadores que permitan evaluar la progresión de la enfermedad y posibiliten 

determinar la eficacia terapéutica frente a la infección (Requena-Mendez, Lopez et al. 

2013). 

Las reacciones de defensa del hospedador frente a la infección implican 

mecanismos efectores de la respuesta inmunitaria innata y adquirida (Tarleton 2007). 

Tanto la diversidad genética de T. cruzi como la genética del hospedador resultan 

determinantes en la patología de la enfermedad, donde las lesiones en los tejidos 

resultantes de esa actividad inmunológica se acumulan, llevando eventualmente a las 

alteraciones funcionales musculares y nerviosas características de la enfermedad de 

Chagas crónica (Tarleton, Reithinger et al. 2007). Por ello, con el fin de limitar el 

potencial daño producido por una respuesta inflamatoria excesiva, el sistema 

inmunitario desarrolla mecanismos inmuno-reguladores, tales como regulación negativa 

en la producción de citoquinas pro-inflamatorias, inducción de células T reguladoras y 

regulación positiva de la enzima indolamina 2,3-dioxigenasa (IDO) (Knubel, Martinez 

et al. 2010). 

La respuesta inmunitaria desencadenada en la fase inicial de la patología logra 

controlar la proliferación del parasitario y resolver los signos y síntomas clínicos de la 

etapa aguda de la enfermedad, estableciéndose un equilibrio con el parásito que conduce 

a la cronicidad de la infección. En esta fase de la patología, el control de la infección 

por T. cruzi depende de mecanismos de la respuesta inmunológica celular y humoral del 



hospedador basados en la secreción de anticuerpos líticos y en la activación linfocitaria 

tanto de células T CD4 como de células T CD8. En este sentido, los linfocitos T CD8 

han demostrado ser cruciales en el control de la infección. Sin embargo, son escasos los 

epítopes T CD8+ identificados en antígenos del parásito e insuficiente el conocimiento 

de las bases celulares que permitan entender la dinámica de la respuesta inmune 

antiparasitaria durante la evolución de la enfermedad de Chagas.  

Sobre esta base el objetivo de este trabajo es la identificación y caracterización 

de nuevos epítopes T CD8+ contenidos en antígenos específicos de T. cruzi.  Así una 

vez identificados los epítopes se ha llevado a cabo  el estudio funcional y fenotípico de 

las células T CD8+ presentes en pacientes con enfermedad de Chagas crónica en fases 

indeterminada y cardiaca que reconocen a dichos epítopes, así como su dinámica tras el 

tratamiento con benznidazol. Las conclusiones permitirán establecer útiles marcadores 

de grado de patología y eficacia terapéutica. Asimismo, se plantea la identificación de 

moléculas marcadoras de mecanismos implicados en la capacidad del sistema inmune 

para modificar su potencial respuesta frente a la infección por T. cruzi. 

Los resultados obtenidos muestran la identificación de 11 nuevos epítopes, 

restringidos a la molécula HLA-A*02:01, contenidos en las proteínas HSP70 

(HSP70210-218  y HSP70316-324), PFR2 (PFR219-28, PFR2156-163 y PFR2449-457), PFR3 

(PFR3428-436 y PFR3481-489) y TcCA-2 (12819, 12822, 12827 y 12828)  de T. cruzi. 

Dichos epítopes son capaces de inducir una respuesta multifuncional secretora de 

citoquinas (INF-, TNF-α e IL-6) e inductora de actividad citotóxica (GzB) en linfocitos 

T CD8+ de pacientes con enfermedad de Chagas. Así mismo, se observa una actividad 

IDO en células mononucleares de sangre periférica de pacientes de Chagas 

estadísticamente superior con respecto a individuos sanos, existiendo una correlación 

positiva entre los niveles de actividad IDO y el grado de patología en la fase crónica de 

la enfermedad. Adicionalmente, se observa que el tratamiento con benznidazol induce 

cambios inmunológicos en los pacientes incluidos en este estudio, tales como 

modificaciones a nivel funcional y fenotípico de linfocitos T CD8+ específicos de 

antígenos de T. cruzi y ruptura de la tolerancia inmunológica, esta última reflejada por 

la disminución de la actividad IDO. Así, estos datos proporcionan una evidencia 

inmunológica de los efectos favorables del tratamiento con el fármaco benznidazol 

durante la fase crónica de la enfermedad.  
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3 Introducción 

1.1.- Tripanosomiasis americana o enfermedad de Chagas. 

La enfermedad de Chagas, o tripanosomiasis americana, es una afección 

producida por el protozoo flagelado Trypanosoma cruzi. Esta antropozoonosis, que 

constituye una de las enfermedades parasitarias más importantes del continente 

americano, fue descrita en 1909 por el médico brasileño Carlos Chagas. Actualmente, al 

menos 10 millones de personas en Centroamérica y Sudamérica (WHO 2012) se 

encuentran afectadas por esta patología crónica, que presenta elevados índices de 

morbilidad y mortalidad (10.000 muertes por año) (Schofield, Jannin et al. 2006), así 

como una clara disminución tanto de la calidad de vida como de la productividad 

laboral del individuo afectado. Esta patología es considerada por algunos autores como 

una de las enfermedades más desatendidas dentro de las enfermedades olvidadas 

(Tarleton and Curran 2012). 

  

1.1.1.- Agente etiológico 

Trypanosoma cruzi es un parasito intracelular obligado que pertenece al phylum 

Sarcomastigophora, subphilum Mastigophora, orden Kinetoplastida, familia 

Trypanosomatidae (Rassi, Rassi et al. 2012). Este orden se distingue por presentar una 

sola mitocondria de gran tamaño llamada kinetoplasto, localizada adyacente al cuerpo 

basal del flagelo (Stuart, Brun et al. 2008). Estos protozoos, presentan un ADN 

genómico (ADNg) localizado en el núcleo celular y un ADN extracromosómico situado 

en el kinetoplasto (ADNk) el cual, está constituido por una red de moléculas circulares 

concatenadas covalentemente que representan del 10 al 20% de todo el ADN del 

parásito (Simpson 1979; Simpson, Simpson et al. 1980). Dichas moléculas circulares de 

ADNk, están formadas por unos 50 maxicírculos de 30 a 40 kb y unos 10.000 

minicírculos de 0,84 a 2,5 kb (Ryan, Shapiro et al. 1988). El proceso de replicación de 

este ADNk se inicia de forma casi simultánea con la replicación del ADN nuclear 

indicando, que la síntesis del ADN (fase S) tanto en núcleo como en mitocondria es un 

proceso coordinado (Pasion, Brown et al. 1994). 

Según la relación o interacción parásito-hospedador, los kinetoplástidos, se 

pueden diferenciar en dos grupos: (a) monogénicos, los cuales parasitan a un único 

hospedador invertebrado, y (b) digénicos, que parasitan a dos hospedadores, 



 
4 Introducción 

generalmente uno de ellos invertebrado y el otro vertebrado (Lake, de la Cruz et al. 

1988). 

1.1.2.- Ciclo de vida de T. cruzi 

 T. cruzi tiene un ciclo de vida digénico, que alterna entre dos hospedadores: uno 

invertebrado que actúa como vector transmisor de la enfermedad y que pertenece a la 

familia Reduvidae (Hemiptera y Heteroptera), y otro vertebrado que puede ser el 

hombre,  animales domésticos, o animales salvajes.  

En función de la forma general de las células, la posición relativa entre el núcleo 

y el kinetoplasto, así como la manera de salida del flagelo T. cruzi presenta tres estadios 

morfológicos: la forma amastigote no flagelada, y las formas flageladas epimastigote y 

tripomastigote, esta última no replicativa (Figura I1) (Brener, Andrade et al. 2000). 

 

Figura I1.- Formas evolutivas de T. cruzi. Epimastigote; Tripomastigote y  Amastigote. 

http://www.uta.edu/chagas/html/biolTcru.html                      

 

El ciclo se inicia cuando el insecto hematófago se alimenta de la sangre de un 

hospedador vertebrado infectado, ingiriendo así al parásito en su forma tripomastigote 

(figura I2 (1)). Dentro del insecto vector, a mitad del intestino, los parásitos viran a 

forma epimastigote, se replican por fisión binaria y migran al recto donde pasan a la 

forma infectiva para el hospedador vertebrado tripomastigote metacíclico (figura I2 (4-

5)). La infección del mamífero se inicia cuando un insecto infectado con el parásito pica 

a un hospedador vertebrado y defeca mientras se alimenta (figura I2 (6-7)). El parásito 

localizado en heces u orina entra en el organismo a través de excoriaciones en la piel 

(sitio de la mordedura), o a través de las mucosas. En este momento, el parásito entra al 

torrente sanguíneo del hospedador en forma de tripomastigotes, los cuales son capaces 

de penetrar en una gran variedad de tipos celulares: macrófagos, fibroblastos, células del 

sistema nervioso y musculares (figura I2 (8-9)) (Burleigh and Andrews 1995). Al 
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infectar la célula hospedadora, las formas tripomastigotes se encuentran dentro de una 

vacuola que se funde con los lisosomas de la célula (Teixeira, Benchimol et al. 2012). En 

este ambiente ácido, los tripomastigotes secretan enzimas que conllevan a la lisis de la 

membrana de la vacuola parasitófora. Durante este proceso, la forma tripomastigote 

comienza un proceso de diferenciación hacia la forma amastigote, siendo esta liberada al 

citoplasma de la célula hospedadora donde se multiplica diversas veces por fisión binaria 

(figura I2 (10-11)). Tras varios ciclos de división, los amastigotes se diferencian a forma 

tripomastigote y tras la ruptura de la célula hospedadora, son liberados al medio 

extracelular (figura I2 (12-13)). De esta forma, lo tripomastigotes infectivos pueden 

alcanzar nuevamente el torrente sanguíneo e infectar otras células (figura I2 (15b)) o 

bien, ser ingeridos por un  insecto vector cerrándose así el ciclo de vida del parásito 

(figura I2 (1)). 

 

Figura I2- Ciclo de vida T. cruzi.  1) El insecto vector pica a un hospedador vertebrado infectado e  
ingiere tripomastigotes libres en el torrente sanguíneo. 2) Tripomastigotes metacíclicos. 3). Los 
tripomastigotes viran a formas epimastigotes. 4). Replicación de la forma epimastigotes en el intestino 
medio del insecto vector. 5) Evolución de formas epimastigotes  a tripomastigotes metacíclicos en el 
intestino grueso del insecto. 6) Liberación de tripomastigotes metacíclicos contenidos en las  heces del 
insecto vector tras  alimentarse del hospedador vertebrado. 7) Tripomastigotes metacíclicos. 8) Entrada de 
tripomastigotes metacíclicos en macrófagos del hospedador. 9 y 10). Diferenciación de tripomastigotes 
metacíclicos a formas amastigotes. 11)  Replicación de forma amastigotes en el citoplasma celular. 12). 
Evolución de formas amastigotes a formas tripomastigotes. 13). Ruptura de la célula hospedadora y 
liberación de tripomastigotes al torrente sanguíneo. 15 a y b) Reinfección de macrófagos por 
tripomastigotes y amastigotes. (Teixeira, Benchimol et al. 2012). 
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1.1.3.- Vías de transmisión de la enfermedad de Chagas. 

 Transmisión Vectorial 

En zonas endémicas, la principal vía de transmisión de la enfermedad de Chagas 

tanto en humanos como en más de 150 especies de animales domésticos (perros, gatos, 

etc), peridomésticos (cobayas, ratas, etc) o silvestres (marsupiales, primates  etc), es a 

través de insectos hematófagos (machos y hembras) de la familia Reduvidae, subfamilia 

Triatominae (Deane 1964; Rassi, Rassi et al. 2012). Estos insectos son hematófagos en 

todos sus estadios y desde que comienzan a alimentarse (ninfa estadio I),  pueden 

infectarse y transmitir la enfermedad de Chagas. La probabilidad de infección de un 

triatomino con T. cruzi aumenta proporcionalmente con el número de ingestas de 

sangre, por lo que la tasa de infección más alta  se observa en la fase adulta. Según el 

hábitat preferido del insecto se distinguen tres ciclos de transmisión de T. cruzi en los 

que interviene el vector: doméstico, peridoméstico y selvático (Deane 1964).  

Aunque han sido identificadas más de 130 especies de triatominos, las especies 

con mayor capacidad vectorial y distribución geográfica son Triatoma infestans,  el cual 

es el vector más importante en el sur de Sudamérica, Triatoma dimidiata presente en el 

norte de Centroamérica y Sudamérica extendiéndose hasta mexico y Rhodnius prolixus 

presente en el norte de Centroamérica y Sudamérica (figura I3) (Lent, Ono et al. 1979; 

Zeledon and Rabinovich 1981; WHO 2002; Galváo, Carcavallo et al. 2003). 

 

 

 

Figura I3- Especies de vectores invertebrados con mayor capacidad vectorial y distribución 

geográfica. Triatoma infestans, Triatoma dimidiata y Rhodnius prolixus 
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Otras vías de transmisión 

Dada la naturaleza hemática de este patógeno, la transmisión es posible a través 

de transfusiones sanguíneas o trasplantes de órganos. Así mismo, el parásito también 

puede ser transmitido de madre a feto (transmisión congénita) (Guhl 2000; Dias 2009), 

por vía oral o bien por accidentes de laboratorio. Siendo estas las principales vías de 

propagación de la enfermedad en países no endémicos tales como Japón, Canada, 

España, Alemania, Australia y Estados Unidos, donde se considera una enfermedad 

emergente (de Meis, Morrot et al. 2009; Gascon, Bern et al. 2009). 

 
Transmisión vía transfusión sanguínea 

Las transfusiones sanguíneas se han convertido en una fuente importante de 

transmisión de la enfermedad de Chagas, tanto en América Latina, debido a los flujos 

migratorios desde zonas rurales a urbanas, como en países no endémicos. Esta vía de 

transmisión cobra importancia en aquellas regiones donde la detección de la enfermedad 

no está muy desarrollada. En este sentido, debido el aumento del flujo migratorio de 

personas procedentes de zonas endémicas a España, en el año 2005 se elaboró un Real 

Decreto por el Ministerio de Sanidad, que establece cribar en bancos de sangre todos los 

donantes de sangre con riesgo de infección por Trypanosoma cruzi o bien excluirlos de 

la donación si el cribado no es posible (RD 1088//2005). 

El riesgo de infección con T. cruzi post la transfusión de una unidad de sangre 

proveniente de un donante infectado, es entre el 10 y 20 %, y está determinado por  

varios factores, entre los cuales se incluye, la concentración de parásitos en la sangre del 

donante, el componente de la sangre transfundida y la cepa del parásito (Schijman, 

Altcheh et al. 2003; Bern, Montgomery et al. 2008). Así mismo, la transfusión de 

plaquetas constituye un mayor riesgo de infección con respecto a otros componentes 

sanguíneos, dada una mayor concentración de parásitos en esta fracción tras la 

centrifugación de la sangre (Rassi, Rassi et al. 2010).  

 
Transmisión vía trasplante de órganos 

La transmisión de la infección a partir de un órgano sólido o médula ósea 

proveniente de un donante infectado es posible y ha sido documentado en América 

Latina y en regiones no endémicas, como EE.UU, Canadá, España y Suiza (Villalba, 



 
8 Introducción 

Fornes et al. 1992; Cimo, Luper et al. 1993; Sosa-Estani and Segura 2006) (Rassi, Rassi 

et al. 2012). 

Según el órgano trasplantado, el riesgo de transmisión oscila en el caso del riñón 

entre un 17 y un 18% cuando este proviene de un donante con serología positiva y 

alrededor de un 10% en el caso del hígado (transplante. 2009). Si el órgano trasplantado 

es el corazón el riesgo de infección es mayor con respecto a riñón e hígado (Villalba, 

Fornes et al. 1992; Barcan, Luna et al. 2005; Fores, Sanjuan et al. 2007). 

 
Transmisión Congénita 

T. cruzi puede ser transmitido al feto, durante el embarazo de una madre 

infectada en etapa aguda o crónica de la enfermedad, aunque en la etapa aguda de la 

infección existe una intensa parasitemia y, por lo tanto, un mayor riesgo de transmisión. 

Esta infección puede darse en embarazos sucesivos, en gemelos, e incluso se ha descrito 

infección congénita de segunda generación. El 60% por ciento de los recién nacidos, 

hijos de madres infectadas son seropositivos debido al traspaso de anticuerpos pasivos 

maternos, observándose serologías negativas antes del año de edad (Gomes, Lorena et 

al. 2009).  

Algunos otros factores de la madre como, carga parasitaria, estado inmunológico 

o cepa de T. cruzi con la que está infectada, también definen las diferencias observadas 

en la tasa de transmisión según la zona geográfica (endémica o no endémica). En 

Sudamérica, la prevalencia de la infección en mujeres embarazadas, varía según las 

zonas estudiadas de 2 a 51% en zonas urbanas y de 23 a 81% en zonas rurales. 

La transmisión de T cruzi puede darse, o bien por vía hematógena como 

resultado de una placentitis, donde se encuentran focos inflamatorios agudos o crónicos, 

áreas de necrosis, presencia de células gigantes o parasitismo de macrófagos y células 

trofoblásticas; o bien por la penetración del parásito en forma activa  hacia la 

circulación fetal.  

 

Transmisión Oral 

La transmisión de la enfermedad de Chagas puede darse por vía oral tras la 

ingesta de alimentos o líquidos contaminados con T cruzi, triatominos triturados, frutas 

o partes aéreas de vegetales contaminadas con heces de triatominos y por carne o sangre 

de mamíferos infectados. Así mismo, se ha encontrado el parásito en leche humana de 
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pacientes en fase aguda de la enfermedad, describiéndose casos de infección por T. 

cruzi vía oral a través de la leche durante la lactancia materna (Ferreira, Martinho et al. 

2001). Esta ingestión de alimentos contaminados, se asocia generalmente con la 

infestación parasitaria masiva, lo que resulta en una fase clínica aguda más grave con 

una alta tasa de mortalidad. Tras los trabajos desarrollados por Schenone y col esta vía 

de transmisión de Trypanosoma cruzi se considera como parte habitual del ciclo 

enzoótico de este parásito (Schenone, Gonzalez et al. 1982). A pesar de ello, esta vía de 

transmisión ha estado desestimada hasta que recientemente han sido identificados varios 

brotes de transmisión oral, entre ellos el mayor  descrito hasta la fecha que afecto a más 

de 100 personas de un colegio en Caracas (Venezuela) tras la ingesta de un zumo de 

frutas contaminado con el parásito (Alarcon de Noya, Diaz-Bello et al. 2010). 

El parásito en su forma tripomastigote metacíclico, presenta la máxima 

capacidad infectiva por vía oral. Esta forma del parásito es capaz de adherirse, penetrar 

y resistir a la capacidad proteolítica de la mucosa gástrica (Neira, Silva et al. 2003). 

Dicha capacidad de infectar las mucosas de la vía digestiva se relaciona con la presencia 

de la glicoproteína gp82 específica del estadío metacíclico del parasito. Esta molécula 

de adhesión en un mecanismo mediado por receptor, se une a las células epiteliales e 

induce movilización de Ca+2, esencial para el ingreso del parásito a la célula (Ruiz, 

Favoreto et al. 1998). Esta glicoproteína, ha sido descrita en la superficie de la forma 

tripomastigote metacíclico de distintas cepas de T. cruzi (Yoshida 2006). Por otro lado 

la glicoproteína gp30 similar a gp82; presenta gran capacidad de infectar células in vitro 

pero baja afinidad por la mucina gástrica; por lo que, su implicación en la transmisión 

oral in vivo es baja (Cortez, Silva et al. 2006; Cordero, Gentil et al. 2008; Yoshida 

2008).  

  

1.1.4.- Epidemiología y control de la enfermedad de Chagas 

De acuerdo con estimaciones de la Organización Panamericana de la Salud 

(OPS), 7-10 millones de personas están infectadas crónicamente con T. cruzi, y entre 

10.000 y 14.000 muertes al año son causados por la enfermedad de Chagas, siendo los 

países con más alta prevalencia Bolivia (6,8 %), Argentina (4,1 %), El Salvador ( 3,4 

%), Honduras  (3,1 %) y Paraguay (2,5 %) (Rassi, Rassi et al. 2012). 
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Hasta la fecha la infección por T cruzi era limitaba a Suramérica, Centroamérica 

y parte de Norteamérica (México y sur de los Estados Unidos) donde la principal vía de 

transmisión al hombre se produce por vía vectorial (Rassi, Rassi et al. 2012). Sin 

embargo, los flujos migratorios de América Latina han originado cambios sustanciales 

en la epidemiología de la enfermedad de Chagas. De ser una enfermedad muy ligada a 

la pobreza en zonas rurales de América Latina, ha pasado, primero, a las grandes 

ciudades del continente americano y, posteriormente, a zonas no endémicas, tales como 

Estados Unidos de América, Canadá, muchos países europeos y algunos del Pacífico 

Occidental (figura I3) (Gascon and Pinazo 2008).  

 

 
Figura I3.- Distribución geográfica según la vía de transmisión de la enfermedad de Chagas. 

 

En este sentido, en los últimos 20 años en la mayoría de los países endémicos se 

han desarrollado distintas iniciativas con el fin de erradicar la enfermedad de Chagas 

(Moncayo 2003). Dichas iniciativas se basan en: programas de control vectorial, análisis 

sistemáticos de sangre de donantes, educación de las poblaciones en riesgo, tratamiento 

de casos agudos y niños y detección y/o tratamiento de casos congénitos (Rassi, Rassi et 

al. 2012). Debido a la implantación de estos mecanismos de control, se ha observado 

una disminución tanto en, prevalencia, incidencia de nuevos casos (700.000 por año en 

1990 frente a 41.200 al año en 2006) y mortalidad (50.000 por año frente a 12.500 por 

año) por la enfermedad de Chagas (Moncayo and Silveira 2009). Sin embargo, a pesar 

de estos logros la enfermedad de Chagas está clasificada como enfermedad tropical 
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olvidada (negleted tropical disease), y continua siendo la principal causa de cardiopatía 

y muerte por enfermedad cardiovascular en pacientes entre 30 y 50 años en países 

endémicos (Rassi Jr, Rassi et al. 2009; Martins-Melo, Alencar et al. 2012). 

 

La afluencia de inmigrantes procedentes de zonas endémicas, ha hecho de la 

enfermedad de Chagas un importante problema de salud en zonas no endémicas, 

principalmente en EE.UU el cual es el destino más común de inmigración de personas 

provenientes de Latinoamérica, estimándose que 300.000 personas principalmente 

provenientes de México están infectados con T cruzi (Bern and Montgomery 2009). 

España representa el segundo país con mayor número de personas infectadas (47.000-

67.000) la mayoría procedentes de Ecuador, Argentina, Bolivia y Perú (figura I4) 

(Gascon, Bern et al. 2010). 

 

 
Figura I4.- Número estimado de inmigrantes con infección por Trypanosoma cruzi que viven en 
países no endémicos. Modificado de (Rassi, Rassi et al. 2010). 

 

 Si bien, en estas zonas no endémicas no es posible la transmisión vectorial, sí 

que es posible la transmisión por vía congénita y por trasplante de órganos, esto ha 

hecho necesario la implantación de controles adicionales en bancos de sangre. Así 

mismo, es necesario proporcionar asistencia de calidad a los pacientes con enfermedad 

de Chagas a través del diagnóstico, tratamiento y prevención de la enfermedad.  
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1.1.5.- Diagnóstico de la enfermedad de Chagas. 

 El diagnóstico de la enfermedad de Chagas se basa en ensayos de laboratorio 

que permitan determinar tanto, la presencia del parásito en muestras de sangre periférica 

o en tejido, como la secreción de anticuerpos específicos frente a antígenos del mismo. 

En la fase aguda de la infección, el alto nivel de parasitemia en sangre permite 

que el parasito pueda ser detectado en sangre, por observación directa en el microscopio 

óptico (examen en fresco, gota gruesa-frotis), por métodos de concentración de 

parásitos (microhematocrito, concentración de Strout), o tras la expansión parasitaria en 

insectos (xenodiagnóstico), animales de experimentación y cultivo in vitro 

(hemocultivo) (Strout 1962; Segura, Cura et al. 1974; Abramo Orrego, Lansetti et al. 

1980). Dichos métodos de detección pueden ser empleados para determinar la 

transmisión congénita, sin embargo en esta fase la concentración de parásitos en sangre 

es variable y dependiente del momento de la transmisión, que puede ser incluso durante 

el parto (Luquetti, Dias et al. 2005). 

 En la fase crónica de la enfermedad, el nivel de parasitemia en sangre periférica 

es muy bajo, por lo que no pueden ser empleados métodos directos de detección del 

parasito. Por ello, el diagnóstico de la infección en esta fase se lleva a cabo empleando 

métodos serológicos y moleculares (PCR). Los métodos serológicos usados 

(hemaglutinación indirecta (IHA), inmunofluorecencia indirecta (IFI), inmuno 

absorción ligado a enzimas (ELISA)), se basan en la detección de anticuerpos frente a 

antígenos específicos de T. cruzi. El antígeno empleado en dichas pruebas serológicas, 

puede ser extractos solubles de proteínas totales aisladas del parasito, antígenos 

recombinantes o bien péptidos sintéticos. Los resultados positivos deben ser 

confirmados con 2 técnicas serológicas que utilicen antígenos distintos y una tercera en 

caso de discordancia (WHO 2002). En el caso de transmisión congénita, resultados 

serológicos positivos podrían deberse a una transferencia pasiva de anticuerpos de la 

madre, los cuales pueden ser detectados hasta los 6-9 meses de edad (Gomes, Lorena et 

al. 2009). Por ello, estos ensayos deben ser repetidos transcurrido este período.  

 Aunado a las pruebas diagnósticas de laboratorio, se recomienda realizar una 

exploración física del paciente para determinar posibles alteraciones en órganos diana. 

En este sentido, el diagnóstico de la afectación cardíaca inicialmente se lleva a cabo 

mediante electrocardiograma (ECG), radiografía de tórax, y ecocardiografía. En caso de 
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detectar alguna anomalía el paciente será evaluado empleando las pruebas que se 

consideren relevantes para determinar el grado de patología. Por otro lado, la afectación 

digestiva se determina llevando a cabo un esofagograma y un enema opaco para la 

evaluación colónica (Rezende J. M. 2000). 

1.1.6.- Fases y manifestaciones clínicas de la enfermedad de Chagas. 

 
 La enfermedad de Chagas se desarrolla en dos fases comprendidas por una etapa 

de infección aguda, con un bajo índice de mortalidad, y una etapa crónica que puede ser 

o bien asintomática (fase indeterminada) o bien sintomática con compromiso 

miocárdico, intestinal o neurológico progresivo.  

 

1.1.6.1.- Fase aguda. 

Esta fase  de la enfermedad que tiene una duración de 4 a 8 semanas, se 

caracteriza por una alta parasitemia circulante detectable en sangre periférica (Bern, 

Martin et al. 2011) la cual disminuye progresivamente, luego del desarrollo de la 

respuesta inmunitaria.  

 

Durante este período agudo, el paciente puede permanecer asintomático, o 

presentar manifestaciones clínicas leves e inespecíficas (fiebre, temblores, vómitos, 

diarrea, etc.) por lo que normalmente pasa desapercibido (Prata 2001). Un bajo 

porcentaje de personas infectadas (<1%), principalmente niños o adultos 

inmunosuprimidos, pueden presentar un cuadro infeccioso severo con miocarditis, 

meningitis o encefalitis (Bern, Martin et al. 2011), siendo la tasa de mortalidad en esta 

fase inferior al 5%. 

 

En algunos casos agudos sintomáticos se evidencia la vía de entrada del parásito, 

ya sea a través de la membrana conjuntival (signo de Romaña) (figura I5A) o bien a 

través de una herida en la piel (chagoma) (figura I5B) (Bern, Martin et al. 2011). Dichas 

lesiones representan un elemento de alto valor diagnóstico.  
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Figura I5- Lesiones en sitios de entrada de T. cruzi en pacientes en fase aguda de la 
enfermedad. A.- signo de Romaña, B.- chagoma de inoculación en la mejilla. Las imágenes fueron 
tomadas de: http://apuntesdemed.blogspot.com/2008/04/trypanosomosis-enfermedad-de-chagas.html y 
http://areyesmed406.files.wordpress.com/2011/03/romana.jpg. 
 

1.1.6.2.- Fase crónica. 

 

Fase crónica Indeterminada o asintomática 

 

Tras la fase aguda, la mayoría de los pacientes entran en una etapa clínicamente 

silenciosa que puede prolongarse de 10 a 30 años tras la infección (Prata 2001). Durante 

esta fase, la presencia del parasito puede ser determinada mediante detección de 

anticuerpos en suero. Los pacientes en esta fase de la enfermedad, tienen una calidad y 

esperanza de vida similar a individuos sanos (Ribeiro and Rocha 1998). 

  

Fase crónica sintomática 

 

Tras el período asintomático, aproximadamente el 20-30% de los individuos 

infectados desarrollan alteraciones cardíacas progresivas e irreversibles. Así mismo, con 

menor frecuencia, pueden observarse lesiones en el sistema digestivo y en el sistema 

nervioso central y periférico. 
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 Fase cardiaca: es la forma clínica más frecuente y grave de la fase crónica de 

la enfermedad. El alto índice de mortalidad asociado con la patología cardiaca se debe a 

diversos factores relacionados tales como, extensión del daño en miocardio, deterioro de 

la función cardiaca y presencia de arritmia ventricular. 

 Electrocardiogramas obtenidos en estudios longitudinales en áreas endémicas, 

han mostrado que, aproximadamente, el 2 % de los pacientes en fase indeterminada, 

progresan cada año a  la forma cardíaca, presentando alteraciones leves del 

electocardiograma que comprenden  bloqueo de la rama derecha del has de Hiss y un 

hemibloqueo anterior izquierdo. Estas alteraciones asintomáticas pueden mantenerse 

por un largo periodo o durante toda la vida del paciente. Sin embargo, puede observarse 

una progresión de la enfermedad a formas cardiacas  graves. Es este sentido, factores 

tales como, duración de la enfermedad, cepa del parásito, sexo masculino, actividad 

física intensa,  reinfección  de T. cruzi, estado nutricional,  edad, y  gravedad de la 

infección aguda, están asociados con la progresión de la cardiopatía Chagásica (Prata 

2001). 

De acuerdo al grado de compromiso cardíaco, los pacientes pueden ser 

separados en cuatro grupos siguiendo las clasificaciones descriptas por Kuschnir (Tabla 

I1) (Kuschnir, Sgammini et al. 1985): 

 

Grupo 0: pacientes asintomáticos, con electrocardiograma  y radiografía de 

tórax normales. 

Grupo I: pacientes con alteraciones electrocardiográficas leves (bloqueo de la 

rama derecha, hemibloqueo anterior o posterior, extrasístoles ventriculares polifocales o 

con formas repetitivas, taquicardia ventricular sostenida y/o fibrilación ventricular) y 

radiografía de tórax normal. 

Grupo II: pacientes con alteraciones electrocardiográficas severas (bloqueo 

aurículo-ventricular de 2do y 3er grado y depresión del nódulo sinusal) y cardiomegalia 

en la radiografía de tórax. 

Grupo III: pacientes con alteraciones electrocardiográficas severas, 

cardiomegalia y signos clínicos y radiológicos de insuficiencia cardíaca con evidencias 

de lesión miocárdica. 
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Tabla I1.- Clasificación de la cardiopatía chagásica crónica según Kuschnir. 

 

 

 Fase digestiva: el 15-20% de los pacientes pueden desarrollar alteraciones de 

motilidad, secreción y  absorción del tracto digestivo, especialmente en esófago y colon. 

Los cambios de motilidad primero surgen con tránsito lento y estreñimiento, seguido 

por dilatación del órgano afectado (megaesófago (grado I a IV) o megacolon) (Prata 

2001). La prevalencia de estas manifestaciones están vinculadas a la cepa del parásito 

siendo más frecuentes en la región central de Brasil, menos frecuente en Bolivia  y 

prácticamente inexistente en los países al norte de la cuenca amazónica, América 

Central y México (Miles, Feliciangeli et al. 2003; Campbell, Westenberger et al. 2004). 

Si bien la tasa de mortalidad asociada es baja, conlleva un importante deterioro de la 

calidad de vida de los pacientes. Esta fase de la enfermedad es difícil de diagnosticar al 

confundirse los síntomas con estados aparentemente normales, pudiendo por lo tanto 

estar bajo estimada. 

 Fase cardiodigestiva: esta forma es la asociación de la sintomatología cardiaca 

con la sintomatología digestiva (megaesófago o megacolon). En la mayoría de los 

países, el desarrollo de megaesófago por lo general precede a las patologías cardiacas y 

de colon (Rassi, Rassi et al. 2012).  

 La reactivación de la enfermedad de Chagas puede ocurrir en pacientes en fase 

crónica que se encuentran inmunológicamente comprometidos, bien por tratamientos 

farmacológicos inmunosupresores o por co-infección con HIV (Braz, Amato Neto et al. 

2008).  En algunos casos de reactivación graves pueden observarse alteraciones en el 

sistema nervioso central. 
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 Así, el desarrollo natural de la enfermedad de Chagas puede resumirse como se 

muestra en la figura I6. 

 

Figura I6.- Desarrollo natural de la enfermedad de Chagas en humanos. Modificado de (Rassi, Rassi 

et al. 2010). 

 

1.1.7.- Tratamiento para la enfermedad de Chagas 

Actualmente no existe un fármaco ideal para el tratamiento de la enfermedad de 

Chagas, que actúe tanto sobre el parásito circulante en sangre como el presente en 

tejidos, y ello sin producir reacciones secundarias adversas, siendo la toxicidad y la 

eficacia de las drogas actualmente utilizadas la limitación del tratamiento empleado. Si 

bien, han sido investigados una gran cantidad de compuestos candidatos para el 

tratamiento etiológico de la enfermedad de Chagas, sólo dos de ellos superaron la etapa 

clínica:  

Benznidazol (Radanil®, Roche (1972)) (figura I7A), es un nitroimidazol cuyo 

mecanismo de acción, se basa en la producción de metabolitos reducidos del grupo 

nitro, los cuales se unen covalentemente a macromoléculas celulares componentes del 
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parásito (ADN, lípidos y proteínas). El tratamiento con este fármaco se basa en una 

dosis de 5mg/kg/día durante 60 días. 

 Nifurtimox (Lampit®, Bayer (1967)) (figura I7B), es un nitrofurano cuya 

acción anti parasitaria se basa en su capacidad de formar aniones superóxidos, peróxido 

de hidrógenos y radicales hidroxilo. La presencia de estos radicales libres es letal para 

T. cruzi, dado que este no posee los mecanismos necesarios para su eliminación, 

produciéndose así, daños celulares que incluyen lesión de la membrana, inactivación de 

enzimas, daños en el ADN y mutagénesis. La dosis administrada de este fármaco es de 

10mg/kg/día, y al igual que en el caso del Benznidazol se recomienda una duración de 

tratamiento de 60 días.  

Como primer tratamiento se recomienda el uso del Benznidazol dado que este 

fármaco tiene un mejor perfil de seguridad y eficacia (Viotti, Vigliano et al. 2009; 

Murcia, Carrilero et al. 2012), presentando una menor incidencia de efectos 

secundarios.  

 

Figura I7.- Formula química de los medicamentos empleados para el tratamiento de la enfermedad 

de Chagas. A.- Benznidazol, B.- Nifurtimox. 

 

 Hay estudios que indican que en la fase aguda de la enfermedad, la 

administración tanto de benznidazol como de nifurtimox ayuda a controlar la infección 

y disminuye la probabilidad de cronicidad (de Andrade, Zicker et al. 1996; Jannin and 

Villa 2007). Así, en lactantes y en niños se observa una alta tasa de curación cercana al 

100% (Schijman, Altcheh et al. 2003) y al 60% respectivamente (de Andrade, Zicker et 

al. 1996; Andrade, Martelli et al. 2004).  Así mismo, ha sido demostrados que el 

tratamiento de madres embarazadas evita la transmisión de la enfermedad (Murcia, 
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Carrilero et al. 2013). Sin embargo, la eficacia terapéutica de estos fármacos disminuye 

con  el avance de la infección, existiendo controversias sobre su efectividad en la fase 

crónica de la enfermedad (Sosa-Estani and Segura 2006). A pesar de ello, existe una 

tendencia creciente a ofrecer tratamiento anti-tripanosómico a todos los pacientes con 

enfermedad de Chagas (Viotti, de Noya et al. 2013). En este sentido, ha sido descrito 

que el tratamiento con benznidazol en pacientes en fase indeterminada de la enfermedad 

de Chagas induce, a largo plazo una disminución significativa tanto en la progresión de 

la enfermedad, como en el nivel de anticuerpos frente al parásito, lo cual sería 

consistente con una reducción o eliminación de la carga parasitaria (Viotti, Vigliano et 

al. 2011). En este sentido, estudios clínicos han mostrado que el 80% de los pacientes 

tratados con benznidazol tuvieron una eliminación sostenida del parasito tras 12 meses 

post-tratamiento (DNDi 2013). Sin embargo, una de las limitaciones de los actuales 

fármacos empleados es que actúan, esencialmente, frente a las formas sanguíneas del 

parásito las cuales en fase crónica son poco frecuentes. Por ello, es necesario el 

desarrollo de nuevos tratamientos que sean capaces de controlar el parásito en los 

tejidos, con una mayor eficacia y menor toxicidad. 

En este sentido, los fármacos inhibidores de la síntesis de ergosterol tales como, 

ketoconazol, posaconazol e itraconazol son importantes candidatos para su uso como 

agente farmacológico en la enfermedad de Chagas. El mecanismo de acción de estos 

fármacos se basa en la inhibición de la síntesis de novo de esteroles, los cuales son 

esenciales para la proliferación y viabilidad parasitaria. Estudios en modelos murinos de 

enfermedad de Chagas crónica, han demostrado que el posaconazol conlleva a la 

eliminación de amastigotes intracelulares en células cardiacas infectadas (Urbina 2009). 

Así mismo, una posible estrategia para mejorar la eficacia de los tratamientos 

actuales es la combinación de medicamentos existentes con diferentes mecanismos de 

acción. En otras enfermedades infecciosas tales como malaria, SIDA y tuberculosis ha 

sido demostrado, que el tratamiento con más de un agente terapéutico puede aumentar la 

eficacia, debido a su doble mecanismo de acción y a los efectos sinérgicos que permiten 

reducir la dosis de cada uno de los fármacos, disminuyendo la probabilidad de efectos 

adversos. En este sentido, ha sido descrito que la combinación de benznidazol con 

alopurinol, el cual es otro de los fármacos que ha sido empleado para el tratamiento en 

fase crónica de la enfermedad, induce modificaciones significativas en el fenotipo de 

células T así como en el perfil de respuesta de células B lo que indica, reducción de la 
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carga parasitaria, y sostiene la viabilidad de la administración de dos fármacos 

antiparasitarios en la fase crónica de la enfermedad de Chagas (Perez-Mazliah, Alvarez 

et al. 2013) . 

 

1.1.8.- Biomarcadores de eficacia-rechazo (efecto) terapéutico en la 

enfermedad de Chagas 

La eficacia del tratamiento farmacológico contra la enfermedad de Chagas, 

podría ser evaluado combinando técnicas diagnósticas (serológicas y moleculares) con 

la evaluación clínica del paciente. Sin embargo, aunque estas técnicas tienen alta 

sensibilidad y especificidad (Britto, Silveira et al. 2001) presentan la desventaja de 

requerir tiempos de seguimiento muy prolongados, para evidenciar alguna alteración en 

individuos con infección crónica (Viotti, Vigliano et al. 1994) (Fabbro, Streiger et al. 

2007). Así, dichas metodologías no son adecuadas para evaluar el estatus clínico del 

paciente en su fase crónica, ni permiten determinar la evolución de la enfermedad post-

tratamiento. Por ello, es necesario el desarrollo de  marcadores que permitan evaluar la 

progresión de la enfermedad y posibiliten determinar la eficacia terapéutica frente a la 

infección (Requena-Mendez, Lopez et al. 2013).  

Un biomarcador idóneo para evaluar la evolución de esta patología sería aquel 

que permitiera tras obtener resultados negativos, descartar con  certeza la progresión de 

la enfermedad y por ende no tendría que ser necesario, ni el tratamiento, ni el 

seguimiento del individuo. Así mismo, un biomarcador adecuado para detectar las 

primeras etapas de la enfermedad cardíaca o digestiva, tendría que tras obtener un 

resultado positivo, establecer el exhaustivo seguimiento del paciente para mejorar la 

gestión de futuras complicaciones de la enfermedad.  

 

a) Biomarcadores detectores de etapas tempranas de la patología cardiaca 

y digestiva. 

Péptidos natriuréticos: estos péptidos han sido descritos como marcadores de 

fallo terapéutico. En la enfermedad de Chagas ANP (péptido natriuretico atrial), BNP 

(péptido natriurético cerebral) y el precursor N-terminal pro BNP  han sido asociados 

con alteraciones cardiacas (daño en la fracción de eyección del ventrículo derecho, 

arritmias complejas ventriculares y disfunción diastólica del ventrículo izquierdo) 
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(Talvani, Rocha et al. 2005; Garcia-Alvarez, Sitges et al. 2010). Así, ha sido 

demostrado que la combinación de pruebas clínicas (electrocardiograma) con la 

determinación de BNP, es más eficiente para la determinar la disfunción del ventrículo 

izquierdo en pacientes con enfermedad de Chagas con respecto a otras pruebas 

convencionales (Ribeiro, Teixeira et al. 2006). Así mismo, estudios demuestran que 

altos niveles de BNP o ANP incrementan el riesgo de muerte y de necesidad de un 

trasplante cardiaco (Lima-Costa, Cesar et al. 2010). En este sentido, es necesario 

determinar si en pacientes en fase indeterminda  con elevados valores de BNP con 

respecto a individuos sanos podrían desarrollarse patologías cardiacas. 

 
Apoliproteína A1 (Apo A1): Esta proteína ha sido descrita como un biomarcador 

negativo de la enfermedad de Chagas, encontrándose en pacientes en fase indeterminada 

bajos niveles de Apo A1 (Cano, Rubiolo et al. 1985). 

 
CRA/FRA: Diversos trabajos han propuesto las proteínas CRA (antígenos del 

citoplasma de las formas epimastigote y amastigote) y FRA (antígenos del flagelo de las 

formas tripomastigote y epimastigote) como moléculas indicadoras de las distintas fases 

de la enfermedad. Observándose una respuesta diferencial, a nivel de anticuerpos de 

isotipo IgG2 frente al antígeno FRA, entre pacientes en fase IND y CARD (Vercosa, 

Lorena et al. 2007). La determinación de anticuerpos de isotipo IgA frente a dichas 

proteínas, demostró que, estas son capaces de diferenciar pacientes en fase 

indeterminada de pacientes con manifestaciones clínicas cardiacas y digestivas (CARD-

DIG) (Vasconcelos, Amaral et al. 2010).  

 
Citoquinas: Estudios del perfil de secreción de citoquinas ex vivo en leucocitos 

circulantes en fase crónica, mostraron que, los pacientes IND muestran un perfil de 

citoquinas reguladoras, mientras que los pacientes en fase cardiaca presentan un perfil 

proinflamatorio (Vitelli-Avelar, Sathler-Avelar et al. 2008). Así estudios fenotipos de  

células T en diferentes formas clínicas de la enfermedad, evidenciaron que in vivo los 

pacientes IND poseen células T reguladoras aumentadas, sugiriendo que la secreción de 

IL10 se relaciona con el control de la enfermedad en pacientes IND (de Araujo, Vitelli-

Avelar et al. 2011).  
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Así, las citoquinas IFN-γ, IL-4 y TNF-α han sido propuestas como marcadores 

inmunológicos de la forma clínica cardiaca de la enfermedad de Chagas. Observándose 

que, la estimulación de células provenientes de pacientes, en fase indeterminada y 

cardiaca de la enfermedad, con las proteínas CRA y FRA muestran un mayor nivel de 

secreción de citoquinas (IFN-γ y TNF-α) frente a la proteína CRA en pacientes crónicos 

cardiacos (Lorena, Lorena et al. 2010). 

En este sentido, diversos estudios han mostrado un incremento significativo en 

los niveles de secreción de TNF-α en pacientes en fase crónica cardiaca de la 

enfermedad con respecto a individuos sanos (Ferreira, Ianni et al. 2003; Talvani, Rocha 

et al. 2004). Interesantemente, en pacientes con alteraciones cardiacas inducidas por 

diversas etiologías se observa un incremento en los niveles de TNF-α lo cual ha sido 

asociado con la activación del sistema renina-angiotensina observada igualmente en 

pacientes fase cardiaca avanzada de la enfermedad de Chagas (Levine, Kalman et al. 

1990). Así TNF-α y otros miembros de la familia de TNF tales como CD95L han 

mostrado una correlación inversa con la fracción de eyección ventricular izquierda 

(LVEF) en pacientes con enfermedad de Chagas sugiriéndose así su uso como un 

potencial biomarcador de cardiomiopatía (Lula, Rocha et al. 2009).  

 

Linfocitos T CD8: el estudio fenotípico de los linfocitos T CD8+ circulantes 

mostró un aumento en el número total de células efectoras/memoria en sujetos con 

dolencias cardiacas frente a individuos no infectados. Estos resultados fueron 

consistentes con la hipótesis de un agotamiento gradual clonal en la población CD8+, 

quizás como resultado de una estimulación continua antigénica por células infectadas 

(Albareda, Laucella et al. 2006). 

 
b) Biomarcadores de cura terapéutica. 

Reacción en cadena de la polimerasa: Técnicas moleculares basadas en la 

detección de ADN del parásito en muestras de sangre periférica o de tejidos, tales como 

la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) han sido empleadas como herramienta 

para la detección temprana de fallos terapéuticos.  Dada la especificidad de las 

secuencias de T. cruzi que son amplificadas, esta técnica tiene una alta sensibilidad 

pudiéndose detectar la presencia de un parásito en diez mililitros de sangre (Avila, 
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Sigman et al. 1991; Britto, Cardoso et al. 1993). Así mismo, existen métodos de PCR 

cuantitativa que permiten evaluar muestras de sangre periférica en humanos (Duffy, 

Bisio et al. 2009).   

Esta técnica presenta alta especificidad en el diagnóstico y monitoreo del 

tratamiento en pacientes en fase aguda de la infección y en casos de transmisión 

congénita por T. cruzi (Schijman, Altcheh et al. 2003). Dependiendo de la carga 

parasitaria en fase crónica de la enfermedad, se detecta material genético de T. cruzi en 

aproximadamente 60% de los pacientes con serología positiva en zonas endémicas de la 

infección, evidenciándose la limitación de esta técnica para evaluar la fase crónica de la 

enfermedad que cursa con baja parasitemia. En este sentido, ha sido demostrado que el 

porcentaje de detección de pacientes con fase crónica mediante la técnica de PCR 

disminuye a medida que aumenta la edad del paciente y el tiempo de vida en zonas no 

endémicas (Murcia, Carrilero et al. 2010). 

Así mismo, a pesar del potencial de esta técnica ha sido observado que el nivel 

de sensibilidad y especificidad puede variar dependiendo de diversos factores técnicos, 

tales como volumen y condiciones de almacenamiento de la muestra a ensayar, métodos 

utilizados para el aislamiento del material genético del parásito, variabilidad genética de 

este, así como, los cebadores, reactivos y condiciones empleadas en la reacción de PCR 

(Britto 2009). Así, aunque esta técnica permite identificar fallo terapéutico cuando la 

detección de ADN de T. cruzi en sangre periférica es positiva (Murcia, Carrilero et al. 

2010), no permite predecir el éxito del tratamiento dado que resultados negativos no son 

necesariamente indicativos de cura parasitológica al presentar la técnica un porcentaje 

de falsos negativos superior al 60% (Rassi, Rassi et al. 2010). De hecho, no hay una 

correlación directa entre resultados de PCR negativos e infección por T. cruzi. Por ello, 

actualmente se están realizando esfuerzos con el objetivo de estandarizar las técnicas de 

PCR para su aplicación como criterio válido de diagnóstico (Schijman, Bisio et al. 

2011). 

 

Anticuerpos líticos: Estos anticuerpos tienen capacidad funcional de activar la 

lisis de tripomastigotes mediada por el sistema del complemento (Krettli AU y col., 

1979).  A diferencia de los anticuerpos que reconocen parásitos enteros o fracciones 

antigénicas completas o semipurificadas de epimastigotes utilizadas en las serologías 

convencionales, los anticuerpos líticos descienden con el xenodiagnóstico en pacientes 
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con enfermedad de Chagas crónica tras el tratamiento farmacologico (Krettli AU y col., 

1982).  

 

KMP11, PFR2, HSP70, Tgp63: Se observa un descenso significativo en los 

títulos de anticuerpos específicos de 4 proteínas recombinantes derivadas de T. cruzi en 

pacientes adultos con enfermedad de Chagas crónica a tiempos tempranos, entre 6-9 

meses postratamiento con Benznidazol (Fernandez-Villegas, Pinazo et al. 2011). 

 

Si bien, se han propuesto potenciales biomarcadores para la detección temprana 

de patología cardiacas. La validación de este tipo de herramientas clínicas es 

imprescindible, a fin de identificar a los pacientes de alto riesgo que requieran un 

exhaustivo seguimiento y tratamiento temprano. Con respecto a los pacientes en fase 

indeterminada de la enfermedad, no existe actualmente ningún biomarcador que permita 

a priori predecir cómo va a progresar la enfermedad. A pesar de que algunos de estos 

biomarcadores puedan ser útiles para evaluar la cura de la infección tras el tratamiento 

farmacológico, se requieren estudios prospectivos con un seguimiento más prolongado. 

1.2.- Inmunología e inmunopatología de la enfermedad de 

Chagas 

El desarrollo de la infección por T. cruzi involucra interacciones complejas entre 

el huésped y el parásito. Las reacciones de defensa del huésped frente a la infección son 

numerosas y variadas, e implican mecanismos efectores de la respuesta inmunitaria 

innata y adquirida (Tarleton 2007). Esta compleja respuesta que se desarrolla en 

distintos compartimientos del sistema inmunitario, se caracteriza principalmente por 

procesos de proliferación celular, producción de citoquinas, e inducción de mecanismos 

de muerte celular (de Meis, Morrot et al. 2009). Como consecuencia de la respuesta 

desencadenada, el parásito pasa a ser combatido continuamente y su multiplicación en 

los tejidos del hospedero se reduce. En este sentido, la patogenicidad y persistencia del 

parasito está críticamente influenciada por la efectividad de la respuesta inmunológica 

del huésped, y por la habilidad del patógeno para evadir los mecanismos efectores del 

sistema inmunológico, pudiendo ser éste capaz de persistir indefinidamente en el 

hospedador. Tanto la diversidad genética de T. cruzi como la genética del hospedador 

resultan determinantes en la patología de la enfermedad, donde las lesiones en los 
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tejidos resultantes de esa actividad inmunológica se acumulan, llevando eventualmente 

a alteraciones funcionales musculares y nerviosas características de la enfermedad de 

Chagas crónica (Tarleton, Reithinger et al. 2007). 

1.2.1.- Respuesta inmunitaria innata frente a T. cruzi 

En la fase inicial de la infección, el parasito en su forma tripomastigote 

metacíclico una vez traspasa la barrera epidérmica y penetra al interior de la células, se 

diferencia a la forma amastigote. Tras varios ciclos de replicación los amastigotes se 

diferencian en tripomastigotes los cuales, rompen las células y pasan nuevamente al 

espacio intersticial. En esta fase, tanto el parasito como el contenido de la vacuola 

parasitoforica inducen elementos de la respuesta inmunitaria innata, sea por patrones 

moleculares asociados a patología que estimulan a receptores que reconocen dichos 

patrones, o por otros receptores que interactúan con ellos. Así, se activan vías de 

reconocimiento innato dependientes de My88 y TRIF en macrófagos y células 

dendríticas (Tarleton 2007). Diferentes moléculas del parásito han mostrado ser 

potentes estimuladores de la respuesta inmunitaria innata conllevando a la activación 

tanto de células fagocíticas (células dendríticas, neutrófilos y  macrófagos) como de 

células NK y NKT (Abrahamsohn 1998; Brener, Andrade et al. 2000; Savino, Villa-

Verde et al. 2007; Ferraz, Gazzinelli et al. 2009). 

En la fase aguda de la infección, el parásito estimula la producción de las 

citoquinas TNF-α, IL-2 e IL-12, las cuales podrían ser responsables de la elevada 

actividad citotóxica y  secretora de IFN- por parte de las células NK (Aliberti, Souto et 

al. 2001). En este sentido, ha sido demostrado que el IFN- derivado de las células NK 

está involucrado en limitar la expansión de los parásitos en macrófagos, principalmente 

a través de mecanismos mediados por óxido nítrico (Silva, Machado et al. 2003).  

El microambiente de citoquinas producido, conjuntamente con la activación de 

células presentadoras de antígenos, conllevan a la activación de linfocitos T y B 

comenzando a conformarse la respuesta inmunitaria adaptativa la cual tiene un rol 

central en el control de la infección, en esta fase de la enfermedad. 

 

1.2.4.- Actividad Indolamil-deoxigenasa (IDO) frente a T. cruzi 

En modelos experimentales ha sido demostrado que el control de la infección 

por T. cruzi durante la fase aguda de la enfermedad es críticamente dependiente de la 
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activación eficaz de macrófagos,  y de la producción de óxido nítrico dada la regulación 

positiva de la isoforma inducible de la enzima óxido nítrico sintasa (iNOS) (Gazzinelli, 

Oswald et al. 1992; Silva, Vespa et al. 1995). Sin embargo, la presencia de altos niveles 

de óxido nítrico y citoquinas pro-inflamatorias puede ser perjudicial para el hospedador 

induciendo lesiones en los tejidos (Roggero, Perez et al. 2002). Por ello, con el fin de 

limitar el potencial daño producido por una respuesta inflamatoria exacerbada, el 

sistema inmunitario desarrolla mecanismos inmuno-reguladores, tales como regulación 

negativa en la producción de citoquinas pro-inflamatorias, inducción de células T 

reguladoras y regulación positiva de la enzima indolamina 2,3-dioxigenasa (IDO). 

(Knubel, Martinez et al. 2010) 

IDO es una enzima intracelular que ha mostrado expresarse constitutivamente en 

modelos celulares humanos y de ratón. Esta enzima citosólica presente en células del 

sistema inmunitario innato tales como macrófagos y células dendríticas, cataliza la 

degradación del triptófano en la vía metabólica de la quinurenina, que resulta en la 

acumulación de catabolitos inmunosupresores en el ambiente extracelular (Munn and 

Mellor 2007). 

La degradación oxidativa del triptófano se produce al romper la unión del doble 

enlace en posición 2,3 en el anillo indólico dando lugar a N-formil-quinurenina, que es 

rápidamente metabolizada a quinurenina. Si bien IDO presenta una actividad enzimática 

baja sus niveles pueden aumentar hasta 1000 veces cuando es inducida por factores que 

activan el sistema inmunológico como: interleuquinas 1 y 2, interferones  y β, 

lipopolisacárido bacteriano (LPS) y algunos virus tales como HIV. Así, el promotor del 

gen IDO contiene múltiples elementos de secuencia que confieren capacidad de 

respuesta a mediadores proinflamatorios, demostrándose así la fuerte correlación entre 

la inflamación y la expresión inducida de IDO (Fujigaki, Saito et al. 2001).  

IDO forma parte de la defensa innata del hospedador contra patógenos 

infecciosos, siendo demostrada su capacidad para inhibir la proliferación de patógenos 

intracelulares a través del consumo del aminoácido esencial triptófano (Byrne, Lehmann 

et al. 1986). Así, en modelos de infección experimental aguda ha sido descrito que la 

producción de quinureninas mediada por IDO conduce al control de la infección por T. 

cruzi (Mellor and Munn 2004). Así mismo, la carencia de triptófano y la acumulación 

de quinureninas inhibe la proliferación de células T, promueve la muerte o anergia  en 

linfocitos T, y ejerce efectos diferenciales sobre la respuesta de linfocitos T CD4 

cooperadores (Terness, Bauer et al. 2002; Munn, Sharma et al. 2005). 
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Si bien IDO podría tener un efecto directo in vitro sobre la replicación de 

diferentes agentes patógenos, el papel especifico de esta enzima en la respuesta del 

hospedador frente a diferentes infecciones in vivo, no es tan evidente debido a la 

compleja función de IDO en la inmuno-regulación e interacción parásito-hospedador 

(Knubel, Martinez et al. 2010).   

Así, la inmunosupresión y generación de células T reguladoras durante la 

infección, podrían ser una consecuencia de la expresión IDO por células del sistema 

innato llevando a la supresión de la respuesta de células T específicas antes de la 

eliminación del patógeno. No obstante el control de la infección, seguido de la 

inmediata activación de mecanismos inmuno-reguladores, constituye un papel crucial de 

la actividad IDO (Knubel, Martinez et al. 2010). 

 

1.2.2.- Respuesta inmunitaria adaptativa frente a T. cruzi 

En la fase aguda de la enfermedad, el proceso de diferenciación, replicación y 

metabolismo de T. cruzi, conlleva la liberación de una variedad de proteínas al citosol 

de la célula infectada, que son susceptibles a la degradación por el proteosoma. Esto 

resulta en la generación de péptidos, que potencialmente pueden ser presentados en el 

contexto de la molécula del complejo principal de histocompatibilidad (MHC) de clase  

I. Los linfocitos T CD8+ capaces de reconocer este complejo, inician una respuesta 

péptido-específica, que desencadena los mecanismos de acción necesarios para la 

eliminación de la célula infectada. Estos mecanismos se basan, principalmente, en 

proliferación celular, secreción de citoquinas y actividad citotóxica mediada por 

proteínas tales como perforinas y granzimas (figura I8). Las perforinas generan poros 

que permiten el paso de agua y electrolitos, induciendo lisis osmótica, mientras que las 

granzimas son proteínas pertenecientes a la familia de las serín proteasas que entran a la 

célula a través de los poros formados en la membrana por la perforina, induciendo la 

muerte celular programada (apoptosis) de la célula diana. Así mismo, la activación de 

estos linfocitos conlleva la secreción de citoquinas inflamatorias tales como INF-γ y 

TNF-α.  En este sentido, el predominio de linfocitos T CD8+ en infiltrados inflamatorios 

de tejidos infectados y su capacidad de inducir actividad citotóxica y secretora de IFN-γ 

ante el estímulo con el parásito, indican el importante rol de esta población de linfocitos 

T en la resistencia a T. cruzi (Martin and Tarleton 2005).  Así mismo, en modelos 

murinos ha sido observado que la ausencia de linfocitos T CD8+ funcionales conlleva 
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un incremento en la carga parasitaría en tejidos, así como la incapacidad de sobrevivir a 

la infección por T. cruzi, sugiriéndose que el papel protector de dichos linfocitos en la 

enfermedad de Chagas reside tanto en su actividad citotóxica como en la secreción de 

citoquinas tipo Th1, especialmente INF-γ y TNF-α (Martin and Tarleton 2004) (Wizel, 

Nunes et al. 1997).  

 

 
Figura I8.- Activación y funciones efectoras de linfocitos T CD8+ específicos de antígenos de 

T. cruzi. 
 

Así mismo, la respuesta inmunitaria desencadenada tras la infección está 

regulada por citoquinas producidas principalmente por linfocitos T CD4+ (Montiel and 

Díaz 2002). En este sentido, ha sido descrito un aumento de la parasitemia en personas 

co-infectadas con HIV dado el número reducido de linfocitos T CD4+,  lo cual 

demuestra la importancia de estas células en el control de la enfermedad, siendo central 

el desarrollo de un perfil de tipo Th1 con producción de IFN-γ (Rosemberg, Chaves et 

al. 1992). Dependiendo de las citoquinas secretadas la respuesta será de tipo Th1, 

caracterizada por la producción de citoquinas (INF-γ, IL-2, IL-12 y TNFα) que 

estimulan la respuesta T CD8+ efectora, o bien tipo Th2 (Il-4, IL-5, IL-13) que estimula 

la producción de anticuerpos por los linfocitos B. Los linfocitos T CD8+ también 

pueden producir diferentes tipos de citoquinas en respuesta a la estimulación antigénica, 

polarizándose hacia perfiles Tc1/Tc2 (Woodland and Dutton 2003), aunque las vías de 

polarización de estas poblaciones son menos conocidas.  

Recientemente ha sido descrito otro grupo de linfocitos T cooperadores 

denominados Th17, caracterizados por la producción de la citoquina proinflamatoria IL-

17 (Jin, Zhang et al. 2008; Ouyang, Kolls et al. 2008). En este sentido, ha sido descrito 

que esta citoquina puede ser secretada por linfocitos T CD8+ sugiriéndo que la 

diferenciación de estas células proviene del mismo precursor que diferencia a los 
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linfocitos TCD8+ productores de INF-γ. (Kondo, Takata et al. 2009). Modelos de 

infección experimental evidencian que IL-17 controla la diferenciación de células Th1 

de ratones infectados (da Matta Guedes, Gutierrez et al. 2010). Así mismo, estudios en 

linfocitos de pacientes con enfermedad de Chagas (fases asintomáticas y cardiaca) han 

mostrado que los pacientes con patologías cardiacas tienen menor expresión de IL-17 y 

menor frecuencia de linfocitos T cooperadores productores de IL-17. Así, una alta 

expresión de esta citoquina es correlacionada con una mejor función cardiaca 

(Magalhaes, Villani et al. 2013). 

Así, en esta fase inicial de la patología chagásica, la respuesta inmunitaria 

inducida por células Th1, se considera protectora (Briceno and Mosca 1996; Brener and 

Gazzinelli 1997). Mientras que, una mayoritaria respuesta por parte de las células Th2 

caracterizada por el aumento de la producción de IL4 hace al huésped más susceptible a 

la infección por T. cruzi (Montiel and Díaz 2002). En este sentido, IL10 parece tener un 

importante papel en la mediación de la enfermedad de Chagas aguda dado que puede 

bloquear tanto la producción de IFN-γ como sus efectos sobre la replicación intracelular 

de T. cruzi en macrófagos peritoneales de ratón (O'Garra, Vieira et al. 2004). Esta 

importante citoquina supresora es producida por un gran número de células del sistema 

inmunitario, incluyendo los linfocitos T reguladores (Treg), tanto CD4+ como CD8+ (Lu 

and Cantor 2008), los cuales limitan el daño colateral asociado a la respuesta 

desencadenada (Shevach 2001). 

Variaciones en la producción y secreción de citoquinas son encontradas de 

acuerdo al grado de afección tisular del paciente y a la susceptibilidad a la infección. En 

este sentido, en dos cepas de ratones fue demostrado un rápido aumento de los niveles 

de IL-12 e IFN-γ en la fase aguda de la infección experimental por T. cruzi, 

sugiriéndose así que la respuesta Th1 es determinante en la relación huésped – parásito, 

asociándose esta a un fenotipo de baja susceptibilidad a la infección (Planelles, Thomas 

et al. 2003). Adicionalmente, este patrón de citoquinas observado en respuesta a la 

infección con T. cruzi, fue asociado con la patología cardiaca observada en el huésped, 

encontrando cepas con una afinidad a desarrollar una respuesta Th1 por producción de 

IFN-γ, y otras cepas con afinidad para desarrollar una respuesta Th2 con producción de 

IL-4 conllevando esto a grandes diferencias en la miocarditis desarrollada (Briceno and 

Mosca 1996; Montiel and Díaz 2002). Estos resultados demuestran que en esta 

patología es crucial mantener un balance adecuado en la respuesta Th1/Th2 

desencadenada favoreciéndose así un equilibrio entre los mecanismos inmunitarios que 
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controlan al parásito y los mecanismos inmunitarios que inducen la patología 

(Abrahamsohn 1998; Mosca and Briceño 2000). 

 

Fase Crónica  

La respuesta inmunitaria desencadenada en la fase inicial de la patología logra 

controlar la proliferación del parasitario y resolver los signos y síntomas clínicos de la 

etapa aguda de la enfermedad, estableciéndose un equilibrio con el parásito que conduce 

a la cronicidad de la infección. 

En esta fase de la patología, ha sido sugerido que la sintomatología clínica 

observada, está vinculada de una manera directa a la eficiencia de la respuesta 

desencadenada. Así, una mayor severidad clínica ha sido descrita en pacientes con una 

baja frecuencia de células T CD8+ específicas de T cruzi productoras de INF-γ, en 

relación a pacientes asintomáticos y con sintomatología leve (Laucella, Postan et al. 

2004; Albareda, Olivera et al. 2009). Así mismo, en estos ensayos fue observada una 

baja respuesta antígeno-específica productora de IL-4. Este patrón de respuesta fue 

observado utilizando diversos estímulos antigénicos tales como: preparados de 

amastigotes de T. cruzi, células dendríticas autólogas infectadas con T. cruzi, o péptidos 

derivados de la superfamilia de las trans-sialidasas con alta afinidad de unión a HLA-

A*02:01 (Albareda, Laucella et al. 2006; Alvarez, Postan et al. 2008). La 

caracterización fenotípica de la población total de linfocitos T en estos pacientes 

ensayados, muestra una disminución de la población de linfocitos TCD8+ vírgenes y un 

incremento en la frecuencia de células T CD8+ de memoria altamente diferenciados 

(CD45RA+CD27-CD28-) directamente proporcional al grado de patología (Albareda, 

Laucella et al. 2006). Un patrón similar fue observado en la población total de linfocitos 

T CD4+ de estos pacientes, evidenciando una activación crónica del sistema 

inmunológico del hospedador, vinculada a la exposición prolongada al parásito 

(Albareda, Olivera et al. 2009). Así, la pérdida de clones parásito-específicos capaces de 

inducir una respuesta protectiva, el sustancial impacto sobre la población total de 

linfocitos T y rasgos de senescencia tanto en linfocitos T CD8+ como CD4+, evidencian 

un proceso de agotamiento funcional derivado de la infección crónica. 

Sin embargo, otros estudios han mostrado resultados contradictorios 

observándose en PBMC de pacientes estimulados con epimastigotes o tripomastigotes 

de T. cruzi, una mayor frecuencia de linfocitos T parásito-específicos productores de 

IFN-γ y TNF-α en pacientes con manifestaciones cardíacas severas con respecto a 
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pacientes asintomáticos. Así mismo, se observó una elevada secreción de IL-10 y una 

mayor frecuencia de linfocitos T reguladores en pacientes en fase asintomática (Souza, 

Rocha et al. 2004; Vitelli-Avelar, Sathler-Avelar et al. 2005; Araujo, Gomes et al. 2007; 

Vitelli-Avelar, Sathler-Avelar et al. 2008). Estos resultados sostienen que la producción 

de IFN-γ y TNF-α en respuesta al parásito estaría implicada en el desarrollo del daño 

cardíaco, mientras que la capacidad de los pacientes asintomáticos de modular la 

respuesta parásito-específica a través de la producción de IL-10 y la acción de linfocitos 

T reguladores, permitiría prevenir el desarrollo de daño cardíaco (Dutra and Gollob 

2008; Fiuza, Fujiwara et al. 2009; de Araujo, da Silveira et al. 2011). 

En este sentido, son muchos los parámetros implicados en la determinación de 

cuáles proteínas del parásito son inductoras de una respuesta de células T: la naturaleza 

del alelo restringido a MHC, la eficiencia del procesamiento del epítope, la traslocación 

dentro del retículo endoplasmático, afinidad al TCR del linfocito T así como el grado de 

variabilidad del epítope derivado de un patógeno altamente variable (Alvarez, Postan et 

al. 2008).  

 

1.2.3.-  Generación de linfocitos T de memoria  

 Generalidades  

 La respuesta inmunológica se desarrolla en cuatro fases principales: fase de 

iniciación, fase de expansión clonal, fase de contracción y finalmente generación de 

células T de memoria (figura I9). Tras el encuentro y reconocimiento antigénico, las 

células T proliferan y se diferencian en células efectoras y de memoria (Dutton, Bradley 

et al. 1998). Seguidamente a la activación, se presenta una fase de eliminación o 

contracción de la gran mayoría de las células T específicas. Las células sobrevivientes 

son células de memoria, las cuales son capaces de persistir estables por largos periodos 

de tiempo, mediante el mantenimiento de una actividad proliferativa lenta equivalente a 

la tasa de muerte celular (Kurtz 2004). Así, nuevos encuentros con el antígeno inducen 

una respuesta efectora más rápida y eficiente capaz de controlar la infección. Sin 

embargo, repetidos contactos con una persistente fuente de antígenos conduce a una 

rápida expansión seguida por una fase de muerte celular inducida por la activación, lo 

cual no favorece el desarrollo de células de memoria (Jones, Chin et al. 1990) 
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Figura I9.- Fase de la respuesta inmunológica adaptativa. Linfocitos específicos del antígeno 

sufren un proceso de expansión clonal en presencia del antígeno. Al producirse la eliminación del agente 
patógeno,  la población celular expandida se contrae disminuyendo el número de linfocitos específicos los 
cuales son eliminados por mecanismos de muerte celular programada (apoptosis). Tras la fase de 
contracción, el número de linfocitos antígeno-específicos se estabiliza manteniéndose estos por un largo 
período de tiempo (memoria). 

 

 Las poblaciones de linfocitos T vírgenes, efectores y de memoria pueden ser 

diferenciadas determinando la expresión de marcadores de superficie que permitan 

caracterizar estas células según su localización anatómica, su potencial de proliferación, 

su función efectora y sus requerimientos para su mantenimiento (Harari, Vallelian et al. 

2004) (Appay, van Lier et al. 2008) (Seder, Darrah et al. 2008). 

Así, los linfocitos T vírgenes humanos se caracterizan por expresar los 

marcadores de superficie CD45RA, CD62L, CCR7, CD27 y CD28. La activación 

linfocitaria conlleva la pérdida del marcador CD45RA para expresar la isoforma 

CD45RO+. En las etapa finales de diferenciación, estas células reexpresan el marcador 

CD45RA+, y pierden los marcadores CD27, CD28, CCR7 y CD62L, constituyendo la 

población de células totalmente diferenciadas o terminales (TEMRA). Esta subpoblación 

se califica como efectora dada su alta capacidad citolítica con elevados niveles de 

expresión de la molécula perforina. Sin embargo, ha sido demostrado que no hay 

diferencias en la actividad citolítica entre esta subpoblación y la subpoblación de células 

con fenotipo de memoria menos diferenciado (CD27+CD28+), que también pueden 

expresar perforina (Hislop, Gudgeon et al. 2001; Mueller, De Rosa et al. 2001). Por 

ello, estudios proponen que dicha subpoblación de células totalmente diferenciadas 
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representan células senescentes, con reducida capacidad proliferativa, telómeros cortos 

y expresión del marcador de senescencia CD57 (Sadat-Sowti, Debre et al. 1994; Effros 

2003) (Wherry and Ahmed 2004) (Akbar and Henson 2011). 

Por otro lado, la expresión de receptores como la molécula de adhesión CD62L 

o el receptor de quimiocina CCR7 (Bjorkdahl, Barber et al. 2003), los cuales son 

mediadores del tráfico celular a tejidos linfoides, permite la clasificación fenotípica de 

los linfocitos de memoria en dos subpoblaciones: linfocitos T de memoria central (TCM; 

CD62+CCR7+) que tienen la capacidad de migrar a órganos linfoides secundarios y 

recircular; observándose tras su estimulación antigénica secreción de IL-2 y muy bajos 

niveles de  IFN-γ, IL-4 e IL-5. Por otro lado los linfocitos T de memoria efectora (TEM; 

CD62-CCR7-) que migran a órganos periféricos no linfáticos y al ser estimulados 

producen rápidamente citoquinas efectoras como IFN-γ e IL-4, pero no IL-2. Así las 

células efectoras constituyen una primera línea de defensa pudiendo controlar al agente 

patógeno montando una rápida respuesta efectora, mientras que, los linfocitos TCM 

migran preferentemente a los órganos linfáticos secundarios donde estimularían células 

dendríticas, células B y/o generarían una segunda respuesta de linfocitos T efectores 

(Woodland and Kohlmeier 2009; Sallusto, Lanzavecchia et al. 2010). Los linfocitos T 

de memoria central y memoria efectora igualmente difieren con respecto a su capacidad 

de sobrevida en ausencia de estímulo antigénico. La población de linfocitos TCM se 

mantiene relativamente constante a través de una proliferación homeostática controlada 

por las citoquinas IL-7 e IL-15 (Surh and Sprent 2008) a través de sus  receptores de 

membrana (CD127 y CD122). IL-7 media señales de supervivencia que previenen la 

apoptosis, mientras que la IL-15 promueve una baja tasa de proliferación permitiendo 

que la población de linfocitos T de memoria central mantenga un número constante de 

células en ausencia del patógeno. A pesar de expresar niveles variables del receptor de 

IL-7 que previene la apoptosis y aumentan la supervivencia, los linfocitos T de memoria 

efectora no presentan capacidad de proliferación homeostática (Wherry, Blattman et al. 

2003) dependiendo su  mantenimiento en altas proporciones estrictamente de la 

presencia del antígeno. Así, esta población es mantenida en número constante gracias a 

una baja tasa de diferenciación de linfocitos TCM a linfocitos TEM (Sallusto, Geginat et 

al. 2004). En infecciones en las que el patógeno es totalmente eliminado predominan 

linfocitos T de memoria central, mientras que en infecciones persistentes se observará 

mayoritariamente células de memoria efectoras. 
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Si bien la expresión de CD45 combinado con moléculas envueltas en la 

migración linfocitaria difiere entre células T de memoria y vírgenes. Debe tenerse en 

cuenta que la identificación de las células T de memoria, puede ser compleja debido a: 

I) el fenotipo de la célula T de memoria es completamente heterogéneo, II) este fenotipo 

de memoria es diferente entre células T CD4 y CD8, III) algunos de estos cambios 

pueden ser reversibles (Zimmerman, Brduscha-Riem et al. 1996; Rogers, Dubey et al. 

2000); IV) la proliferación homeostática puede inducir a células T vírgenes a la 

adquisición del fenotipo memoria/efector en la ausencia de antígenos y V) el 

inmunofenotipo de la célula T no siempre se correlaciona con la función (Murali-

Krishna and Ahmed 2000). A pesar de todas estas dificultades, las numerosas 

diferencias fenotípicas entre las células T vírgenes y de memoria se producen durante la 

activación inicial de las células T y parecen persistir en las células de memoria. De este 

modo, ha sido descrito que en comparación a las células vírgenes y aunado a los 

marcadores ya descritos se pueden observar diferencia especialmente en la expresión 

diferencial de moléculas de adhesión en la superficie celular entre ambos tipos de 

células expresándose en  las células de memoria altos niveles de las integrinas b1 

(CD29, CD49d y CD49e) y b2 (CD11a, CD11b y CD18), CD2, CD44, CD54 y CD58 

(Hamann, Baars et al. 1997). El aumento en la expresión de moléculas de adhesión en 

células T recientemente activadas, refleja el requerimiento de las células T efectoras 

para entrar a los sitios de inflamación de los tejidos periféricos e interactuar con las 

células dianas. 

Así mismo, en células T CD8 la expresión de las moléculas coestimuladoras 

CD27 y CD28 combinadas con la expresión de CD45RA y CCR7 igualmente puede ser 

usada para discriminar entre células T vírgenes y células de memoria (Tomiyama, 

Matsuda et al. 2002).  

 Estudios realizados en Trypanosoma cruzi, evidencian que el tratamiento 

farmacológico con benzonidazol, conlleva a cambios fenotípicos en el perfil de 

linfocitos TCD8+ observando predominantemente células de memoria central, contrario 

a lo observado en  condiciones sin tratamiento en las cuales se observa un fenotipo de 

memoria efectora. Así, el aclaramiento antigénico aún después de una prolongada 

exposición al parasito genera en las células TCD8+ cambios fenotípicos dando como 

resultado el desarrollo y mantenimiento de una población de células TCM, que persiste 

por un largo periodo de tiempo sin la presencia del antígeno y que son capaces de 

inducir una función efectora y generar inmunidad protectora tras un reencuentro 
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antigénico (Bustamante, Bixby et al. 2008). Similar a estos resultados, en modelos 

murinos en la fase crónica de la infección con T. cruzi, se observa que, en contraste a la 

mayoritaria población de células T CD8+ antígeno-específicas que expresan un fenotipo 

de memoria efectora hay una población de células TCD8+CD127alto que expresan un 

fenotipo de memoria central. Esta población expresa los marcadores CD62L, CCR7 y 

CD122 sin embargo muestran baja expresión del marcador de superficie KLRG1 lo que 

indica que no ha habido estimulaciones antigénicas repetitivas, manteniéndose esta 

población independiente del antígeno a pesar de la persistencia del antígeno. La 

capacidad de supervivencia de estas células durante el aclaramiento antigénico está 

vinculada a la expresión de altos niveles de CD127 y CD122 lo cual permite su auto 

renovación en respuesta a las citoquinas IL-7 e IL-15 (Bixby and Tarleton 2008). Estos 

datos demuestran en modelos murinos, la presencia de una población estable de células 

TCD8+ parasito-específicas que son capaces de mantenerse en ausencia antigénica a 

pesar de la presencia del antígeno. Estos datos contrastan con lo observado en muchas 

infecciones persistentes en la que se ve la pérdida progresiva de la capacidad funcional 

de las células TCD8+ consecuencia de la constante exposición al antígeno dándose 

deficientes procesos de diferenciación, que no permiten adquirir propiedades de 

memoria tales como la capacidad de proliferación y persistencia en ausencia antigénica. 

Observándose una pobre respuesta a IL-7 e IL-15 debido a la reducida expresión de los 

receptores para estas citoquinas (CD122 y CD127), afectando su capacidad de 

proliferación y supervivencia (Shin, Blackburn et al. 2007). 

Estos datos sugieren que, las células T en presencia de microorganismo 

persistentes sufren alteraciones que disminuyen su capacidad de supervivencia y 

conllevan a fenómenos de agotamiento clonal que implica la pérdida progresiva de 

funciones efectoras tales como potencial de proliferación y producción de citoquinas 

(IL-2, TNF-α e INF-γ).  

1.3.- Proteínas antigénicas de T. cruzi 

1.2.1.- Generalidades de los antígenos de T cruzi 

 T. cruzi presenta una elevada complejidad antigénica, existiendo una gran 

heterogeneidad a nivel de antígenos entre las formas evolutivas (epimastigote, 
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tripomastigotes y amastigotes), las cepas y los clones de este parásito (Alves, Abuin et 

al. 1987) (Rangel-Aldao, Comach et al. 1986).  

Este parasito intracelular obligado, tiene capacidad de invadir todos los tipos de 

células de mamíferos, in vivo e in vitro, incluyendo fibroblastos, células epiteliales, 

células endoteliales y neuronas. El proceso de entrada a la célula hospedadora consta de 

dos fases: una primera fase de adhesión y otra posterior de internalización activa en el 

interior de la célula parasitada (Van Voorhis and Eisen 1989). Si bien estos mecanismos 

moleculares responsables de la invasión de la célula del hospedador no han sido 

completamente dilucidados. Hay evidencias de la existencia de receptores específicos para 

moléculas del parásito en la membrana de la célula diana (de Araujo-Jorge 1989). Las 

glicoproteínas de superficie juegan un papel relevante en los procesos infectivos 

(Gazzinelli, Leme et al. 1990), pero se desconoce en gran medida la regulación de su 

expresión génica, así como los mecanismos de respuesta inmunológica a las mismas. En 

este sentido, la existencia de actividad neuroaminidasa en la superficie del parásito (Melo 

Coutinho, Cavalcanti et al. 1998; Villalta, Zhang et al. 1999) y la presencia en la 

membrana del macrófago de proteínas de unión a azúcares (lectinas) (Soeiro Mde, Paiva et 

al. 2000), que podrían ser receptores para glicoproteínas (Galactosamina, N-

acetilgalactosamina) de membrana de T. cruzi, hacen pensar en un mecanismo de infección 

parecido al propuesto para el virus Influenza (Prioli, Mejia et al. 1991).  

La actividad neuraminidasa se localiza en el dominio N-terminal de un antígeno 

denominado SAPA  (Shed acute phase antigen). Este antígeno se caracteriza por poseer en 

su secuencia de aminoácidos  un extremo carboxilo  terminal con un número variable de 

unidades de repetición de 12 residuos. Esta proteína, además de presentar actividad 

sialidasa, posee también actividad trans-sialidasa que parece ser la responsable de la 

sialidación de Ssp-3, una estructura que es requerida por T. cruzi para el anclaje de los 

tripomastigotes a la célula hospedadora (Souto-Padron, Reyes et al. 1989). Durante la 

infección natural y experimental por T. cruzi ha sido descrita una fuerte respuesta inmune 

frente a este antígeno de la superficie de los tripomastigotes (Fouts y col., 1991).  

En el parásito se expresan simultáneamente diferentes miembros de la superfamilia 

de trans-sialidasas las cuales han demostrado ser reconocidas por linfocitos T CD8 

citotóxicos antígeno-específicos en modelos murinos (Low y Tarleton, 1997). Así mismo,  

la inmunización con plásmidos DNA que contienen el gen que codifica esta proteína TSA,  

induce protección frente a la infección letal murina por T. cruzi (Wizel y col., 1998b). Por 

otro lado, en pacientes con enfermedad de Chagas ha sido demostrado que péptidos 
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inmunodominantes contenidos en esta proteína, son capaces de inducir la activación de 

linfocitos T CD4+ y T CD8+ productores de IFN- y citotóxicos que confieren protección 

frente a la infección (Wizel, Nunes et al. 1997; Martin, Weatherly et al. 2006; Alvarez, 

Postan et al. 2008). Así, se sugiere que durante la infección por T. cruzi la respuesta frente 

a la superfamilia de las proteínas  trans-sialidasas podría ser crítica para la inducción de 

una respuesta protectiva (Millar and Kahn 2000). 

Por otro lado, la proteína reguladora del complemento o CRP es una glicoproteína, 

que se expresa en  la diferenciación de formas epimastigotes (sensibles a la lisis por el 

sistema del complemento) a tripomastigote (resistente a esta lisis) y que se une de forma no 

covalente a las proteínas C3b y C4b de las rutas clásicas y alternativa del sistema del 

complemento siendo descrita como factor de virulencia, ya que permite al parásito escapar 

a la lisis por el sistema del complemeto de su hospedador (Norris 1998). En modelos 

murinos se observó protección en un 100% de los animales inmunizados con esta proteína 

en forma de vacuna genética (Sepulveda, Hontebeyrie et al. 2000).  Así mismo en sueros 

de pacientes chagásicos se han detectado anticuerpos que bloquean la actividad de dicha 

proteína (Norris 1998). 

Otra de las proteínas relevantes de T. cruzi es la cruzipaína la cual es una cistein-

proteasa, exhibida tanto en la superficie del parásito como en los lisosomas ubicados 

cerca del bolsillo flagelar, que parece tener un rol importante en el proceso de 

internalización del parásito. Así mismo, estudios han mostrado el reconocimiento de 

epítopes restringidos a HLA-A*02:01 tanto para esta proteína como para la proteína FL-

160, la cual está igualmente asociada a la cavidad flagelar (Cazorla, Becker et al. 2008).  

Así mismo, la glicoproteína de la membrana de kinetoplástidos de 11 kDa 

(KMP11) ha mostrado ser un antígeno relevante de T.cruzi. Esta proteína, específica de 

tripanosomátidos mantiene un alto grado de homología y conservación, no 

encontrándose en eucariotas superiores. Su expresión es abundante en todos los estadios 

del ciclo de vida del parásito y se encuentra asociada a la membrana del parásito, al 

citoesqueleto y al flagelo (Thomas, Garcia-Perez et al. 2000; Thomas, Longobardo et al. 

2001). KMP11 ha mostrado ser altamente inmunodominante observándose, 

estimulación de células B específicas, inducción de proliferación celular, respuesta de 

linfocitos T citotóxicos e inmunoprotección en modelos murinos (Planelles, Thomas et 

al. 2002) (Maranon, Thomas et al. 2001; Thomas, Longobardo et al. 2001; Lasso, Mesa 

et al. 2010). En este sentido, se ha descrito una respuesta humoral generada frente a la 
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proteína KMP11 en pacientes de Chagas (Flechas, Cuellar et al. 2009), generándose 

anticuerpos principalmente de isotipo IgG 1.  

En esta proteína ha sido caracterizado, un epítope inmunodominante (K1) 

localizado en su extremo amino-terminal4-12 (Maranon, Thomas et al. 2001), capaz de 

estimular linfocitos T CD8+ secretores de IFN-γ con actividad citotóxica en individuos 

infectados con enfermedad de Chagas (Diez, Lopez et al. 2006), evidenciando que este 

es eficientemente procesado y presentado en el contexto de HLA de clase I y reconocido 

por linfocitos T CD8+ en el curso natural de la enfermedad de Chagas. Así mismo, ha 

sido mostrado que dicho péptido es un epítopo promiscuo que puede ser presentado en 

el contexto de diferentes moléculas del HLA-A*02. Así, análisis fenotípicos y de 

funcionalidad de las células T CD8+ específicas de K1 han mostrado que éstas tienen un 

fenotipo predominante de memoria efectora (CCR7-, CD62L-) capaces de secretar IL-2, 

IFN-γ y perforina  (Lasso, Mesa et al. 2010). Así mismo, existen resultados que indican 

que anticuerpos anti-K1 inhiben la infección in vitro de astrocitos hasta en 

aproximadamente un 30% a la vez que disminuyen la velocidad de los parásitos 

(Finkelsztein et al, sometido). 

 

1.2.1.- Proteínas a estudio 

 
HSP70 (heat Shok protein70 kDa). 

  

Esta proteína de choque térmico de 70 kDa  presente en todo tipo de organismos, 

pertenece a la familia de proteínas más conservadas evolutivamente, tanto en estructura 

como en función. Estas proteínas de gran importancia como “chaperonas moleculares” 

están implicadas en muchos procesos esenciales  para la célula, como el plegamiento de 

proteínas recién sintetizadas, unión a proteínas para evitar la formación de agregados, 

translocación de proteínas a través de  membrana, degradación de proteínas inestables y 

control de la actividad de otras proteínas reguladoras (Mayer and Bukau 2005). 

En tripanosomátidos, esta proteína se localiza en citoplasma y mitocondria. Bajo 

condiciones de choque térmico se observa su migración masiva de citoplasma al núcleo 

(Martin, Requena et al. 1993) o a la membrana celular (Giambiagi-deMarval, Souto-

Padron et al. 1996), mientras que la proteína localizada en la mitocondria queda 

confinada en el kinetoplasto (Olson, Nadeau et al. 1994). Así mismo ha sido descrito en 
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T.cruzi que esta proteína participa en procesos de tolerancia celular a choques térmicos 

y químicos. 

HSP70, está entre los antígenos inmunodominantes reconocidos por el sistema 

inmune en un amplio espectro de parasitosis (Young 1990). Esta capacidad 

inmunomoduladora de la HSP70 es vinculada con su capacidad de interacción con 

células presentadoras de antígenos (macrófagos y células dendríticas) (Singh-Jasuja, 

Hilf et al. 2001). 

En ensayos in vitro ha sido demostrado que la proteína HSP70 de T. cruzi tiene 

per se un  efecto estimulador sobre células de bazo y ganglio de ratones naive. Esta 

respuesta se caracteriza por una rápida e intensa estimulación de células T CD4+, 

seguida de un proceso de internalización de los receptores CD3+ y TCR y un proceso 

de apoptosis no dependiente de Fas-/-L (Maranon, Planelles et al. 2000). Así mismo, se 

evidencia que la inmunización de ratones de distinto haplotipo con un vector vacuna 

que porta el gen KMP11 de T. cruzi (Thomas, Garcia-Perez et al. 2000) fusionado al 

gen codificante para la proteína HSP70 induce, un descenso en la parasitemia y confiere 

protección frente a la infección experimental con T. cruzi. Así, se observa la producción 

de anticuerpos IgG2a de larga duración contra la proteína KMP11, y la activación de los 

linfocitos T-CD8+ citotóxicos específicos frente dos péptidos A2 contenidos en el 

antígeno. Interesantemente, los ratones inmunizados con el gen quimérico se protegen 

en un 50% frente a la infección experimental tardía, tres meses post-última 

inmunización, con formas infectivas de T. cruzi (Planelles, Thomas et al. 2001).  

Igualmente, en ratones transgénicos C57BL/6-A2 inmunizados con la proteína 

de fusión KMP11-HSP70, y no en los inmunizados con la proteína KMP11 sola, se 

induce una respuesta CTL frente a células Jurkat-A2/Kb que expresan la proteína 

KMP11 así como frente a dichas células cargadas con distintos péptidos de KMP11 

(Maranon, Thomas et al. 2001). Por otra parte, se ha demostrado que la proteína HSP70 

de T. cruzi, tanto sola como fusionada a la KMP11, induce la maduración de células 

dendríticas murinas, y humanas estimulando la producción de las citoquinas IL-12, 

TNF-α y la expresión de marcadores de activación como CD25 y, CD40, y moléculas 

de coestimulación CD80 y CD86 (Planelles, Thomas et al. 2002).  

Así mismo, ha sido descrito una fuerte capacidad de inducción de una respuesta 

humoral antígeno específica para la proteína HSP70 de T. cruzi. Interesantemente, no 

existe reconocimiento cruzado con la proteína homóloga humana a pesar que la 
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homología entre ambas proteínas de choque térmico de 75% (Requena, Jimenez-Ruiz et 

al. 1992). 

La modulación inmunológica inducida por HSP70 se basa en la capacidad de 

estas proteínas para unirse a péptidos antigénicos y a la existencia de receptores en la 

superficie de las células presentadoras de antígenos que permiten la rápida introducción 

de los complejos HSP-péptido desde la matriz extracelular, así como a la capacidad de 

las HSP de activar las células presentadoras de antígeno, estimulándolas a producir una 

respuesta T-citotóxica contra los péptidos asociados a ellas. Estos factores hacen de la 

Hsp70 una molécula muy prometedora para la generación de respuestas protectoras 

frente a la enfermedad, inmunoterapia, e incluso su combinación con la quimioterapia 

convencional.  

 

Proteínas paraflagelares.  

 
Estas proteínas están localizadas a lo largo del flagelo y en el bolsillo flagelar en 

una estructura formada por un complejo entramado de filamentos de 150 nm que 

discurre paralelo al axonema (Maga and LeBowitz 1999) única de Kinetoplastidios, 

Euglenoides y Dinoflagelados. En ella se encuentran las proteínas PFR1 y PFR2  que 

tienen  un peso molecular entre 70-80 y 68-72 kDa respectivamente, y que pueden ser 

encontradas en diversas especies de tripanosomátidos manteniendo un alto grado de 

conservación entre especies. En T. cruzi adicionalmente fueron descritas las proteínas, 

PFR3 y PFR4. Estas aunque tienen menos de 15% de homología con las proteínas PFR1 

y PFR2 comparten características químicas y estructurales, como peso molecular, punto 

isoeléctrico y estructura secundaria con un alto porcentaje en α-hélice y motivos lazo-

hélice (Fouts, Stryker et al. 1998; Maga and LeBowitz 1999). 

El importante papel del flagelo para la movilidad e infección, resalta la importancia 

en el desarrollo de posibles estrategias que interfieran con las funciones de estas proteínas 

en estos organismos, pudiendo suponer una alternativa quimioterapéutica frente a un 

amplio rango de tripanosomátidos capaces de inducir patologías en el hombre. En este 

sentido se ha comprobado que estas proteínas resultan esenciales en la viabilidad de T. 

brucei (Bastin, Sherwin et al. 1998). 

Así, ha sido descrito que las PFRs son altamente inmunogénicas jugando un 

papel crítico en la inducción de una respuesta celular protectiva (Miller, Wrightsman et 

al. 1997; Wrightsman, Luhrs et al. 2002; Morell, Thomas et al. 2006). La inmunización 
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de ratones con las proteínas recombinantes PFR3 y PFR2 de T. cruzi induce inmunidad 

protectiva frente a la infección. (Wrightsman and Manning 2000). Así mismo, se 

observa que en ratones infectados se generan linfocitos T CD8+ frente a epítopes 

presentes en la proteína PFR2 siendo protectiva la inmunización con vacunas que portan 

el gen codificante de PFR2 (Morell, Thomas et al. 2006). Igualmente, la inmunización 

de ratones con el vector que porta los genes PFR2-HSP70 fusionados induce una clara 

respuesta celular Th1 antígeno-específica, detectándose un alto nivel de anticuerpos 

anti-PFR2 de isotipo IgG2a, un significativo aumento de la expresión de las citoquinas 

IL-2, IL12, TNF e IFN  y una fuerte activación de linfocitos T citotóxicos. 

Interesantemente, la inmunización con éste gen quimérico PFR2-HSP70 estimula una 

respuesta protectiva frente al daño miocárdico crónico inducido por la infección 

experimental con T. cruzi (Morell, Thomas et al. 2006). 

 

TcCA-2 

Esta proteína de membrana  de 85 kDa que se expresa en las formas tripomastigote y 

epimastigotes de T.cruzi, se caracteriza por presentar en su extremo C-terminal, 

secuencias peptídicas de 12 aminoácidos organizadas en tándem. Así, en diversos 

patógenos protozoarios (Trypanosoma cruzi, Plasmodium spp., Toxoplasma gondii  y 

Leishmania spp.) han sido descritas proteínas inmunodominantes que contienen 

secuencias de aminoácidos repetidas organizadas en tándem  (Ibanez, Affranchino et al. 

1988; Buscaglia, Alfonso et al. 1999), sugiriéndose que estas secuencias están 

involucradas en la unión a estructuras repetitivas en receptores de la célula hospedadora. 

En este sentido en la proteína TcCA-2 de T. cruzi ha sido descrito un epítope (TcMe) 

implicado en la internalización del parásito en la célula hospedadora (Martin, Puertas et 

al. 1997), observándose en ensayos in vitro, con anticuerpos frente a dicho epítope, la 

inhibición de la infección del parásito en  fibroblastos LLC-MK2, debido a un bloqueo en 

el mecanismo de entrada a la célula (Martin, Puertas et al. 1997).   

Por otro lado, la proteína B13 homóloga de TcC-A2, ha mostrado ser reconocida 

con alta sensibilidad (93%) por anticuerpos IgG de sueros de pacientes con enfermedad  

de Chagas en fase crónica indeterminada y cardíaca (Buscaglia, Alfonso et al. 1999). 

Así mismo, ha sido descrito que tanto la proteína recombinante, como péptidos 

contenidos en su región repetida son reconocidos por linfocitos T en el contexto de la 

molécula HLA de clase II, observándose proliferación en PBMC provenientes de 
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pacientes con enfermedad de Chagas (IND y CCC) restringidos al haplotipo HLA-DQ7 

(Abel, Iwai et al. 2005).  
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La evolución de la enfermedad de Chagas puede conducir a una disfunción de la 

respuesta inmunológica del hospedador frente al parásito Trypanosoma cruzi, agente 

causante de la infección, que a medio y/o largo plazo conlleva a un agotamiento de la 

capacidad de respuesta del hospedador. Los datos actuales aportan relevante 

información sobre el crucial papel que los linfocitos T CD8+ juegan en el control de la 

infección experimental por T. cruzi. Sin embargo, son escasos los epítopes T CD8+ 

citotóxicos identificados en antígenos del parásito e insuficiente el conocimiento de las 

bases celulares que permitan entender la dinámica de la respuesta inmune antiparasitaria 

durante la evolución de la enfermedad de Chagas y el control de la infección. 

 Sobre esta base, entendemos que la identificación de nuevos epítopes T CD8+, 

especialmente en antígenos específicos de T. cruzi, así como el estudio funcional y 

fenotípico de las mencionadas células T en pacientes con enfermedad de Chagas crónica 

en diferente  estadio de progresión de la enfermedad y/o tras el tratamiento, permitirá 

establecer útiles marcadores de patología de la enfermedad de Chagas, eficacia 

terapéutica y moléculas potencialmente útiles en inmunoterapia frente a dicha 

enfermedad. Por tanto, los objetivos de este trabajo son: 

 

 1.- Identificar epítopes T CD8+ restringidos a la molécula HLA-A*0201 

contenidos en las proteínas HSP70, PFR2, PFR3 y TcCA-2 de T. cruzi. 

 2.- Caracterizar a nivel funcional, en pacientes con enfermedad de Chagas en 

fase crónica indeterminada y cardíaca, linfocitos T CD8+ específicos de epítopes 

contenidos en las mencionadas proteínas HSP70, PFR2, PFR3 y TcCA-2 de T. cruzi. 

3.- Evaluar diferencias derivadas del grado de patología en el fenotipo de 

memoria, diferenciación y senescencia de los linfocitos T CD8+ específicos de los 

epítopes identificados. 

  4.- Identificar moléculas marcadoras de mecanismos implicados en la 

capacidad del sistema inmune para modificar su potencial respuesta frente a la 

infección por T. cruzi.   
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 5. Evaluar en pacientes con enfermedad de Chagas tras el tratamiento 

farmacológico con benznidazol modificaciones fenotípicas y funcionales de las células 

T CD8+ -específicas de los epítopes inmunodominates identificados en los antígenos de 

T. cruzi a estudio.   
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3.1- Materiales 

3.1.1.- Productos químicos 

En el desarrollo de esta tesis se emplearon reactivos procedentes de las 

firmas Mabtech, Becton-Dickinson, Immudex, Bio-Rad, Sigma-Aldrich, Promega, 

Gibco e Invitrogen. Las membranas empleadas para la inmovilización de 

macromoléculas (transferencia de proteínas) y las películas autoradiográficas 

utilizadas proceden de las casas comerciales Thermo Fisher scientific y Agfa 

respectivamente. 

 

3.1.2.- Tampones  

 Tampón de lisis de eritrocitos: NH4Cl 0,15 M, KHCO3 1 mM, EDTA 0,1 

mM. (pH 7,4). 

 Tampón fosfato salino (PBS): NaCl 0,13 M, Na2HP04 70 mM, NaH2P04 

3 mM (pH 7,2). 

 Tampón de electroforesis de proteínas 10x: Tris-base 30,3 g/L, glicina 

144,2 g/L, SDS 10 g/L. (pH 8,3). 

 Tampón de transferencia de proteínas 1x: Tris base 25 Mm, glicina 14,4 

mM,  metanol 15% (pH 8,3). 

 Tampón TBS 1x: Tris-HCL 10 mM, NaCl 150 mM (pH 7,5). 

 Tampón TE: Tris-HCl 10 mM, EDTA 1 mM (pH 8). 

 Tampón de lisis de células: 0,1 M Tris-HCl, Triton X-100 0,1% (pH 8). 

 Laemmli: Tris-HCl 50 mM (pH 6,8), DTT 100 mM, SDS 2%, azul de 

bromofenol 0,1%, glicerol 10% (Laemmli 1975). 
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3.1.3.- Anticuerpos. 

 Anti-rabbit IgG acoplado a peroxidasa (Boehringer). 

 Anti-rabit IgG acoplado a Alexa Fluor® 594 (Invitrogen). 

 Anti-human HLA-A2 acoplado a  PE (clon BB7.2, BD Biosciences). 

 Anti-human class I (clon W6/32, Sigma). 

 Anticuerpo policlonal obtenido en conejo frente a la proteína 

recombinante PFR2 de T. cruzi.(Morell, Thomas et al. 2006). 

 Anticuerpo policlonal obtenido en conejo frente a las proteína 

recombinante, PFR3 de T. cruzi (Morell, Thomas et al. 2006). 

 Anticuerpo policlonal obtenido en conejo frente a las proteína 

recombinante, KMP11 de T. cruzi (Thomas, Garcia-Perez et al. 2000). 

 Anti-human CD8 acoplado a V500 (clon RPA-T8, isotipo human IgG1 κ, 

BD HorizonTM). 

  Anti-human CD8 acoplado a PerCp-Cy 5.5 (clon RPA-T8, isotipo 

human IgG1 κ, BD Pharmigen™). 

 Anti-human CD45RA acoplado a APC-H7, (clon HI100, isotipo human 

IgG2b κ, BD Pharmigen™). 

 Anti-human CD197 (CCR7) acoplado a V450 (clon 150503, isotipo 

human IgG2a, BD HorizonTM). 

 Anti-human CD27 acoplado a FITC, (clon M-T271, isotipo human IgG1 

κ, BD Pharmigen™). 

 Anti-human CD127 acoplado a PerCp-Cy 5.5 (clon HIL-7R-M21, isotipo 

human IgG1 κ, BD Pharmigen™). 

 Anti-human CD44 acoplado a APC-H7 (clon G44-26, isotipo human 

IgG2b κ, BD Pharmigen™). 
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 Anti-human CD57 acoplado a FITC (clon NK-1, isotipo human IgM κ, 

BD Pharmigen™). 

 

Isotipos Control: 

 Anti-human IgG1 κ, acoplado a V500 (clon X40, BD HorizonTM). 

 Anti-human IgG1 κ, acoplado a PerCP-Cy5.5 (clon MOPC-21, BD 

Pharmigen™). 

 Anti-human IgG2b κ, acoplado a APC-H7 (clon 27-35, BD 

Pharmigen™). 

 Anti-human IgG2a acoplado a V450 (clon G155-178 BD HorizonTM). 

 Anti-human IgG1 κ, acoplado a FITC (clon MOPC-21, BD 

Pharmigen™). 

 Anti-human IgM κ, acoplado a FITC (clon G155-228, BD Pharmigen™). 

 

Dextrámeros: 

 Dextrámero HLA-A*02:01 acoplado a APC y unido al péptido 12772 

(TLLTIDGGI) contenido en la proteína HSP70 de T. cruzi (Immudex). 

 Dextrámero HLA-A*02:01 acoplado aPE y unido al péptido 18415 

(FVSCCGELTV) contenido en la proteína  PFR3 de T. cruzi (Immudex). 

 Dextrámero HLA-A*02:01 acoplado a PE y unido al péptido 12807 

(RLYKTLGQL) contenido en la proteína PFR2 de T. cruzi (Immudex). 

 Dextrámero HLA-A*02:01 acoplado a APC y unido al péptido 12827 

(ALRNLRVFL) contenido en la proteína TcCA-2  de T. cruzi 

(Immudex). 

 Dextrámero HLA-A*02:01 acoplado a APC y unido al péptido 12822 

(TVFDASRSTV) contenido en la proteína TcCA-2 de T. cruzi 

(Immudex). 
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 Dextrámero HLA-A*02:01 acoplado a PE y unido al péptido K1 

(TLEEFSAKL) contenido en la proteína KMP-11 de T. cruzi (Immudex). 

 

3.1.4.- Medios de cultivo 

 Medio RPMI 1640 con L Glutamina (GIBCO), suplementado con un 

10% de suero fetal bovino inactivado (SFBI) y gentamicina 50 µg/mL. 

 

 Medio LIT: NaCl 4g, KCl 0,4 g, Na2HPO4.7H2O 15 g, glucosa 2 g, 

infusión de hígado 3 g, tripsina 5 g, hemoglobina 2 g y agua destilada hasta 

1L (pH 7). 

 

3.1.5.- Patrones de peso molecular 

Electroforesis de proteínas y western-blot: 

 Prestained SDS-PAGE Standars (Bio-Rad): Tamaño aproximado de las 

bandas 206911, 118961, 98540, 56695, 37544, 29494, 20265 y 6880 Da. 

 Precision Plus Protein “All blue” (Bio-Rad): Tamaño aproximado de las 

bandas: 250000, 150000, 100000, 75000, 50000, 37000, 25000, 20000, 

15000 y 10000Da. 

 

3.1.6.- Cepas de T. cruzi 

Cepa Y de Trypanosoma cruzi (Silva 1953) en sus formas epimastigote, 

amastigote y tripomastigote. 

 

3.1.7.- Cepas de Ratones 

Se emplearon ratones transgénicos C57BL/6-A2.1/Kb (B6-A2/Kb) (Vitiello, 

Marchesini et al. 1991). Estos ratones expresan el producto del gen quimérico HLA-

A2.1/Kb, donde los dominios 1 y 2 son iguales a los de la molécula HLA-A*02:01 

humana y los dominios 3 transmembrana y citoplasmático corresponden a la molécula 

murina H-2Kb (Fig M1). Dicha cepa fue proporcionada por el Dr. L. Sherman (Scripps 

Laboratories, San Diego, Ca) a través del Dr. P. Romero (Ludwing Institute for Cancer 
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Research, Lausanne, Switzerland). En cada uno de los grupos ensayados siempre se 

emplearon ratones del mismo sexo y dentro del mismo rango de edad. 

 

Figura M1. Ratones transgénicos C57BL/6-A2-Kb. Contienen las helices 1 y 2 correspondiente a la 

molécula HLA-A*02:01 humana y la hélice 3 murina. 

 

3.1.8.- Líneas celulares 

 LLC-MK2: línea fibroblastoide procedentes de riñón de mono. 

 T2: línea linfoblastoide humana deficiente en la función transportadora 

TAP (transportador asociado al procesamiento de antígenos).  Esta línea 

celular expresa bajos niveles de moléculas de histocompatibilidad de 

clase I, excepto de HLA-A*02:01. 

 K562: línea celular humana procedente de un paciente con leucemia 

mieloide crónica. Esta línea no expresa moléculas HLA de clase I ni de 

clase II. 

 K562/A*02:01: línea K562 transfectada establemente con el gen HLA-

A*02:01. Esta línea es cultivada en presencia de G-418 0,5 mg/mL 

(Britten, Meyer et al. 2002). 

 THP-1: línea celular humana procedente de un paciente con 

leucemia monocítica aguda. 
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3.1.9.- Cohorte de pacientes estudiada. 

Los individuos ensayados en este estudio son provenientes de zonas endémicas 

para la enfermedad de Chagas y residentes en España. Las muestras se obtuvieron en el 

Hospital Universitario Virgen de la Arrixaca de Murcia y en el Hospital Clínic de 

Barcelona. Los participantes en el estudio lo hicieron de manera voluntaria y tras firmar 

un formulario de consentimiento informado. Así mismo, se disponen de los 

correspondientes certificados de los Comité éticos de ambos Hospitales participantes, 

así como del Consejo Superior de Investigaciones Científicas (CSIC). Todos los 

individuos evaluados son positivos para HLA-A*02:01 por genotipado, y clasificados 

en los siguientes grupos:  

 Controles sanos: serología negativa frente a antígenos de T. cruzi. 

 Chagas crónico asintomático (fase indeterminada): serología positiva 

frente a antígenos de T. cruzi, sin evidencias de cardiopatía chagásica o 

alteraciones digestivas. 

 Chagas crónico sintomático: serología positiva frente a antígenos de T. 

cruzi y evidencias de alteraciones a nivel digestivo o cardiaco. Los 

pacientes con alteraciones cardiacas se clasificaron según la escala de 

Kuschnir (Kuschnir, Sgammini et al. 1985), que va de I (alteraciones 

electrocardiográficas sin patología evidente) a III (alteración de la silueta 

cardiaca y evidencias de cardiopatía). 

 

Tabla M1. Cohorte de pacientes ensayados en estudios de  funcionalidad linfocitaria frente a 

péptidos contenidos en proteínas de T. cruzi. 

Individuos Rango de edad Sexo Origen
Donantes sanos (HD) (n=9) 26-57 7 Mujeres / 2 Hombres Bolivia
Chagas  en fase Indeterminada (IND) (n=11) 22-40 5 Mujeres/6 Hombres Bolivia
Chagas  en fase Cardiaca (CCC) (n=10) 22-40 2 Mujeres/8 Hombres Bolivia  

 

Tabla M2. Cohorte de pacientes empleados para la evaluación de la respuesta linfocitaria  

restringida a la molécula HLA-A*02:01 e inducida por péptidos de T. cruzi. 

Individuos Rango de edad Sexo Origen

Pacientes con enfermedad de Chagas (n=11) 29‐53 8 Mujeres / 3 Hombres Bolivia  
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Tabla M3. Cohorte de pacientes ensayados pre y post tratamiento con Beznidazol en ensayos de 

caracterización fenotípica de linfocitos T CD8+ específicos de epítopes de T. cruzi. 

Individuos Rango de edad Sexo Origen
Donantes sanos (HD) (n=6) 31-43 3 Mujeres / 3 Hombre Bolivia
Chagas en fase Indeterminada (IND) (n=9) 24-46 4 Mujeres / 5 Hombres Bolivia
Chagas en fase Cardiaca. Estadio Kuschnir grado I (CCC I) (n=6) 29-41 3 Mujeres / 3 Hombres Bolivia
Chagas en fase Cardiaca. Estadio Kuschnir grado III (CCC III) (n=6) 30-62 3 Mujeres / 3 Hombres Bolivia  
 

Tabla M4. Cohorte de pacientes empleados para la evaluación de la actividad Indolamil-

deoxigenasa (IDO). 

Individuos Rango de edad Sexo 
Donantes sanos (HD) (n=13) 25-56 10 Mujeres / 3 Hombre
Chagas en fase Indeterminada (IND) (n=43) 18-61 27 Mujeres / 16 Hombres
Chagas en fase Cardiaca (CCC ) (n=99) 19-58 60 Mujeres / 33 Hombres
Chagas en fase digestiva (n=8) 26-54 7 Mujeres / 1 Hombres
Chagas en fase cardiaca/digestiva (n=18) 24-54 11 Mujeres / 7 Hombres  

 

3.1.10.- Mitógenos 

 Como control positivo para evaluar la activación linfocitaria (secreción de 

Granzima B y secreción de citocinas) se emplearon los siguientes compuestos capaces 

de inducir actividad mitótica. 

 Forbol  12-miristato-13-acetato 0,5 μg/mL (PMA) más ionomicina 0,5 

μg/mL (PMA-I) (Sigma). 

 Fitohemaglutinina o Lectina de Phaseolus vulgaris (PHA) 10μg/mL 

(Sigma).  

 

3.1.11.- Proteínas recombinantes 

 Como control interno en ensayos de inmunodetección de proteínas fijadas en 

membranas, se emplearon las siguientes proteínas recombinantes previamente 

purificadas en el laboratorio (Maranon, Planelles et al. 2000; Thomas, Garcia-Perez et 

al. 2000; Morell, Thomas et al. 2006). 

  KMP11 (Kinetoplastid Membrane Protein 11kDa) 

 HSP70 (Heat Shock Protein 70kDa) 

 PFR2 (Paraflagellar rod 68kDa)  

 PFR3 (Paraflagellar rod 72kDa)  
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3.1.12.- Péptidos sintéticos 

Los péptidos ensayados están contenidos en las proteínas TcCA-2, PFR2, PFR3 

y HSP70 de T. cruzi (tabla M.6).  

Como control interno positivo en los ensayos de unión y estabilidad a la 

molécula HLA-A*02:01 se emplearon péptidos contenidos en la proteína de la matriz 

del virus de la influenza y de la envuelta del virus de la Hepatitis B, mientras que en los 

ensayos de funcionalidad linfocitaria se empleó como control negativo interno un 

péptido proveniente de la proteína gag del virus del SIDA, todos ellos con alta afinidad 

a la molécula presentadora (tabla M.5). 

 

Tabla M.5. Péptido usados como control interno en los ensayo de unión y respuesta a antígenos 

de T. cruzi. 

Origen Péptido Posición en la Secuencia Peso Molecular
Proteína de la matriz del virus de la influenza FLU-MA 51-66 GILGFVFTL 966
Envoltura del virus de la hepatitis HB-ENV 334-342 WLSLLVPFV 1073
Protéina de la matris del virus del Sida (VIH) Gag 77-85 77-85 SLYNTVATL 981  

Tabla M.6. Péptidos contenidos en las proteínas HSP70 y TcCA-2. 

Proteina Péptido Posición en la proteína Secuencia Peso Molecular
12759 41-50 YVAFTDTERL 1214
12760 58-67 QVAMNPTNTV 1074
12761 73-82 LIGRKFSDPV 1131
12762 86-95 DMKHWPFKVI 1301
12763 94-103 VITKGDDKPV 1071
12764 122-131 SMVLSKMKEI 1166
12765 127-136 KMKEIAESYL 1212
12766 135-144 YLGKQVKKAV 1133
12767 164-173 TIAGMEVLRI 1102
12768 173-182 IINEPTAAAI 1012
12769 181-189 AIAYGLDKV 949
12770 188-197 KVADGKERNV 1115
12771 201-209 DLGGGTFDV 880
12772 210-218 TLLTIDGGI 902
12773 255-263 DSLTNLRAL 1002
12774 276-284 TSSAAQATI 849
12775 311-320 ELFRGTLQPV 1159
12776 316-324 TLQPVERVL 1054
12777 328-337 KMDKRAVHDV 1198
12778 337-346 VVLVGGSTRI 1000
12779 345-353 RIPKVMQLV 1083
12780 395-404 LLLDVTPLTL 1097
12781 422-430 TIPTKKSQI 1015
12782 458-467 LLGTFELSGI 1049
12783 466-474 GIPPPPRGV 889
12785 504-513 IVLTNDKGRL 1128
12786 564-573 KIEEADKKTI 1174
12787 572-581 TITSAVEEAL 1033
12788 612-620 KMYQGMAGA 956
12789 626-635 GMPGGMPGGM 891
12828 817-843 AAAGDKLSL 845
12819 1204-1233 ALQVTNHRYL 1214
12822 1891-1920 TVFDASRTV 995
12823 1921-1950 FANAPGVAQV 973
12824 2032-2061 SILQNVHATL 1095
12825 2158-2187 AIGGGKLPAL 896
12826 2215-2244 SAFGNHASTV 990
12827 2386-2412 ALRNLRVFL 1001

TcCA-2

HsP70
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Tabla M.6. Péptidos contenidos en las proteínas paraflagelares PFR2 y PFR 3. 

Proteina Péptido Posición en la proteína Secuencia Peso Molecular
12790 19-28 AVPEVTDVTL 1043
12791 90-99 LTEAYDIKKL 1193
12792 99-107 LMRVCGLQL 1032
12793 123-131 EVVALKKTL 1000
12794 126-134 ALKKTLNEL 1029
12795 148-157 GTIDNAIAKL 1015
12796 156-163 KLEKIEDEL 1116
12797 176-185 QVPVAVLKNL 1080
12798 184-193 NLEECMNVTV 1151
12799 190-199 NVTVVQTALL 1057
12800 236-245 YIKAQLLEHL 1228
12801 300-308 NLHDAIQKA 1009
12802 346-355 ELERVLQRL 1155
12803 376-385 KVEYQQFLDV 1269
12804 413-421 LVAEGCSAI 862
12805 427-435 KTNEELGDL 1018
12806 436-444 RLQVHQEYL 1185
12807 449-457 RLYKTLGQL 1091
12808 456-465 QLVYKKEKRL 1305
12809 464-472 RLEEIDRNI 1157
12810 499-507 ELYKLRAQV 1119
12811 506-514 QVEEELEML 1119
12812 513-522 MLKDKMAQAL 1149
12813 556-565 KMVEYRAHL 1146
12814 563-572 HLAKQEEVKJ 1081
12815 38-46 NLKLKTSCL 1019
18396 28-37 ALAALYELV 962
18397 30-40 ALYELVENAI 1134
18398 38-46 AIATAENYV 951
18399 46-55 VYAYTEGRLV 1170
18400 143-152 ALKPHQPPDL 1115
18401 155-163 ALARDLSDV 959
18402 159-167 DLSDVCGAL 892
18403 174-184 DLMAELRAEL 1160
18404 178-186 ELRAELSEL 1059
18405 186-193 ELDGERDKV 1060
18406 265-273 SISRFAEAL 993
18407 283-290 DLHNCDKKR 1128
18408 316-324 QIVEQKKKL 1113
18409 317-334 ELRQKAREL 1142
18410 337-345 DITLKQKEMV 1205
18411 399-407 MVTRIPQQNL 1200
18412 402-408 RIPQQNLRQV 1250
18413 410-416 QVLDQLNDI 1057
18414 413-420 QLNDIEAEV 1030
18415 428-436 FVSCCGELTV 1057
18416 433-437 ELTVKKMHR 1141
18417 466-473 NMSNYRLEL 1139
18418 475-482 DIIEQMKGV 1032
18419 479-486 QMKFVSGVI 1008
18420 481-489 GVSGVINAL 829
18421 498-506 QLFQSVEKGV 1134
18422 520-529 PLQEYGIKSV 1133
18423 535-543 FVDRSMHYV 1153
18424 542-550 YVENEERKV 1165
18425 548-556 KVLEKRNVL 1098

PFR2

PFR3
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3.2.- Métodos 

 

3.2.1.- Cultivo in vitro de Trypanosoma cruzi. 

Cultivo de formas tripomastigotes y amastigotes: 

La formas tripomastigotes son obtenidas a partir de la infección in vitro de 

células epiteliales LLC-MK2 (Andrews and Colli 1982). 

Cultivos en monocapa (semiconfluentes) de células LLC-MK2, mantenidas en 

medio RPMI suplementado con un 10% de SFBI, e incubadas a 37ºC en una atmosfera 

de 5% de CO2, fueron infectados con tripomastigotes de T cruzi (cepa Y) en una 

proporción de 5:1 tripomastigotes:célula durante tres horas. Tras el cuarto día post-

infección se observan en el sobrenadante las formas tripomastigotes del parásito. Dicho 

sobrenadante es retirado y centrifugado a  240 x g durante 5 minutos para eliminar los 

restos celulares del sobrenadante del cultivo de la monocapa infectada. El sobrenadante 

es retirado, centrifugado durante 35 minutos a 1800 x g  e incubado a 37ºC durante 2 

horas. Este periodo de incubación permite que los tripomastigotes suban a la superficie 

separándose de los amastigotes que se depositan en el fondo. Transcurrido el tiempo de 

incubación se recoge el sobrenadante donde se encuentran las formas tripomastigotes 

del parásito, seguidamente se realizan 3 lavados con PBS, tras el último lavado es 

descartado el sobrenadante almacenándose a -80ºC  los tripomastigotes obtenidos.  

Las formas amastigotas extracelulares se obtuvieron del pellet obtenido tras las 2 

horas de incubación previamente descritas. Así mismo tripomastigotes recién extraídos 

son incubados en medio LIT a 37ºC y 5% de CO2. Tras 36 horas de incubación se 

observa la transformación de  formas tripomatigotas a formas amatigotas, redondeadas y 

con capacidad de división. 

 

Cultivo de formas epimastigotes: 

Las formas epimastigotes fueron cultivadas en medio líquido LIT, 

sumplementado con 10% de SFBI. El cultivo celular partió de una concentración inicial 

de 1x106 células/mL y fue mantenido en frascos estériles no ventilados de 25 cm2 con 

10mL de medio en agitación suave a 28ºC. Los parásitos fueron recogidos en fase 

logarítmica de crecimiento (2x107 parásitos/mL). 
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3.2.2.- Extracción de proteínas totales de T.cruzi 

La obtención de antígenos solubles se llevó a cabo en las formas tripomastigotes, 

amastigotes y epimastigotes de la cepa Y de T. cruzi. 

Para cada una de las formas parasitarias se realizaron dos lavados con PBS 

centrifugando a 2500 x g durante 30 min. El pellet obtenido es resuspendido en buffer 

de lisis (Tris-HCl 50mM (pH 7,4), NP-40 0,05%, NaCl 50mM, PMSF 1mM y 

leupeptina 1µg/ml) manteniendo una relación de 109 parásitos/mL. Cada muestra es 

sometida a 3 ciclos de sonicación de 40 seg a una frecuencia de 50-62 KHz con 

intervalos de 20 seg entre cada una. El extracto fue centrifugado a 10.000 rpm durante 

20 minutos a 4ºC, finalmente el sobrenadante es conservado en alícuotas a -80ºC hasta 

su uso. 

 

3.2.3.- Purificación de las proteínas recombinantes a ensayo y cuantificación 

de proteínas. 

 
 Proteína recombinante KMP11 

La purificación se realizó a partir de células M15 de E. coli transformadas con el 

plásmido pQE30-KMP11, disponible en el laboratorio (Thomas, Garcia-Perez et al. 

2000). La inducción de la proteína recombinante se llevó a cabo mediante la adición al 

cultivo de 0,1 mM de IPTG durante 3 horas a 37ºC. La masa bacteriana se recogió 

mediante centrifugación. Una vez eliminado el sobrenadante, el sedimento bacteriano se 

resuspendió en proporción 50:1 en tampón fosfato a pH 8 (Na2HPO4  50 mM,  NaCl 0,3 

M, PMSF 100 mM y lisozima 1mg/ml). Después de agitar durante 1 hora a 4ºC, se 

sonicó 8 minutos a intervalos del 50% y se centrifugó. El extracto de proteínas 

solubilizadas se incubó con la resina Ni2+ NTA equilibrada en tampón fosfato a pH 8 

durante 15 minutos a temperatura ambiente. Tras empaquetar la resina en columna, esta 

se lavó con tampón de lavado (ClNa 0,3 M, NaH2PO4 50 mM, PMSF 1 mM y ME 10 

mM) a pH 8, pH 7,5, pH 6 y 5,5. La proteína se eluyó en este mismo tampón a pH 4. 

Las distintas fracciones se visualizaron en geles desnaturalizantes  de SDS-PAGE al 

16%. 
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 Proteína recombinante HSP70 

Se realiza la purificación a partir de células M15 de E. coli transformadas con el 

plásmido pQE70, disponible en el laboratorio (Maranon, Planelles et al. 2000). La 

inducción de la proteína recombinante se realizó mediante la adición al cultivo de 0,1 

mM de IPTG durante 3 horas a 37ºC. La masa bacteriana se recogió mediante 

centrifugación. Una vez eliminado el sobrenadante, el sedimento bacteriano se 

resuspendió en proporción 50:1 de tampón fosfato a pH 8 (Na2HPO4  50 mM, NaCl 0,3 

M, PMSF 100 mM y lisozima 1mg/ml). Después de agitar durante 1 hora a 4ºC, se 

sonicó durante 8 minutos y se centrifugó. En el sobrenadante quedan las proteínas 

solubles, y la proteína HSP70 queda en la fase insoluble, en forma de cuerpos de 

inclusión. 

Esta fracción insoluble se extrajo resuspendiéndola en tampón de sonicación 

(Tampón fosfato 50mM, NaCl 60mM, SDS 0,025%, pH 8) y agitándola en frío durante 

al menos 2 horas. Después de sonicación, las fases soluble e insoluble se separaron 

mediante centrifugación en frío. 

Para la unión de la proteína a la resina Ni2+ NTA, el extracto soluble se llevó a 

concentraciones finales de NaCl 0,3M, MgCl2 5mM, Glicerol 10%, β-mercaptoetanol 

10mM, PMSF 1mM. 

La resina se equilibró con la misma solución (tampón de purificación). La unión 

HSP70-resina se realizó durante toda la noche a temperatura ambiente y agitación. La 

resina se empaquetó en una columna, y el eluído se volvió a pasar varias veces por la 

misma. La resina se lavó con tampón de purificación pH 6 sin β-mercaptoetanol, y la 

resina se lavó con el mismo tampón a pH 4. Las distintas fracciones se visualizan en 

geles desnaturalizantes  de SDS-PAGE al 12%. 

 

 Proteína recombinante PFR2 

Se realizó a partir de bacterias E. coli BL21 transformadas, con el plásmido 

pCAL-n-EK-PFR2 disponible en el laboratorio (Morell, Thomas et al. 2006). La 

inducción de la proteína recombinante se realizó mediante la adición al cultivo de 0,1 

mM de IPTG durante 5 horas a 28ºC. La masa bacteriana se recogió mediante 

centrifugación. Una vez eliminado el sobrenadante, el sedimento bacteriano se 

resuspendió en proporción 20:1 en un tampón con la siguiente composición: Tris 

50mM, NaCl 150mM, β-mercaptoetanol 10mM, Mg(AcO)2, Imidazol 1mM, CaCl2 
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2mM, pH 8). Se procedió a la sonicación en dos ciclos de 8 minutos con un intervalo de 

reposo de unos 10 minutos y se centrifugó.  

El extracto de proteínas solubilizadas se incuba con la resina calmodulina 

durante toda la noche a 4ºC y durante 3 horas más a temperatura ambiente. 

Se comenzó la elución utilizando un tampón que contiene Tris 50mM, β-ME 

10mM, EGTA 2mM, pH 8. En este proceso de elución se incubó la resina con 3mL del 

tampón en agitación durante 1 hora con el fin de separar la mayor cantidad de proteína 

de la resina. Las distintas fracciones se visualizan en geles desnaturalizantes  de SDS-

PAGE al 10%. Esta proteína purificada fue dializada frente a tampón fosfato salino 

durante toda la noche (12-16 h). 

 

Proteína recombinante PFR3 

La purificación se realizó a partir de células M15 de E. coli transformadas con el 

plásmido pQE32, disponible en el laboratorio (Morell, Thomas et al. 2006). La 

inducción de la proteína recombinante se llevó a cabo mediante la adición al cultivo de 

1 mM de IPTG durante 1 horas. La masa bacteriana se recogió mediante centrifugación. 

Una vez eliminado el sobrenadante, el sedimento bacteriano se resuspendió en 

proporción 40:1 en tampón fosfato a pH 8 (NaHPO4  100 mM,  NaCl 50 mM). Se 

procedió a la sonicación 3 minutos y se centrifugó.  El extracto de proteínas se 

solubilizo dos veces en un tampón urea 8M (urea 8M, Tris 0,01 M, NaHPO4 0,1 M y 

NaCl 1M). El extracto de proteínas solubilizadas se incubó con la resina Ni2+ NTA 

equilibrada en tampón urea a pH 8 durante 1 hora a temperatura ambiente. Tras 

empaquetar la resina en columna, esta se lavó con tampón  urea a pH 8 y a pH 7. La 

proteína se eluyó en este mismo tampón a pH 6,5, 5 y 4. Las distintas fracciones se 

visualizaron en geles desnaturalizantes  de SDS-PAGE al 10%. 

 
 Cuantificación de proteínas 

 La concentración de las proteínas recombinantes a ensayo, así como las 

proteínas totales extraídas de cada una de las formas parasitarias de T. cruzi, fue 

determinada empleando el método de Bradford (Bradford 1976). Para ello, utilizamos  

una curva patrón construida a partir de cantidades conocidas de albúmina bovina (BSA). 
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3.2.4.- Electroforesis de proteínas en gel de poliacrilamida: SDS-PAGE  

 La electroforesis se llevó a cabo en geles desnaturalizantes de poliacrilamida al 

12% (Laemmli (1970), Nature, 277, p. 680), usando el sistema Mini-Protean III Cell 

(Bio-Rad).  Antes de cargar las muestras en el gel, estas fueron mezcladas con 1 

volumen de tampón de Laemmli y posteriormente desnaturalizadas a 95ºC durante 5 

minutos. Una vez concluida la electroforesis se procedió a la correspondiente tinción del 

gel siguiendo una adaptación del método Fairbanks de tinción rápida (Sambrook, 

Maniatis et al. 1989). Este método se basa en la utilización de 4 diferentes soluciones. 

Así, el gel inicialmente se introduce en un recipiente ventilado al cual se le agrega una 

primera solución que contiene isopropanol al 25%, ácido acético al 10% y azul 

Coomassie 0,05% (solución A). El gel introducido en esta solución es calentado en 

microondas a máxima potencia durante 2 minutos y seguidamente mantenido en 

agitación a temperatura ambiente durante 5 minutos. Retirada la solución A, este 

proceso de calentamiento y agitación a temperatura ambiente se repite sucesivamente 

añadiendo al gel una  solución de isopropanol 10%, ácido ácetico 10% y azul 

Coomassie 0,005% (solución B); solución de ácido acético 10% y  azul Coomassie 

0,002% (solución C) y solución de ácido acético 10% (solución D).    

 En aquellos casos en los que las proteínas deben ser transferidas e 

inmovilizadas a membranas,  se obvió el proceso de fijación y tinción, realizando 

directamente la transferencia una vez concluida la electroforesis. 

 

3.2.5.- Inmunodetección de proteínas fijadas en membranas “Western blot”. 

 Las proteínas fueron transferidas desde geles de acrilamida a membranas de 

PVDF (Thermo Fisher Scientific), utilizando el sistema de transferencia semi-seca Fast 

Blot B33 (Biometra). Previa la transferencia la membrana de PVDF fue pre-humedecida 

2 minutos en metanol para su activación. Seguidamente esta fue equilibrada en tampón 

de transferencia 1x. La transferencia fue realizada a 15V (45-50 minutos) en presencia 

de tampón de transferencia 1x.  

 Una vez concluida la transferencia, la membrana de PVDF es lavada en TBS 1x 

y posteriormente en solución de bloqueo (leche desnatada 5% y Tween-20 0,1% en TBS 

1x) al menos una hora). Seguidamente se llevó a cabo la incubación con el anticuerpo 
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primario en solución de bloqueo, a una dilución de 1/16000 para anti-PFR2 y 1/8000 

para anti-PFR3, durante 3 horas (temperatura ambiente) o toda la noche (4ºC). 

Posteriormente se realizaron tres lavados de 10 minutos en solución de lavado (Tween-

20 0,1% en TBS 1x), seguido de la incubación durante 1 hora a temperatura ambiente 

con el segundo anticuerpo (anti-IgG de ratón o conejo) conjugado a peroxidasa en 

solución de bloqueo a una dilución 1/20000. Finalmente se realizaron tres sucesivas 

incubaciones  en la mencionada  solución de lavado y se procedió al revelado del filtro 

empleando el kit SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate Kit (Pierce), 

siguiendo las instrucciones del fabricante, y utilizando placas de autoradiografía.  

 

3.2.6.- Inmunofluorescencia indirecta (IFI) sobre formas Epimastigotes, 

amastigotes y Tripomastigotes de T. cruzi . 

 Este ensayo fue realizado sobre todas las formas de T. cruzi (tripomastigotes, 

epimastigotes y amastigotes). 20x106 parásitos fueron permeabilizados con una solución 

de Triton X-100 al 5% durante 1 minuto y fijada su membrana con paraformaldehido al 

4%. Posteriormente las células fueron lavadas en solución de Tween 20 al 0,2% en PBS 

(solución de lavado) y bloqueadas durante 1 hora en solución de BSA al 5% en PBS. 

Seguidamente las células son incubadas durante 1 hora con el anticuerpo primario 

(dilución 1/7000 para anti-PFR2 y 1/5000 para anti-PFR3), lavadas 3 veces con 

solución de lavado e incubadas con un anticuerpo secundario anti-IgG de conejo 

acoplado con Alexa Fluor 594 (Invitrogen) a una dilución 1/20000  durante 1 hora. Tras 

tres nuevos lavados finalmente los parásitos son fijados al porta  con metanol durante 1 

minuto para su posterior visualización. Se secó la muestra al aire y se añadió  el 

colorante Vecta-Dapi. Se selló el cubre-objeto y se conservó a 4ºC en oscuridad hasta su 

observación en el microscopio de fluorescencia Zeiss Axioplan.  

 

3.2.7.- Péptidos 

 Selección péptidos candidatos 

Los péptidos contenidos en las proteínas TcCA-2, PFR2, PFR3 y HSP70  de T. 

cruzi con motivos de unión a la molécula HLA-A*02:01 fueron seleccionados 

empleando programas bio-informáticos que permiten la predicción teórica de unión a la 
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molécula HLAA*02:01. Los programas utilizados fueron SYFPEITHI, RANKPEP y 

BIMAS. Los dos primeros ordenan los péptidos según su afinidad teórica a la molécula 

HLA-A*02:01, y dan una puntuación para cada uno. En cuanto al programa BIMAS, 

este calcula la vida media teórica del complejo HLA-péptido.  

  Síntesis de péptidos candidatos 

 La síntesis peptídica fue llevada a cabo en los laboratorios del Dr. M. E. 

Patarroyo (Instituto de Inmunología en Bogotá), así como en los laboratorios del Dr O. 

Noya (Instituto de Medicina Tropical, Universidad Central de Venezuela, Caracas) 

empleando la metodología de fase sólida (Woolley and Merrifield 1963) con las 

variaciones del sistema de síntesis múltiple en fase sólida (Houghten 1985). Todos los 

péptidos fueron purificados con éter etílico. El grado de  pureza de estos péptidos fue 

determinado en una columna semi-preparativa C18 en fase reversa con un gradiente de 

acetonitrilo de 10-40% mediante cromatografía líquida de alta presión (HPLC). La 

verificación del proceso de síntesis se  llevó a cabo determinando el tiempo de retención 

de cada péptido mediante HPLC utilizando como control un péptido de secuencia 

conocida, mientras que la correcta síntesis de los péptidos se verificó mediante 

secuenciación automática utilizando un secuenciador en fase líquida Beckman 890M. 

 

3.2.8.- Unión y estabilidad de péptidos A2. 

La afinidad y estabilidad de unión de cada uno de los péptidos candidatos a la 

molécula presentadora HLA-A*02:01 fue determinada mediante ensayos de 

estabilización de dicha molécula en células T2 (Valmori, Fonteneau et al. 1998; 

Valmori, Gervois et al. 1998). Para ello en una placa de 96 pocillos fondo en U 2-4 x105 

células T2 por pocillo fueron incubadas con cantidades variables (75, 37,5 y 18,75 µM) 

de cada uno de los péptidos a ensayar en un volumen final de 200 µL de medio RPMI 

1640 sin suero en duplicado. Como control positivo se utilizó un péptido derivado de la 

envoltura del virus de la hepatitis B HB-ENV334-342, descrito como un péptido de alta 

afinidad a HLA-A*02:01 (Sette, Sidney et al. 1994), mientras que, como control 

negativo, se utilizaron las células incubadas con medio RPMI 1640 (sin péptido). Tras 

incubar toda la noche a temperatura ambiente las células fueron lavadas con 200 

µL/pocillo de PBS 1x. Para determinar la estabilidad de unión de estos péptidos, tras la 

incubación las células son lavadas con PBS 1x,  tomando  alícuotas de los cultivos a 
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distintos tiempos de incubación (1, 2, 5 y 8 horas). Finalmente las células son teñidas 

con un anticuerpo especifico de moléculas HLA-A2 (BB7.2 acoplado a PE) a una 

dilución 1/25, y lavadas nuevamente con PBS 1x para eliminar el exceso del anticuerpo. 

La adquisición de datos se realizó en un citómetro de flujo FACScan (Becton 

Dickinson). Se adquirieron al menos 10000 células viables utilizando parámetros 

morfológicos (tamaño y granularidad celular). Los datos obtenidos fueron analizados 

empleando el programa Cell Quest Pro (Becton Dickinson) y los valores de índice de 

fluorescencia (IF) se calcularon usando la fórmula: 

 

 

3.2.9.- Infección de ratones con T. cruzi  

 Infección experimental  

Ratones transgénicos A2/Kb se infectaron por vía intraperitoneal con 2x104 

tripomastigotes de la cepa Y provenientes de monocapas de células LLC-MK2 

infectadas. Para comprobar la correcta infección de los ratones se monitorizó la 

parasitemia durante las tres semanas siguientes a la infección como en (Planelles, 

Thomas et al. 2003).  

Aislamiento de esplenocitos  

Tras la extracción estéril, el bazo de cada uno de los ratones previamente 

infectados, fue homogenizado en PBS al 1% SBFI en una placa de Petri y empleando el 

émbolo de una jeringa estéril. Las células se disociaron mediante paso por una aguja 

hipodérmica de 20G. Seguidamente las células son lavadas y resuspendidas en 5 mL de 

tampón de lisis de eritrocitos (NH4Cl 0,15 M, KHCO3 1 mM, Na2EDTA 0,1 mM 

pH7,4) durante 3 min. Transcurrido este tiempo fue añadido PBS con 1% SBFI para 

detener la reacción y eliminados  los agregados pasando la suspensión por un filtro de 

nylon (Falcon). Tras nuevamente lavar la células  estas se resuspenden en medio 

RPMI1640-10% SFBI y se procede al recuento de las células viables por tinción con el 

colorante azul Trypan. 
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3.2.10.- Determinación de citoquinas por ELISA 

2x105 esplenocitos se estimularon con diferentes péptidos a una concentración 

de 1 µM durante 30 h en un volumen final de 200 µl de RPMI-10% SFBI con 50 µM de 

β-mercaptoetanol (β-ME). Como controles se incluyeron células sin estimular y células 

estimuladas con un activador policlonal (PMA-ionomicina 0,5 µg/mL). El sobrenadante 

de estos cultivos se utilizó para la determinación de INF-γ y TNF-α utilizando los kits 

Human INF-γ y TNF-α ELISA Set (BD OptEIA) respectivamente, siguiendo las 

indicaciones del fabricante. Así,  en una placa de 96 pocillos se añadieron 100 µL del 

anticuerpo de captura a una dilución de 1/500 en PBS-10% SFBI. Se incubó toda la 

noche y posteriormente se realizaron 5 lavados con PBS-0,05% Tween-20. La placa fue 

bloqueada añadiendo 200 µL/pocillo de PBS-10% SFBI durante 1h. Se repitieron 

nuevamente los lavados y se agregaron 100 µL tanto del estándar como del 

sobrenadante de las células post estimulación péptidica, procediéndose a incubar las 

muestras a evaluar durante 2 horas a temperatura ambiente. Tras 5 lavados se añadieron 

100 µL/pocillo del reactivo de detección (anticuerpo de detección biotinilado + 

conjugado enzimático avidina-HRP), se incubó una hora y tras el lavado se añadieron 

100 µL/pocillo de solución de substrato durante 30 min a temperatura ambiente. 

Deteniéndose la reacción con 25µL de H2SO4 8N por pocillo. Los resultados obtenidos 

son leídos a 450 nm en un lector de placas. 

   

3.2.11.- Obtención muestras biológicas 

 Procesamiento de la sangre  

Las células mononucleares de sangre periférica (PBMC) de cada uno de los 

pacientes fueron obtenidas a partir de 30 mL de sangre extraída por punción venosa y 

con anticoagulante (EDTA-K3). Estas muestras fueron recolectadas al inicio del 

tratamiento (T0) y a intervalos regulares  de tiempo post-inicio del tratamiento (T1, tres 

meses; T2, seis meses; T3, nueve meses; T4, doce meses; T5, quince meses; T6, veinte 

y cuatro meses; T7, treinta meses; y T8 treinta y seis meses). 

La sangre extraída se vertió suavemente sobre un volumen de Lymphoprep 

(Axis-Shield), teniéndose 2 fases claramente diferenciadas. Se centrifugó 35 minutos a 

800 x g a temperatura ambiente, manteniendo la aceleración y freno de la centrifuga 
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desactivados. Las PBMC se obtuvieron de la interfase y seguidamente se lavaron dos 

veces en PBS 1X. Las células mononucleares obtenidas fueron criopreservadas en 

nitrógeno líquido en SFBI con 10% de DMSO. Por cuestiones técnicas no todos los 

ensayos se realizaron sobre todas las muestras.  

 Aislamiento y purificación de DNA genómico 

 La purificación del DNA genómico se realizó usando el kit de extracción 

QIAamp® DNA Blood Midi/Maxi (Qiagen), siguiendo los pasos y recomendaciones 

del fabricante. Brevemente 1 mL de sangre periférica de cada uno de los pacientes e 

individuos sanos a evaluar es incubado con 200 µL de proteasa (Qiagen), se mezcla por 

agitación y se lisan las células agregando 1,2 mL de tampón de lisis e incubando 10 

minutos a 70ºC. Seguidamente se agregó 1 mL de etanol absoluto y se transfirió la 

mezcla a una columna QIAamp Midi colum (Qiagen), se centrifugó a 1850 x g por 3 

minutos y se descartó el filtrado. La desnaturalización de  las proteínas en la muestra se 

realizó tras un lavado con tampón de lavado (clorhidrato de guanidina en 96% de 

etanol) mediante centrifugación a 4500 x g durante 2 minutos y un lavado con 70% de 

etanol mediante centrifugación a 4500 x g durante 18 minutos. El sobrenadante 

obtenido es descartado y seguidamente se agregan 200µL de tampón de elución (Tris-Cl 

10 mM, EDTA 0,5 mM, pH 9) a la columna dejando en incubación 5 minutos a 

temperatura ambiente, finalmente el DNA es recuperado por centrifugación 4500 x g 

rpm durante 2 minutos. 

La cuantificación del DNA extraído en cada una de las muestras se realizó 

directamente en 1 μl de muestra empleando el equipo NanoDrop® ND-1000 

Spectrophotometer. Este sistema cuantifica directamente la concentración de ácidos 

nucleicos mediante medida de absorbancia a 260nm y tomando como coeficiente de 

extinción 50 (μg/ml)-1cm-1 para DNA de cadena doble. Así mismo se determinó tanto 

la  contaminación de proteínas en la muestra según la relación A260:A280 como de 

azúcares según la relación A260:A230. Se considera puro un DNA cuando la relación 

A260:A280 está en torno a 1,8-2.  

 
 Identificación del haplotipo HLA de clase  
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 La presencia del alelo HLA-A*02:01 en los pacientes ensayados fue 

determinado empleando un anticuerpo monoclonal (BB7-2-PE) que reconoce el 

dominio α2 de la molécula de clase I HLA-A2. Igualmente para cada individuo fue 

determinado la presencia del alelo HLA-A*02:01 empleando el kit comercial 

LABType®SSO Typing Tests (One Lambda, INC). Estos análisis fueron realizados en 

colaboración con el Dr. Miguel Ángel López Nevot en el Servicio de Análisis Clínico, 

Hospital Universitario "Virgen de las Nieves" en Granada. 

 

3.2.12.- Detección de linfocitos T citotóxicos (ensayos ELISPOT). 

La frecuencia de linfocitos T CD8+ péptido-específicos secretores de IFNγ y 

granzima B (GzB) fué determinada mediante el sistema ELISPOT sobre las células 

mononucleares criopreservadas, empleando anticuerpos de la casa comercial 

MABTECH y siguiendo el siguiente protocolo: 

La placa de PVDF fue pre-humedecida con 15 µL/pocillo de etanol 35% durante 

1 min, seguido de tres lavados con 200 µL/pocillo de agua estéril. Añadiéndose 

finalmente 100 µL/pocillo del anticuerpo de captura a una concentración final de 2 

µg/mL para INFγ y 5 µg/mL para Granzima B en PBS. Tras una incubación toda la 

noche a 4°C la placa se lavó 5 veces con 200 µL/pocillo de PBS y se procede al bloqueo  

de la placa por incubación con 200 µL/pocillo de medio RPMI 1640-10% SFBI  durante 

30 min. Posteriormente el medio es descartado, procediendo a la  adición de  5·104  

células (PBMC) por pocillo en presencia de cada uno de los péptidos a ensayar, a 

concentración final de 1µM y por triplicado.  

Como control  negativo, se incluyeron células en ausencia de péptido, mientras 

que como control positivo las células fueron estimuladas con 0,5 µg/mL PMA-

ionomicina en el caso de la detección de IFNγ y con PHA (10 µg/mL) para la 

determinación de Granzima B. En ambos casos las placas fueron incubadas 30 horas a 

37ºC con 5% CO2, permitiendo que la citoquina o Granzima presente en la muestra se 

una al anticuerpo de captura. Tras el periodo de incubación el sobrenadante de cada uno 

de los pocillos fue recogido, alicuoteado y congelado a -20ºC para la posterior 

determinación del perfil de citoquinas en dichas muestras. Seguidamente, las células son 

nuevamente lavados 5 veces con PBS 1X, agregando posteriormente 100 μL/pocillo del 

anticuerpo de detección biotinilado a una concentración de 1µg/mL e incubándolas 
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durante 2 horas a temperatura ambiente. Tras 5 nuevos lavados con PBS 1x, se agregó 

100 μL/pocillo del conjugado enzimático estreptavidina-ALP (Sigma) a una dilución 

1/6000. Tras 1 hora a temperatura ambiente, el exceso del conjugado fue removido 

mediante lavados, agregándose finalmente 50 μL/pocillo de la solución del sustrato 

(BCIP/NBT liquid, Sigma), deteniéndose la reacción una vez se establezca la coloración 

adecuada de los puntos control.  La cuantificación de las células productoras de IFNγ o 

Granzima B se determinó en un microscopio AXIO PLAN 2 Imagine, empleando el 

programa KS ELISPOT (Zeiss) para el análisis de los resultados. 

La respuesta se consideró positiva cuando el número de spots·106 células fue 

igual o mayor de 35 y al menos dos veces mayor al número de spots obtenidos en el 

control negativo que solo contiene medio de cultivo. El número de linfocitos T péptido-

específicos fue determinado restando el número de linfocitos T obtenidos sin 

estimulación al número de linfocitos T obtenidos frente a cada uno de los péptidos 

ensayados. 

 

3.2.13.- Determinación de citoquinas mediante ensayos Bio-plex 

 El nivel de citoquinas secretadas por las células mononucleares  frente a cada 

uno de los péptidos ensayados fue determinado empleando el kit comercial BIO-PLEX 

Cytokine Assay (Bio-Rad). Las muestras evaluadas corresponden al sobrenadante de las 

células mononucleares estimuladas con cada uno de los péptidos en  ensayos ELISPOT. 

Para la realización de estos ensayos se siguió el protocolo recomendado por el 

fabricante. Brevemente, la placa de 96 pocillos se cubrió con la mezcla de esferas 

(25µl/pocillo en PBS). Se realizaron  2  dos lavados con PBS-0.05% Tween-20. Se 

añadieron los estándares y las muestras (25µl/pocillo en PBS) y se incubaron en 

agitación durante 30 minutos en oscuridad a temperatura ambiente.  

Tras 3 lavados, se añadió el anticuerpo de detección conjugado con biotina (25 

µl/pocillo), se incubó con agitación durante 30 minutos en oscuridad a temperatura 

ambiente, transcurrido el tiempo de incubación, se realizaron 3 lavados y se agregaron 

25 μL/pocillo de la solución de revelado Streptavidina-PE (SAPE) incubando durante 

10 minutos.  Finalmente se realizaron 3 lavados con PBS, añadiendo posteriormente 

125 μL de Assay Buffer, procediendo tras agitación a la lectura de resultados, 
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empleando el equipo BIO PLEX 200 System y adquiriendo al menos 100 esferas por 

analito y pocillo. La cuantificación de las citoquinas secretadas en cada una de las 

muestras se realizó empleando el programa Bio-Plex Manager 4.11 (Bio-Rad). 

Como control positivo se emplearon  células estimuladas con 0,5 µg/mL 

PMA+ionomicina mientras que como control  negativo, se incluyeron células en 

ausencia de péptido. La respuesta se consideró positiva cuando los niveles de secreción 

(pg/mL) de cada una de las citoquinas evaluadas fue al menos tres veces mayor a los 

niveles obtenidos en el control con medio de cultivo (control blanco) y al menos de un 

valor de 5pg/mL para INFγ y TNFα, 15 pg/mL para IL6, 2 pg/mL para IL10, 5 pg/mL 

para IL17 y 2 pg/mL para IL2. La concentración expresada para cada una de las 

citoquinas se corresponde con los niveles de las mismas observados  tras estimulación 

con el correspondiente péptido, menos los valores obtenidos en los pocillos sin 

estimulación. 

 

3.2.14.- Caracterización fenotípica de linfocitos T CD8+ péptidos-específicos 

circulantes, mediante citometría de flujo. 

Con el fin de analizar la presencia y frecuencia de linfocitos T CD8+ específicos 

para los péptidos más relevantes se emplearon dextrámeros acoplados a PE y APC de la 

casa comercial Immudex para los péptidos 12772; 12807; 18415; 12822, 12827; y K1, los 

cuales se corresponden con  los péptidos más inmunogénicos contenidos en las proteínas 

HSP70, PFR2, PFR3, TcCA-2 y KMP11, respectivamente. 

En una placa de 96 pocillos y fondo en U se añaden 1.106 células/pocillo (PBMC) 

de cada uno de los individuos a evaluar (pacientes con enfermedad de Chagas y controles 

sanos), las células son lavadas con PBS-5% SFBI e incubadas con 10 µL de cada 

dextramero durante  10 minutos en oscuridad a temperatura ambiente. Seguidamente las 

células fueron incubadas durante 20 minutos a 4ªC en oscuridad con marcadores de 

superficie previamente titulados CD8-V500 (dilución 1/10), CD45RA-APCH7 (dilución 

1/50), CCR7-V450 (dilución 1/10), CD27-FITC (dilución 1/25), CD127-PerCP-Cy5.5 

(dilución 1/10) para determinar el fenotipo naive/efector de las subpoblaciones T 

circulantes, mientras que para determinar el estado de senescencia de los linfocitos T 

CD8+ de memoria péptido específicos se emplearon los siguientes marcadores de 

superficie CD8-PercP-Cy5.5 (dilución 1/50), CD57-FITC (dilución 1/50) y CD44-
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APCH7 (dilución 1/50). A continuación, las células se lavan dos veces PBS-5% SFBI, se 

resuspenden en 400 µL de PBS y se analizan en un citometro de flujo FACSAria III cell 

sorter (BD biocienses). El análisis posterior de los datos adquiridos se realiza utilizando 

el programa FlowJo 7.6.5 (BD Biosciences). 

 

3.2.15.-Determinación de la actividad Indolamil-2,3 deoxigenasa (IDO). 

La actividad IDO fue determinada en células mononucleares provenientes de 

controles sanos y pacientes en diferentes fases de la enfermedad de Chagas. Para ello 

5.105  PBMC fueron  resuspendidas en 500µL de tampón Hanks (HBSS) al cual se 

agregó L-triptofano 100µM (Sigma-Aldrich). Transcurridas 24 horas de incubación a 

37ºC y 5% CO2 se retiró el sobrenadante en el cual se determinará la concentración de 

kinurenina. Como control interno células THP-I y PBMC de donantes sanos fueron 

evaluadas en condiciones sin estimulación; estimuladas con un inductor de la actividad 

IDO (500 U/mL IFNγ, Miltenyi Biotec); o  tratadas con un inhibidor de la  actividad 

IDO 1-metil-triptófano (LM-T)  de la casa Sigma-Aldrich a una concentración final de 

100µM. 

Para la determinación del nivel de kinurenina colocamos, sobre placas de 96 

pocillos de fondo en U y por duplicado, 125µL del sobrenadante obtenido para cada uno 

de los individuos a evaluar, adicionando 25µL de ácido tricloroacético al 50% a cada 

pocillo. Seguidamente, cada una de las placas  es incubada 1 hora a 4ºC, seguido de 15 

minutos a 65ºC, y centrifugada a 1250 x g durante 10 minutos. Finalmente, 125 µL del 

nuevo sobrenadante se transfiere  a una placa de 96 pocillos de fondo plano que 

contiene un volumen de reactivo de Ehrlich (20 mg/ml p-dimetilbenzaldehido en ácido 

acético glacial, Sigma Aldrich), incubándose  2 horas a 4ºC y determinando la densidad 

óptica a la longitud de onda de 492 nm. Como estándar se incluyó una curva patrón de 

L-kinurenina (Sigma) 

  

3.2.16- Análisis estadísticos 

 Todos los análisis estadísticos fueron llevados a cabo empleando el programa 

informático SPSS versión 15.0 para Windows (SPSS Inc, Chicago, Illinois, Estados 

Unidos). Las diferencias significativas entre los grupos de pacientes indeterminados, 
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cardiacos y controles sanos frente a cada una de las variables evaluadas fue determinada 

empleando el test no paramétrico de Mann Whitney. Las diferencias longitudinales 

post-tratamiento se evaluaron empleando el análisis no paramétrico de Wilcoxon. El test 

de tendencia Jonckheere-Terpstra, fue utilizado para correlacionar la actividad IDO y la 

severidad de la enfermedad de Chagas. Finalmente el analisis de correlación de 

Spearman fue empleado para evaluar la correlación entre la actividad IDO y la 

reactividad del suero parásito-específico medida por ELISA 

Se consideró que las diferencias observadas son estadísticamente significativas 

para valores de p<0,05.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.-Resultados 
 



 

 

 

 

 

 

 



 
75 Resultados 

 4.1.- Identificación de epítopes CD8+ restringidos a la molécula 

HLA-A*02:01 contenidos en las proteínas HSP70, PFR2, PFR3 y TcCA-

2 de T. cruzi. 

  

4.1.1.- Identification of HLA-A*02:01-restricted CTL epitopes in 

Trypanosoma cruzi heat shock protein-70 recognized by Chagas disease patients.  

Marañón, C; Egui,  A; Carrilero, B;  Thomas, MC;  Pinazo,  MJ; Gascón, J.;  

Segovia, M; López, MC.  

Microbes and Infections, 2011; 13 (12-13): 1025-1032.  

Impact Factor: 2.92 (26/70 Q2).  

PMID: 21704723. 
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4.1.2.- Trypanosoma cruzi paraflagellar rod proteins 2 and 3 contain 

immunodominat CD8+ T-cell epitopes that are recognized by cytotoxic T cells from 

Chagas disease patients.  

Egui, A; Thomas, MC; Morell, M; Marañón, C; Carrilero, B; Segovia, M; 

Puerta, C; Pinazo, MJ; Rosas, F; Gascón, J; López, MC.  

Molecular Immunology, 2012; 52(3-4):289-98. 

Impact Factor: 2.645 (81/137 Q3). 

PMID: 22750229. 
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4.1.3.- Functional and phenotypical characterization of immunodominant 

CD8+ T-cell epitopes contain in the Trypanosoma cruzi TcCA-2 membrane antigen 

that are recognized by cytotoxic T cells from Chagas disease patients 

Egui, A; Thomas, MC; Marañón, C; Carrilero, B; Segovia, M; Alonso, C; 

López, MC.  Manuscrito en preparación. 
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INTRODUCTION  

Trypanosoma cruzi is the etiological agent of Chagas disease, also known as 

American trypanosomiasis which affects at least 10 million people in Central and South 

America. In this geographic area more than 25 million people are at risk of infection 

(WHO 2012), and therefore it represents an important health problem. Several authors 

have considered American trypanosomiasis as the most neglected disease among the 

already neglected diseases (Tarleton and Curran 2012). 

 Immune control of T. cruzi is a complex process, requiring the generation of a 

substantial antibody response and the activation of both CD4+ and CD8+ T cell 

responses (Alvarez, Postan et al. 2008). Immune protection against the parasite 

infection relies heavily on the CD8+ T cell responses against T. cruzi after the 

intracellular replication and localization (Tarleton, Sun et al. 1994). These responses are 

driven by the initial encounter of parasite-specific T cells with parasite antigens, 

resulting in a clonal expansion and differentiation of effector and memory subsets 

(Masopust, Kaech et al. 2004). Many criteria have been used to characterized antigen-

experienced memory CD8+ T cells including the expression of the activation marker 

CD45RA, the homing receptor CCR7 (Sabbaj, Heath et al. 2007), the costimulatory 

molecule CD27, and most recently, the cytokine receptor CD127 (interleukin IL7 

receptor). The CD127 receptor allows cells to respond to IL-7, which, along with IL-15, 

is important for survival and homeostatic proliferation of memory T cells (Schluns, 

Kieper et al. 2000) (Becker, Wherry et al. 2002). CD127+ antigens-specific CD8+ T 

cells present in T. cruzi infection produce IFN-γ after peptide restimulation, are stably 

maintained when transferred to an antigen-free environment (Bixby and Tarleton 2008). 

Remarkably, complete parasite clearance in mice treated with benznidazole that resulted 

in the emergence of a protective T. cruzi specific, predominantly CD127+ central 

memory T cells population (Bustamante, Bixby et al. 2008). Clinical symptoms of 

Chagas disease are directly related to the efficiency of the immune response against T. 

cruzi. A more important clinical severity has been observed in patients with a lower 

CD8+ T lymphocytes count able to produce IFN-γ in response to T. cruzi compared to 

asymptomatic patients. This difference has been mainly associated to an increased 

differentiation of memory CD8+ T cells (CD27-CD28-CD45RA-) as well as clonal 

deployment in those individuals with a chronic severe T cruzi infection (Albareda, 
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Laucella et al. 2006). While CD8+ T cell responses are crutial to control parasite 

infection there are only few parasite derived CD8+ epitopes described for T. cruzi 

antigens.  

Many of the antigenic proteins of pathogenic protozoans including T. cruzi contain 

large tandem repeat domains. The TcCA-2 protein is characterized by N-terminal 

imperfect repetitions of a 12 aa domain (Buschiazzo et al 1992), as well as its 

homologous the TCR39 and B13 antigens (Hoft et al 1989; Gruber and Zingales 1993). 

Some of these repetitive domains are recognized with high sensitivity and specificity by 

sera from chronic Chagas disease patients (Thomas, Fernandez-Villegas et al. 2012) 

(Duranti, Camargo et al. 2012). It has also been described the recognition of T cells 

epitopes from the mentioned repetitive domains on the context of Class II HLA 

molecules (Abel, Iwai et al. 2005). Nevertheless, no CD8+ T cell epitopes of this 

immunodominant antigen has been characterized until now. In the present paper four T 

CD8+ epitopes contained in the T. cruzi TcCA-2 protein restricted to the HLA-A*02:01 

molecule were identified. They are naturally presented and recognized by Chagas 

disease patients. Additionally, the frequency of peptide-specific CD8+ T cells, their 

functional activities and phenotype were determined. Interestingly, a differential 

phenotypic profile has been observed according to the severity of the disease. In 

patients with cardiac symptoms most of these TcCA-2-specific CD8+ T cells are 

effector memory cells (CD27-/CCR7-/CD45RA+/-) with characteristics of senescence. 

This fact could be related to the persistent immune system activation observed in this 

advanced stage of the infection.   

 
MATERIALS AND METHODS  

Cell lines 

TAP-deficient T2 cells were used for HLA-A*02:01 binding assays and class I-

negative K562 cells for the HLA-A*02:01 restriction assay. They were cultured in 

complete RPMI medium supplemented with 10% of inactivated Fetal Calf Serum 

(iFCS), 2 mM glutamine, and 100 U/ml penicillin. K562-A2 cells, expressing the HLA-

A∗02:01 molecule, were kindly provided by Dr Peter Ponsaerts (University of 

Antwerp), with the permission of  Dr. Cedrik Britten (Johanes Gutenberg-University 
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Mainz), and cultured in the presence of 0.5 μg/ml of G-418 as previously described 

(Britten, Meyer et al. 2002).  

Study populations 

 HLA-A*02:01+ Chagas disease patients were selected and included in this 

study. All patients were Spain-residents coming from endemic areas being diagnosed 

for Chagas disease using two conventional serological tests (Chagas ELISA, Ortho 

Clinical Diagnosis and Inmunofluor Chagas, Biocientífica, Argentina), following WHO 

criteria. For the HLA-A*02:01 restriction assay, 10 adults chronic Chagasic patients 

were tested and for cytotoxicity, functional activity and phenotypic characterization 19 

adults HLA-A*02:01+ Chagas disease patients and 9 healthy donors were studied. 

The clinical status of each HLA-A*02:01+ patient was diagnosed as indeterminate 

(IND, n=8) or cardiac (CCC, n=11) based on Kuschnir classification of Chagas disease 

(Kuschnir, Sgammini et al. 1985). HLA-A genotyping was performed using the RELI™ 

SSO HLA-A Typing kit (Invitrogen). All selected individuals had never received 

treatment for the disease.  

Thirteen mL of blood samples from mentioned Chagas disease patients and 

healthy donors were collected in EDTA at Hospital Virgen de la Arrixaca (Murcia-

Spain). Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were purified as previously 

described in Egui et al. 2012, stored in iFCS with 10% DMSO and cryopreserved in 

liquid nitrogen until use.  

Theoretical prediction of HLA-A*02:01 epitopes and synthetic peptides 

The in silico prediction of potential HLA-A*02:01 ligands contained in the T. 

cruzi TcCA-2 protein was performed by analyzing the putative amino acid sequence of 

TcCA-2. The sequence was deduced by analyzing the TcCA-2 gene sequence found in 

GenBank (CAI strain), accession number: M92049.1. Additionally, the in silico 

translation was performed of the sequence from the nucleotide 817-843 the sequence 

encoding the peptide 12828 from T cruzi strain CL Brenner, accession number M-

813834. Two HLA-A*02:01 binding prediction algorithms where used, SYFPEITHI for 

affinity (http://www.syfpeithi.de/home.htm) and BIMAS for calculating the stability 

(half-life) of the complex (www.bimas.cit.nih.gov/molbio/hla_bind/). 
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Peptides bearing the described HLA-A*02:01 binding motifs were synthesized 

by simultaneous multiple-peptide solid-phase methods. The peptides were assembled 

using the standard t-Boc solid-phase-peptide synthesis (SPPS) strategy on a P-

metylbenzhydrilamide (MBHA) resin. Purity was checked by high performance liquid 

chromatography (HPLC), and the correct composition of the peptide was verified by 

mass spectrometry (Houghten 1985). Peptides were dissolved to 1 mM final 

concentration in water containing 10% DMSO and stored at −20 °C. 

HLA-A*02:01 binding  assay 

TAP-deficient T2 cells were used to evaluate the binding affinity to HLA-

A*02:01. These cells were loaded with different quantities (25, 50 and 100 µM) of each 

peptide in duplicates in serum-free RPMI medium, and incubated overnight at room 

temperature. Afterwards, the cells were stained in duplicate with a PE-labeled HLA-A2-

specific antibody (BB7.2 clone, BD biosciences) and analyzed by flow cytometry in 

order to analyze the conformationally correct HLA-A∗02:01 surface expression. The 

high-affinity HLA-A∗02:01-binding peptide HB-ENV334–342 (WLSLLVPFV) was 

included as internal standard. Affinity data were calculated as the percentage of 

maximum complex stabilization, as described in Pogue, et al. 1995. The following 

equation was used: % of maximal stabilization = 100 × [(mean fluorescence with 

peptide) − (background mean fluorescence)]/[(mean fluorescence with 100 μM HB-

ENV peptide) − (background mean fluorescence)]; background value was obtained with 

cells incubated in the same conditions without peptide (Maranon, Thomas et al. 2001).  

ELISPOT 

The frequency of IFN- and Granzyme B (GzB) producing cells was evaluated 

by ELISPOT assays using   cryopreserved PBMCs from Chagas disease patients and 

healthy donors as a control. This protocol was carried out as described in Marañon et 

al., 2011. Briefly, 96-well PVDF membrane-bottom plates (Millipore) were pre-wetted 

with 35% ethanol and washed three times with PBS. Subsequently, plates were coated 

with 100 μL of anti IFN-γ (5 μg/mL) or anti-GzB (5 μg/mL) monoclonal antibody 

(Mabtech) and incubated overnight at 4 °C. Plates were washed with PBS and incubated 

with 200 μL/well of blocking solution (RPMI-1640-10% FCS) at 37 °C for 30 min. 

Afterwards, 7.5 × 104 Splenocytes or PBMCs/well were added and incubated with 1 μM 
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of each peptide for 30 h at 37 °C with 5% CO2 in triplicates. As a positive control, the 

PBMCs were stimulated with 50 ng/ml Phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA, Sigma) 

and 500 ng/ml ionomycin (Sigma), or  10 μg/mL of phytohaemaglutinin (PHA, 

Sigma?). Supernatants were removed and aliquoted at -80ºC for subsequent 

quantification and determination of the cytokine secretion profile. After five washes, 

100 μL/well of a 1 μg/mL solution of biotinylated IFNγ- or GzB-specific antibody 

(Mabtech) was added in 0.5% iFCS in PBS, and the plates were incubated for 2 h at 

RT.Wells were extensively washed with PBS and incubated with 100 μL/well 

streptavidin-alkaline phosphatase (Sigma) at dilution of 1:6000 for 1 h at RT. After 

washing three times with PBS, 50 μL/well of substrate solution (NBT-BCIP substrate, 

Sigma) was added, and plates incubated for 20–30 min at RT in the dark. The reaction 

was stopped by rinsing the plates with cold tap water. The spots were visualized in an 

AXIO PLAN 2 Imagine microscope and quantified using KS ELISPOT software. The 

results are expressed as the number of peptide-induced spots forming cell (SFC)/106 

PBMC after subtracting the spot number of unstimulated cells (basal level). 

Responses were considered significant if (i) a minimum of 30 SFC/106 PBMCs 

were detected after subtraction of the negative control (PBMCs without peptide), and 

additionally, (ii) the response was at least over twofold the negative control. 

Cytokine-secretion tests 

Cytokine secretion (IL-4, IL-10, IL-6, IFN-γ, TNF-α) was determined in the 

supernatants of PBMCs from Chagas disease patients, after in vitro stimulation with 

1 μM of each peptide for 30 h at 37 °C in RPMI supplemented with 10% iFBS as 

explained before. The secretion profile was determined by using a bead-based multiplex 

immunoassay system (Bio-Plex, Bio-Rad), following the manufacturer's instructions. 

The response was considered positive if an increase in the secretion of cytokines was at 

least three folds higher than the secretion by unstimulated cells (basal secretion level) 

and at least, 4 pg/mL for IL-4, 2 pg/mL for IL-10, 15 pg/mL for IL-6 and 5 pg/mL for 

IFN-γ and TNF-α. The positive control consisted of 50 ng/mL Phorbol 12 myristate 13-

acetate (PMA) and 500 ng/mL ionomycin (Sigma). Cytokine levels were quantified in 

each sample by using the Bio-Plex Manager software 4.1 (Bio-Rad). 
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In HLA-A*02:01 restriction assay, peptide-pulsed K562-A2 cells were used as 

antigen-presenting cells (APC). Plates were seeded with 20,000 peptide-pulsed K562-

A2 (Britten et al., 2002) or K562 cells as a negative control. APC were incubated with 

60,000 effector cells per well and the IFN-γ secretion test was performed as mentioned 

above. 

CD8+ T cell peptide-specific phenotypic characterization 

TcCA-2-specific CD8+ T cells  were characterized using a HLA-A*02:01 APC-

labeled dextramer loaded with the 12822 and 12827 peptide respectively (Inmunodex). 

1X106 PBMCs from 17 adults HLA-A*02:01+ Chagas disease patients and 6 healthy 

donors were incubated with 10µL of each dextramer in 40µL PBS 5% FCS 10 min at 

room temperature (RT) in the dark. Afterwards, these cells were incubated 20 min at 4 

ºC with a cocktail of antibodies (BD Pharmigen): CD8-V500, CD8 PerCP-Cy5.5 

CD45RA-APC-H7, CCR7-V450, CD27-FITC, CD127-PerCp-Cy5, CD57-FITC and 

1/50 diluted CD44RA-APC. The labeled cells were washed twice with PBS-5% FCS 

and resuspended with 400 μL of PBS 1X. Data were acquired in a FacsAria III Cell 

Sorter and analyzed using Flowjo 7.6.5 software (Bio-Rad). At least 100.000 PBMC 

cells were acquired using FCS/SSC parameters. The gating strategy is shown in figure 

2. 

Statistical analysis 

Statistical analyses were performed using the SPSS statistical package version 

15.0 (Spss Inc., Chicago Illinois). The Mann-Whitney U test was used to carry out 

comparisons among groups of patients. Statistical significance  was assigned at a value 

of p ≤ 0.05. 

RESULTS 

Selection of HLA-A*02:01-binding peptides within T. cruzi TcCA-2 protein 

 In order to identify peptides containing potential HLA-A*02:01-binding sites, 

the deduced amino acid sequence of T. cruzi TcCA-2 was screened using two computer 

algorithms, SYFPEITHI for binding affinity (www.syfpeithi.de) and Bimas for stability 

of the complex (http://www-bimas.cit.nih.gov/molbio/hla_bind/). Eight peptides 

showed to have mid-to-high scores of affinity to HLA-A*02:01 for some of the 
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algorithms analyzed (Table 1), thus they were synthesized and their in vitro binding 

capacity was tested using TAP-deficient T2 cells. The measured accumulation of HLA-

A*02:01 molecules on the surface of T2 cells reflects the capacity of each exogenous 

peptide to bind and stabilize this class I molecule (Pogue, Eron et al. 1995).  

The relative binding index of these eight TcCA-2 peptides was evaluated in a peptide 

concentration assay where three different amounts of each peptide were tested (25µM, 

50µM and 100µM). The HB-ENV335–343 peptide was employed as internal reference as 

it has previously shown high affinity for HLA-A*02:01 binder (Sette, Vitiello et al. 

1994); Egui et al. 2012 Mol Immunol 52:289-298). As shown in figure 1, three peptides 

(12823, 12824 and 12827) showed a relative binding index to HLA-A*02:01 superior to 

30%. 

         Detection of CD8+ T lymphocytes specific for TcCA-2 epitopes in HLA-

A*02:01+ Chagas disease patients. 

In order to analyze whether Chagas disease patients could recognize the TcCA-2-

derived peptides in the context of HLA-A*02:01+ molecule, peptide-pulsed K562-A2 

cells were used as APCs in an IFN secretion test (Table 3). PBMCs from HLA-

A*02:01+ Chagas disease patients recognized the 12819, 12822, 12827 and 12828 

epitopes while being presented on K562-A2 but not K562 cells, whichdo not express 

Class I molecules. As shown in table 2, 2 out of 9 patients responded to the 12819 

peptide, 2 out of 10 to the 12822, 3 out of 9 the 12827 and 1 out of 10 12828. These 

results show that 4 out of the 8 TcCA-2  derived peptides are efficiently processed and 

presented for the stimulation of HLA-A*02:01-restricted T CD8+ lymphocytes    during 

the natural history of T. cruzi infection.  

Cytotoxic activity of the CD8+ T cells specific for the four TcCA-2-derived 

epitopes was evaluated by the secretion of GzB through ELISPOT assays. Thus, PBMC 

from HLA-A*02:01 chagasic patients, who come from an endemic area and currently 

reside in Spain (n=14) and healthy donors HLA-A*02:01 (n=9) were tested after 

incubation of each peptide.  A positive GzB response was detected in three out of 10 

patients in response to 12819 peptide, four out of 14 patients in response to 12822 

peptide, one out of 14 patients in response to 12827 peptide and one out of 11 patients 

in response to 12828 peptide (table 3).  
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         Functional analysis of these epitope-specific CD8+ T cells was carried out by 

determination of the secretion profile of the pro-inflammatory (IFN-γ, TNF-α and IL-6) 

and anti-inflammatory (IL-4 and IL-10) cytokines. The obtained results, presented in 

Table 3, show that 29% of the patients (4 out of 14) recognized the  peptides 12822 and 

12827 by secreting IFN- , TNF-α and IL-6,while for  12828 only IL-6 is induced on 

18% of the patients. Despite the 12819 peptide induces cytotoxic T lymphocytes, it did 

not detected the presence of mentioned cytokine production. Moreover, the four TcCA-

2 derived peptides do not induce secretion of anti-inflammatory cytokines (IL-4 and IL-

10) in the PBMC of assayed patients (data not shown). For peptides 12822 and 12827 

the pro-inflammatory cytokines secretion level is higher in the chronic Chagas patients 

at the asymptomatic stage of the disease compared with that detected in patients with 

cardiopathology.  

 
Phenotypic characterization of T CD8+ lymphocytes specific for TcCA-2 

derived peptides  

After demonstrating lymphocytic activation capacity by TcC-A2 (12819, 12822, 

12827, and 12828), it was interesting to characterize phenotypically T CD8 

lymphocytes specific for the two most immunodominat peptides (12822 and 12827). 

With that aim mononuclear cells from Chagas patients under different severities of the 

disease (IND (n=5) y CCC (n=11)) and healthy donors (HD n=6) were incubated with 

12822 and 12827 dextramers. In the lymphocyte population, differential CD8 

expression levels were found after evaluating them with flow cytometry (Figure 2A). 

For population T CD8+
HIGH

 lymphocytes specific for the 12822 and 12827 peptides 

were determined (Figure 2B) in both healthy controls and Chagas disease patients.  

Among the T lymphocytes specific for each dextramer, CD45RA expression 

(Figure 2D) CD27 and CCR7 allowed discriminate different CD8+ T cells 

subpopulations including naive CD8 T cells (CD45RA+CD27+CCR7+), terminally 

differentiated RA+ effector memory (TEMRA, CD45RA+CD27-CCR7-) (Figure 2F), 

effector memory (TEM, CD45RA-CD27-CCR7-) and central memory (TCM, CD45RA-

CD27+CCR7+) (Figure 2E). Moreover, by combining the CD45RA/CD127 and 

CD44/CD57 markers subpopulations were defined as follows: early differentiated CD8 

T cells (TED CD8+CD45RA-CD127+), CD8 terminally differentiated (TTD 
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CD8+CD45RA+CD127-), senescent memory CD8+ T lymphocytes (CD8+CD44+CD57+) 

and non-senescent memory CD8+ T lymphocytes (CD8+CD44+CD57-). Positive regions 

for each antibody used in the present investigation were established based on the control 

isotypes corresponding to each antibody. Taking into account the dextramers, it was 

used as a reference to establish the cut-off as well as the negative control (non-marked 

cells), and the marking of mononuclear cells incubated with every antibody except for 

the dextramer to be evaluated. 

As shown on figure 3A, on total CD8+ T cells populations from each individual 

evaluated in this study, we observed than CD8 lymphocyte percentage is significantly 

higher on Chagas disease patients (IND and CCC) compared with healthy donors 

(P≤0.05). In addition, we detected  that both IND and CCC Chagas disease patients 

have  a higher percentage of 12822 and 12827 specific T cells CD8+ compared to 

healthy individuals (P≤0.01). 

Triple cell labeling using antibodies against CD45RA, CD27 and CCR7 

molecules, allowed the phenotypical characterization of 12822 and 12827-specific CD8 

T cells from Chagas disease patients under different phases of the disease s (IND and 

CCC). Thus, in figure 4A1 we observe that 12822-specific CD8HIGH T cells from IND 

patients present a higher percentage of cells expressing the CD45RA+CD27+CCR7+ 

(TNAIVE) phenotype than that detected in  CCC patients (P≤0.01). Moreover, the 

percentage of CD8 T cells subpopulation completely differentiated memory cells 

(CD45RA+CD27-CCR7- TEMRA) are significantly less in IND patients than in CCC. In 

fact, the, the  12822-specific CD8 T cells from CCC chagasic patients present an 

effector phenotype, having a main expression of TEMRA cells compared to TNAIVE 

(P≤0.01), as well as in TEM cells compared to TCM (P≤0.05).  

 The 12827-specific CD8 T cells populations have  a similar profile for the 12822 

peptide (Figure 4B1). Thus, the percentage of cells expressing CD45RA+CD27+CCR7+ 

(TNAIVE) was higher in IND patients compared to the percentage of this TNAIVE cells 

detected in CCC (P≤0.01). Moreover,  the percentage of CD45RA-CD27-CCR7- (TEM) 

is higher in CCC chagasic patients versus IND patients (P≤0.05). In addition, the 12827-

specific CD8 T cells from chagasic patients in CCC phase have a  predominant profile 

of TEM cells versus  of TCM cells (P≤0.001) (Figure 4B1).  
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The 12822 and 12827-specific CD8 T cells differentiation level (early and 

terminally differentiated phenotype, CD8+CD45RA-CD127+ and 

CD8+CD45RA+CD127-, respectively) was determined by combining the CD45RA and 

CD127 surface marker (Figure 4A2-B2). The obtained results showed that both IND and 

CCC patients have a predominant terminally differentiated phenotype expression versus 

the early differentiated phenotype (P≤0.01 and P≤0.001).  

The phenotype associated with replicative senescent CD8+ T lymphocytes is 

attributed to the expression of CD57. Therefore, we evaluated the CD57 expression in 

CD44+ cells (marker for effector-memory T-cells) in both CD8+ 12822 and 12827-

specific populations. The obtained results shown in Figure 5A-B, evidence that CCC 

chagasic patients have a significant higher percentage of CD44+CD57+ senescent 

memory cells than that detected in IND patients (P≤0.01). By the contract the specific-

peptide CD8+ T cells from patients in IND phase of the disease have a predominant 

phenotype (CD44+CD57-) of memory non-senescent  (P≤0.001). 
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TABLES AND FIGURES 

Table 1.- Sequences of the TcCA-2-derived HLA-A*02:01 binding peptides. 

 

 

 

 

 

 

Theoretical binding scores to HLA-A*02:01 calculated by the algorithm SYFPEITHI 
and the dissociation half time in minutes calculated by the algorithm BIMAS. 
 
a Sequences contained in the putative region of the sequence found in GenBank, 
accession number: M92049.1. The sequence starts from the nucleotide 566 and ends on 
the nucleotide 2461.  
 
* The sequence encoding the peptide 12828 is contained in the position 817-843 of the 
nucleotide sequence from Brenner strain (accession number XM-813834). 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 1. Binding assay of HLA-A*02:01-restricted TcCA-2 derived peptides to TAP-
deficient T2 cells. Relative binding index were calculated using the HB-ENV334–342 
peptide fluorescence index as a reference. The binding success of each peptide was 
determined at 25, 50 and 100µM.  
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Table 2.- HLA-A*02:01 restriction of the recognition of TcCA-2 epitopes by Chagas disease patients. 

 

 

 

 

 

K562-A2 cells were pulsed with 1 mM of each peptide for 1 h, and cocultured with PBMCs from HLA-
A*02:01 Chagas disease patients. Following 30 h of growth, IFN- secretion was measured in the 
supernatants. IFN- secretion level in K652 cells, not expressing the class I molecule, was subtracted 
from the values obtained in the assays with the K562-A2 cells loaded with peptides.  
 
Responses were considered positive when the supernatant IFN- concentration of the peptide-stimulated 
cells was at least two folds the concentration of  the un-stimulated cells (non-peptide). 
 
a Patients with positive response, in relation with the total number of patients per assay.  
 
b Range of IFN- secretion by patients with a positive response to TcCA-2 peptides. 
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Table 3.- Cytokine-secretion and Granzyme B response to TcCa-2 epitopes by PBMCs from HLA-
A*02:01+ in Chagas disease patients and healthy donors. 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

a 
Chagas disease patients in indeterminate stage (IND) or cardiac forms (CCC). HD: healthy donors.  

b 
Positive responses are in red (IL-6 ≥15 pg/mL, IFN-  and TNF-α ≥ 5 pg/mL for and at least three folds 

the non-peptide control value). 
c 

Positive responses are in red (≥35 SFC/10
6
 PBMCs superior to non-peptide sample control and at least 

two folds the non-peptide control value). 
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Fig. 2.- Phenotypic characterization of CD8+High T cells specific for the 12827 peptide determined by 
flow cytometry. Representative data for PBMCs from a healthy donor (upper panel)  or a Chagas disease  
patient (lower panel). A.- CD8+ T cells. B.- CD8+ T cells specific for the 12827 peptide. C.- CD8+ T cells 
specific for the 12827 CD44/CD57 peptide. D.- CD8+ T cells specific for the 12827 CD45RA peptide. E.- 
CD8+ T cells specific for the 12827 CD45RA- CD27/CCR7 peptide. F.- CD8+ T cells specific for the 
12827 CD45RA+ CD27/CCR7 peptide. G.- CD8+ T cells specific for the 12827 CD45RA/CD127 peptide. 
 
TED (CD8+CD45RA-CD127+): early differentiated CD8+ T cells. 
TTD (CD8+CD45RA+CD127-): terminally differentiated CD8+ T cells.  
TCM (CD8+CD45RA-CD27+CCR7+): central memory CD8+ T cells. 
TEM (CD8+CD45RA-CD27-CCR7-): effector memory CD8+ T cells. 
TNAIVE (CD8+CD45RA+CD27+CCR7-): naive CD8+ T cells. 
TEMRA (CD8+CD45RA+CD27-CCR7-): effector memory CD8+ T cells RA+. 
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Fig. 3.-  CD8

+
 and CD8

+
 peptide-specific T cells populations. Cells subpopulations were determined by 

flow cytometry in 5 healthy donors (HD), 5 patients with the indeterminate form (IND) and 11 patients 
with the cardiac form (CCC). Horizontal lines on each group represent the median and interquartile range. 
Statistically significant differences are indicated by *P≤0.05, **P≤0.01, ***P≤ 0.001 respectively. A.- 

CD8
+ 

T cells percentage on each population B. CD8
HIGH 

T Cell percentage specific for the 12822 and 

12827 peptides. 
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Fig. 4.- Phenotypic characterization of specific CD8
+
 T cells in patients with Chagas' disease. A.- 12822 

peptide. B.- 12827 peptide. Cells from 6 indeterminate form patients (IND) and 11 patients with the 
cardiac form (CCC) were analyzed. According to the combination of antibodies used on the peptide-

specific
 
cells the CD8

HIGH  
subpopulations were divided in: T

NAIVE
 (CD8

+
CD45RA

+
 CD27

+
 CCR7

-
): naive 

CD8
+
 T cells, T

EMRA
 (CD8

+
CD45RA

+
 CD27

-
 CCR7

-
): effector memory CD8

+
 T cells RA

+, 
T

CM
 

(CD8
+
CD45RA

-
CD27

+
CCR7

+
 ): central memory CD8

+
 T cells, T

EM
 (CD8

+
CD45RA

-
CD27

-
CCR7

-
 ): 

effector memory CD8
+
 T cells, T

ED
 (CD8

+
CD45RA

-
CD127

+
): early differentiated CD8

+
 T cells, T

TD
 

(CD8
+
CD45RA

+
CD127

-
): terminally differentiated CD8

+
 T cells. Statistically significant differences are 

indicated *P≤0.05, **P≤0.01, ***P≤ 0.001.  
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Fig. 5.-  CD44
+
CD57

+ 
and CD44

+
CD57

- 
cell populations specific for the 12822 (A) and 12827 (B) 

peptides derived from the TCcA-2 from T. cruzi. Cells from 6 patients in indeterminate stage (IND) and 
11 patients with the cardiac form (CCC) were analyzed.  
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4.2.- Actividad de la enzima  Indolamina-2.3-dioxigenasa (IDO) 

en pacientes con enfermedad de Chagas  y modificaciones post-

tratamiento con Benznidazol. 

 

4.2.1.- Benznidazole treatment reduces the induction of indoleamine 2, 3-

dioxygenase (IDO) enzymatic activity in Chagas disease symptomatic patients. 

Marañón, C, Egui,  A; Fernández-Villegas, A;  Carrilero, B;  Thomas, MC;  

Segovia, M; López, MC.  

Parasite Immunol, 2013; 35(5-6): 180-187.  

Impact Factor: 2.208 (17/35 Q2). 

PMID: 23473453. 
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4.3.- Evaluación inmunológica del efecto del tratamiento con 

Benznidazol en pacientes con enfermedad de Chagas en fase 

crónica asintomática y en fase crónica con sintomatología 

cardiaca. 
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4.3.1.- Respuesta funcional de linfocitos T CD8+  de pacientes con enfermedad 

de Chagas, tratados con benznidazol, a péptidos contenidos en específicas 

proteínas de T. cruzi. 

Con el fin de evaluar si el tratamiento con benznidazol modula la funcionalidad 

de los linfocitos T CD8+ específicos de antígenos de T. cruzi, fue monitorizada la 

actividad citotóxica y capacidad secretora de citoquinas pro y anti-inflamatorias en 

células mononucleares de pacientes con enfermedad de Chagas (IND n=7 y CCC n=14) 

antes y tras el tratamiento con dicha droga.  Así, las células mononucleares de cada uno 

de los pacientes ensayados fueron recolectadas previo al tratamiento con benznidazol y 

tras 12- 30 meses post-tratamiento, e incubadas con 1µM de específicos  péptidos 

contenidos en las proteínas HSP70 (HSP70210-218), PFR2 (PFR2449-457), PFR3 (PFR3428-

436) y TcCA-2 (12822 y 12827). Los péptidos a ensayo fueron seleccionados en base a 

sus características de inmunodominancia en cuanto a la activación de una respuesta 

citotóxica antígeno-específica (ver resultados de apartados  4.1.1, 4.1.2 y 4.1.3).    

Igualmente fue incluido el péptido K1 contenido en la proteína KMP11 de T. cruzi para 

el cual, estudios previos del laboratorio mostraron que se trata de un epítope T CD8+ el 

cual es procesado y presentado en el contexto de la infección natural por T. cruzi (Diez, 

Lopez et al. 2006). 

Los resultados obtenidos muestran (Tabla R3.1) para todos los péptidos 

ensayados cambios significativos en la  funcionalidad de los mencionadas células tras el 

tratamiento con benznidazol versus aquella observada pre-tratamiento. 

Interesantemente, las células procedentes de los pacientes en fase IND de la enfermedad 

y tratados con benznidazol muestran, en general, una disminución del nivel de secreción 

de las citoquinas IL-6, IFN- y TNF-α y frecuencia de linfocitos T citotóxicos 

productores de GzB con respecto a aquella observada previo al tratamiento. En 

presencia de los péptidos HSP70210-218 y PFR2449-457 esta disminución es 

estadísticamente significativa para los niveles de secreción de IFN-  (p≤0,05). 

En los pacientes en fase cardiaca de  la enfermedad (CCC), al igual que en 

pacientes en fase IND el tratamiento con benznidazol da lugar a la disminución tanto del 

nivel de secreción de citoqucinas como de frecuencia de linfocitos T secretores de GzB, 

relativa a aquella observada en dichos pacientes  pre-tratamiento. Sin embargo, 

interesantemente,  las células de algunos pacientes CCC para los cuales no se había 

detectado respuesta (secreción de citoquinas y/o GzB) pre-tratamiento muestran tras el 
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tratamiento secreción de al menos alguna de las citoquinas determinadas y/o secreción 

de GzB. Así, post- tratamiento las células de los mencionados pacientes muestran 

niveles detectables de expresión de citoquinas en 6 pacientes tras estimulación con los 

péptidos (frente HSP70210-218; PFR3428-436 TcCA-2 12822, en 5 pacientes frente TcCA-2 

12827, en 3 pacientes frente al péptido PFR2449-457 y en 2 pacientes frente K1. 

Tabla R3.1.- Secreción de citoquinas (IL-6, IL-10, IL-17, IFN- y TNFα) y actividad citotóxica 
(número de células productoras GzB) en células mononucleares de pacientes con enfermedad de 
Chagas estimuladas con péptidos contenidos en proteínas de T. cruzi pre y post tratamiento con 
benznidazol.  

411388 103 101 0 0 0 0 10 8 -1 0 0 13

411562 17 0 0 0 0 0 5 0 2 0 254 0
411265 711 5/7 -80 1/7 0 1/7 0 1 0 194 5/7 -8 1/7 82 3/7 -26 1/7 -20 4/7 27
411283 82 (71%) 25 14%) 0 14%) 0 0 -9 23 (71%) -1 14%) 18 (43%) 5 (14%) 120 (57%) 8
411345 -10 -57 0 0 0 0 0 -13 0 25 7 -7
499539 1329 -3 2 0 0 0 174 0 56 0 117 13
411139 -147 -97 0 0 0 0 -24 -22 0 0 707 -13

CCC I 499861 0 5 0 -1 0 0 12 -6 0 -2 22 6
CCC I 499088 0 35 0 0 0 0 -1 -2 0 -3 20 -7
CCC I 499698 9 67 0 0 0 0 -11 8 0 13 3 22
CCC I 499346 -26 -163 0 0 0 0 0 -35 -11 -30 10 8
CCC I 411811 0 -3 0 0 0 2 0 9 0 -2 -86 0
CCC I 499676 -977 1/12 2 1/12 -1 0 1/12 4 1/12 7 1/12 -67 9 2/12 -2 1/12 0 2/12 20 2/12 33
CCC I 411393 0 (8%) -1 (8%) 0 0 (8%) 0 (8%) 0 (8%) 4 2 (17%) 0 (8%) 0 (17%) -7 (17%) 10
CCC I 411456 35 -1 0 0 0 0 3 -8 13 -13 0 -153
CCC II 411142 -6 6 0 0 0 0 0 3 -18 6 47 3
CCC III 411797 17 6 0 0 0 0 0 0 5 3 -7 0
CCC III 499807 -1463 294 -2 2 0 0 -94 31 -64 -29 -20 -7
CCC III 411630 -2 -85 0 0 0 0 0 0 0 -10 80 -3

411388 18 408 0 -14 0 11 7 5 -8 14 0 7

411562 20 3/5 1 0 0 0 0 6 4/5 0 6 3/5 0 437 2/5 10
411265 1474 (60%) -76 1 0 1 0 158 (80%) -4 181 (60%) -33 -13 (40%) 7
411283 89 12 0 0 0 1 20 4 43 7 80 42
411345 -10 -251 0 0 0 0 0 -49 0 1 -8 -40

CCC I 499861 0 14 0 -1 0 0 12 1 0 -2 22 17
CCC I 499088 0 838 0 1 0 6 2 32 0 19 0 -17
CCC I 499698 17 -7 0 0 0 0 -19 0 -4 0 -3 -11
CCC I 499346 0 -172 0 0 0 0 0 -11 -4 -30 3 4
CCC I 411811 0 0 0 0 0 0 0 -2 0 -1 -76 -5
CCC I 499676 2041 0 7 0 8 0 64 0 6 0 73 -7
CCC I 411393 0 1/14 9 2/14 0 1/14 0 8 2/14 10 2/14 8 1/14 7 1/14 0 1/14 1 10 1/14 17 1/14

CCC I 411456 43 (7%) -38 (14%) 0 (7%) 0 0 (14%) 0 (14%) 3 (7%) -14 (7%) 28 (7%) -32 33 (7%) -200 (7%)

CCC II 411142 -2 13 0 0 0 0 6 0 -12 -1 47 3
CCC III 499770 2 0 0 0 -16 0 -16 0 0 0 -10 23
CCC III 411797 12 -8 0 0 0 0 5 0 3 -6 0 -13
CCC III 499807 -747 92 -2 1 0 0 -55 10 -44 2 -63 37
CCC III 411509 0 -8 0 0 -3 0 -1 -13 0 -1 13 -38
CCC III 411630 -4 -107 0 0 0 0 0 0 0 -10 0 -3

411388 41 -262 0 -11 0 21 5 1 3 -10 7 3

411562 0 2/4 4 0 0 0 0 0 2/4 0 0 2/4 2 30 1/4 27 1/4

411265 669 (50%) 45 0 0 1 0 190 (50%) 6 66 (50%) -15 -120 (25%) 33 (25%)

411283 141 24 0 0 0 -1 21 1 28 9 160 58
CCC I 499861 0 -5 0 -1 0 0 8 -10 0 -2 6 17
CCC I 499088 0 118 0 0 6 4 2 13 0 1 -7 -30
CCC I 499698 1333 -4 5 0 0 0 121 4 10 0 43 11
CCC I 499346 19 1866 0 7 0 0 11 -15 0 439 3 -4
CCC I 411811 0 -2 0 0 0 3 0 4 0 -1 -81 -5
CCC I 499676 1314 2 2 0 0 0 26 0 9 0 23 -27
CCC I 411393 0 4/14 1 1/14 0 1/14 0 1/14 4 2/14 8 5/14 6 3/14 10 2/14 0 2/14 0 1/14 7 1/14 7 1/14

CCC I 411456 36 (29%) -31 (7%) 0 (7%) 0 (7%) 0 (14%) 0 (14%) 7 (14%) -9 (14%) 10 (14%) -18 (7%) 7 (7%) -140 (7%)

CCC III 499770 16 0 0 0 6 6 4 4 1 0 -7 -20
CCC III 411797 25 2 0 0 0 0 8 0 3 1 27 -13
CCC II 411142 1 89 0 0 0 0 0 14 -18 4 100 -10
CCC III 499807 -982 2372 -2 6 0 0 -69 186 -50 80 -60 57
CCC III 411509 0 -10 0 0 -6 10 -6 -6 0 -2 7 -13
CCC III 411630 3 47 0 0 0 0 10 4 3 -2 0 7

- -

-- - -

-

- - -

-

-

Pre Tto Post Tto Pre Tto Post Tto Pre Tto Post Tto Pre Tto

-

-

Post Tto Pre Tto Post Tto

-

- --

GzB (SFCX106 PBMC)IL-6 (pg/mL)  IL-10 (pg/mL) IL-17  (pg/mL) IFN- (pg/mL) TNF-α (pg/mL)

PFR3 428-436

IND -- -

-

-

Peptido Fase Paciente

PFR2 449-457

IND

-

HSP70 210-8

IND

Pre Tto Post Tto
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411388 21 -157 0 9 0 27 1 0 -10 -18 0 0
411562 0 2/4 0 0 0 0 0 0 2/4 0 0 2/4 0 1/4 3 1/4 7 1/4

411265 1641 (50%) 43 1 0 2 0 204 (50%) 2 160 (50%) 4 (25%) -13 (25%) 33 (25%)

411283 80 14 0 0 0 3 12 2 35 19 47 125
CCC I 499861 0 -5 0 -1 0 0 8 -6 0 -2 83 -6
CCC I 499088 0 200 0 0 0 5 2 12 0 5 50 -3
CCC I 499698 73 -1 0 0 0 0 4 0 4 0 13 6
CCC I 499346 -67 -172 0 0 0 0 -8 -11 -12 -30 -7 0
CCC I 411811 0 -2 0 0 0 0 0 -1 0 -1 -67 10
CCC I 499676 1679 5 3 0 0 7 26 8 13 0 33 27
CCC I 411393 0 2/14 0 0 0 7 1/14 5 4/14 10 1/14 7 3/14 0 2/14 0 1/14 -17 3/14 0 1/14

CCC I 411456 46 (14%) -2 0 0 0 (7%) 0 (29%) 4 (7%) -15 (21%) 6 (14%) -14 (7%) -7 (21%) 40 (7%)

CCC II 411142 -3 25 0 0 0 0 2 8 -20 2 80 13
CCC III 499770 3 0 0 0 0 8 -2 8 -11 1 13 -7
CCC III 411797 31 4 0 0 0 0 3 5 7 15 7 20
CCC III 499807 -1218 345 -2 0 0 0 -83 36 -53 1 -30 -23
CCC III 411509 -4 -21 0 0 0 9 0 -11 -5 -1 50 -25
CCC III 411630 1 24 0 0 0 0 0 0 0 1 10 13

411388 32 -95 0 -7 0 -7 1 -3 -11 -6 13 3
411562 0 2/4 1 0 0 0 0 0 2/4 0 0 2/4 0 0 3 1/4

411265 1127 (50%) 114 0 0 1 0 81 (50%) -1 83 (50%) -4 -100 13 (25%)

411283 55 24 0 0 0 3 15 1 26 5 -20 100
CCC I 499861 0 54 0 -1 0 0 4 1 0 -2 -6 17
CCC I 499088 1 57 0 0 0 8 -4 6 0 5 33 -20
CCC I 499698 45 8 0 1 0 0 -4 18 -4 2 7 0
CCC I 499346 2327 1084 4 0 6 0 340 29 230 -30 7 0
CCC I 411811 0 -2 0 0 0 1 0 7 0 -1 -81 -5
CCC I 499676 404 2 0 0 7 0 -9 3 -18 0 57 -10
CCC I 411393 0 3/14 2 3/14 0 1/14 0 0 2/14 0 3/14 7 2/14 0 2/14 0 1/14 0 1/14 7 2/14 3
CCC I 411456 18 (21%) -10 (21%) 0 (7%) 0 0 (14%) 0 (21%) 3 (14%) -12 (14%) 12 (7%) -6 (7%) 13 (14%) -120
CCC II 411142 -4 303 0 0 0 9 0 38 -15 21 53 -7
CCC III 499770 49 0 0 0 0 10 0 6 16 0 0 0
CCC III 411797 9 11 0 0 0 0 -5 0 3 12 27 -13
CCC III 499807 -849 149 -2 0 0 0 -62 39 -44 19 -43 33
CCC III 411509 -5 -17 0 0 0 1 0 -11 -4 -1 25 13
CCC III 411630 4 -33 0 0 0 0 0 0 0 0 -19 0

411388 1 -4 0 0 0 0 0 0 -1 0 7 7
411562 44 1 0 0 0 0 13 0 4 0 427 0
411265 1578 2/6 218 1 0 1 0 182 1/6 16 184 1/6 69 1/6 -46 3/6 47
411345 -10 (33%) -155 0 0 0 0 0 (17%) -49 0 (17%) 1 (17%) 3 (50%) 0
499539 -9 -3 0 0 0 0 0 0 0 0 53 0
411139 -64 -60 0 0 0 0 -19 -25 1 20 87 -13

CCC I 499861 0 -6 0 -1 0 0 8 -3 0 -2 11 6
CCC I 499088 0 88 0 0 0 0 -2 -3 0 4 77 -23
CCC I 499698 -3 -5 0 0 0 0 -21 -4 -3 0 7 -11
CCC I 499346 -102 1411 0 3 0 0 -15 99 -14 -2 7 17
CCC I 411811 0 -2 0 0 0 0 0 3 0 -1 -76 -5
CCC I 499676 2041 4 2 0 0 0 55 4 8 1 40 0
CCC I 411393 0 5 1/13 0 0 1/13 0 0 0 1/13 0 1/13 0 0 1/13 13 3/13 7 1/13

CCC II 411142 -2 -3 (8%) 0 0 (8%) 0 0 1 (8%) 0 (8%) -21 0 (8%) 80 (15%) 0 (8%)

CCC III 411797 0 3 0 0 0 0 -5 0 1 1 34 0
CCC III 499770 0 0 0 0 -7 0 -10 3 0 0 -13 -27
CCC III 499807 -1100 103 -2 0 0 0 -73 2 -51 32 -40 7
CCC III 411509 1 83 0 0 -10 0 -5 -3 0 5 20 0
CCC III 411630 6 70 0 0 0 0 10 2 2 0 7 27

-

- - - - -

- - - - -

- - - -

- -

- -

- - - -

-

Pre Ttoc Post Ttoc Pre Ttoc Post Ttoc
Peptido Fase Paciente

- - - - -

Post Ttoc Pre Ttoc Post TtocPost Ttoc Pre TtocPre TtocPre Ttoc Post Ttoc

12827

IND

 K1

IND

12822

IND -

-

IL-6 (pg/mL)a  IL-10 (pg/mL)a IL-17  (pg/mL)a IFN- (pg/mL)a TNF-α (pg/mL)a GzB (SFCX106 PBMC)b

 

a La respuesta de citoquinas fue considerada positiva cuando la secreción en células estimuladas 
es al menos tres veces mayor al valor obtenido en PBMC con medio de cultivo y ≥15 pg/mL para IL-6, 
≥2 pg/mL para IL-10 e IL-17 y 5 pg/mL para IFN-  y TNF-α.   

b La actividad citotóxica (GzB) fue considerada positiva cuando el número de spots fue al menos 
dos veces mayor al número de spots obtenidos en el control con medio de cultivo e igual o mayor de 35 
spots para HSP70210-218, 12822 y 12827 e igual o mayor de 50 para PFR2449-457 y PFR3428-436. 

 c Se indica el número y porcentaje de pacientes respondedores con respecto al total de pacientes 
ensayados. 

Las respuestas consideradas como positivas son indicadas en rojo. 

 

 

 



 
134 Resultados 

4.3.2.- Caracterización del fenotipo de memoria, diferenciación y senescencia 

de linfocitos T CD8+ específicos de péptidos contenidos en las proteínas 

HSP70, PFR2, PFR3, TcCA-2 y KMP11 pre y post tratamiento con 

Benznidazol. 

 Demostrada la capacidad de activación linfocitaria por parte de cada uno de los 

péptidos contenidos en las proteínas HSP70, PFR2, PFR3, TcCA-2 y KMP11 (sección 

de resultados 4.1.1, 4.1.2 y 4.1.3), resultó interesante caracterizar en PBMC de pacientes 

con enfermedad de Chagas, tanto en fase crónica indeterminada (IND) como en fase 

crónica cardiaca (CCC) el fenotipo de memoria, diferenciación y senescencia  de los 

linfocitos TCD8 específicos de aquellos péptidos más inmunogénicos de cada una de las 

citadas proteínas (HSP70210-218 (HSP70), PFR2449-457 (PFR2), PFR3428-436 (PFR3), 

12822, 12827 (TcCA-2) y K1 (KMP11). Dicha caracterización fenotípica se llevó a 

cabo tanto en condiciones pre tratamiento como post-tratamiento con el  fin de evaluar 

las modulaciones fenotípicas inducidas por el tratamiento con Benznidazol.  

Para ello células mononucleares provenientes de pacientes con la enfermedad de 

Chagas en diferentes estadios de la enfermedad (IND (n=6), CCC (n=11)) e individuos 

sanos (HD n=6) fueron incubadas con dextrameros HLA-A*02:01 unidos a cada uno de 

los péptidos a ensayar, seguido de  anticuerpos monoclonales frente a las proteínas de 

superficie CD8, CD45RA, CD27, CCR7, CD127, CD44 y CD57.  

La caracterización de las poblaciones basadas en la combinación de anticuerpos 

para todos los péptidos ensayados se llevó a cabo según se observa en la figura 2 de la 

sección 4.1.3 (Egui et al manuscrito en preparación). Brevemente, dentro de la 

población de células linfocitarias, se observan diferentes niveles de expresión positivos 

para la molécula CD8, por lo que fueron definidas dos subpoblaciones según el nivel de 

fluorescencia en CD8LOW y CD8HIGH. Dentro de cada una de estas subpoblaciones, 

fueron determinados en controles sanos y pacientes con enfermedad de Chagas, los 

linfocitos TCD8+ específicos de cada uno de los epítopes ensayados.  

La combinación de anticuerpos frente a las moléculas de superficie CD45RA, 

CD27 y CCR7 en linfocitos T CD8 epítope-específicos permitió definir las siguientes 

subpoblaciones: linfocitos TNAIVE (CD45RA+CD27+CCR7+), linfocitos T CD8+ de 

memoria efectora totalmente diferenciados RA+ (TEMRA, CD45RA+CD27-CCR7-), 

linfocitos T CD8+ de memoria efectora (TEM, CD45RA-CD27-CCR7-) y linfocitos T 

CD8+ de memoria central (TCM, CD45RA-CD27+CCR7+), igualmente combinando los 
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marcadores CD45RA-CD127 fueron definidas las subpoblaciones de linfocitos T CD8+ 

en diferenciación temprana (TED CD8+CD45RA-CD127+) y linfocitos T CD8+ 

totalmente diferenciados (TTD CD8+CD45RA+CD127-). 

Por otro lado, se emplearon anticuerpos frente a las proteínas de superficie CD44 

y CD57 ya que, la expresión de CD57 es asociada con un fenotipo de células 

senescentes, mientras que la expresión de la molécula CD44 se corresponde con un 

fenotipo de  células de memoria efectoras, por lo que la combinación de ambos 

anticuerpos en linfocitos T CD8 epítope-específicos nos permitió definir las 

subpoblaciones CD8+CD44+CD57+ y CD8+CD44+CD57- en linfocitos T CD8+ de 

memoria senescentes  y linfocitos T CD8+ de memoria no senescentes respectivamente.  

Las regiones positivas para cada uno de los anticuerpos evaluados,  fueron 

establecidas basándonos en los isotipos control correspondiente para cada uno de los 

anticuerpos evaluados. En cuanto a los dextrámeros, fue empleado como referencia para 

establecer el punto de corte, tanto el control negativo (células sin marcaje), como el 

marcaje de las células mononucleares incubadas con todos los anticuerpos a evaluar 

exceptuando el dextrámero correspondiente. 

 

Detección de linfocitos T CD8+ totales en donantes sanos y pacientes con 

enfermedad de Chagas pre y post-tratamiento con Benznidazol. 

Como se muestra en la figura R3.1 en las poblaciones de linfocitos T CD8+ totales 

presentes en cada uno de los individuos ensayados, se observa que en controles sanos no 

hay diferencias entre las subpoblaciones CD8LOW y CD8HIGH, contrariamente en 

pacientes con enfermedad de Chagas tanto en fase IND como en fase CCC se observa 

que el porcentaje de linfocitos TCD8HIGH es significativamente superior que el 

porcentaje de linfocitos TCD8LOW (P≤0,001), así mismo se observa que el porcentaje de 

linfocitos T CD8LOW es significativamente menor en pacientes IND comparado con 

individuos sanos (P≤0,05), mientras que la población T CD8HIGH es significativamente 

superior en pacientes con enfermedad de Chagas independiente del grado de patología 

con respecto a individuos sanos (P≤0,05).  
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Figura R3.1.- Porcentaje de linfocitos T CD8 en individuos sanos y pacientes con enfermedad de 
Chagas. Los resultados fueron determinados mediante citometría de flujo en 6 individuos sanos (HD), 9 
pacientes con enfermedad de Chagas en fase indeterminada (IND) y  12 pacientes con enfermedad de 
Chagas en fase cardiaca  (CCC). Según el nivel de expresión de CD8 las poblaciones fueron clasificadas 
como CD8LOW y CD8HIGH. Las líneas horizontales representan la media del porcentaje de células TCD8+ 
determinada en el grupo de pacientes ensayados. Diferencias estadísticamente significativas son indicadas 
como *P≤0,05, **P≤0,01, ***P≤ 0,001.  

 

Tras el tratamiento con Benznidazol en pacientes en fase IND y CCC,  se 

mantiene un  mayoritario porcentaje de linfocitos TCD8HIGH con respecto a TCD8LOW 

(P≤0,001 y P≤0,001), sin embargo, no se observan diferencias en el porcentaje de 

linfocitos TC8+ entre individuos sanos y pacientes con enfermedad de Chagas.  
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Figura R3.2.- Porcentaje de linfocitos T CD8 en individuos sanos y pacientes con enfermedad de 
Chagas tratados con Benznidazol. Los resultados fueron determinados mediante citometría de flujo en 6 
individuos sanos (HD), 9 pacientes con enfermedad de Chagas en fase indeterminada (IND) y  12 
pacientes con enfermedad de Chagas en fase cardiaca  (CCC). Según el nivel de expresión de CD8 las 
poblaciones fueron clasificadas como CD8LOW y CD8HIGH. Las líneas horizontales representan la media 
del porcentaje de células TCD8+ determinada en el grupo de pacientes ensayados. Diferencias 
estadísticamente significativas son indicadas como *P≤0,05, **P≤0,01, ***P≤ 0,001. 



 
137 Resultados 

4. 3.2.1.- Péptido HSP70210-218  contenido en la proteína HSP70. 

Caracterización fenotípica pre-tratamiento. 

Dentro de las subpoblaciones CD8LOW y CD8HIGH fue determinado el porcentaje 

de linfocitos HSP70210-218-específicos en individuos sanos (n=5) y en pacientes con 

enfermedad de Chagas (IND n=5 y CCC n=11). En la figura R3.3 se observa que, en 

pacientes y no en donantes sanos se detectan linfocitos TCD8 HSP70210-218-específicos. 

En CD8LOW este porcentaje de células epítope-especificas  es 4 veces mayor en IND 

(media de frecuencia 2,13) y CCC (media de frecuencia 2,06) con respecto a individuos 

sanos (media de frecuencia 0,58) (P≤0,01) mientras que, en CD8HIGH aunque se observa 

un menor porcentaje de células específicas en pacientes con enfermedad de Chagas con 

respecto a CD8LOW (IND, media de frecuencia 1,86 y CCC, media de frecuencia 1,48), 

este se mantiene 3 veces mayor en pacientes con respecto a donantes sanos (media de 

frecuencia 0,68) (P≤0,01). No encontrándose diferencias entre  el porcentaje de 

linfocitos TCD8+ específicos en pacientes según el grado de patología (Figura R3. 3).   
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Figura R3.3.- Porcentaje de linfocitos T CD8 específicos del epítope HSP70210-218 en individuos 
sanos y pacientes con enfermedad de Chagas. Los datos fueron determinados mediante citometría de 
flujo empleando dextrámeros del péptido HSP70210-218. Los resultados muestran los porcentajes obtenidos 
en 5 individuos sanos (HD), 5 pacientes con enfermedad de Chagas en fase indeterminada (IND) y 11 en 
fase cardiaca  (CCC). El porcentaje de linfocitos epítope–específicos fue evaluado dentro de las 
poblaciones  CD8LOW y CD8HIGH. Las líneas horizontales representan la media del porcentaje de células 
TCD8+-específicas en el grupo de pacientes ensayados. Diferencias estadísticamente significativas son 
indicadas como *P≤0,05, **P≤0,01, ***P≤ 0,001.  
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Triples marcajes usando las moléculas CD45RA, CD27 y CCR7 permitieron la 

caracterización fenotípica de los de linfocitos T CD8+ HSP70210-218-específicos  de 

pacientes con enfermedad de Chagas en distintas fases de la enfermedad (IND y CCC).  

La figura R3.4 muestra que, en pacientes en fase IND y CCC, hay un mayor 

porcentaje de células T CD8LOW HSP70210-218-específicas que expresan un fenotipo de 

células efectoras totalmente diferenciadas CD45RA-CD27-CCR7- (TEMRA) con respecto 

a células TNAIVE (CD45RA+CD27+CCR7+) (P≤0,05 y P≤0,001),  así como un mayor 

porcentaje de células de memoria efectora (CD45RA-CD27-CCR7- (TEM)) con respecto 

a linfocitos T de memoria central (CD45RA-D27+CCR7+ (TCM,)) (P≤0,01). Sin 

embargo, no se observan diferencias entre grupos de pacientes (IND y CCC) dentro de 

ninguna de las  subpoblaciones caracterizadas. En células T CD8HIGH  se  observa una 

mayor dispersión dentro de cada una de las subpoblaciones caracterizadas. En IND no 

hay diferencias significativas entre poblaciones, observándose en CD8HIGH un mayor 

porcentaje de células TNAIVE con respecto a los porcentajes detectados en CD8LOW. En 

CCC al igual que lo observado en CD8LOW se mantiene una mayor población de células 

TEMRA y TEM  con respecto a TNAIVE y TCM respectivamente (P≤0,05 y P≤0,01).  

El grado de diferenciación de los linfocitos T CD8 (LOW y HIGH) HSP70210-218-

específicos, se determinó combinando los marcadores CD45RA y CD127. El porcentaje 

de linfocitos T CD8+ epítope-específicos totalmente diferenciados (TTD 

CD8+CD45RA+CD127-) en IND y CCC, fue significativamente superior  (P≤0,01 y 

P≤0,001)  con respecto a linfocitos T CD8+ en diferenciación temprana (TED 

CD8+CD45RA-CD127+) (figura R3.4).  En cuanto a la expresión de CD127 no se 

observan diferencias según el grado de patología.  
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Figura R3.4.-Caracterización del fenotipo de memoria y diferenciación de linfocitos T CD8 
específicos del epítope HSP70210-218 en pacientes con enfermedad de Chagas. Los datos fueron 
determinados mediante citometría de flujo en linfocitos T CD8LOW  y TCD8HIGH  epítope-específicos. Se 
muestran los resultados obtenidos en 5 pacientes con enfermedad de Chagas en fase indeterminada (IND) 
y 11 en fase cardiaca  (CCC). Combinando anticuerpos monoclonales frente a las moléculas de superficie 
CD45RA, CCR7, CD27, CD127 se establecen las siguientes subpoblaciones: TNAIVE (CD8+CD45RA+ 
CD27+ CCR7-), TEMRA (CD8+CD45RA+ CD27- CCR7-) células de memoria efectora RA+, TCM 

(CD8+CD45RA-CD27+CCR7+ ) células de memoria central, TEM  (CD8+CD45RA-CD27-CCR7-) células 
de memoria efectora, TED (CD8+CD45RA-CD127+) células en diferenciación temprana, TTD 
(CD8+CD45RA+CD127-) células totalmente diferenciadas. Las líneas horizontales representan la media 
del porcentaje de cada subpoblación en el grupo de pacientes ensayados. Diferencias estadísticamente 
significativas son indicadas como *P≤0,05, **P≤0,01, ***P≤ 0,001.  

 
En cuanto a la expresión de la molécula de superficie CD57, observamos que  en 

CD8LOW HSP70210-218-específicos hay mayoritariamente un fenotipo de células 

CD44+CD57- (linfocitos T CD8 de memoria no senescentes) frente a CD44+CD57+  
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(P≤0,01 y P≤0,05) tanto en IND como en CCC, sin embargo esta población es 

mayoritaria en IND con respecto a CCC (P≤0,05). Interesantemente en linfocitos 

TCD8HIGH en CCC se observa mayor porcentaje de células de memoria senescentes 

CD44+CD57+ respecto a pacientes en fase IND (P≤0,05) grupo en el cual se evidencia 

un mayor porcentaje de linfocitos T CD8+ no senescentes (CD44+CD57-) (P≤0,01) 

(figura R3.5). 
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Figura R3.5.- Caracterización del fenotipo de células de memoria senescentes en linfocitos T CD8 
específicos del epítope HSP70210-218 en pacientes con enfermedad de Chagas. La expresión de las 
moléculas de superficie CD44 y CD57 fue determinada mediante citometría de flujo en linfocitos 
TCD8LOW y TCD8HIGH epítope-específicos. En las gráficas se representan el porcentaje de células 
HSP70210-218-específicas dentro de las subpoblaciones CD44+CD57+ y CD44+CD57-, en 5 pacientes con 
enfermedad de Chagas en fase indeterminada (IND) y 11 en fase cardiaca  (CCC). Las líneas horizontales 
representan la media del porcentaje de cada subpoblación en el grupo de pacientes ensayados. Diferencias 
estadísticamente significativas son indicadas como *P≤0,05, **P≤0,01, ***P≤ 0,001.  

 

Caracterización fenotípica post-tratamiento con Benznidazol. 

Tras el tratamiento con Benznidazol se observa que el porcentaje de células T 

CD8 HSP70210-218-específicas se mantiene mayoritario en pacientes con enfermedad de 

Chagas (IND y CCC) con respecto a individuos sanos  (Figura R3.6), tanto en la 

subpoblación CD8LOW  (IND, media de frecuencia de 1,72%, CCC, media de frecuencia 

2,30 y HD, media de frecuencia 0,58) (P≤0,01) como en CD8HIGH (IND, media de 

frecuencia de 1,68%, CCC, media de frecuencia 1,56 y  HD, media de frecuencia 0,58) 

(P≤0,05 y P≤0,01).Dentro de la subpoblación CD8HIGH se observa un paciente en fase 

IND que presenta un bajo porcentaje de linfocitos T CD8 HSP70210-218-específicos a 

nivel de los porcentajes observados en individuos sanos (Figura R3.6). 
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Figura R3.6.- Porcentaje de linfocitos T CD8 específicos del epítope HSP70210-218 en individuos 
sanos y pacientes con enfermedad de Chagas tratados con Benznidazol. Los datos fueron 
determinados mediante citometría de flujo empleando dextrámeros del péptido HSP70210-218. Los 
resultados muestran los porcentajes obtenidos en 5 individuos sanos (HD), 5 pacientes con enfermedad de 
Chagas en fase indeterminada (IND) y 11 en fase cardiaca  (CCC). El porcentaje de linfocitos epítope–
específicos fue evaluado dentro de las poblaciones  CD8LOW y CD8HIGH. Las líneas horizontales 
representan la media del porcentaje de células TCD8+-específicas en el grupo de pacientes ensayados. 
Diferencias estadísticamente significativas son indicadas como *P≤0,05, **P≤0,01, ***P≤ 0,001.  

 

A nivel fenotípico tras el tratamiento con Benznidazol se observa que, en  IND y 

CCC hay un mayor porcentaje de células T CD8LOW HSP70210-218-específicas que 

expresan un fenotipo de células efectoras totalmente diferenciadas CD45RA-CD27-

CCR7- (TEMRA) con respecto a células TNAIVE (CD45RA+CD27+CCR7+) (P≤0,05 y 

P≤0,001) (figura R3.7). Igualmente en CCC hay  un mayor porcentaje de células de 

memoria efectoras (CD45RA-CD27-CCR7- (TEM)) con respecto a linfocitos T de 

memoria central (CD45RA-D27+CCR7+ (TCM,)) (P≤0,05) (figura R3.7), en IND se 

observa tras el tratamiento con Benznidazol que no hay diferencias significativas entre 

las subpoblaciones TEM  y TCM tal como se observaba pre-tratamiento (figura R3.4).  

Entre grupos de pacientes (IND y CCC) no se observan diferencias dentro de ninguna 

de las subpoblaciones caracterizadas.  

En células T CD8HIGH  en IND  hay un mayor porcentaje de  células TNAIVE con 

respecto a CCC (P≤0,05), así como con respecto a células TEMRA (P≤0,01) (figura R3.7), 

por otro lado en CCC a diferencia de lo observado pre-tratamiento (figura R3.4) no hay 

diferencias significativas entre las poblaciones TNAIVE y TEMRA o TCM y TEM . 
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El cuanto al grado diferenciación linfocitario tanto en CD8LOW  y CD8High 

HSP70210-218-específicos se observa una mayoritaria expresión de linfocitos T CD8+ 

péptido-específicos totalmente diferenciados (TTD CD8+CD45RA+CD127-) en IND y 

CCC (P≤0,01 y P≤0,001)  con respecto a linfocitos T CD8+ en diferenciación temprana 

(TED CD8+CD45RA-CD127+) (figura R3.7).  En cuanto a la expresión de CD127 

nuevamente no se observan diferencias según el grado de patología.  
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Figura R3.7.- Caracterización del fenotipo de memoria y diferenciación de linfocitos T CD8 
específicos del epítope HSP70210-218 en pacientes con enfermedad de Chagas tratados con 
Benznidazol. Los datos fueron determinados mediante citometría de flujo en linfocitos T CD8LOW  y 
TCD8HIGH  epítope-específicos. Se muestran los resultados obtenidos en 5 pacientes con enfermedad de 
Chagas en fase indeterminada (IND) y 11 en fase cardiaca  (CCC). Combinando anticuerpos 
monoclonales frente a las moléculas de superficie CD45RA, CCR7, CD27, CD127 se establecen las 
siguientes subpoblaciones: TNAIVE (CD8+CD45RA+ CD27+ CCR7-), TEMRA (CD8+CD45RA+ CD27- 
CCR7-) células de memoria efectora RA+, TCM (CD8+CD45RA-CD27+CCR7+ ) células de memoria 
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central, TEM  (CD8+CD45RA-CD27-CCR7-) células de memoria efectora, TED (CD8+CD45RA-CD127+) 
células en diferenciación temprana, TTD (CD8+CD45RA+CD127-) células totalmente diferenciadas. Las 
líneas horizontales representan la media del porcentaje de cada subpoblación en el grupo de pacientes 
ensayados. Diferencias estadísticamente significativas son indicadas como *P≤0,05, **P≤0,01, ***P≤ 
0,001.  

 
Tras el tratamiento con Benznidazol en CCC se observa en CD8LOW y no en  

CD8HIGH un mayor porcentaje de células con un fenotipo asociado a senescencia 

CD44+CD57+  (P≤0,05) con respecto a pacientes en fase IND, grupo en el cual se 

detecta tanto en CD8LOW como en CD8HIGH un mayor porcentaje de células 

CD44+CD57-  versus CCC (P≤0,01), sin embargo a nivel general en CD8LOW y en 

CD8HIGH tanto en IND como en CCC  se tiene mayor porcentaje de células  

CD44+CD57- con respecto a CD44+CD57+ (P≤0,001 y P≤0,05) (figura R3.8). 
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Figura R3.8.-  Caracterización del fenotipo de células de memoria senescentes en linfocitos T CD8 
específicos del epítope HSP70210-218 en pacientes con enfermedad de Chagas tratados con 
Benznidazol. La expresión de las moléculas de superficie CD44 y CD57 fue determinada mediante 
citometría de flujo en linfocitos TCD8LOW y TCD8HIGH epítope-específicos. En las gráficas se representan 
el porcentaje de células HSP70210-218-específicas dentro de las subpoblaciones CD44+CD57+ y 
CD44+CD57-, en 5 pacientes con enfermedad de Chagas en fase indeterminada (IND) y 11 en fase 
cardiaca  (CCC). Las líneas horizontales representan la media del porcentaje de cada subpoblación en el 
grupo de pacientes ensayados. Diferencias estadísticamente significativas son indicadas como *P≤0,05, 
**P≤0,01, ***P≤ 0,001.  

 

Modificaciones fenotípicas inducidas por el tratamiento con Benznidazol. 

Los cambios inducidos tras el tratamiento con Benznidazol fueron observados 

comparando el porcentaje de linfocitos T CD8+ HSP70210-218-específicos provenientes 

de pacientes con enfermedad de Chagas pre–tratamiento (resultados mostrados figura 

R3.3) y tras el tratamiento con el farmaco (resultados mostrados figura R3.6). 
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En la figura R39 se muestra el pocentaje de células HSP70210-218-específicas por 

individuo pre y post-tratamiento con Benznidazol. Tanto en IND como en CCC, se 

observan cambios no significativos en el porcentaje de células especificas, no 

encontrándose una tendencia de disminución o aumento según el grado de patología. 

Interesantemente se encuentran pacientes tanto en fase IND como en CCC en los cuales 

no se observan las mismas modificaciones post tratamiento (disminución o aumento) 

dentro de las subpoblaciones CD8LOW  y CD8HIGH. 

 

Figura R3.9.- Porcentaje de linfocitos T CD8 específicos del epítope HSP70210-218 en pacientes con 
enfermedad de Chagas pre y post-tratamiento con Benznidazol. En la gráfica se muestra para cada 
uno de los pacientes evaluados en fase indeterminada (IND) y  fase cardiaca (CCC) de la enfermedad de 
Chagas el porcentaje de linfocitos TCD8LOW y TCD8HIGH epítope-específicos determinados pre 
tratamiento (Pre-Tto) y post-tratamiento con Benznidazol (Post-Tto). Diferencias estadísticamente 
significativas son indicadas como *P≤0,05, **P≤0,01, ***P≤ 0,001.  

El porcentaje de células HSP70210-218-específicas que expresan cada una de las 

subpoblaciones celulares en condiciones pre-tratamiento (figura R3.4) se ve modificado 

tras el tratamiento con Benznidazol (figura R3.7) tal como muestra la figura R3.10. En 

CD8LOW se observa una significativa disminución del porcentaje de células TED y 

CD127+ en pacientes en fase cardiaca de la enfermedad (P≤0,05). En la subpoblación 

CD8HIGH pacientes en fase IND muestran un aumento de células TNAIVE y TTD (P≤0,05) 
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mientras que en CCC disminuye el porcentaje de células efectoras de memoria (TEM) y 

aumenta el porcentaje de linfocitos específicos totalmente diferenciados (TTD) (P≤0,05).  

 

 

 

 

 

CD8 Low 

CD8 High 
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Figura R3.10.- Caracterización del fenotipo de memoria y diferenciación de linfocitos T CD8 
específicos del epítope HSP70210-218 en pacientes con enfermedad de Chagas pre y post-tratamiento 
con Benznidazol. Se muestra para cada uno de los pacientes evaluados en fase indeterminada (IND) y  
fase cardiaca (CCC) de la enfermedad de Chagas, el porcentaje de linfocitos TCD8LOW y TCD8HIGH 
epítope-específicos dentro de las subpoblaciones TNAIVE (CD8+CD45RA+ CD27+ CCR7-), TEMRA 
(CD8+CD45RA+ CD27- CCR7-), TCM (CD8+CD45RA-CD27+CCR7+ ), TEM  (CD8+CD45RA-CD27-

CCR7-), TED (CD8+CD45RA-CD127+), TTD (CD8+CD45RA+CD127-) y CD127+, en condiciones pre 
tratamiento (Pre-Tto) y post-tratamiento con Benznidazol (Post-Tto). Diferencias estadísticamente 
significativas son indicadas como *P≤0,05, **P≤0,01, ***P≤ 0,001.  

 
 

El porcentaje de linfocitos T CD8+ HSP70210-218-específicos que expresan la 

molécula de superficie CD57+ se ve modificado tras el tratamiento con Beznidazol 

(figura R3.11). Sin bien, estos cambios no son estadísticamente significativos por lo que 

no hay una tendencia según el grado de patología, en los pacientes en fase cardiaca se 

observa que en CD8LOW en 7 de 11 (64%) pacientes y en CD8HIGH en 5 de 11 pacientes 

(45%) hay un marcado incremento en la frecuencia de células senescentes 

(CD44+CD57+) con respecto a IND en los cuales en 2 de 5 (40%) y 3 de 5 pacientes 

(60%)  en CD8LOW y CD8HIGH respectivamente se ve un menor incremento de células 

senescentes. Así mismo, en los pacientes en fase IND, se observa tanto en CD8LOW 

como CD8HIGH pre y pos-tratamiento que todos los individuos tienen un mayor 

porcentaje de células no senescentes (CD44+CD57-), a diferencia de los pacientes en 

fase CCC en lo que se observa una mayor dispersión no teniéndose un perfil claramente 

senescente o no senescente. 



 
147 Resultados 

 

Figura R3.11.- Caracterización del fenotipo de células de memoria senescentes en linfocitos T CD8 
específicos del epítope HSP70210-218 en pacientes con enfermedad de Chagas pre y post-tratamiento 
con Benznidazol. . En la gráfica se muestra, para cada uno de los pacientes evaluados en fase 
indeterminada (IND) y  fase cardiaca (CCC) de la enfermedad de Chagas, el porcentaje de linfocitos 
TCD8LOW y TCD8HIGH epítope-específicos dentro de las subpoblaciones CD44+CD57+ y CD44+CD57-, 
pre (Pre-Tto) y post-tratamiento con Benznidazol (Post-Tto). Diferencias estadísticamente significativas 
son indicadas como *P≤0,05, **P≤0,01, ***P≤ 0,001.  
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4. 3.2.2.- Péptido PFR2449-457  contenido en la proteína PFR2. 

Caracterización fenotípica pre-tratamiento. 

Los resultados obtenidos, mediante citometría de flujo, muestran la presencia de 

linfocitos TCD8+ que reconocen el epítope PFR2449-457 contenido en la proteína PFR2 

de T. cruzi. Como se muestra en la figura R3.12, la frecuencia de linfocitos PFR2449-457-

específicos es estadísticamente superior en pacientes con enfermedad de Chagas con 

respecto a individuos sanos. En linfocitos T CD8LOW el porcentaje de células especificas 

es 5 veces mayor (P≤0,01) en IND (rango de frecuencia 1,99-2,58 (2,28)) y CCC (rango 

de frecuencia 1,05-4,17 (2,25)) con respecto a donantes sanos (rango de frecuencia 

0,18– 0,74 (0,47)).  

Por otro lado, en linfocitos T CD8HIGH  igualmente se observa un menor número de 

células específicas en individuos sanos (rango de frecuencia 0,13-0,60 (0,38)) de 3 y 5 

veces  frente a IND (rango de frecuencia 1,02-1,42 (1,19)) y CCC (rango de frecuencia 

0,71-7,68 (1,85)). En la fase cardíaca de la enfermedad se observa un paciente para el 

cual se detecta un porcentaje de linfocitos PFR2449-457-específicos (7,65%) 

considerablemente superior que en el resto de pacientes ensayados. 
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Figura R3.12.- Porcentaje de linfocitos T CD8 específicos del epítope PFR2449-457 en individuos sanos 
y pacientes con enfermedad de Chagas. Los datos fueron determinados mediante citometría de flujo 
empleando dextrámeros del péptido PFR2449-457. Los resultados muestran los porcentajes obtenidos en 6 
individuos sanos (HD), 5 pacientes con enfermedad de Chagas en fase indeterminada (IND) y 11 en fase 
cardiaca  (CCC). El porcentaje de linfocitos epítope–específicos fue evaluado dentro de las poblaciones  
CD8LOW y CD8HIGH. Las líneas horizontales representan la media del porcentaje de células TCD8+-
específicas en el grupo de pacientes ensayados. Diferencias estadísticamente significativas son indicadas 
como *P≤0,05, **P≤0,01, ***P≤ 0,001.  
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Los resultados obtenidos muestran que, dentro de cada una de las subpoblaciones 

caracterizadas se observa dispersión dentro de los individuos muestreados 

principalmente en fase cardiaca de la enfermedad (figura R3.13). En CD8LOW en 

pacientes en fase CCC, hay un mayor porcentaje de células de memoria efectora tanto  

TEMRA (CD45RA+CD27-CCR7-) con respecto a células TNAIVE (P≤0,001) como TEM 

CD45RA-CD27-CCR7- frente a células de memoria central CD45RA-D27+CCR7+ 

(P≤0,01). Así mismo, se observa un mayor porcentaje de células totalmente 

diferenciadas CD45RA+CD127- (P≤0,001). Interesantemente, en ambas subpoblaciones 

(TEMRA y TEM) el paciente para el cual se detecta el mayor porcentaje de células 

efectoras, se corresponde  con el paciente para el cual se detectaba un muy alto 

porcentaje de linfocitos PFR2449-457-específicos (figura R3.12). Sin embargo, en 

CD8HIGH  se observa que dicho paciente presenta el mayor porcentaje de células de 

memoria central CD45RA-D27+CCR7+ (TCM) y no de células de memoria efectora. 

Igualmente en CD8HIGH en IND hay una mayor frecuencia de células TNAIVE con 

respecto a células TEMRA (P≤0,05), mientras que, en CCC es mayoritario el porcentaje 

de células TEM frente a células de memoria central (TCM) (P≤0,05). Para ambos grupos 

de pacientes en CD8HIGH se observa un mayor porcentaje de células totalmente 

diferenciadas (TTD) (P≤0,01 y P≤0,001)  (figura R3.13). 

Por otro lado, la determinación de la expresión de CD44 y CD57 en linfocitos 

PFR2449-457-específicos  muestra  que,  en CD8LOW  y CD8HIGH  la población mayoritaria 

observada en pacientes con enfermedad de Chagas se corresponde con el fenotipo 

CD44+CD57+ característico de células senescentes (P≤0,01 y P≤0,001) (figura R3.14). 

Dentro de la subpoblación CD8HIGH se observa que en IND dicha población 

CD44+CD57+ no es  estadísticamente superior encontrándose en este grupo de pacientes 

un mayor porcentaje de células no senescentes (CD44+CD57-) con respecto a CCC 

(P≤0,05). 
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Figura R3.13.- Caracterización del fenotipo de memoria y diferenciación de linfocitos T CD8 
específicos del epítope PFR2449-457  en pacientes con enfermedad de Chagas. Los datos fueron 
determinados mediante citometría de flujo en linfocitos T CD8LOW  y TCD8HIGH  epítope-específicos. Se 
muestran los resultados obtenidos en 5 pacientes con enfermedad de Chagas en fase indeterminada (IND) 
y 11 en fase cardiaca  (CCC). Combinando anticuerpos monoclonales frente a las moléculas de superficie 
CD45RA, CCR7, CD27, CD127 se establecen las siguientes subpoblaciones: TNAIVE (CD8+CD45RA+ 
CD27+ CCR7-), TEMRA (CD8+CD45RA+ CD27- CCR7-) células de memoria efectora RA+, TCM 

(CD8+CD45RA-CD27+CCR7+ ) células de memoria central, TEM  (CD8+CD45RA-CD27-CCR7-) células 
de memoria efectora, TED (CD8+CD45RA-CD127+) células en diferenciación temprana, TTD 
(CD8+CD45RA+CD127-) células totalmente diferenciadas. Las líneas horizontales representan la media 
del porcentaje de cada subpoblación en el grupo de pacientes ensayados. Diferencias estadísticamente 
significativas son indicadas como *P≤0,05, **P≤0,01, ***P≤ 0,001.  
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Figura R3.14.- Caracterización del fenotipo de células de memoria senescentes en linfocitos T CD8 
específicos del epítope PFR2449-457 en pacientes con enfermedad de Chagas. La expresión de las 
moléculas de superficie CD44 y CD57 fue determinada mediante citometría de flujo en linfocitos 
TCD8LOW y TCD8HIGH epítope-específicos. En las gráficas se representan el porcentaje de células 
PFR2449-457 -específicas dentro de las subpoblaciones CD44+CD57+ y CD44+CD57-, en 5 pacientes con 
enfermedad de Chagas en fase indeterminada (IND) y 11 en fase cardiaca  (CCC). Las líneas horizontales 
representan la media del porcentaje de cada subpoblación en el grupo de pacientes ensayados. Diferencias 
estadísticamente significativas son indicadas como *P≤0,05, **P≤0,01, ***P≤ 0,001.  

 

Caracterización fenotípica post-tratamiento con Benznidazol. 

 Tras el tratamiento con Benznidazol se observa que el porcentaje de células T 

CD8 (Low y High) PFR2449-457-específicas se mantiene superior en pacientes con 

enfermedad de Chagas (IND y CCC) con respecto a individuos sanos (P≤0,01). En 

pacientes en fase indeterminada, el porcentaje de linfocitos PFR2449-457-específicos es 

mayoritario en CD8LOW con respecto a CD8HIGH (P≤0,01) (Figura R3.15).  
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Figura R3.15.-  Porcentaje de linfocitos T CD8 específicos del epítope PFR2449-457 en individuos 
sanos y pacientes con enfermedad de Chagas tratados con Benznidazol. Los datos fueron 
determinados mediante citometría de flujo empleando dextrámeros del péptido PFR2449-457. Los resultados 
muestran los porcentajes obtenidos en 6 individuos sanos (HD), 5 pacientes con enfermedad de Chagas en 
fase indeterminada (IND) y 11 en fase cardiaca  (CCC). El porcentaje de linfocitos epítope–específicos 
fue evaluado dentro de las poblaciones  CD8LOW y CD8HIGH. Las líneas horizontales representan la media 
del porcentaje de células TCD8+-específicas en el grupo de pacientes ensayados. Diferencias 
estadísticamente significativas son indicadas como *P≤0,05, **P≤0,01, ***P≤ 0,001.  

La caracterización de las subpoblaciones  de células que reconocen el epítope 

PFR2449-457 tras el tratamiento con Benznidazol permitieron determinar que, en 

linfocitos T CD8LOW  en CCC se mantiene un mayor porcentaje de células de memoria 

efectora totalmente diferenciadas (TEMRA) (CD45RA+CD27-CCR7-) con respecto a 

células TNAIVE (P≤0,05) (figura R3.16), sin embargo, la diferencia observada pre 

tratamiento entre células TEM y TCM  (figura R3.13) no es estadísticamente significativa 

tras el tratamiento con Benznidazol. Así mismo en CCC se mantiene un mayor 

porcentaje de células totalmente diferenciadas CD45RA+CD127- (P≤0,01). Por otro 

lado, en CD8HIGH tal como se observaba pre-tratamiento en IND hay una mayor 

frecuencia de células TNAIVE con respecto a células TEMRA (P≤0,05), mientras que, en 

CCC es mayoritario el porcentaje de células TEMRA frente a células TNAIVE (P≤0,01), no 

manteniéndose una diferencia estadísticamente significativa entre las poblaciones TEM y 

TCM . En ambos grupos de pacientes en CD8HIGH se mantiene un mayor porcentaje de 

células totalmente diferenciadas (TTD) (P≤0,01 y P≤0,001).  En cuanto a la expresión de 

CD127 no se observan diferencias según el grado de patología ni pre ni post-tratamiento 

con Benznidazol (figura R3.16). 
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Figura R3.16.- Caracterización del fenotipo de memoria y diferenciación de linfocitos T CD8 
específicos del epítope PFR2449-457  en pacientes con enfermedad de Chagas tratados con 
Benznidazol. Los datos fueron determinados mediante citometría de flujo en linfocitos T CD8LOW  y 
TCD8HIGH  epítope-específicos. Se muestran los resultados obtenidos en 5 pacientes con enfermedad de 
Chagas en fase indeterminada (IND) y 11 en fase cardiaca  (CCC). Combinando anticuerpos 
monoclonales frente a las moléculas de superficie CD45RA, CCR7, CD27, CD127 se establecen las 
siguientes subpoblaciones: TNAIVE (CD8+CD45RA+ CD27+ CCR7-), TEMRA (CD8+CD45RA+ CD27- 
CCR7-) células de memoria efectora RA+, TCM (CD8+CD45RA-CD27+CCR7+ ) células de memoria 
central, TEM  (CD8+CD45RA-CD27-CCR7-) células de memoria efectora, TED (CD8+CD45RA-CD127+) 
células en diferenciación temprana, TTD (CD8+CD45RA+CD127-) células totalmente diferenciadas. Las 
líneas horizontales representan la media del porcentaje de cada subpoblación en el grupo de pacientes 
ensayados. Diferencias estadísticamente significativas son indicadas como *P≤0,05, **P≤0,01, ***P≤ 
0,001.  
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En cuanto a la expresión de CD44 y CD57,  en CD8LOW  y CD8HIGH  la población 

mayoritaria observada en pacientes con enfermedad de Chagas se corresponde con el 

fenotipo CD44+CD57+ característico de células senescentes, sin embargo, tras el 

tratamiento con Benznidazol se observa que estas diferencias se mantienen 

estadísticamente significativas solo en los pacientes en fase cardiaca (P≤0,001)  

mientras que, en IND se mantiene un mayor porcentaje de células no senescentes 

(CD44+CD57-) con respecto a CCC (P≤0,05) (figura R3.17). 
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 Figura R3.17.- Caracterización del fenotipo de células de memoria senescentes en linfocitos T CD8 
específicos del epítope PFR2449-457  en pacientes con enfermedad de Chagas tratados con 
Benznidazol. La expresión de las moléculas de superficie CD44 y CD57 fue determinada mediante 
citometría de flujo en linfocitos TCD8LOW y TCD8HIGH epítope-específicos. En las gráficas se representan 
el porcentaje de células PFR2449-457 -específicas dentro de las subpoblaciones CD44+CD57+ y 
CD44+CD57-, en 5 pacientes con enfermedad de Chagas en fase indeterminada (IND) y 11 en fase 
cardiaca  (CCC). Las líneas horizontales representan la media del porcentaje de cada subpoblación en el 
grupo de pacientes ensayados. Diferencias estadísticamente significativas son indicadas como *P≤0,05, 
**P≤0,01, ***P≤ 0,001.  

 

Modificaciones fenotípicas inducidas por el tratamiento con Benznidazol. 

Con el fin de evaluar el efecto del tratamiento con Benznidazol sobre el porcentaje 

de células epítope-específicas se observa en la figura R3.18 la comparativa entre los 

resultados obtenidos pre (figura RII.12) y post-tratamiento (figura R3.15) 

Como muestra la figura R3.18, no se observan cambios significativos en el 

porcentaje de células especificas detectadas en pacientes con enfermedad de Chagas 

(IND y CCC). Aunque no se observa una tendencia de disminución o aumento según el 

grado de patología, uno delos pacientes  en fase CCC (línea punteada verde) para el cual 

se detectaba un alto porcentaje linfocitos PFR2449-457-específicos pre-tratamiento 
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muestra una muy marcada disminución del porcentaje de células específicas tras el 

tratamiento. 

 

Figura R3.18.- Porcentaje de linfocitos T CD8 específicos del epítope PFR2449-457 en pacientes con 
enfermedad de Chagas pre y post-tratamiento con Benznidazol. En la gráfica se muestra para cada 
uno de los pacientes evaluados en fase indeterminada (IND) y  fase cardiaca (CCC) de la enfermedad de 
Chagas el porcentaje de linfocitos TCD8LOW y TCD8HIGH epítope-específicos determinados pre 
tratamiento (Pre-Tto) y post-tratamiento con Benznidazol (Post-Tto). Diferencias estadísticamente 
significativas son indicadas como *P≤0,05, **P≤0,01, ***P≤ 0,001.  

 

Como se muestra en la figura R3.19, hay cambios tras el tratamiento con 

Benznidazol en el porcentaje correspondiente a cada una de las poblaciones (TNAIVE, 

TEMRA, TEM, TCM, TED, TTD y CD127+) PFR2449-457–especificas caracterizadas en cada 

individuo. En CD8HIGH se observa una significativa disminución del porcentaje de 

células TEM , así como un aumento en el porcentaje de celulas totalmente diferenciadas 

(TTD) en pacientes en fase cardiaca de la enfermedad (P≤0,05).  

Interesantemente se observa que en CD8LOW, el paciente CCC (línea punteada 

verde)  para el cual pre tratamiento se detectaba un alto porcentaje de células con 

fenotipo efector (TEMRA y TEM), muestra una marcada disminución del porcentaje células 

específicas para ambas subpoblaciones, así como un aumento del porcentaje de células 

T de memoria central. 
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Figura R3.19.- Caracterización del fenotipo de memoria y diferenciación de linfocitos T CD8 
específicos del epítope PFR2449-457 en pacientes con enfermedad de Chagas pre y post-tratamiento 
con Benznidazol. Se muestra para cada uno de los pacientes evaluados en fase indeterminada (IND) y  
fase cardiaca (CCC) de la enfermedad de Chagas, el porcentaje de linfocitos TCD8LOW y TCD8HIGH 
epítope-específicos dentro de las subpoblaciones TNAIVE (CD8+CD45RA+ CD27+ CCR7-), TEMRA 
(CD8+CD45RA+ CD27- CCR7-), TCM (CD8+CD45RA-CD27+CCR7+ ), TEM  (CD8+CD45RA-CD27-

CCR7-), TED (CD8+CD45RA-CD127+), TTD (CD8+CD45RA+CD127-) y CD127+, en condiciones pre 
tratamiento (Pre-Tto) y post-tratamiento con Benznidazol (Post-Tto). Diferencias estadísticamente 
significativas son indicadas como *P≤0,05, **P≤0,01, ***P≤ 0,001.  

 

A nivel de expresión de la molécula de superficie CD57+ se observa que, en 

CD8HIGH  los pacientes en fase cardiaca muestran una disminución significativa del 

porcentaje de células de memoria PFR2449-457-específicas no senescentes (CD44+CD57-) 

(P≤0,05) (Figura  R3.20).  Así mismo, en pacientes en fase CCC todos los pacientes 

ensayados mantienen un mayor porcentaje de células senescentes (CD44+CD57+) tanto 

en CD8LOW como CD8HIGH pre y pos-tratamiento patrón que no se observa en los 

pacientes en fase IND, en los cuales hay  una mayor dispersión. 

 

       Figura R3.20.- Caracterización del fenotipo de células de memoria senescentes en linfocitos 
T CD8 específicos del epítope PFR2449-457 en pacientes con enfermedad de Chagas pre y post-
tratamiento con Benznidazol. . En la gráfica se muestra, para cada uno de los pacientes evaluados en 
fase indeterminada (IND) y  fase cardiaca (CCC) de la enfermedad de Chagas, el porcentaje de linfocitos 
TCD8LOW y TCD8HIGH epítope-específicos dentro de las subpoblaciones CD44+CD57+ y CD44+CD57-, 
pre (Pre-Tto) y post-tratamiento con Benznidazol (Post-Tto). Diferencias estadísticamente significativas 
son indicadas como *P≤0,05, **P≤0,01, ***P≤ 0,001.  
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4. 3.2.3.-Péptido PFR3428-436  contenido en la proteína PFR3. 

Caracterización fenotípica pre-tratamiento. 

Los resultados obtenidos muestran que, linfocitos T CD8+ provenientes de 

pacientes con enfermedad de Chagas (IND y CCC) reconocen de manera diferencial con 

respecto a donantes sanos el epítope PFR3428-436 contenido en la proteína PFR3 de T. 

cruzi. Como se muestra en la figura R3.21, en linfocitos T CD8LOW la frecuencia de 

linfocitos PFR3428-436-específicos es 5 veces mayor (P≤0,01) en IND (rango de 

frecuencia 1,18-2,90 (2,08)) y CCC (rango de frecuencia 1,06-2,80 (1,87)) con respecto 

a donantes sanos (rango de frecuencia 0,22– 0,71 (0,40)).  El porcentaje de linfocitos 

CD8HIGH PFR3428-436-específicos en individuos sanos se mantiene invariable (rango de 

frecuencia 0,11-0,66 (0,34) mientras que en los pacientes enfermedad de Chagas se 

observa un menor porcentaje de células PFR3428-436-específicas, sin embargo a pesar que 

el porcentaje de células específicas disminuye (P≤0,01) (IND (rango de frecuencia 0,91-

1,20 (1,07)) y CCC (rango de frecuencia 0,88-1,55 (1,15)) sigue siendo 3 veces superior 

con respecto a individuos sanos (P≤0,01) (figura R3.21).  
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Figura R3.21.- Porcentaje de linfocitos T CD8 específicos del epítope PFR3428-436 en individuos sanos 
y pacientes con enfermedad de Chagas. Los datos fueron determinados mediante citometría de flujo 
empleando dextrámeros del péptido PFR3428-436. Los resultados muestran los porcentajes obtenidos en 6 
individuos sanos (HD), 5 pacientes con enfermedad de Chagas en fase indeterminada (IND) y 11 en fase 
cardiaca  (CCC). El porcentaje de linfocitos epítope–específicos fue evaluado dentro de las poblaciones  
CD8LOW y CD8HIGH. Las líneas horizontales representan la media del porcentaje de células TCD8+-
específicas en el grupo de pacientes ensayados. Diferencias estadísticamente significativas son indicadas 
como *P≤0,05, **P≤0,01, ***P≤ 0,001.  

 



 
159 Resultados 

 Los resultados obtenidos muestran que, en pacientes en fase CCC, se observa un 

perfil fenotípico de memoria efectora, encontrándose en CD8LOW un mayor porcentaje 

de células PFR3428-436-específicas de memoria efectora TEMRA (CD45RA+CD27-CCR7-) 

con respecto a células TNAIVE (P≤0,001)  y en CD8HIGH  un menor porcentaje de células 

TCM (CD45RA-D27+CCR7+) versus TEM (CD45RA-CD27-CCR7-) (P≤0,05) (figura 

R3.22). 

 En cuanto al fenotipo de diferenciación celular tanto en pacientes en fase IND 

como CCC (CD8LOW CD8HIGH) se observa un mayor porcentaje de células totalmente 

diferenciadas (TTD) versus TED  (P≤0,01 y P≤0,001), siendo esta población TTD 

mayoritaria en linfocitos CD8LOW  en pacientes en fase IND con respecto a CCC 

(P≤0,05)  (figura R3.22). 
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Figura R3.22.- Caracterización del fenotipo de memoria y diferenciación de linfocitos T CD8 
específicos del epítope PFR3428-436 en pacientes con enfermedad de Chagas. Los datos fueron 
determinados mediante citometría de flujo en linfocitos T CD8LOW  y TCD8HIGH  epítope-específicos. Se 
muestran los resultados obtenidos en 5 pacientes con enfermedad de Chagas en fase indeterminada (IND) 
y 11 en fase cardiaca  (CCC). Combinando anticuerpos monoclonales frente a las moléculas de superficie 
CD45RA, CCR7, CD27, CD127 se establecen las siguientes subpoblaciones: TNAIVE (CD8+CD45RA+ 
CD27+ CCR7-), TEMRA (CD8+CD45RA+ CD27- CCR7-) células de memoria efectora RA+, TCM 

(CD8+CD45RA-CD27+CCR7+ ) células de memoria central, TEM  (CD8+CD45RA-CD27-CCR7-) células 
de memoria efectora, TED (CD8+CD45RA-CD127+) células en diferenciación temprana, TTD 
(CD8+CD45RA+CD127-) células totalmente diferenciadas. Las líneas horizontales representan la media 
del porcentaje de cada subpoblación en el grupo de pacientes ensayados. Diferencias estadísticamente 
significativas son indicadas como *P≤0,05, **P≤0,01, ***P≤ 0,001.  
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Por otro lado, la determinación del fenotipo de memoria de células PFR3428-436-

específicas que expresan  la proteína de superficie  CD57 muestra  que,  en CD8LOW  y 

CD8HIGH  los pacientes en fase CCC presenta un mayor porcentaje estadísticamente 

significativo de células CD44+CD57+ (células senescentes) con respecto a células 

CD44+CD57- (P≤0,001). Mientras que en pacientes en fase IND (CD8HIGH) hay  un 

mayor porcentaje de células no senescentes (CD44+CD57-)  versus pacientes en fase 

CCC (P≤0,05) (figura R3.23). 
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Figura R3.23.- Caracterización del fenotipo de células de memoria senescentes en linfocitos T CD8 
específicos del epítope PFR3428-436 en pacientes con enfermedad de Chagas. La expresión de las 
moléculas de superficie CD44 y CD57 fue determinada mediante citometría de flujo en linfocitos 
TCD8LOW y TCD8HIGH epítope-específicos. En las gráficas se representan el porcentaje de células 
PFR3428-436 -específicas dentro de las subpoblaciones CD44+CD57+ y CD44+CD57-, en 5 pacientes con 
enfermedad de Chagas en fase indeterminada (IND) y 11 en fase cardiaca  (CCC). Las líneas horizontales 
representan la media del porcentaje de cada subpoblación en el grupo de pacientes ensayados. Diferencias 
estadísticamente significativas son indicadas como *P≤0,05, **P≤0,01, ***P≤ 0,001.  

 

Caracterización fenotípica post-tratamiento con Benznidazol. 

El porcentaje de linfocitos PFR3428-436-específicos en pacientes con enfermedad de 

Chagas (IND y CCC) que han sido tratados con Benznidazol sigue siendo 

estadísticamente superior en pacientes versus controles sanos tanto en la población 

CD8LOW como en CD8HIGH (P≤0,01). Sin embargo, en la población CD8HIGH  se detecta 

para 2 pacientes en fase IND, 4 en fase CCC y 1 en fase CCC (CD8LOW) una 

disminución del porcentaje de células PFR3428-436-específicas a niveles detectados en 

controles sanos (figura R3.24).  



 
162 Resultados 

HD IND CCC HD IND CCC
0

1

2

3

4

CD8 Low CD8 High

%
 L

in
fo

c
it

o
s

 T
 C

D
8

+
e

s
p

e
c

íf
ic

o
s

 p
é

p
ti

d
o

 P
F

R
3

4
2

8
-4

3
6+

**

**

**

**

 

Figura R3.24.- Porcentaje de linfocitos T CD8 específicos del epítope PFR3428-436 en individuos 
sanos y pacientes con enfermedad de Chagas tratados con Benznidazol. Los datos fueron 
determinados mediante citometría de flujo empleando dextrámeros del péptido PFR3428-436. Los resultados 
muestran los porcentajes obtenidos en 6 individuos sanos (HD), 5 pacientes con enfermedad de Chagas en 
fase indeterminada (IND) y 11 en fase cardiaca  (CCC). El porcentaje de linfocitos epítope–específicos 
fue evaluado dentro de las poblaciones  CD8LOW y CD8HIGH. Las líneas horizontales representan la media 
del porcentaje de células TCD8+-específicas en el grupo de pacientes ensayados. Diferencias 
estadísticamente significativas son indicadas como *P≤0,05, **P≤0,01, ***P≤ 0,001.  

 

 La caracterización del fenotipo de memoria y diferenciación de células que 

reconocen el epítope PFR3428-436 tras el tratamiento con Benznidazol permitieron 

determinar que, en pacientes en fase CCC (CD8LOW)  se mantiene un mayor porcentaje 

de células PFR3428-436-específicas de memoria efectora TEMRA (CD45RA+CD27-CCR7-) 

con respecto a células TNAIVE (P≤0,01) (figura R3.22),  por otro lado, en CD8HIGH  no se 

observan diferencias entre el porcentaje de células  TEM  con respecto a células TCM  tal 

como se encontraba en condiciones pre-tratamiento (figura R3.22). En dicha población 

CD8HIGH, tanto en pacientes en fase IND como CCC se observa una gran dispersión del 

porcentaje de células epítope-especificas detectadas dentro de cada subpoblación, 

observándose en ambos grupos de pacientes una mayor población de células TNAIVE, sin 

embargo estas diferencias  no son estadísticamente significativas. 

 En cuanto al fenotipo de diferenciación celular tanto en pacientes en fase IND 

como CCC (CD8LOW) se observa un mayor porcentaje de células totalmente 

diferenciadas (TTD) versus TED  (P≤0,05 y P≤0,001) (figura R3.26), sin embargo no hay 

diferencias en el porcentaje de células TTD según el grado de patología tal como se 

observaba pre-tratamiento (figura R3.22). En CD8HIGH se mantiene un mayor porcentaje 
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de células totalmente diferenciadas sin embargo, en pacientes en fase IND esta 

población no es estadísticamente superior con respecto a TED (figura R3.26). 
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Figura R3.25.- Caracterización del fenotipo de memoria y diferenciación de linfocitos T CD8 
específicos del epítope PFR3428-436 en pacientes con enfermedad de Chagas tratados con 
Benznidazol. Los datos fueron determinados mediante citometría de flujo en linfocitos T CD8LOW  y 
TCD8HIGH  epítope-específicos. Se muestran los resultados obtenidos en 5 pacientes con enfermedad de 
Chagas en fase indeterminada (IND) y 11 en fase cardiaca  (CCC). Combinando anticuerpos 
monoclonales frente a las moléculas de superficie CD45RA, CCR7, CD27, CD127 se establecen las 
siguientes subpoblaciones: TNAIVE (CD8+CD45RA+ CD27+ CCR7-), TEMRA (CD8+CD45RA+ CD27- 
CCR7-) células de memoria efectora RA+, TCM (CD8+CD45RA-CD27+CCR7+ ) células de memoria 
central, TEM  (CD8+CD45RA-CD27-CCR7-) células de memoria efectora, TED (CD8+CD45RA-CD127+) 
células en diferenciación temprana, TTD (CD8+CD45RA+CD127-) células totalmente diferenciadas. Las 
líneas horizontales representan la media del porcentaje de cada subpoblación en el grupo de pacientes 
ensayados. Diferencias estadísticamente significativas son indicadas como *P≤0,05, **P≤0,01, ***P≤ 
0,001.  
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La caracterización del fenotipo de memoria de células PFR3428-436-específicas que 

expresan  la proteína de superficie  CD57 en pacientes tras ser tratados con Benznidazol 

muestra en la figura R3.23 que,  en CD8LOW  y CD8HIGH se mantiene  un mayor 

porcentaje de células senescentes (CD44+CD57+) con respecto a células CD44+CD57- 

siendo este significativamente estadístico en pacientes en fase CCC (P≤0,001). Dentro 

de la subpoblación CD8LOW  se observa que en IND  hay  un mayor porcentaje de 

células no senescentes (CD44+CD57-) con respecto a CCC (P≤0,05) perdiéndose esta 

diferencia en la población CD8HIGH observada previo tratamiento con Benznidazol 

(figura R.3.23) 
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Figura R3.26.- Caracterización del fenotipo de células de memoria senescentes en linfocitos T CD8 
específicos del epítope PFR3428-436 en pacientes con enfermedad de Chagas tratados con 
Benznidazol. La expresión de las moléculas de superficie CD44 y CD57 fue determinada mediante 
citometría de flujo en linfocitos TCD8LOW y TCD8HIGH epítope-específicos. En las gráficas se representan 
el porcentaje de células PFR3428-436-específicas dentro de las subpoblaciones CD44+CD57+ y 
CD44+CD57-, en 5 pacientes con enfermedad de Chagas en fase indeterminada (IND) y 11 en fase 
cardiaca  (CCC). Las líneas horizontales representan la media del porcentaje de cada subpoblación en el 
grupo de pacientes ensayados. Diferencias estadísticamente significativas son indicadas como *P≤0,05, 
**P≤0,01, ***P≤ 0,001.  

 

Modificaciones fenotípicas inducidas por el tratamiento con Benznidazol. 

 
 Con el fin de evaluar el efecto del tratamiento con Benznidazol sobre el 

porcentaje de células PFR3428-436-específicas se observa en la figura R3.27 la 

comparativa entre los resultados obtenidos pre (figura RII.21) y post-tratamiento (figura 

R3.24). 
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Como muestra la figura R3.27, si bien no puede determinarse una tendencia de 

disminución o aumento según el grado de patología, ya que no se observan cambios 

significativos en el porcentaje de células especificas detectadas en pacientes con 

enfermedad de Chagas (IND y CCC), si se observa que el tratamiento induce cambios 

sobre el porcentaje de células específicas a nivel de individuo. 

 

Figura R3.27.- Porcentaje de linfocitos T CD8 específicos del epítope PFR3428-436 en pacientes con 
enfermedad de Chagas pre y post-tratamiento con Benznidazol. En la gráfica se muestra para cada 
uno de los pacientes evaluados en fase indeterminada (IND) y  fase cardiaca (CCC) de la enfermedad de 
Chagas el porcentaje de linfocitos TCD8LOW y TCD8HIGH epítope-específicos determinados pre 
tratamiento (Pre-Tto) y post-tratamiento con Benznidazol (Post-Tto). Diferencias estadísticamente 
significativas son indicadas como *P≤0,05, **P≤0,01, ***P≤ 0,001.  

Como se muestra en la figura R3.28, tras el tratamiento con Benznidazol hay 

cambios en el porcentaje correspondiente a cada una de las poblaciones PFR3428-436–

especificas caracterizadas en cada individuo (TNAIVE, TEMRA, TEM, TCM, TED, TTD y 

CD127+). En pacientes en fase cardiaca de la enfermedad, en CD8LOW  hay una 

significativa disminución del porcentaje de células memoria central TCM (P≤0,05), 

mientras que, en CD8HIGH disminuye significativamente el porcentaje de células de 

memoria efectora TEM (P≤0,05), dada esta disminución se observó post tratamiento que 

no hay diferencias significativas entre la poblaciones TEM y TCM (figura RII.25) tal como 

se observaba en condiciones pre-tratamiento. 



 
166 Resultados 

 

 

 

 

 

 

CD8 Low 

CD8 High 



 
167 Resultados 

Figura R3.28.- Caracterización del fenotipo de memoria y diferenciación de linfocitos T CD8 
específicos del epítope PFR3428-436 en pacientes con enfermedad de Chagas pre y post-tratamiento 
con Benznidazol. Se muestra para cada uno de los pacientes evaluados en fase indeterminada (IND) y  
fase cardiaca (CCC) de la enfermedad de Chagas, el porcentaje de linfocitos TCD8LOW y TCD8HIGH 
epítope-específicos dentro de las subpoblaciones TNAIVE (CD8+CD45RA+ CD27+ CCR7-), TEMRA 
(CD8+CD45RA+ CD27- CCR7-), TCM (CD8+CD45RA-CD27+CCR7+ ), TEM  (CD8+CD45RA-CD27-

CCR7-), TED (CD8+CD45RA-CD127+), TTD (CD8+CD45RA+CD127-) y CD127+, en condiciones pre 
tratamiento (Pre-Tto) y post-tratamiento con Benznidazol (Post-Tto). Diferencias estadísticamente 
significativas son indicadas como *P≤0,05, **P≤0,01, ***P≤ 0,001.  

 

La caracterización y comparación del fenotipo de senescencia de linfocitos 

TCD8+ PFR3428-436-específicos pre y post tratamiento con Benznidazol, muestra que el 

porcentaje de células específicas que expresan tanto  CD44+CD57+  como CD44+CD57- 

en algunos pacientes se ve modificado sin embargo estos cambios no son 

estadísticamente significativos ya que en CD8LOW y CD8HIGH se tiene la misma 

proporción de pacientes en los que se detecta aumento o disminución del porcentaje del 

células epítope-específicas (CD44+CD57+  y CD44+CD57+) tras el tratamiento (figura 

R3.29). Interesantemente en los pacientes en fase IND, se observa una mayor dispersión 

no teniéndose un perfil claramente senescente o no senescente contrario a lo observado 

en pacientes en fase CCC, en los que tanto en CD8LOW como CD8HIGH pre y pos-

tratamiento todos los individuos tienen mayor porcentaje de células senescentes 

(CD44+CD57+). 
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Figura R3.29.- Caracterización del fenotipo de células de memoria senescentes en linfocitos T CD8 
específicos del epítope PFR3428-436 en pacientes con enfermedad de Chagas pre y post-tratamiento 
con Benznidazol. . En la gráfica se muestra, para cada uno de los pacientes evaluados en fase 
indeterminada (IND) y  fase cardiaca (CCC) de la enfermedad de Chagas, el porcentaje de linfocitos 
TCD8LOW y TCD8HIGH epítope-específicos dentro de las subpoblaciones CD44+CD57+ y CD44+CD57-, 
pre (Pre-Tto) y post-tratamiento con Benznidazol (Post-Tto). Diferencias estadísticamente significativas 
son indicadas como *P≤0,05, **P≤0,01, ***P≤ 0,001.  
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4. 3.2.4.- Péptido 12822 contenido en la proteína TcCA-2 

Caracterización fenotípica pre-tratamiento. 

Los resultados correspondientes a los ensayos pre tratamiento con Benznidazol se 

detallan en sección 4.1.3 (Egui et al manuscrito en preparación). Brevemente, un mayor 

porcentaje de linfocitos T CD8LOW 12822-específicos es observado en IND (media de 

frecuencia de 2,72%), con respecto a CCC (media de frecuencia 2,18) (P≤0,05), siendo 

la frecuencia de linfocitos T CD8LOW 12822-específicos 4 veces mayor (P≤0,01) que el 

porcentaje observado en individuos sanos (media de frecuencia 0,60). El porcentaje de 

linfocitos CD8HIGH 12822-específicos en individuos sanos se mantiene invariable 

(media de frecuencia 0,60) mientras que en los pacientes enfermedad de Chagas se 

observa un menor porcentaje de células 12822-específicas, no encontrándose diferencias 

entre IND (media de frecuencia de 1,20%,)  y  CCC (media de frecuencia de 1,42%,). A 

pesar que el porcentaje de células específicas disminuye en la subpoblación CD8HIGH 

sigue siendo superior con respecto a los individuos sanos (P≤0,01) (figura 3B sección 

4.1.3).  

En cuanto a la caracterización del fenotipo de células de memoria se observa que 

en linfocitos 12822-específicos CD8LOW y CD8HIGH de pacientes en fase indeterminada 

el porcentaje de células que expresan el fenotipo CD45RA+CD27+CCR7+ (TNAIVE) es 

superior con respecto a pacientes en fase cardiaca (P≤0,01), por otro lado la población 

de células CD45RA-D27+CCR7+ (TCM,) es significativamente mayor en IND frente a 

CCC sólo en la subpoblación CD8LOW (P≤0,05), mientras que, dentro de la 

subpoblación CD8 HIGH  se observa que las células de memoria totalmente diferenciadas 

(CD45RA+CD27-CCR7- TEMRA) son significativamente menores en IND con respecto a 

CCC, no encontrándose diferencias según el grado de patología para las subpoblación 

CD45RA-CD27-CCR7- (TEM). En pacientes en fase CCC tanto en CD8LOW como en 

CD8HIGH se observa un fenotipo efector observándose una mayoritaria expresión tanto 

de células TEMRA frente a las células TNAIVE (P≤0,001), como de células TEM frente a la 

población de células TCM (P≤0,01). Asimismo se observó en IND y CCC tanto en 

CD8LOW  como  CD8HIGH  una mayoritaria población caracterizada por un fenotipo 

CD8+CD45RA+CD127- (TTD) (P≤0,01 y P≤0,001)  con respecto a CD8+CD45RA-

CD127+ (TED). Mientras que, en CD8LOW 12822-específicos, se observa que la 
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expresión de CD127 es mayoritaria en pacientes IND con respecto a CCC (P≤0,05) 

(figura 4 sección 4.1.3).  

Así mismo, en estas células 12822-específicas se determinó un mayor porcentaje 

de células  CD44+CD57- (linfocitos T CD8 de memoria no senescentes) frente a 

CD44+CD57+  (P≤0,01 y P≤0,001) tanto en IND como en CCC. La expresión de 

CD44+CD57-  es diferencial entre IND y CCC siendo mayoritaria en IND (P≤0,001). 

Interesantemente en linfocitos TCD8HIGH en CCC se observa mayor porcentaje de 

células de memoria senescentes CD44+CD57+  con respecto a pacientes en fase IND 

(P≤0,001) grupo en el cual se evidencia un mayor porcentaje de linfocitos no 

senescentes (CD44+CD57-) (P≤0,001) (figura 6 sección 4.1.3). 

 

Caracterización fenotípica post-tratamiento con Benznidazol. 

Los análisis post-tratamiento con Benznidazol muestran que, se mantienen las 

diferencias observadas pre-tratamiento entre pacientes con enfermedad de Chagas (IND 

y CCC) y controles sanos, siendo la frecuencia de linfocitos T CD8LOW 12822-

específicos 3 veces mayor (P≤0,01) en pacientes (IND media de frecuencia 2,17 y CCC 

media de frecuencia 2,08)  que en individuos sanos (media de frecuencia 0,60), sin 

embargo no se observan las diferencias significativas encontradas en el porcentaje de 

células 12822-específicas entre IND y CCC pre-tratamiento (figura R3.30). 

En  linfocitos CD8HIGH en los pacientes con enfermedad de Chagas se observa un 

menor porcentaje de células 12822-específicas, sin embargo este porcentaje se mantiene 

3 veces superior que en individuos sanos  (IND media de frecuencia de 1,59%, CCC 

media de frecuencia de 1,20% y HD media de frecuencia de 0,66%) (P≤0,01). En los 

pacientes en fase cardiaca (rango de frecuencia 0,49-2,22%) post-tratamiento se observa 

una disminución del porcentaje de células 12822-específicas teniendo pacientes con 

porcentajes inferiores a los detectados en individuos sanos (rango de frecuencia 0,60-

0,72%) (Figura R3.30). 
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Figura R3.30.- Porcentaje de linfocitos T CD8 específicos del epítope 12822 en individuos sanos y 
pacientes con enfermedad de Chagas tratados con Benznidazol. Los datos fueron determinados 
mediante citometría de flujo empleando dextrámeros del péptido 12822. Los resultados muestran los 
porcentajes obtenidos en 6 individuos sanos (HD), 6 pacientes con enfermedad de Chagas en fase 
indeterminada (IND) y 11 en fase cardiaca  (CCC). El porcentaje de linfocitos epítope–específicos fue 
evaluado dentro de las poblaciones  CD8LOW y CD8HIGH. Las líneas horizontales representan la media del 
porcentaje de células TCD8+-específicas en el grupo de pacientes ensayados. Diferencias estadísticamente 
significativas son indicadas como *P≤0,05, **P≤0,01, ***P≤ 0,001.  

 

En cuanto a la caracterización del fenotipo de células de memoria post-tratamiento 

con Benznidazol se observa que, a diferencia de lo encontrado en condiciones pre-

tratamiento, en linfocitos CD8LOW 12822-específicos no hay diferencias en el porcentaje 

de células que expresan un fenotipo de células TNAIVE entre pacientes en fase 

indeterminada con respecto a pacientes en fase cardiaca, sin embargo, en IND frente a 

CCC  se mantiene un mayor porcentaje  de células de memoria central (P≤0,05) al igual 

que en pacientes en fase CCC se mantiene un fenotipo efector observándose una 

mayoritaria expresión tanto de células TEMRA frente a las células TNAIVE (P≤0,05), como 

de células TEM frente a la población de células TCM (P≤0,01). Por otro lado, en CD8High 

se pierden las diferencias observadas pre-tratamiento entre TNAIVE y TEMRA y entre IND 

y CCC dentro de ambas sub-poblaciones, manteniéndose solo en CCC un mayor 

porcentaje de células TEM con respecto a TCM (P≤0,05) (Figura R3.31) 

 Asimismo, se observó en IND y CCC tanto en CD8LOW  como  CD8High  una 

mayoritaria población caracterizada por células totalmente diferenciadas 

CD8+CD45RA+CD127- (P≤0,01 y P≤0,001). Mientras que, en CD8LOW, se pierden las 
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diferencias observadas en la expresión de CD127 entre pacientes IND con respecto a 

CCC (figura R3.31).  
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Figura R3.31.- Caracterización del fenotipo de memoria y diferenciación de linfocitos T CD8 
específicos del epítope 12822 en pacientes con enfermedad de Chagas tratados con Benznidazol. Los 
datos fueron determinados mediante citometría de flujo en linfocitos T CD8LOW  y TCD8HIGH  epítope-
específicos. Se muestran los resultados obtenidos en 6 pacientes con enfermedad de Chagas en fase 
indeterminada (IND) y 11 en fase cardiaca  (CCC). Combinando anticuerpos monoclonales frente a las 
moléculas de superficie CD45RA, CCR7, CD27, CD127 se establecen las siguientes subpoblaciones: 
TNAIVE (CD8+CD45RA+ CD27+ CCR7-), TEMRA (CD8+CD45RA+ CD27- CCR7-) células de memoria 
efectora RA+, TCM (CD8+CD45RA-CD27+CCR7+ ) células de memoria central, TEM  (CD8+CD45RA-

CD27-CCR7-) células de memoria efectora, TED (CD8+CD45RA-CD127+) células en diferenciación 
temprana, TTD (CD8+CD45RA+CD127-) células totalmente diferenciadas. Las líneas horizontales 
representan la media del porcentaje de cada subpoblación en el grupo de pacientes ensayados. Diferencias 
estadísticamente significativas son indicadas como *P≤0,05, **P≤0,01, ***P≤ 0,001.  
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En células 12822-específicas post-tratamiento con Benznidazol en CD8LOW se 

mantiene un mayor porcentaje de linfocitos T CD8 de memoria no senescentes 

(CD44+CD57-) frente a CD44+CD57+  tanto en IND como en CCC (P≤0,05 y P≤0,01). 

No encontrándose diferencias entre pacientes según el grado de patología tal como se 

observaba en condiciones pre-tratamiento (Figura 6 sección 4.1.3). Interesantemente en 

linfocitos TCD8HIGH se mantienen en CCC un mayor porcentaje de células de memoria 

senescentes CD44+CD57+ con respecto a pacientes en fase IND (P≤0,05) grupo en el 

cual se evidencia un mayor porcentaje de linfocitos no senescentes (CD44+CD57-) 

(P≤0,01) (figura R3.32). 

Ind CCC Ind CCC
0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

CD44+CD57+ C44+CD57-

*

**

%
 L

in
fo

c
it

o
s

 T
 C

D
8

+
1

2
8

2
2

+

Ind CCC Ind CCC
0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

C44+CD57+
C44+CD57-

*

*

**

%
 L

in
fo

c
it

o
s

 T
 C

D
8

+
1

2
8

2
2

+

CD8 Low CD8 High

 

Figura R3.32.- Caracterización del fenotipo de células de memoria senescentes en linfocitos T CD8 
específicos del epítope 12822 en pacientes con enfermedad de Chagas tratados con Benznidazol. La 
expresión de las moléculas de superficie CD44 y CD57 fue determinada mediante citometría de flujo en 
linfocitos TCD8LOW y TCD8HIGH epítope-específicos. En las gráficas se representan el porcentaje de 
células 12822-específicas dentro de las subpoblaciones CD44+CD57+ y CD44+CD57-, en 6 pacientes con 
enfermedad de Chagas en fase indeterminada (IND) y 11 en fase cardiaca  (CCC). Las líneas horizontales 
representan la media del porcentaje de cada subpoblación en el grupo de pacientes ensayados. Diferencias 
estadísticamente significativas son indicadas como *P≤0,05, **P≤0,01, ***P≤ 0,001.  

 

Modificaciones fenotípicas inducidas por el tratamiento con Benznidazol. 

 
Los resultados obtenidos muestran que, el tratamiento con Benznidazol induce 

cambios sobre el porcentaje de linfocitos T CD8+ 12822-específicos provenientes de 

pacientes con enfermedad de Chagas  en fase indeterminada, observandose en CD8LOW 

una disminución significativa (P≤0,05) del porcentaje de células específicas en 

condiciones post tratamiento. Contrariamente en CD8HIGH se observa, un mayor 

porcentaje de linfocitos T CD8+ 12822-específicos tras el tratamiento con Benznidazol 
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(P≤0,05) (figura R3.33). En pacientes en fase cardiaca  no se observan cambios 

estadisticamente significativos tras el tratamiento farmacológico.  

 

Figura R3.33.- Porcentaje de linfocitos T CD8 específicos del epítope 12822 en pacientes con 
enfermedad de Chagas pre y post-tratamiento con Benznidazol. En la gráfica se muestra para cada 
uno de los pacientes evaluados en fase indeterminada (IND) y  fase cardiaca (CCC) de la enfermedad de 
Chagas el porcentaje de linfocitos TCD8LOW y TCD8HIGH epítope-específicos determinados pre 
tratamiento (Pre-Tto) y post-tratamiento con Benznidazol (Post-Tto). Diferencias estadísticamente 
significativas son indicadas como *P≤0,05, **P≤0,01, ***P≤ 0,001.  

 

Las modificaciones post-tratamiento a nivel del fenotipo de memoria, y 

diferenciación de células TCD8+ 12822-específicas  son observadas en la figura R3.34 

en la cual se comparan los porcentajes de células péptido-específicas detectados en cada 

una de las subpoblaciones pre y post-tratamiento con Benznidazol. En pacientes en fase 

IND  tras el tratamiento con Benznidazol se observa un menor porcentaje tanto de 

células TNAIVE (CD8LOW) como de células CD127+ (CD8LOW y CD8HIGH) (P≤0,05), 

mientras que, en pacientes cardiacos se observa una disminución tanto en el porcentaje 

de células de  memoria efectora  TEMRA (CD8LOW) y TEM (CD8HIGH) (P≤0,05) como de  

células CD127+ (CD8LOW y CD8HIGH) (P≤0,01 y P≤0,05). 
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Figura R3.34.- Caracterización del fenotipo de memoria y diferenciación de linfocitos T CD8 
específicos del epítope 12822 en pacientes con enfermedad de Chagas pre y post-tratamiento con 

CD8 Low 

CD8 High
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Benznidazol. Se muestra para cada uno de los pacientes evaluados en fase indeterminada (IND) y  fase 
cardiaca (CCC) de la enfermedad de Chagas, el porcentaje de linfocitos TCD8LOW y TCD8HIGH epítope-
específicos dentro de las subpoblaciones TNAIVE (CD8+CD45RA+ CD27+ CCR7-), TEMRA 
(CD8+CD45RA+ CD27- CCR7-), TCM (CD8+CD45RA-CD27+CCR7+ ), TEM  (CD8+CD45RA-CD27-

CCR7-), TED (CD8+CD45RA-CD127+), TTD (CD8+CD45RA+CD127-) y CD127+, en condiciones pre 
tratamiento (Pre-Tto) y post-tratamiento con Benznidazol (Post-Tto). Diferencias estadísticamente 
significativas son indicadas como *P≤0,05, **P≤0,01, ***P≤ 0,001.  

 

La caracterización y comparación del fenotipo de senescencia de linfocitos TCD8+ 

12822-específicos pre y post tratamiento con Benznidazol permitió determinar que si 

bien hay cambios en el porcentaje de células específicas que expresan tanto  

CD44+CD57+  como CD44+CD57+ estos no son estadísticamente significativos (figura 

R3.35). 

 

Figura R3.35.- Caracterización del fenotipo de células de memoria senescentes en linfocitos T CD8 
específicos del epítope 12822 en pacientes con enfermedad de Chagas pre y post-tratamiento con 
Benznidazol. . En la gráfica se muestra, para cada uno de los pacientes evaluados en fase indeterminada 
(IND) y  fase cardiaca (CCC) de la enfermedad de Chagas, el porcentaje de linfocitos TCD8LOW y 
TCD8HIGH epítope-específicos dentro de las subpoblaciones CD44+CD57+ y CD44+CD57-, pre (Pre-Tto) y 
post-tratamiento con Benznidazol (Post-Tto). Diferencias estadísticamente significativas son indicadas 
como *P≤0,05, **P≤0,01, ***P≤ 0,001.  
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4. 3.2.5.- Péptido 12827 contenido en la proteína TcCA-2 

Caracterización fenotípica pre-tratamiento. 

Los caracterización fenotípica pre tratamiento con Benznidazol en linfocitos T 

CD8+ 12827-específicos se detalla en la sección 4.1.3 (Egui et al manuscrito en 

preparación). Brevemente, el porcentaje de linfocitos T CD8+ 12827-específicos fue 

significativamente mayor  en IND y CCC con respecto a individuos sanos tanto en 

CD8LOW  como CD8HIGH (P≤0,01). Así mismo en ambos grupos de pacientes el 

porcentaje de células 12827-específicas es superior en la subpoblación CD8 LOW 

(P≤0,01). Cuando son evaluadas las poblaciones de memoria péptido-específicas se 

observa que  el porcentaje de células que expresan CD45RA+CD27+CCR7+ (TNAIVE) es 

superior en pacientes IND con respecto a CCC (P≤0,05), sin embargo no hay 

diferencias según el grado de patología en las poblaciones CD45RA-CD27+CCR7+ 

(TCM,), CD45RA+CD27-CCR7- (TEMRA) y no así en la subpoblación CD8HighCD45RA-

CD27-CCR7- (TEM) en la que se observa un mayor porcentaje en CCC con respecto a 

IND (P≤0,05). Entre los IND observamos en CD8LOW un fenotipo principalmente TEMRA 

frente a TNAIVE (P≤0,05) mientras que en CD8HIGH se observa contrariamente un 

fenotipo principalmente TNAIVE frente a TEMRA (P≤0,05). En CCC se determina tanto en 

CD8LOW y  CD8HIGH  una mayoritaria expresión tanto de células TEMRA frente a las 

células TNAIVE (P≤0,001 y P≤0,05), como de TEM frente a TCM (P≤0,05 y P≤0,001). En 

cuanto al nivel de diferenciación se mantiene que en  CD8LOW  y CD8HIGH la expresión 

del fenotipo CD45RA+CD127- (TTD) en pacientes IND y CCC es significativamente 

mayor  (P≤0,01 and P≤0,001)  respecto a CD45RA-CD127+ (TED) mientras que no se 

observan diferencias según el grado de patología en la expresión del marcador CD127. 

Así mismo, en estas células 12827-específicas se determinó un mayor porcentaje 

de células CD44+CD57- frente a CD44+CD57+ (linfocitos T CD8 de memoria 

senescentes)  (P≤0,01 y P≤0,001) tanto en IND como en CCC. En CCC en linfocitos 

TCD8HIGH se observa mayor porcentaje de células de memoria senescentes 

CD44+CD57+  con respecto a pacientes en fase IND (P≤0,001) grupo en el cual se 

evidencia un mayor porcentaje de linfocitos no senescentes (CD44+CD57-) (P≤0,001). 
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Caracterización fenotípica post-tratamiento con Benznidazol. 

Tras el tratamiento con Benznidazol el porcentaje de linfocitos T CD8+ 12827-

específicos se mantiene significativamente mayor  en IND y CCC con respecto a 

individuos sanos tanto en CD8LOW  como CD8HIGH (P≤0,01). En los pacientes en fase 

cardiaca el porcentaje de células 12827-específicas es superior en la subpoblación 

CD8LOW (P≤0,01), sin embargo en este grupo de pacientes se observa post-tratamiento 

una disminución del porcentaje de células 12827-específicas teniendo pacientes (CCC 

rango de frecuencia 0,77-1,47%) con porcentajes inferiores a los detectados en 

individuos sanos (rango de frecuencia 0,55-0,87%) (figura R3.36). 
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Figura R3.36.- Porcentaje de linfocitos T CD8 específicos del epítope 12827 en individuos sanos y 
pacientes con enfermedad de Chagas tratados con Benznidazol. Los datos fueron determinados 
mediante citometría de flujo empleando dextrámeros del péptido 12827. Los resultados muestran los 
porcentajes obtenidos en 6 individuos sanos (HD), 6 pacientes con enfermedad de Chagas en fase 
indeterminada (IND) y 11 en fase cardiaca  (CCC). El porcentaje de linfocitos epítope–específicos fue 
evaluado dentro de las poblaciones  CD8LOW y CD8HIGH. Las líneas horizontales representan la media del 
porcentaje de células TCD8+-específicas en el grupo de pacientes ensayados. Diferencias estadísticamente 
significativas son indicadas como *P≤0,05, **P≤0,01, ***P≤ 0,001.  

Cuando son evaluadas las poblaciones de memoria péptido-específicas se observa 

que post-tratamiento en CD8LOW el porcentaje de células que expresan 

CD45RA+CD27+CCR7+ (TNAIVE) se mantiene significativamente superior en pacientes 

IND con respecto a CCC (P≤0,05), grupo en el cual se mantiene una mayoritaria 

población de células TEMRA frente a las células TNAIVE (P≤0,001), y  no así de TEM frente 

a TCM. En CD8HIGH no se observan diferencias entre las subpoblaciones TNAIVE o TEMRA 
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en ninguno de los grupos de pacientes, así mismo se pierden las diferencias encontradas 

pre-tratamiento  entre IND y CCC en las subpoblaciones TNAIVE  y TEM,  manteniéndose 

solo en CCC una mayoritaria población de células efectoras de memoria (TEM) con 

respecto a células de memoria central (TCM) (P≤0,05) (figura R3.37).  

En cuanto al nivel de diferenciación se mantiene en ambos grupos de pacientes 

dentro de las poblaciones CD8LOW  y CD8HIGH un mayor porcentaje de células 

totalmente diferenciadas CD45RA+CD127- (P≤0,01 and P≤0,001) (figura R3.37). 
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Figura R3.37.- Caracterización del fenotipo de memoria y diferenciación de linfocitos T CD8 
específicos del epítope 12827 en pacientes con enfermedad de Chagas tratados con Benznidazol. Los 
datos fueron determinados mediante citometría de flujo en linfocitos T CD8LOW  y TCD8HIGH  epítope-
específicos. Se muestran los resultados obtenidos en 6 pacientes con enfermedad de Chagas en fase 
indeterminada (IND) y 11 en fase cardiaca  (CCC). Combinando anticuerpos monoclonales frente a las 
moléculas de superficie CD45RA, CCR7, CD27, CD127 se establecen las siguientes subpoblaciones: 
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TNAIVE (CD8+CD45RA+ CD27+ CCR7-), TEMRA (CD8+CD45RA+ CD27- CCR7-) células de memoria 
efectora RA+, TCM (CD8+CD45RA-CD27+CCR7+ ) células de memoria central, TEM  (CD8+CD45RA-

CD27-CCR7-) células de memoria efectora, TED (CD8+CD45RA-CD127+) células en diferenciación 
temprana, TTD (CD8+CD45RA+CD127-) células totalmente diferenciadas. Las líneas horizontales 
representan la media del porcentaje de cada subpoblación en el grupo de pacientes ensayados. Diferencias 
estadísticamente significativas son indicadas como *P≤0,05, **P≤0,01, ***P≤ 0,001.  

 

Tras el tratamiento con Benznidazol en linfocitos TCD8+ 12827-específicos se 

observan cambios  con respecto a la expresión de CD57. En pacientes en fase IND 

(CD8HIGH y no en CDLOW) y CCC (CD8LOW) se mantiene un mayor porcentaje de células 

CD44+CD57- frente a CD44+CD57+ (linfocitos T CD8 de memoria senescentes) 

(P≤0,01) (figura R3.38). Sin embargo, en CD8HIGH no se observan diferencias 

significativas según el grado de patología, entre las poblaciones CD44+CD57- y  

CD44+CD57+ tal como se detectaba pre-tratamiento (Figura 6 sección 4.1.3).  
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Figura R3.38.- Caracterización del fenotipo de células de memoria senescentes en linfocitos T CD8 
específicos del epítope 12827 en pacientes con enfermedad de Chagas tratados con Benznidazol. La 
expresión de las moléculas de superficie CD44 y CD57 fue determinada mediante citometría de flujo en 
linfocitos TCD8LOW y TCD8HIGH epítope-específicos. En las gráficas se representan el porcentaje de 
células 12827-específicas dentro de las subpoblaciones CD44+CD57+ y CD44+CD57-, en 6 pacientes con 
enfermedad de Chagas en fase indeterminada (IND) y 11 en fase cardiaca  (CCC). Las líneas horizontales 
representan la media del porcentaje de cada subpoblación en el grupo de pacientes ensayados. Diferencias 
estadísticamente significativas son indicadas como *P≤0,05, **P≤0,01, ***P≤ 0,001.  

Modificaciones fenotípicas inducidas por el tratamiento con Benznidazol. 

Los resultados obtenidos mostrados en la figura R3.39 indican que, la frecuencia 

de linfocitos T CD8LOW 12827-específicos disminuyó significativamente en el grupo de 

pacientes indeterminados tras el tratamiento con Benznidazol (P≤0,05). En pacientes en 

fase cardiaca de la enfermedad los cambios observados post-tratamiento no  son 

estadísticamente significativos. 
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Figura R3.39.- Porcentaje de linfocitos T CD8 específicos del epítope 12827 en pacientes con 
enfermedad de Chagas pre y post-tratamiento con Benznidazol. En la gráfica se muestra para cada 
uno de los pacientes evaluados en fase indeterminada (IND) y  fase cardiaca (CCC) de la enfermedad de 
Chagas el porcentaje de linfocitos TCD8LOW y TCD8HIGH epítope-específicos determinados pre 
tratamiento (Pre-Tto) y post-tratamiento con Benznidazol (Post-Tto). Diferencias estadísticamente 
significativas son indicadas como *P≤0,05, **P≤0,01, ***P≤ 0,001.  

 

En la figura R3.40 se observa que, existen cambios estadísticamente 

significativos post-tratamiento con Benznidazol a nivel del fenotipo de memoria y 

diferenciación de células TCD8+ 12827-específicas. En  pacientes en fase IND estos 

cambios se evidencian en un aumento del porcentaje de células epítopes específicas 

CD8HIGH totalmente diferenciadas (TTD) así como en una disminución de células que 

expresan la proteína de superficie CD127+ (P≤0,05). Por otro lado, en pacientes en fase 

CCC en la subpoblación CD8LOW detectamos post-tratamiento con Benznidazol un 

descenso tanto del porcentaje de células TED como de células CD127+ (P≤0,05). 

Mientras que, en CD8HIGH se observa tanto una caída del porcentaje de células de 

memoria efectora (TEM) como un incremento del porcentaje de células TTD (P≤0,05 y 

P≤0,01). 
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Figura R3.40.- Caracterización del fenotipo de memoria y diferenciación de linfocitos T CD8 
específicos del epítope 12827 en pacientes con enfermedad de Chagas pre y post-tratamiento con 
Benznidazol. Se muestra para cada uno de los pacientes evaluados en fase indeterminada (IND) y  fase 
cardiaca (CCC) de la enfermedad de Chagas, el porcentaje de linfocitos TCD8LOW y TCD8HIGH epítope-
específicos dentro de las subpoblaciones TNAIVE (CD8+CD45RA+ CD27+ CCR7-), TEMRA 
(CD8+CD45RA+ CD27- CCR7-), TCM (CD8+CD45RA-CD27+CCR7+ ), TEM  (CD8+CD45RA-CD27-

CCR7-), TED (CD8+CD45RA-CD127+), TTD (CD8+CD45RA+CD127-) y CD127+, en condiciones pre 
tratamiento (Pre-Tto) y post-tratamiento con Benznidazol (Post-Tto). Diferencias estadísticamente 
significativas son indicadas como *P≤0,05, **P≤0,01, ***P≤ 0,001.  

 
La caracterización fenotípica de células de memoria senescente 12827-

específicas  muestra que, tras el tratamiento con Benznidazol hay cambios a nivel de 

individuo (disminución o aumento) en el porcentaje de células que expresan la molécula 

de superficie CD57, provenientes de pacientes con enfermedad de Chagas tanto en fase 

IND como en fase CCC. Sin embargo estos cambios no son estadísticamente 

significativos dentro de las subpoblaciones caracterizadas CD44+CD57+ y CD44+CD57- 

(CD8Low/CD8HIGH). En  pacientes en fase IND, se observa tanto en CD8LOW como 

CD8HIGH pre y pos-tratamiento que los pacientes ensayados tienen un mayor porcentaje 

de células no senescentes (CD44+CD57-) versus CD44+CD57+. 
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Figura R3.41.- Caracterización del fenotipo de células de memoria senescentes en linfocitos T CD8 

específicos del epítope 12827 en pacientes con enfermedad de Chagas pre y post-tratamiento con 

Benznidazol. . En la gráfica se muestra, para cada uno de los pacientes evaluados en fase indeterminada 

(IND) y  fase cardiaca (CCC) de la enfermedad de Chagas, el porcentaje de linfocitos TCD8LOW y 

TCD8HIGH epítope-específicos dentro de las subpoblaciones CD44+CD57+ y CD44+CD57-, pre (Pre-Tto) y 

post-tratamiento con Benznidazol (Post-Tto). Diferencias estadísticamente significativas son indicadas 

como *P≤0,05, **P≤0,01, ***P≤ 0,001.  
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4.3.2.6.- Péptido K1 contenido en la proteína KMP11. 

 
Caracterización fenotípica pre-tratamiento. 
 

En pacientes con enfermedad de Chagas (IND y CCC) y no en individuos sanos se 

detectan poblaciones péptido específicas, en ambas subpoblaciones T CD8 (LOW y 

HIGH) para el péptido K1 presente en el antígeno KMP11 de T. cruzi (figura R3.43). El 

porcentaje de linfocitos CD8HIGH K1-específicos en individuos sanos se mantiene 

invariable  mientras que en los pacientes enfermedad de Chagas se observa un menor 

porcentaje de células K1-específicas con respecto a CD8LOW, a pesar que el porcentaje 

de células específicas disminuye este sigue siendo 2 veces superior con respecto a 

individuos sanos (P≤0,05 y P≤0,001). Sin embargo, como se muestra en la figura R3.43, 

en linfocitos T CD8HIGH  en fase IND se observan dos pacientes en los cuales no se 

detectan células K1-específicas, encontrando un porcentaje de células especificas (0,48 

y 0,71%)  comprendido dentro de los rangos detectados en los individuos sanos (rango 

de frecuencia 0,27– 0,69).    
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Figura R3.42.- Porcentaje de linfocitos T CD8 específicos del epítope K1 en individuos sanos y 
pacientes con enfermedad de Chagas. Los datos fueron determinados mediante citometría de flujo 
empleando dextrámeros del péptido K1. Los resultados muestran los porcentajes obtenidos en 5 
individuos sanos (HD), 5 pacientes con enfermedad de Chagas en fase indeterminada (IND) y 10 en fase 
cardiaca  (CCC). El porcentaje de linfocitos epítope–específicos fue evaluado dentro de las poblaciones  
CD8LOW y CD8HIGH. Las líneas horizontales representan la media del porcentaje de células TCD8+-
específicas en el grupo de pacientes ensayados. Diferencias estadísticamente significativas son indicadas 
como *P≤0,05, **P≤0,01, ***P≤ 0,001.  
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La caracterización del fenotipo de memoria y diferenciación muestra que, en 

pacientes tanto en fase IND (CD8LOW) como en fase CCC (CD8HIGH) se detecta un 

mayor porcentaje de células K1-específicas CD45RA+CD27+CCR7+ (TNAIVE) versus 

células TEMRA (P≤0,05),  así mismo en pacientes en fase IND dentro de la subpoblación 

CD8HIGH se observa un mayor porcentaje de células de memoria efectora CD45RA-

CD27-CCR7- versus linfocitos T de memoria central (P≤0,05). En cuanto al nivel de 

diferenciación celular en ambos grupos de pacientes dentro de las poblaciones CD8LOW  

y CD8HIGH se observa un mayor porcentaje de células totalmente diferenciadas TTD 

CD45RA+CD127-  versus  TED (P≤0,01 and P≤0,001). Para ninguna de las 

subpoblaciones caracterizadas se observan  diferencias significativas entre pacientes 

según el grado de patología de la enfermedad (figura R3.43). 
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Figura R3.43.-  Caracterización del fenotipo de memoria y diferenciación de linfocitos T CD8 
específicos del epítope K1 en pacientes con enfermedad de Chagas. Los datos fueron determinados 
mediante citometría de flujo en linfocitos T CD8LOW  y TCD8HIGH  epítope-específicos. Se muestran los 
resultados obtenidos en 5 pacientes con enfermedad de Chagas en fase indeterminada (IND) y 10 en fase 
cardiaca  (CCC). Combinando anticuerpos monoclonales frente a las moléculas de superficie CD45RA, 
CCR7, CD27, CD127 se establecen las siguientes subpoblaciones: TNAIVE (CD8+CD45RA+ CD27+ 
CCR7-), TEMRA (CD8+CD45RA+ CD27- CCR7-) células de memoria efectora RA+, TCM (CD8+CD45RA-

CD27+CCR7+ ) células de memoria central, TEM  (CD8+CD45RA-CD27-CCR7-) células de memoria 
efectora, TED (CD8+CD45RA-CD127+) células en diferenciación temprana, TTD (CD8+CD45RA+CD127-) 
células totalmente diferenciadas. Las líneas horizontales representan la media del porcentaje de cada 
subpoblación en el grupo de pacientes ensayados. Diferencias estadísticamente significativas son 
indicadas como *P≤0,05, **P≤0,01, ***P≤ 0,001.  

 
Los resultados representados en la figura R3.44 muestran que en Linfocitos 

TCD8+ K1-específicos se detecta un mayor porcentaje de linfocitos de memoria 

(CD44+CD57+) senescentes versus células no senescentes (CD44+CD57-) tanto en 

pacientes en fase IND (CD8LOW) como en fase CCC (CD8LOW y CD8HIGH) (P≤0,001 y 

P≤0,01). Entre pacientes IND y CCC no se encuentran diferencias significativas sin 

embargo, en los pacientes en fase CCC hay un mayor porcentaje de células 

CD44+CD57+ epítope específicas. 
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Figura R3.44.- Caracterización del fenotipo de células de memoria senescentes en linfocitos T CD8 
específicos del epítope K1 en pacientes con enfermedad de Chagas. La expresión de las moléculas de 
superficie CD44 y CD57 fue determinada mediante citometría de flujo en linfocitos TCD8LOW y 
TCD8HIGH epítope-específicos. En las gráficas se representan el porcentaje de células K1-específicas 
dentro de las subpoblaciones CD44+CD57+ y CD44+CD57-, en 5 pacientes con enfermedad de Chagas en 
fase indeterminada (IND) y 10 en fase cardiaca  (CCC). Las líneas horizontales representan la media del 
porcentaje de cada subpoblación en el grupo de pacientes ensayados. Diferencias estadísticamente 
significativas son indicadas como *P≤0,05, **P≤0,01, ***P≤ 0,001.  
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Caracterización fenotípica post-tratamiento con Benznidazol. 

 
En pacientes con enfermedad de Chagas (IND y CCC) que han sido tratados con 

Benznidazol  se observa una disminución del porcentaje de células TCD8 K1-

específicas. En la subpoblación CD8LOW se mantiene que en en ambos grupos de 

pacientes el porcentaje de células específicas es estadísticamente superior versus 

controles sanos (P≤0,01) no así en CD8 HIGH donde se observa que no hay diferencias 

entre el porcentaje de células K1-específicas entre pacientes en fase IND e individuos 

sanos, manteniéndose esta diferencia entre pacientes en fase CCC  versus HD (P≤0,01). 

En lo pacientes con enfermedad de Chagas se mantiene un mayoritario porcentaje de 

células específicas en la subpoblación CD8 LOW  con respecto a CD8 HIGH población en 

la cual se observa que para 2 pacientes en fase IND y 2 en fase CCC se detectan 

porcentaje de células PFR3428-436-específicas a nivel de los detectados  en controles 

sanos (figura R3.45). 
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Figura R3.45.- Porcentaje de linfocitos T CD8 específicos del epítope K1 en individuos sanos y 
pacientes con enfermedad de Chagas tratados con Benznidazol. Los datos fueron determinados 
mediante citometría de flujo empleando dextrámeros del péptido K1. Los resultados muestran los 
porcentajes obtenidos en 5 individuos sanos (HD), 5 pacientes con enfermedad de Chagas en fase 
indeterminada (IND) y 10 en fase cardiaca  (CCC). El porcentaje de linfocitos epítope–específicos fue 
evaluado dentro de las poblaciones  CD8LOW y CD8HIGH. Las líneas horizontales representan la media del 
porcentaje de células TCD8+-específicas en el grupo de pacientes ensayados. Diferencias estadísticamente 
significativas son indicadas como *P≤0,05, **P≤0,01, ***P≤ 0,001.  
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Tras el tratamiento con Benznidazol se observa que, en pacientes tanto en fase 

IND (CD8LOW y CD8HIGH) como en fase CCC (CD8HIGH) se mantiene un mayor 

porcentaje de células K1-específicas CD45RA+CD27+CCR7+ (TNAIVE) versus células 

TEMRA (P≤0,05),  mientras que, en pacientes en fase IND dentro de la subpoblación 

CD8HIGH no se observan diferencias entre el porcentaje de células de memoria efectora 

CD45RA-CD27-CCR7- versus linfocitos T de memoria central tal como era detectado 

previo el tratamiento, sin embargo, se detecta un aumento del porcentaje de células K1-

específicas de memoria efectora en pacientes en fase IND con respecto a CCC (figura 

R3.46).  

Por otro lado el nivel de diferenciación celular en ambos grupos de pacientes 

dentro de las poblaciones CD8LOW  y CD8High,  se mantiene superior en la población de 

células totalmente diferenciadas TTD CD45RA+CD127-  versus  TED (P≤0,01 and 

P≤0,001) (figura R3.46). 
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Figura R3.46.-  Caracterización del fenotipo de memoria y diferenciación de linfocitos T CD8 
específicos del epítope K1 en pacientes con enfermedad de Chagas tratados con Benznidazol. Los 
datos fueron determinados mediante citometría de flujo en linfocitos T CD8LOW  y TCD8HIGH  epítope-
específicos. Se muestran los resultados obtenidos en 5 pacientes con enfermedad de Chagas en fase 
indeterminada (IND) y 10 en fase cardiaca  (CCC). Combinando anticuerpos monoclonales frente a las 
moléculas de superficie CD45RA, CCR7, CD27, CD127 se establecen las siguientes subpoblaciones: 
TNAIVE (CD8+CD45RA+ CD27+ CCR7-), TEMRA (CD8+CD45RA+ CD27- CCR7-) células de memoria 
efectora RA+, TCM (CD8+CD45RA-CD27+CCR7+ ) células de memoria central, TEM  (CD8+CD45RA-

CD27-CCR7-) células de memoria efectora, TED (CD8+CD45RA-CD127+) células en diferenciación 
temprana, TTD (CD8+CD45RA+CD127-) células totalmente diferenciadas. Las líneas horizontales 
representan la media del porcentaje de cada subpoblación en el grupo de pacientes ensayados. Diferencias 
estadísticamente significativas son indicadas como *P≤0,05, **P≤0,01, ***P≤ 0,001.  

La caracterización de las células que expresan las proteínas de superficie CD44 y 

CD57 en PBMC de pacientes tratados con Benznidazol muestra que, se mantiene un 

mayor porcentaje de linfocitos de memoria senescentes (CD44+CD57+) versus células 

no senescentes (CD44+CD57-) tanto en pacientes en fase IND como en fase CCC 
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(CD8LOW y CD8HIGH) (P≤0,001 y P≤0,01). Entre pacientes IND y CCC no se encuentran 

diferencias significativas sin embargo, se mantiene un mayor porcentaje de células 

CD44+CD57+ en pacientes en fase CCC (figura R3.47). 
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Figura R3.47.- Caracterización del fenotipo de células de memoria senescentes en linfocitos T CD8 
específicos del epítope K1  en pacientes con enfermedad de Chagas tratados con Benznidazol. La 
expresión de las moléculas de superficie CD44 y CD57 fue determinada mediante citometría de flujo en 
linfocitos TCD8LOW y TCD8HIGH epítope-específicos. En las gráficas se representan el porcentaje de 
células K1-específicas dentro de las subpoblaciones CD44+CD57+ y CD44+CD57-, en 5 pacientes con 
enfermedad de Chagas en fase indeterminada (IND) y 10 en fase cardiaca  (CCC). Las líneas horizontales 
representan la media del porcentaje de cada subpoblación en el grupo de pacientes ensayados. Diferencias 
estadísticamente significativas son indicadas como *P≤0,05, **P≤0,01, ***P≤ 0,001.  

 

Modificaciones fenotípicas inducidas por el tratamiento con Benznidazol. 

La comparativa entre el porcentaje de células K1-especificas en condiciones pre y 

post-tratamiento con Benznidazol es representada en la figura R3.48. En pacientes tanto 

en fase IND (4 de 5 (CD8LOW) y 3 de 5 (CD8HIGH)) como CCC (6 de 11 (CD8LOW) y 7 

de 11 (CD8HIGH)) se observa una disminución no significativa del porcentaje de células 

epitopes especificas. 
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Figura R3.48.- Porcentaje de linfocitos T CD8 específicos del epítope K1 en pacientes con 
enfermedad de Chagas pre y post-tratamiento con Benznidazol. En la gráfica se muestra para cada 
uno de los pacientes evaluados en fase indeterminada (IND) y  fase cardiaca (CCC) de la enfermedad de 
Chagas el porcentaje de linfocitos TCD8LOW y TCD8HIGH epítope-específicos determinados pre 
tratamiento (Pre-Tto) y post-tratamiento con Benznidazol (Post-Tto). Diferencias estadísticamente 
significativas son indicadas como *P≤0,05, **P≤0,01, ***P≤ 0,001.  

 
En la figura R3.49 se observa que, existen cambios estadísticamente 

significativos post-tratamiento con Benznidazol a nivel del fenotipo de memoria, y 

diferenciación de células TCD8+ K1-específicas en pacientes en fase CCC. Estos 

cambios se evidencian en CD8LOW con el descenso del porcentaje de células epítopes 

específicas que muestran un fenotipo de memoria central TCM (P≤0,05), mientras que, 

en CD8HIGH aumenta el porcentaje de células TNAIVE, disminuye el porcentaje de células 

de memoria efectora (TEM) y aumenta el porcentaje de células totalmente diferenciadas  

(P≤0,05). 
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Figura R3.49.- Caracterización del fenotipo de memoria y diferenciación de linfocitos T CD8 
específicos del epítope K1 en pacientes con enfermedad de Chagas pre y post-tratamiento con 
Benznidazol. Se muestra para cada uno de los pacientes evaluados en fase indeterminada (IND) y  fase 
cardiaca (CCC) de la enfermedad de Chagas, el porcentaje de linfocitos TCD8LOW y TCD8HIGH epítope-
específicos dentro de las subpoblaciones TNAIVE (CD8+CD45RA+ CD27+ CCR7-), TEMRA 
(CD8+CD45RA+ CD27- CCR7-), TCM (CD8+CD45RA-CD27+CCR7+ ), TEM  (CD8+CD45RA-CD27-

CCR7-), TED (CD8+CD45RA-CD127+), TTD (CD8+CD45RA+CD127-) y CD127+, en condiciones pre 
tratamiento (Pre-Tto) y post-tratamiento con Benznidazol (Post-Tto). Diferencias estadísticamente 
significativas son indicadas como *P≤0,05, **P≤0,01, ***P≤ 0,001.  

 
La caracterización fenotípica de células de memoria senescente K1-específicas  

muestra que, tras el tratamiento con Benznidazol hay un aumento no significativo en el 

porcentaje de células de memoria que expresan la molécula de superficie CD57 

(CD44+CD57+) en células provenientes de pacientes en fase IND (4 de 5 (CD8LOW  y 

CD8HIGH)) y en fase CCC (8 de 10 (CD8LOW y CD8HIGH)) (figura R3.50).  

 

Figura R3.50.- Caracterización del fenotipo de células de memoria senescentes en linfocitos T CD8 
específicos del epítope K1 en pacientes con enfermedad de Chagas pre y post-tratamiento con 
Benznidazol. . En la gráfica se muestra, para cada uno de los pacientes evaluados en fase indeterminada 
(IND) y  fase cardiaca (CCC) de la enfermedad de Chagas, el porcentaje de linfocitos TCD8LOW y 
TCD8HIGH epítope-específicos dentro de las subpoblaciones CD44+CD57+ y CD44+CD57-, pre (Pre-Tto) y 
post-tratamiento con Benznidazol (Post-Tto). Diferencias estadísticamente significativas son indicadas 
como *P≤0,05, **P≤0,01, ***P≤ 0,001.  
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5.1.- Identificación de epítopes CD8+ restringidos a la 

molécula HLA-A*02:01 contenidos en las proteínas HSP70, 

PFR2, PFR3 y TcCA-2 de T. cruzi. 

El control de la infección por T. cruzi depende de mecanismos de la respuesta 

inmunológica celular y humoral del hospedador, basados en la secreción de anticuerpos 

líticos y en la activación linfocitaria tanto de células T CD4 como de células T CD8 

(Teixeira, Nascimento et al. 2006). En el contexto de la respuesta inmunitaria celular los 

linfocitos T CD8 han demostrado ser cruciales en el control de la infección. En modelos 

murinos ha sido observado que la ausencia de linfocitos T CD8+ funcionales conlleva 

un incremento en la carga parasitaría en tejidos, y a la incapacidad de sobrevivir a la 

infección por T. cruzi (Martin and Tarleton 2004). Por otro lado, el predominio de 

linfocitos T CD8+ en infiltrados inflamatorios de tejidos infectados (Tarleton 2003) y su 

capacidad de inducir actividad citotóxica y secretora de IFN-γ ante el estímulo con el 

parásito, indican el importante rol de esta población de linfocitos T en la resistencia a T. 

cruzi (Martin and Tarleton 2005), sugiriendo que el papel protector de dichos linfocitos 

en la enfermedad de Chagas reside tanto en su actividad citotóxica como su capacidad 

secretora de citoquinas tipo Th1, especialmente INF-γ y TNF-α (Wizel, Nunes et al. 

1997; Martin and Tarleton 2004).  

Si bien han sido caracterizados antígenos del parásito capaces de inducir la 

activación de linfocitos T CD8, estos estudios han sido realizados principalmente en 

modelos murinos (Sepulveda, Hontebeyrie et al. 2000; Garg and Tarleton 2002; 

Dumonteil, Escobedo-Ortegon et al. 2004) siendo limitada la caracterización de 

antígenos en el contexto de MHC de clase I reconocidos por células provenientes de 

pacientes con enfermedad de Chagas en fase crónica. En este sentido, los antígenos 

mejor caracterizados capaces de inducir una respuesta T CD8 específica en pacientes 

con enfermedad de Chagas están contenidos en las proteínas transialidasas de T. cruzi. 

En dichas proteínas han sido identificados péptidos capaces de inducir células T CD8+ 

antígeno-especificas productoras de INF-γ, que si bien pueden ser relevantes en el 

control de la infección aguda, no generan protección inmunológica frente a la infección 

por lo cual su potencial papel inmunoprofiláctico es limitado (Rosenberg, Martin et al. 

2010). Por tanto, la identificación de epítopes capaces de inducir una respuesta inmune 

en el contexto de MHC I frente a células infectadas sigue resultando de crucial 
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importancia, no sólo para la generación de una inmunidad esterilizante, sino también en 

el posible diseño de una vacuna frente a dicho patógeno. 

En este sentido, en este trabajo hemos identificado péptidos contenidos en 

proteínas inmunodominantes de T. cruzi tales como HSP70, PFR2, PFR3 y TcCA-2, 

capaces de inducir la activación de linfocitos T CD8 provenientes de PBMC de 

pacientes con enfermedad de Chagas, tanto en fase crónica indeterminada como en fase 

crónica cardiaca. Para ello, fueron empleados dos algoritmos bioinformáticos que 

permitieron predecir péptidos con motivos de unión teórica a la molécula HLA-A*0201 

derivados de cada una de las proteínas a caracterizar. Este estudio ha sido enfocado 

particularmente en la respuesta desencadenada por epítopes restringidos a la molécula 

del MHC de clase I HLA-A*0201, dado que ésta es expresada aproximadamente por un 

50% de la población mundial, incluyendo las zonas endémicas para la enfermedad de 

Chagas. Dichas herramientas bioinformáticas, fueron combinadas con ensayos de unión 

in vitro empleando células T2  y ensayos in vivo en modelos murinos, ya que ha sido 

demostrado que existe correlación entre la afinidad de unión por moléculas HLA de 

clase I y su inmunogenicidad (Sette, Vitiello et al. 1994). 

 La capacidad de unión e inmunogenicidad de los péptidos candidatos fue 

evaluada en esplenocitos provenientes de ratones transgénicos que expresan la molécula 

quimérica de clase I A2/Kb. Esta molécula contiene  los dominios extracelulares α1 y α2 

de la molécula presentadora humana HLA-A*0201 y el dominio α3 correspondiente a la 

molécula H2-Kb de ratón, permitiendo la unión a antígenos en el contexto de MHC 

HLA-A*0201 y su interacción óptima con el coreceptor CD8 murino. Por tanto, estos 

ratones presentan un repertorio T CD8+ restringido a HLA-A*0201 que solapa en gran 

parte con el encontrado en humanos (Wentworth, Vitiello et al. 1996), y por tanto 

permite estudiar el reconocimiento de antígenos restringidos a la molécula HLA-

A*0201 humana utilizando modelos murinos. (Maranon, Thomas et al. 2001). 

En general se observó una baja correlación entre los datos de unión teórica a la 

molécula HLA-A*02:01 y los porcentajes de unión obtenidos experimentalmente tanto 

en ensayos in vivo como in vitro. En este sentido, recientemente ha sido descrito un bajo 

coeficiente de correlación entre datos de unión teórica y experimental en el contexto de 

la molécula HLA-A*02:01 para ambos algoritmos empleados en este estudio 

(SYFPEITHI y RANKPEP) (Gowthaman, Chodisetti et al. 2010). 
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Dentro de las proteínas inmunogénicas en las cuales fueron identificados 

epítopes TCD8+ encontramos la proteína HSP70. Esta proteína de choque térmico de 70 

kDa presente en todo tipo de organismos, está entre los antígenos inmunodominantes 

reconocidos por el sistema inmune en un amplio espectro de parasitosis (Young 1990). 

Esta capacidad inmunomoduladora de la HSP70 ha sido vinculada con su capacidad de 

interacción con células presentadoras de antígenos (macrófagos y células dendríticas) 

(Singh-Jasuja, Hilf et al. 2001). 

La inmunogenicidad de los péptidos candidatos contenidos en dicha proteína fue 

evaluada tanto en ratones transgénicos B6-A2/Kb inmunizados con HSP70 como en 

ratones infectados con T. cruzi. De esta manera se observó que el péptido HSP70210-218 

es reconocido por esplenocitos tanto de ratones inmunizados como infectados, lo cual 

podría indicar que éste es un péptido altamente inmunodominante, pudiendo estar 

implicado en la inducción de una respuesta protectiva. En este sentido, ha sido 

demostrado que la inmunización de ratones con un vector vacuna que porta el gen 

codificante para la proteína HSP70 confiere protección frente a la infección 

experimental con T. cruzi (Planelles, Thomas et al. 2001; Morell, Thomas et al. 2006). 

Por otro lado, los péptidos HSP70345-353 y HSP70255-263 son capaces de inducir respuesta 

en las células provenientes de ratones inmunizados, mientras que el péptido HSP70316-

324 sólo es reconocido por células de ratones infectados. Estos datos sugieren que el 

contexto de la presentación antigénica puede ser condicionado por la eficiencia en la 

presentación de los epítopes. 

Nuestros resultados muestran que, existe correlación entre los datos 

experimentales obtenidos en modelos murinos, y el reconocimiento antigénico por parte 

de PBMC provenientes de pacientes con enfermedad de Chagas, observándose que los 

dos péptidos seleccionados en modelos murinos (HSP70210-218 y HSP70316-324) son 

reconocidos por PBMC de pacientes con enfermedad de Chagas. En este sentido, el 

modelo experimental basado en el uso de ratones transgénicos humanizados B6-A2/Kb 

igualmente ha sido empleado para predecir la unión de péptidos restringidos a la 

molécula HLA-A*02:01 en estudios de tumores (Guevara-Patino, Engelhorn et al. 

2006) y otros patógenos (Kotturi, Botten et al. 2009) (Guo, Wang et al. 2010) (Martin, 

Weatherly et al. 2006). Así mismo, estudios previos del laboratorio han mostrado las 

ventajas de este modelo experimental para la identificación de nuevos epítopes T CD8 

derivados de antígenos de T. cruzi, encontrándose una buena correlación entre la 
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respuesta inmunológica inducida in vivo y ex vivo por células T CD8+ de pacientes con 

enfermedad de Chagas (Maranon, Thomas et al. 2001; Planelles, Thomas et al. 2001; 

Diez, Lopez et al. 2006). Así, hemos demostrado el reconocimiento de los epítopes 

HSP70210-218 y HSP70316-324 por PBMC de pacientes con enfermedad de Chagas, 

indicando que estos son procesados y eficientemente presentados en el contexto de la 

molécula HLA-A*02:01 durante la infección natural por T. cruzi. 

Los dos péptidos seleccionados son capaces de inducir una activación 

linfocitaria multifuncional en células provenientes de pacientes en distintas fases de la 

enfermedad, detectándose tanto actividad citotóxica (secreción de granzima B) como 

secreción de citoquinas pro-inflamatorias (IFN-γ y TNFα) en pacientes en fase IND y 

CCC de la enfermedad. La activación multifuncional de linfocitos T CD8 ha 

demostrado ser crucial en otras patologías tales como la infección generada por el virus 

HIV, donde se observa que las células T CD8+ que responden a la infección en 

pacientes en los que no hay progresión de la enfermedad se caracterizan por su 

capacidad multifuncional, viéndose esta capacidad afectada por la persistencia del 

antígeno en pacientes con infección progresiva, produciendo la pérdida secuencial de 

funciones efectoras en los linfocitos T CD8+ generando como consecuencia el 

predominio de una respuesta TCD8+ monofuncional en la fase avanzada de la 

enfermedad  (Streeck, Brumme et al. 2008). Estos datos evidencian, que la capacidad de 

respuesta multifuncional de las células T CD8+ es indispensable para un mejor control 

de la infección, sin embargo la persistencia del antígeno puede alterar esta propiedad 

disminuyendo las funciones celulares y por tanto la capacidad de la respuesta generada. 

En este sentido, ha sido descrito que la inmunoprotección inducida por linfocitos 

T CD8+ frente a T. cruzi está determinada no sólo por la citotoxicidad mediada por 

GzB, sino también por su potencial secretor de citoquinas principalmente IFN-γ y TNFα 

(Muller, Sobek et al. 2003) (Padilla, Bustamante et al. 2009). En consecuencia, los 

linfocitos TCD8+ HSP70210-218 y HSP70316-324-específicos presentan las características 

funcionales requeridas para inducir inmunoprotección frente a la infección. 

Interesantemente, nuestros resultados muestran que, 10 de los 12 pacientes (83%) 

ensayados reconocen al menos uno de los dos epítopes seleccionados. Dicha frecuencia 

de reconocimiento es considerablemente alta con respecto a los porcentajes indicados 

para otros antígenos derivados de T. cruzi tales como, KMP11 (2/12 ( 17 % )) (Diez, 

Lopez et al. 2006), CaBP (4/37 ( 11 % )) (Laucella, Postan et al. 2004), cruzipaina (4/8 ( 
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50 % )), FL-160 (5/8 ( 63 % )) (Fonseca, Moins-Teisserenc et al. 2005), y transialidasas 

(18/45 ( 40 % )) (Alvarez, Postan et al. 2008). Así los péptidos HSP70210-218 y HSP70316-

324 son epítopes ampliamente reconocidos pudiendo constituir una útil herramienta para 

el seguimiento de la respuesta T CD8+ T cruzi-especifica. 

En este estudio igualmente planteamos la identificación de epítopes T CD8+ 

restringidos a la molécula HLA-A*0201 contenidos en la proteínas PFR2 y PFR3 dado 

que, estas proteínas paraflagelares de T. cruzi han mostrado ser altamente 

inmunogénicas jugando un papel crítico en la inducción de una respuesta celular 

protectiva (Miller, Wrightsman et al. 1997; Wrightsman, Luhrs et al. 2002; Morell, 

Thomas et al. 2006). En este sentido, trabajos previamente descritos muestran que, en 

ratones infectados se generan linfocitos T CD8+ frente a epítopes presentes en la 

proteína PFR2, siendo protectiva la inmunización con vacunas que portan el gen 

codificante de PFR2 (Morell, Thomas et al. 2006). Igualmente, la inmunización de 

ratones con el vector que porta los genes PFR2 o PFR3 fusionados a HSP70 induce una 

duradera respuesta humoral, detectándose altos niveles de anticuerpos anti-PFR2 o anti-

PFR3 de isotipo IgG2a, así como un significativo aumento de la expresión de las 

citoquinas IL-2, IL12, TNF e IFN- y una fuerte activación de linfocitos T citotóxicos.  

Así, siguiendo la estrategia previamente descrita para la identificación de 

epítopes en la proteína HSP70 empleamos algoritmos bioinformáticos que permitieron 

la predicción de 26 y 30 péptidos candidatos, con motivos de unión teórica a la 

molécula HLA-A*02:01, contenidos en las proteínas PFR2 y PFR3 respectivamente. 

Para estos 56 péptidos candidatos, fue determinada la capacidad de unión in vitro en 

células T2, observándose que 3 péptidos contenidos en la proteína PFR2 (PFR219-28, 

PFR2156-163, PFR2449-457) y 3 en la PFR3 (PFR3428-436, PFR3475-482, PFR3481-489) muestran 

los índices de unión in vitro más altos dentro de los péptidos candidatos ensayados.  

La inmunogenicidad de estos 6 péptidos candidatos fue evaluada en ratones 

transgénicos B6-A2/Kb inmunizados con el vector que porta los genes PFR2 o PFR3 

fusionados a HSP70 observándose que, dos de los seis péptidos candidatos (PFR2449-457 

y PFR3481-489) son altamente inmunodominantes. Por el contrario en los PBMC de 

pacientes con enfermedad de Chagas en fase IND y en fase CCC se observa que, 5 de 

los seis péptidos candidatos que mostraron alta afinidad de unión in vitro (PFR219-28, 

PFR2156-163, PFR2449-457, PFR3428-436, y PFR3481-489) son reconocidos, procesados y 

presentados en el contexto de la infección natural por T. cruzi, por lo que, 
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contrariamente a lo observado en los péptidos contenidos en la proteína HSP70, no hay 

una buena correlación entre los datos de unión a HLA obtenidos in silico y en modelos 

murinos con respecto al reconocimiento en pacientes con enfermedad de Chagas.  

En los pacientes ensayados (IND y CCC) se observa que la activación 

linfocitaria tras el reconocimiento antigénico, induce un perfil de secreción de 

citoquinas del tipo pro-inflamatoria (IFN-γ y TNF-α), no detectándose secreción de IL-4 

e IL-10. Así mismo en dichos pacientes se observa actividad citotóxica mediada por 

GzB y altos niveles de secreción de IL-6, la cual es una citoquina pleitropica que ha 

sido vinculada a la inhibición de la expansión y funcionalidad de las linfocitos T 

reguladores (van der Aar, de Groot et al. 2011). 

En este sentido, en modelos de infección experimental la secreción de IFN-γ ha 

sido correlacionada con protección inmunológica frente a la infección (Miyahira 2008). 

Así mismo, ha sido descrita una correlación inversamente proporcional entre la 

frecuencia y la funcionalidad de linfocitos T de CD8+ productores de  IFN-γ y el grado 

de severidad de la enfermedad de Chagas (Laucella, Postan et al. 2004). 

Interesantemente, nuestros resultados muestran mayores niveles de secreción de 

citoquinas en pacientes en fase indeterminada de la enfermedad así como una 

correlación entre la actividad citotóxica de linfocitos T CD8+ péptido-específicos 

(secreción de GzB) y el grado de patología de la enfermedad, observándose secreción de 

esta proteína solo en pacientes en fase crónica indeterminada y no en fase crónica 

cardiaca. Esto podría estar vinculado a que la persistencia del antígeno puede alterar la 

capacidad de respuesta multifuncional de linfocitos T CD8+ antígeno-específicos 

disminuyendo las funciones celulares, y por tanto la capacidad de la respuesta generada, 

por lo que los epítopos derivados-PFR3/PFR2 podrían ser moléculas atractivas para el 

seguimiento de patología de la enfermedad de Chagas. 

Por otro lado, en este trabajo igualmente fue demostrada la expresión de las 

proteínas PFR2 y PFR3 en la forma amastigote de T. cruzi. Hasta ahora la expresión de 

dichas proteínas había sido asociada solo a las formas flageladas del parásito 

(epimastigotes y tripomastigotes). Este relevante dato permite comprender como un 

antígeno intracelular que está asociado con una estructura aparentemente ausente en la 

forma parasitaria puede inducir una respuesta inmunitaria en el contexto de MHC de 

clase I. Hasta la fecha, había sido propuesto que la degradación del flagelo y de la 
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proteína PFR durante la diferenciación de la forma tripomastigote a amastigote dejaba 

expuestos componentes flagelares que podrían ser reconocidos por el sistema 

inmunológico del hospedador (Portman and Gull 2010). 

Finalmente fueron identificados 4 epítopes TCD8+ antígeno-específicos en la 

proteína TcCA-2 de T. cruzi  la cual se caracteriza por contener repeticiones imperfectas 

en su extremo N-terminal, factor común para muchas proteínas antigénicas 

inmunodominantes de patógenos protozoarios y para la cual no había sido descrito su 

reconocimiento en el contexto de MHC I (Ibanez, Affranchino et al. 1988; Buscaglia, 

Alfonso et al. 1999). En esta proteína los análisis in silico permitieron identificar 8 

epítopes con motivos de unión teórica a la molécula HLA-A*02:01. Sin embargo, sólo 4 

de ellos (12819, 12822, 12827 y 12828) fueron reconocidos por PBMC de pacientes con 

enfermedad de Chagas. En este sentido los péptidos 12822 y 12827 son capaces de 

inducir una activación multifuncional comprendida con actividad citotóxica mediada 

por GzB y secreción de citoquinas (IFN-γ, TNFα, e IL-6) mientras que para el epítope 

12819 sólo se determinan linfocitos T CD8+ citotóxicos no secretores de citoquinas. 

Nuestros resultados nos permitieron identificar 11 nuevos epítopes restringidos a 

la molécula HLA-A*02:01 y contenidos en las proteínas HSP70 (HSP70210-218  y 

HSP70316-324), PFR2 (PFR219-28, PFR2156-163 y PFR2449-457), PFR3 (PFR3428-436 y 

PFR3481-489) y TcCA-2 (12819, 12822, 12827 y 12828), que son reconocidos, 

procesados y presentados en el contexto de la infección natural de T. cruzi. En todos los 

epítopes identificados se observa un mayor nivel de secreción de citoquinas en pacientes 

en fase indeterminada por lo que, existe una correlación inversamente proporcional 

entre el nivel de secreción de citoquinas y el grado de patología de la enfermedad.  

Si bien HLA-A*02:01 es el alelo de clase I mayoritariamente expresado en la 

población (Krausa, Brywka et al. 1995), es de nuestro interés evaluar la respuesta 

inducida por nuestros epítopes en el contexto de otros alelos HLA de clase I, y así 

determinar si hay promiscuidad en el reconocimiento antigénico de dichos epítopes lo 

cual, conllevaría a la inducción de respuesta en células de pacientes con enfermedad de 

Chagas negativos para el HLA-A*02:01, aumentando así, la frecuencia de la población 

que responde frente a estos antígenos. En este sentido, ha sido descrito que el péptido 

K1 contenido en la proteína KMP11 de T. cruzi, altamente reconocido por pacientes con 
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enfermedad de Chagas (HLA-A*02:01), es un epítope promiscuo que puede ser 

reconocido por otros alelos de HLA-A (Lasso, Mesa et al. 2010).  

 

5.2.- Actividad de la enzima  Indolamina-2.3-dioxigenasa (IDO) 

en pacientes con enfermedad de Chagas  y modificaciones post-

tratamiento con Benznidazol. 

En este trabajo es descrito por primera vez un perfil tolerogénico en células 

presentadoras de antígenos (APC) de pacientes con enfermedad de Chagas, que se 

correlaciona con el grado de patología de la enfermedad. Así, en pacientes sintomáticos 

con alteraciones cardiacas o digestivas se observa una actividad estadísticamente 

superior de la enzima indolamina-2.3-dioxigenasa (IDO) con respecto a pacientes en 

fase indeterminada, encontrándose una correlación positiva entre el grado de patología y 

la actividad IDO, que podría ser reflejo del perfil de infiltración de las células 

presentadoras de antígenos en los tejidos infectados de pacientes crónicos. 

Interesantemente, en monocitos derivados de células dendríticas de pacientes con 

enfermedad de Chagas, ha sido descrito que la estimulación con la proteína HSP70 de 

T. cruzi  induce un alto nivel de secreción de IL-10 y un bajo nivel de IL-12 indicando 

un perfil tolerogénico en la fase crónica de la enfermedad (Cuellar, Santander et al. 

2008). En este sentido, estudios recientes han mostrado una correlación positiva entre la 

persistencia de T. cruzi en tejidos infectados y la sintomatología clínica de la 

enfermedad (Marcon, de Albuquerque et al. 2011). Así mismo, ha sido descrito un alto 

nivel de expresión de la enzima IDO en macrófagos de ratón en respuesta a T cruzi y en 

células dendríticas humanas en respuesta a Leishmania (Knubel, Martinez et al. 2010) 

(Donovan, Tripathi et al. 2012) así como una actividad supresora de células Treg en 

lesiones de pacientes con leishmaniasis cutánea, donde existe una correlación entre la 

expresión local de IDO y Foxp3 (Bourreau, Ronet et al. 2009). Igualmente, ha sido 

descrita una supresión inmunitaria mediada por IDO en ganglios linfáticos de drenaje de 

ratones infectados con Leishmania major (Makala, Baban et al. 2011), sugiriendo que in 

vivo IDO se induce localmente tanto en los tejidos infectados como en ganglios 

linfáticos de drenaje, generando un sesgo en la respuesta de células T específicas del 

parásito, es por ello que los tratamientos de inhibición de IDO podrían ser una útil 

herramienta para inducir una respuesta inmunológica local protectiva frente al parásito.  
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En concordancia con datos encontrados en pacientes con otras patologías 

infecciosas (Zangerle, Widner et al. 2002; Darcy, Davis et al. 2011), nuestros resultados 

demuestran que, el tratamiento con benznidazol es seguido por una disminución de la 

actividad IDO. En este sentido, la sobreexpresión de IDO en la infección crónica y en 

procesos inflamatorios está mediada por una ruta no canónica de NF-κB que implica la 

proteína MAP quinasa activada por el mitógeno p38 (MAPK p38) y el factor de 

transcripción NF-κB, en una vía dependiente de la proteína quinasa iκBα (Puccetti and 

Grohmann 2007). El benznidazol inhibe la activación de NF-κB y la actividad de 

MAPK p38 (Manarin, Pascutti et al. 2010) por lo tanto, tiene el potencial de interferir 

directamente en la sobreexpresión de IDO inducida por parásitos en los pacientes 

tratados. Los pacientes con enfermedad de Chagas incluidos en este estudio recibieron 

tratamiento con benznidazol durante 60 días, al momento del primer seguimiento (T1, 3 

meses) dicho tratamiento habría culminado sin embargo, no se observó una disminución 

significativa en la actividad IDO sino hasta un año post- tratamiento; por ello, no es 

probable que la disminución de la actividad IDO encontrada se deba exclusivamente a 

un efecto directo del benznidazol sobre NF-κB y MAPK p38. Por el contrario, es 

probable que la progresiva disminución de la carga parasitaria inducida por el fármaco, 

esté cambiando el perfil tolerogénico inicial de las células presentadoras de antígeno 

infiltradas, por un perfil inductor de respuesta que podría promover una respuesta 

inmunitaria protectiva. 

La persistencia de los parásitos en los tejidos en la infección crónica puede crear 

un círculo vicioso, dado que la inducción de la actividad IDO podría evitar la inducción 

de una fuerte y bien orientada respuesta inmunológica local, por lo que, una respuesta 

subóptima sería incapaz de controlar el parásito en los tejidos, lo que a su vez promueve 

actividad IDO. En consecuencia, la disminución estable de actividad IDO inducida por 

el tratamiento con benznidazol en pacientes con enfermedad de Chagas sintomáticos, 

proporcionaría una evidencia inmunológica de los beneficios de este tratamiento durante 

la fase crónica de la enfermedad; por ello, la determinación de la actividad IDO podría 

constituir un biomarcador de eficacia terapéutica en pacientes sintomáticos. 

Por otro lado, hasta la fecha, son pocos los estudios que evalúan las 

consecuencias neuropsicológicas de la infección por T. cruzi, lo cual refleja poco interés 

en el estudio de estos aspectos, a pesar que, algunos estudios recientes han demostrado 

una alta incidencia de síntomas depresivos en pacientes con enfermedad de Chagas 
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(Jackson, Castillo et al. 2012), que han sido asociados con la sintomatología digestiva 

independientemente de los parámetros de calidad de vida (Ozaki, Guariento et al. 2011). 

En este sentido, en modelos murinos de infección con T. cruzi han sido observados 

comportamientos depresivos relacionados directamente con la activad IDO (Vilar-

Pereira, Silva et al. 2012) dado que, la actividad IDO conlleva a una disminución de la 

concentración de triptófano en el cerebro, siendo este aminoácido necesario para la 

síntesis de serotonina, el cual es un neurotransmisor crítico para un estado anímico no 

depresivo (Myint, Schwarz et al. 2009). En este sentido, en modelos murinos se observa 

que el tratamiento con benznidazol mejora el comportamiento depresivo observado en 

los animales infectados (Vilar-Pereira, Silva et al. 2012). Por ello, resulta necesario 

ahondar en la relación entre una elevada actividad IDO en pacientes sintomáticos y la 

depresión asociada a la patología chagásica.  

 

5.3.- Caracterización funcional de linfocitos TCD8+ específicos 

de antígenos de T. cruzi post tratamiento con benznidazol. 

Uno de los objetivos planteados en este trabajo, fue evaluar en pacientes en fase 

crónica IND y CCC de la enfermedad de Chagas, el efecto del tratamiento con 

benznidazol sobre el perfil funcional de los linfocitos T CD8 específicos de los epítopes 

más relevantes contenidos en las proteínas HSP70 (HSP70210-218), PFR2 (PFR2449-457), 

PFR3 (PFR3428-436) y TcCA-2 (12822 y 12827). Los resultados obtenidos mostraron que, 

el tratamiento farmacológico modula la respuesta de linfocitos T CD8 específicos de 

antígenos de T. cruzi. Así, se observa tanto una disminución y/o negativización de la 

frecuencia de linfocitos T citotóxicos, como del nivel de secreción de IFN-γ, TNF-α e 

IL-6 en los pacientes en lo que se observaba una respuesta positiva antes del tratamiento 

farmacológico. Estos resultados podrían indicar que el tratamiento con benznidazol 

induce una disminución de la carga parasitaria, disminuyendo así el nivel de antígeno 

necesario para activar una respuesta T efectora. En algunos pacientes en fase CCC que 

presentaban respuesta negativa antes del tratamiento se observa un aumento de la 

respuesta citotóxica (GzB) y/o secretora de citoquinas (IL-6, IFN-γ y TNF-α) así como 

la secreción de la citoquina pro-inflamatoria IL-17 no detectada en condiciones pre-

tratamiento en ninguno de los pacientes ensayados, estos datos resultan interesantes 

dado que, estudios en linfocitos de pacientes con enfermedad de Chagas IND y CCC han 
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mostrado que los pacientes con patologías cardiacas tienen menor expresión de IL-17 y menor 

frecuencia de linfocitos T cooperadores productores de IL-17. Así, una alta expresión de esta 

citoquina es correlacionada con una mejor función cardiaca (Magalhaes, Villani et al. 2013). 

Así mismo, esta nueva respuesta celular inducida podría estar vinculada a una mayor 

liberación de antígenos parasitarios dada la acción del benznidazol, lo cual podría 

deberse a una sensibilidad mayor al fármaco o bien a una alta carga parasitaria en estos 

pacientes, antes del tratamiento.  

En este sentido, resultados similares han sido encontrados en PBMC de 

pacientes en fase IND, estimulados con antígenos de T. cruzi, en los cuales se observa 

un año post tratamiento con benznidazol, una disminución en el nivel de secreción de 

IFN-γ (Laucella, Mazliah et al. 2009). Así mismo, en macrófagos murinos activados con 

LPS ha sido observado que el tratamiento in vitro con benznidazol conlleva a la 

disminución de las citoquinas IL-1β, IL-6, IL-10 y TNF-α (Revelli, Le Page et al. 

1999).  

 

5.4.- Caracterización fenotípica de linfocitos T CD8+ específicos 

de péptidos contenidos en las proteínas HSP70, PFR2, PFR3, 

TcCA-2 y KMP11 pre y post tratamiento con benznidazol. 

En la fase crónica de la patología Chagásica, ha sido sugerido que la 

sintomatología clínica observada, está vinculada de una manera directa a la eficiencia de 

la respuesta desencadenada. Así, una mayor severidad clínica ha sido descrita en 

pacientes con una baja frecuencia de células T CD8+ específicas de T cruzi productoras 

de INF-γ, en relación a pacientes asintomáticos y con sintomatología leve (Laucella, 

Postan et al. 2004; Albareda, Olivera et al. 2009). En este sentido, nuestros resultados 

mostraron que existe correlación entre la activación funcional de linfocitos T CD8 

específicos de antígenos de T. cruzi y el grado de patología de la enfermedad, 

observándose una mayor respuesta TCD8 específica frente a los epítopes HSP70210-218, 

PFR2449-457, PFR3428-436,12822 y 12827 de T. cruzi en pacientes en fase IND. Estas 

diferencias encontradas a nivel de la respuesta inmunológica, han sido asociadas con 

una disminución de la población de linfocitos TCD8+ vírgenes y un incremento en la 

frecuencia de células T CD8+ de memoria altamente diferenciados (CD45RA+CD27-

CD28-) y apoptóticos que presentan características senescentes (Albareda, Laucella et 
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al. 2006), sugiriendo que la infección crónica por T. cruzi lleva a un agotamiento del 

sistema inmune como consecuencia de la persistencia antigénica lo cual afecta la 

capacidad del sistema inmunológico para controlar la infección, conllevando así a la 

progresión de la enfermedad. Así, ha sido demostrado que infecciones persistentes 

conllevan a una alteración funcional progresiva en la respuesta de linfocitos T CD8+ que 

se caracteriza por la pérdida de capacidad de proliferación y supervivencia en ausencia 

del antígeno, esto implica una baja expresión de receptores de IL-7 (CD127) e Il-15 

(CD122) así como una disminución en la secreción de la citoquinas IL-2, TNF-α e INFγ 

(Wherry, Barber et al. 2004; Shin and Wherry 2007). Dichas capacidades son 

características de células con fenotipo de memoria central las cuales tiene alta capacidad 

proliferativa en ausencia del antígeno pudiendo persistir por largo tiempo.  

En este trabajo, fue llevada a cabo la caracterización fenotípica de las células T 

CD8 específicas de los antígenos más relevantes contenidos en las proteínas HSP70 

(HSP70210-218), PFR2 (PFR2449-457), PFR3 (PFR3428-436) y TcCA-2 (12822 y 12827) para 

ello empleamos dextrámeros específicos de cada uno de los epítopes ensayados. En este 

sentido, cabe destacar que fueron detectados linfocitos TCD8 específicos para todos los 

péptidos ensayados en los pacientes en fase IND y CCC y no en controles sanos. No 

encontrándose diferencias significativas en el reconocimiento del dextrámero según el 

grado de patología. Así mismo fueron empleados anticuerpos frente a las moléculas de 

superficie CD45RA, CCR7, CD27 y CD127, lo cual nos permitió discriminar entre las 

poblaciones  TCD8+ NAIVE (CD8+CD45RA+CD27+CCR7-),  TCD8+ de memoria efectora 

TEM (CD8+CD45RA-CD27-CCR7-), TCD8+ de memoria efectora terminalmente 

diferenciadas TEMRA (CD8+CD45RA+CD27-CCR7-), TCD8+ de memoria central TCM 

(CD8+CD45RA-CD27+CCR7+), TCD8+ en diferenciación temprana TED 

(CD8+CD45RA-CD127+) y TCD8+ en diferenciación tardía TTD (CD8+CD45RA-CD27-

CCR7-). 

 Los resultados obtenidos muestran un perfil fenotípico diferencial según el 

grado de patología. Así, en pacientes en fase indeterminada se observa una mayor 

proporción de células con un fenotipo TNAIVE con respecto a pacientes en fase cardiaca 

donde predomina un fenotipo de memoria efectora TEM y TEMRA, las cuales se 

caracterizan por ser dependientes del antígeno para su persistencia y por poseer baja 

capacidad proliferativa(Pantaleo and Harari 2006). 

 Esta mayor proporción de células TNAIVE en IND versus CCC fue 

estadísticamente significativa para los epítopes HSP70210-218, 12822 y 12827 mientras 
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que el porcentaje de células con fenotipo de memoria efectora fue estadísticamente 

menor en IND con respecto a CCC para los epítopes 12807, 12822 y 12827. Si bien, en 

el resto de los epítopes se mantiene un patrón similar estas diferencias no son 

estadísticamente significativas. Un fenotipo particular se observa en los linfocitos TCD8 

K1-específicos en los cuales hay una mayor proporción de células TNAIVE  y menor 

proporción de células efectoras en CCC con respecto a IND. 

 El fenotipo efector observado en los pacientes en fase CCC no se corresponde 

con una respuesta funcional efectora frente a los epítopes ensayados, lo cual podría ser 

reflejo de una alteración funcional de estos linfocitos. En modelos murinos han sido 

observados resultados similares encontrándose linfocitos T CD8 que expresan 

marcadores de superficie característicos de  un fenotipo memoria efectora, sin embargo 

su función efectora en respuesta a una activación antigénica se ve atenuada (Leavey and 

Tarleton 2003).  

Nuestros resultados corroboran que tal como ha sido mencionado, el grado de 

patología parece estar vinculado con una disminución de la población de linfocitos 

TCD8+ NAIVE, así como a síntomas de agotamiento clonal. En este sentido, 

determinamos la expresión del marcador de superficie CD57, en células de memoria 

(CD44+) ya que, la expresión de dicha molécula en células TC8+, TC4+ y NK, inducida 

por una estimulación antigénica crónica, está asociada con un fenotipo de senescencia 

replicativa, el cual es indicativo de sucesivas divisiones celulares que conllevan a un 

acortamiento telomérico que induce una menor capacidad prolifereativa celular 

(Brenchley, Karandikar et al. 2003). Así, en células T CD8+ específicas de HIV ha sido 

observada una disminución en la capacidad proliferativa vinculada a la expresión de la 

molécula de superficie CD57.  

Interesantemente, nuestros resultados muestran un mayor porcentaje 

estadísticamente significativo de células no senescentes (CD57-), en pacientes en fase 

IND versus CCC para todos los epítopes a excepción del K1 en el cual, además se 

observa que en ambos grupos de pacientes (IND y CCC) hay mayor proporción de 

células CD57+ patrón que no se encuentra para ningún otro epítope.  

Por otro lado se detectan en ambos grupos de pacientes (IND y CCC), linfocitos 

T CD8+ específicos de cada uno de los epítopes ensayados que expresan un fenotipo de  

memoria central. Esta población se mantiene independiente del antígeno a pesar de la 

persistencia del parásito, así mismo se observa la expresión del receptor de IL-7 
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(CD127) necesario para el mantenimiento antígeno independiente (Bixby and Tarleton 

2008). No encontrándose diferencias significativas según el grado de patología. 

En cuanto al grado de diferenciación celular se observa que, tanto en IND como 

en CCC hay un mayor porcentaje de células totalmente diferenciadas. La selección de 

estas poblaciones se hizo combinando la expresión de CD127 y CD45RA dado que, 

numerosos trabajos han demostrado que la expresión de la molécula de superficie 

CD127 permite discriminar entre células T CD8+ de memoria y células efectoras en 

diferentes etapas de diferenciación, así la expresión de esta molécula se asocia con una 

etapa de diferenciación temprana, mientras que su ausencia indica un estado de 

diferenciación avanzado (Boettler, Panther et al. 2006) (Kaech, Tan et al. 2003) (Harari, 

Enders et al. 2009) por lo que, la combinación de las moléculas de expresión CD127 y 

CD45RA permite evaluar las etapas de diferenciación en células T CD8 de memoria 

específicas del antígeno. Cabe destacar que otros estudios en los cuales la diferenciación 

celular ha sido determinado en base a la expresión de CD27 y CD28 (CD28+CD27+, 

diferenciación temprana y CD28–CD27–, diferenciación tardía), muestran una mayor 

población de células totalmente diferenciadas en pacientes con sintomatología cardíaca 

asociando este fenotipo a la patología clínica (Albareda, Laucella et al. 2006). 

Por otro lado en modelos murinos, ha sido evidenciado que posterior al 

tratamiento con benznidazol, cuando el antígeno es totalmente eliminado, las células 

TCD8+ presentes muestran un fenotipo característico de células de memoria central, 

contrario al fenotipo de memoria efectora determinado en ratones con infección crónica 

no tratados con el fármaco. Esto indica que, el aclaramiento antigénico aún tras una 

prolongada exposición al parasito genera cambios fenotipos en los linfocitos TCD8+  

dando como resultado el desarrollo y mantenimiento de una población de células T de 

memoria central (Bustamante, Bixby et al. 2008). En este sentido, nuestros resultados 

por-tratamiento muestran que, el benznidazol es capaz de modular el fenotipo  

observándose para todos los epítopes ensayados una significativa disminución de 

porcentaje de células T CD8+ de memoria efectora en pacientes en fase cardiaca. Así 

mismo, para los epítopes HSP70210-218, 12827 y K1 se observa un aumento significativo 

en el porcentaje de células TTD. En general, post el tratamiento con benznidazol se 

observan cambios fenotípicos variables y dependientes del epítope y paciente evaluado. 
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1. Se han identificado 11 nuevos epítopes restringidos a la molécula HLA-

A*02:01 contenidos en las proteínas HSP70 (HSP70210-218  y HSP70316-324), 

PFR2 (PFR219-28, PFR2156-163 y PFR2449-457), PFR3 (PFR3428-436 y PFR3481-

489) y TcCA-2 (12819, 12822, 12827 y 12828) de T. cruzi, que son 

reconocidos, procesados y presentados en el contexto de la infección natural 

de T. cruzi. 

2. Los epítopes identificados inducen una respuesta multifuncional, secretora 

de citoquinas e inductora de actividad citotóxica, en linfocitos T CD8+ 

circulantes de pacientes con enfermedad de Chagas en fase crónica. 

3. Dichos epítopes,  inducen un perfil de citoquinas del tipo Th1 (IFN-, TNF-

α e IL-6). Además, se observa una correlación inversamente proporcional, 

entre el nivel de secreción de estas citoquinas y el grado de patología de la 

enfermedad.  

4. Los epítopes contenidos en las proteínas PFR2 (PFR219-28, PFR2156-163 y 

PFR2449-457) y PFR3 (PFR3428-436 y PFR3481-489) de T. cruzi, inducen una 

respuesta citotóxica epítope-específica diferencial según el grado de 

patología, observándose secreción de GzB sólo en pacientes en fase crónica 

indeterminada de la enfermedad. 

5. En pacientes con enfermedad de Chagas se observa una actividad de la 

enzima indolamina-2.3-dioxigenasa (IDO) estadísticamente superior con 

respecto a individuos sanos. Adicionalmente, existe una correlación positiva 

entre los niveles de actividad IDO y el grado de patología en la fase crónica 

de la enfermedad. 

6.  El tratamiento con benznidazol induce una ruptura de la tolerancia 

inmunológica vinculada al incremento de la actividad IDO inducida por la 

infección con T. cruzi. La disminución de dicha actividad enzimática en 

pacientes con enfermedad de Chagas en fase crónica sintomática, tras el 

tratamiento, proporciona una evidencia inmunológica de los efectos 

inducidos por el fármaco en esta fase de la enfermedad. Por ello, la 

determinación de la actividad IDO podría constituir un biomarcador de 

eficacia terapéutica en pacientes sintomáticos. 
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7. El fenotipo de los linfocitos T CD8+ específicos para los epítopes más 

relevantes contenidos en las proteínas HSP70 (HSP70210-218), PFR2 

(PFR2449-457), PFR3 (PFR3428-436) y TcCA-2 (12822 y 12827) identificados 

mediante el uso de dextrámeros, presentan un perfil fenotípico diferencial 

según el grado de patología. Así, en pacientes en fase indeterminada se 

observa una mayor proporción de células con un fenotipo TNAIVE con 

respecto a pacientes en fase cardiaca donde predomina un fenotipo de 

memoria efectora TEM y TEMRA. Así mismo, en fase cardíaca se observa un 

mayor porcentaje de células senescentes, lo que podría estar vinculado a la 

persistente activación del sistema inmunitario de esta fase de la infección.  

8. En los linfocitos T CD8+ circulantes de pacientes con enfermedad de Chagas, 

para los cuales fue observada una activación funcional, el tratamiento con 

benznidazol induce una disminución tanto en la frecuencia de células T 

CD8+ citotoxicas como en el nivel de secreción de citoquinas frente a los 

epítopes identificados. Por el contrario, en algunos pacientes en fase crónica 

cardíaca, para los cuales no se observaba respuesta tras el tratamiento con 

benznidazol se evidencia la  inducción de actividad citotóxica y secretora de 

citoquinas frente a varios de los epítopes a estudio. 

9. Tras el tratamiento con benznidazol, en pacientes en fase crónica 

indeterminada y cardíaca, se observan modificaciones en el fenotipo de 

células de memoria T CD8+ antígeno-específicas y en el porcentaje de 

células senescentes y no-senescentes. Estos cambios fenotípicos son 

variables y dependientes del epítope y paciente evaluado. 
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