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RESUMEN

Transcurridos mas de cien afios de su descubrimiento, la patogénesis de la
enfermedad de Chagas sigue siendo un tema controvertido. Durante décadas se
ha dado mayor relevancia a las consecuencias de la respuesta inmunitaria, hasta
el punto de estar considerada como una enfermedad autoinmune. El mimetismo
molecular entre antigenos del parasito y del hospedador, la diseminacion de
epitopos y la activacion policlonal son algunos de los mecanismos que explicarian
el caracter autoinmune de la enfermedad. Sin embargo, en los ultimos afios, el
interés vuelve a centrarse en el parasito. La utilizacion de técnicas mas sensibles
no solo ha puesto en evidencia su presencia en tejidos, sino que se ha demostrado
que existe una correlacion entre inflamacion y antigenos y/o ADN parasitario. En
base a ello, sin descartar la importancia de la respuesta inmune, la necesidad de
que persista el parasito esta inclinando la balanza hacia consideracion como
enfermedad parasitaria. Este articulo resume y analiza la participacion del
parasito, del sistema inmune, asi como la influencia de otros factores, como
cambios microvasculares o alteraciones neurogénicas, en la patogénesis de una
enfermedad que apasiona a parasitologos e inmundélogos.
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ABSTRACT

Chagas’ Disease: the outcome of a conflict between the Parasite and the
Immune System

Chagas” disease was described more than one hundred years ago, but its
pathogenesis remains controversial. For several decades it has been considered

as an autoimmune disease. Molecular mimicry responsible for anti-parasite-
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responses that “crossreact” with self-molecules in 7rypanosoma cruzi-infected
host, epitopes dissemination and polyclonal activation support the autoimmune
etiology of the disease. However, in the last years, parasites have been detected in
tissues of hosts with chronic infections by using more sensitive techniques and also
a correlation among inflammation and parasite antigens and/or DNA has been
demonstrated. So, rather than discarding the autoimmune hypothesis, Chagas”
disease is considered as a parasite-induced disorder. This review resumes and
analyzes the role of the persistence of parasites, the autoimmunity, as well as other
factors possibly involved as microvascular changes and neurogenic alterations, in
such a disease that interest both parasitologists and immunologists.

Keywords: Chagas” disease; Pathology; Pathogenesis; Trypanosoma cruzi
Autoimmunity.

1. INTRODUCCION

La reciente conmemoracion del centenario del descubrimiento de la
enfermedad de Chagas (Chagas, 1909) ha puesto en evidencia el entusiasmo de los
parasitologos en el esclarecimiento de su patogénesis. Se trata de una parasitosis
que ha estado desde su descubrimiento envuelta en la incertidumbre. Desde su
denominacidn inicial como “tiroiditis parasitaria” por su errénea relacién con el
bocio y el cretinismo, ala consideracion del agente etiolégico (Trypanosoma cruzi)
como un saprofito, su descripcidon ha estado rodeada de numerosos errores y ha
suscitado las mas variadas polémicas.

Con el transcurso de los afios, se han producido importantes avances, que
han permitido el conocimiento de todas las intrincadas fases del peculiar ciclo
bioldgico del parasito, el desciframiento de su genoma (1), el éxito de las campafias
de control basadas en la eliminacion del vector o la aplicacién de técnicas
moleculares al diagndstico. Sin embargo, el desarrollo de nuevos medicamentos y
la patogénesis de la enfermedad contintan siendo asignaturas pendientes, se
siguen utilizando los mismos farmacos, nifurtimox y benznidazol, ambos de
eficacia dudosa y manifiesta toxicidad, y sigue sin dilucidarse si es el parasito, el
sistema inmune, o la actuacién conjunta de ambos, la causa de una patologia que
con frecuencia acompafa al hospedador toda la vida. Al igual que durante el
prolongado conflicto armado (“Guerra de los cien afios”) entre Francia e Inglaterra,
hubo tiempo de batallas y acuerdos, enfrentamientos y treguas, en los mas de cien
afios de contienda entre parasito y hospedador, se han ido sucediendo ataques y
contraataques, respuestas del sistema inmune y mecanismos de evasion del
parasito, cuyo desenlace ha sido el desarrollo de las intrigantes secuelas de la
enfermedad.

Esta revision pretende contribuir si no al entendimiento, cuanto menos al
conocimiento, de la patogénesis de una enfermedad que apasiona a inmundélogos y
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parasitdlogos y que sirve de modelo para comprender la relevancia de la
asociacién patologia/respuesta inmune.

2. PATOLOGIA Y MANIFESTACIONES CLINICAS

Clasicamente se ha considerado la sucesion de una fase aguda y una cronica.
El desarrollo de las técnicas diagndsticas permitido detectar altas tasas de
anticuerpos especificos en pacientes asintomaticos, algunos de los cuales
desarrollaban los sintomas tipicos de la fase cronica. Esta fase intermedia de la
enfermedad se conoce como fase indeterminada.

I INFECCIONES VECTORIALES | | TRANSFUSIONES | | ORAL I
y \.

INCUBACION INCUBACION INCUBACION

5-14 dias 30-110 dias 5 dias
X y /
Signo de Romafia Fiebre prolongada Sintomatologia
(Chagomainoculacién) Sintomatologia sistémica
sistémica

Figura 1.- Periodos de incubacién segtin la via de infeccidn.

La fase aguda presenta sintomatologia acusada o grave en sélo el 5% de los
casos, con un 0,1% de letalidad en los casos no tratados. Casi el 70% de las
manifestaciones clinicas ocurren en poblacion infantil. La desaparicion de los
sintomas marca el inicio de la fase indeterminada, que en un 70 % de los pacientes
permanece de por vida, desarrollando el 30% restante una fase cronica.

El periodo de incubacion (Figura 1) varia de 5 a 110 dias dependiendo de la
via de infeccién. En la forma mas frecuente de infeccion, los tripomas tigotes
metaciclicos eliminados en las heces del insecto vector (Triatoma infestans y otros
triatominos) penetran en macrofagos, donde se transforman y multiplican como
amastigotes, para como tripomastigotes invadir la corriente sanguinea y linfatica, y
desde ahi alcanzar células de diferentes tejidos, donde pueden repetir un ciclo
similar de multiplicacion intracelular. Son frecuentes las infecciones en el tejido
muscular, y menos en médula dsea, sistema fagocitico y génadas, aunque la
localizacion varia segun el aislamiento, indicando la existencia de un tropismo
tisular. Raramente se encuentran afectadas las células nerviosas y si el parasito
llega a esta zona se ubica en astrocitos. La infeccién aguda va acompafada de una
excesiva activacion de sistema inmune, incluyendo citoquinemia, intensa
activacion de linfocitos T y B, linfoadenopatia, esplenomegalia y un intenso
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proceso inflamatorio difuso o local asociado a los “nidos de amastigotes” tisulares,
y a la miocitolisis inducida por el parasito.

La fase indeterminada viene definida por (a) deteccion de Ig G especificas
y/o hallazgo del parasito, (b) ausencia de signos y sintomas de Chagas, (c) ausencia
de anomalias del electrocardiograma, y (d) tamafio normal de corazon, esofago y
colon por rayos X; si bien es cierto que el avance en las técnicas de diagnostico ha
permitido detectar anomalias y lesiones que antes pasaban desapercibidas. Asi, en
un estudio sobre 505 casos en fase indeterminada, el 13,8% presentaban lesiones
en los segmentos cardiacos en ecografias bidimensionales (2). El doppler ecocar-
diografico sobre tejidos en pacientes con ecocardiografia normal demostrd
asimismo alteraciones en la contractilidad (tabique intraventricular), y disfuncién
izquierda ventricular. Por técnicas de resonancia magnética se han detectado
areas de fibrosis cardiaca en un 20% de los pacientes (3). Y se sabe que la
extension de la fibrosis en pacientes sintomaticos se relaciona con la severidad de
las lesiones cardiacas. Los casos de muerte subita se han relacionado con esta fase
de la enfermedad (4).

En dos tercios de los pacientes en fase indeterminada, la enfermedad no
progresa, aunque se pueden presentar lesiones inflamatorias de caracter leve en el
corazon y tracto digestivo. Del resto, 2/3 desarrollan alguna forma cardiacay 1/3
terminan con una patologia gastrointestinal (5).

La enfermedad crénica se caracteriza por una reaccidon inflamatoria
fibrotica que dafia el musculo cardiaco y la red de conduccidn y el sistema nervioso
entérico. La fibrosis cardiaca progresa localizdndose generalmente en la region
posteroinferior y apical del ventriculo izquierdo, el nddulo sinusal, y el sistema de
conduccion por debajo del haz de His. De acuerdo con Gascén et al. (6), es una
cardiopatia dilatada con tendencia a formar aneurismas, sobre todo apicales, con
gran potencial arritmo-génico, siendo frecuentes las arritmias ventriculares, mu-
chas veces asociadas a bradiarritmias (de origen sinusal y/o auriculoventricular).
Conlleva una elevada frecuencia de fenémenos tromboembdlicos, y puede
presentarse como dolor precordial, generalmente atipico, aunque eventualmente
puede simular una cardiopatia isquémica.

En los casos de desenlace fatal, éste ocurre en los 5 afios después de los
primeros signos de fallo cardiaco. El peso del corazén puede aumentar hasta los
600 g. Aunque estudios clinicos del afio 2000 detectaron una baja incidencia de
accidentes cerebro-vasculares en pacientes cronicos (7), en estudios mas recientes
se afirma que esos accidentes son mas comunes en la cardiopatia por Chagas que
en otras etiologias (8), y se sefiala como uno de los primeros signos de diagndstico
de enfermedad de Chagas en pacientes asintomaticos (9).
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En la forma digestiva, el megaes6fago puede manifestarse ya en nifios de 2
afios, aunque es mas frecuente en pacientes de 20 a 40 anos. El megacolon suele
desarrollarse con posterioridad al megaeséfago. La razon principal son las
lesiones inflamatorias en ganglios parasimpaticos, plexos de Auerbach y Meissner
de las visceras huecas, que lleva a ganglionitis y desconexiones neuronales; esto,
junto con la inflamacién de estas visceras conduce a constipacidn. La progresiva
retencion de heces lleva a la dilatacion y engrosamiento de la pared del colon,
especialmente sigmoides, y recto. Aunque la prevalencia es bastante inferior,
también se han descrito algunos megasindromes afectando a estomago, duodeno,
vesicula biliar y bronquios (10).

3. ELENFRENTAMIENTO PARASITO-HOSPEDADOR

Después de mas de 100 afnos de descubrimiento de la enfermedad, la
patogénesis de fase cronica contintia siendo un enigma, y los cientificos siguen con
la duda de si es la persistencia de la infeccion la causa de las alteraciones
patoldgicas (11, 12), se trata de una enfermedad autoinmune (13, 14), o como
parece probable son factores de indole diversa, tanto parasitarios como
inmunolégicos (15), los responsables de la clinica de la enfermedad. Sélo
profundizando en el estudio de las interacciones que se producen entre el parasito
y el hospedador, se puede inferir el peso especifico de cada uno de los factores. En
principio, el porvenir de los tripomastigotes en el organismo, dado que la
multiplicacion es exclusivamente intracelular, depende del éxito de ese primer
contacto parasito-célula hospedadora, por lo que los mecanismos de
reconocimiento y adhesion celular resultan vitales para garantizar la penetracion
en la célula, y el establecimiento de la infeccion. A continuacién se aborda el
estudio, en primer lugar, de los factores propios del parasito, para a continuacion
revisar los factores dependientes del hospedador, lo que conduce a considerar la
repuesta inmune, y en definitiva sus implicaciones en la patogenia de la
enfermedad de Chagas.

3.1. LAS ARMAS DEL PARASITO: Invasion celular

Durante el contacto hospedador-parasito intervienen moléculas
superficiales de ambas células que interaccionan entre si. Muchas de las moléculas
del parasito, que en general se hallan ancladas a la membrana plasmatica por
gluco-fosfatidil-inositol (GPI), han sido caracterizadas y definida su funcion. Entre
las glicoproteinas de membrana de T. cruzi, uno de los grupos mas importantes son
las mucinas. Son parecidas a las adhesinas involucradas en el trafico linfocitario, y
estdn constituidas por un nucleo peptidico de 35 a 200 aminoacidos, con
abundantes residuos de serina y treonina, que son precisamente los lugares de
unién de O-oligosacaridos. Precisamente estos restos glucosidicos, participan junto
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a las transialidasas (TS) en la proteccién del parasito de la accion litica del
complemento.

T
| Familias de Genes de Mucinas |

Familia TcMUC
500-700 genes)

Familia TcSMUG

TcMUC | TcMUCHI Small Large

[ Region génica TeMUC___| Regién génica TS |

Figura 2.- Genes de mucinas del parasito expresados en el hospedador vertebrado y en el vector.

Las mucinas se dividen en dos grandes grupos (Figura 2), segin sean
expresadas en el hospedador vertebrado (TcMUC) o en el vector (TcSMUG). La
region central de la familia TcMUC, que es variable, las divide a su vez en dos
grandes grupos: TcMUC I y TcMUC II. Esta region genética esta ligada a la region
que codifica las TS, seguramente para asegurar la expresion coordinada de ambas.
El segundo grupo (TcSMUG), con una region central corta, se subdivide a su vez
en otros dos, en funcion del tamafio de su ARNm. Las presentes en el insecto, muy
homogéneas, tienen entre 35-40kDa y todas con una composicion idéntica en
cuanto a aminoacidos y carbohidratos. La diferencia entre los epimastigotes y las
formas metaciclicas reside en el ancla para GPI que cambia de un alquilglicerol a
ceramida. Las mucinas de los estadios presentes en el mamifero son mas hetero-
géneas y de peso molecular mayor, entre 60 y 200kDa, presentando algunos
aislamientos, una porcion terminal de galactosa (16). Precisamente estos epitopos
son los principales blancos de los anticuerpos anti-Gal, que al bloquear la
incorporacion de acido sialico, les hace sensibles a la accion del complemento.

Las TcSMUG tienen una funcion protectora frente a las proteasas presentes
en el intestino del vector. Las mucinas de las formas metaciclicas tienen ademas un
papel crucial en la adhesion y penetracion en las células de mamiferos, habiéndose
comprobado que su bloqueo con anticuerpos inhibe la invasion celular.

Las mucinas proporcionan lugares de unién para diversos receptores de
reconocimiento de patégenos (PRRs) (17) y también se ha descrito su unioén a
moléculas presentadoras tipo CD1d, capaces de reconocer antigenos glucolipidicos
(18). Su heterogenicidad ha llevado al planteamiento de una serie de cuestiones,
acerca de su papel en la interaccion parasito/ hospedador (16). Algunos autores
afirman que no tienen mas funciéon que modular o evadir la respuesta inmunitaria
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del hospedador, mientras que otros defienden que su accién es antagonizar el
desarrollo de células T efectoras por un mecanismo de ligandos peptidicos
alterados, como sucede en ciertos virus y en los estados exoeritrociticos de
Plasmodium (19). Apoyando la tesis de la evasion parasitaria, el mosaico
antigénico puede interferir la respuesta de células B induciendo anergia en
linfocitos CD4 especificos y una respuesta de anticuerpos monoespecificos, débiles
y de baja afinidad. También esa heterogenicidad podria facilitar la adhesion a
multiples lineas celulares, como sucede con Toxoplasma, un parasito promiscuo
que presenta en su superficie un mosaico antigénico muy heterogéneo (20).

Ademas de las mucinas, se han caracterizado e identificado otras glicopro-
teinas (21) relacionadas con los procesos de reconocimiento y adhesion (gp35/50
y gp83) o penetracion (gp82, gp90 y Tc-85), asi como proteinas implicadas
también en estos procesos (penetrina, cruzipaina, oligopeptidasa B y Tc-80) o en
mecanismos de la inmunidad innata relacionados con la supervivencia del
parasito en los estadios iniciales de la infeccidn (transialidasas, Tc-52 y cruzipaina)
(22-24).

Penetracion celular

Células no fagociticas

Cel. fagociticas

Con formacion Con formacion
inicial de lisosomas tardia de lisosomas

Fagoritoss
y/o por
Macropinocitosis actina
Mecanismo activo promovido por el parasito
* Lasvacuolas enriquecidas en marcadores de
e - membrana
Emlspn de Rdeclllljtamlento * Al cabo de unos 60 minutos se fusionan con
pseu.dopodos e lisosomas lisosomas.
medlaclia por * Proceso reversible
actina

Figura 3.- Mecanismos de penetracion celular de T. Cruzi.

Entre los mecanismos utilizados por los tripomastigotes (Figura 3), el mas
comun para invadir los macrofagos es la fagocitosis. Para la invasion de las células
no fagociticas, el proceso de penetracion tiene lugar por endocitosis (25), con o sin
formacidn inicial de lisosomas. En el primer caso, el proceso esta mediado por ac-
tina, y tiene lugar un reclutamiento de lisosomas al lugar de entrada, iniciado por
la movilizacion de Caz, que regula la exocitosis de los lisosomas hacia la membrana
plasmatica. En el segindo, el proceso es un mecanismo activo promovido por el
parasito, que provoca una invaginacion de la membrana (26) y la formacion de una
vacuola, que se fusiona con los lisosomas (60 min.) para formar un fagolisosoma.
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Si esta fusion no tiene lugar, el proceso es reversible y el tripomastigote podria
volver al medio extracelular.

Fragmentacion vacuola parasitéfora

Ve N

Liberacién de : __4__-——) \\
- \
+  Transialidasas (TS) F==" [ \
Factor Tc-Tox* (L, ]
\ /
\
* Factor homélogo al C9 /
. /
—
1
1 2 horas desde infeccién
1
i 2
N
/ 4 < A
" \
! \ \ Comienzo de:
€= * Formacién de poros en la membrana
v J ¢ Transformacién en amastigotes

Fragmentacion

Figura 4.- Fragmentacion de la vacuola e invasion citoplasmatica

Independientemente de cual sea el mecanismo de entrada, se forma la va-
cuola parasitéfora, cuya composicion parece ser modulada por el parasito. En este
escenario, el protagonismo corre a cargo de los lisosomas, principalmente por tres
razones: (a) son cruciales para la formacion de la membrana de la vacuola, (b) su
entorno acido proporciona el pH necesario para la fragmentacion de la membrana,
y (c) proporcionan puntos de anclaje para retener al parasito y reducir su alta mo-
vilidad, que de otro modo podria romper la célula y hacer fracasar la infeccion. En-
tre los componentes detectados en la vacuola, destacan los receptores Fc,
integrinas (1, glicoproteinas de membranas lisosomales, receptores CR3,
glioconjugados y residuos de galactosa.

A continuacion (Figura 4) tiene lugar el “escape” del parasito de la vacuola,
mediante un proceso de lisis de la membrana. Para ello, el parasito libera TS que
eliminan residuos de acido sialico de la membrana de la vacuola, y la hace sensible
a un factor secretado por el parasito denominado Tc-TOX, un péptido homologo al
componente C9 del complemento (21, 27). Las formas tripomastigote comienzan a
diferenciarse cuando aun se encuentran en el interior de la vacuola parasitéfora,
dando comienzo el proceso de fragmentacion, aproximadamente 2 horas después
de la infeccion.

Las formas amastigote comienzan a multiplicarse en el citoplasma celular
después de un periodo comprendido entre 20 y 35 horas; después de
aproximadamente nueve generaciones (26), el proceso termina con la
transformaciéon en formas tripomastigote en el citoplasma celular. La elevada
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movilidad de éstos induce la rotura de la membrana celular, liberando a los
parasitos al medio extracelular .

Aunque existen menos estudios sobre las moléculas de superficie de los
amastigotes, éstas también son capaces de invadir nuevas células, como lo
demuestra la existencia de una proteina ubicua (p21), que parece involucrada en el
proceso de invasién (28). Asimismo, los amastigotes presentan el factor Tc-TOX y
TS, lo que sugiere que también seran capaces de invadir tanto células fagociticas
como no fagociticas. La principal diferencia en el proceso de penetracion es que los
amastigotes dependen de la actina para poder efectuar la invasion, al carecer del
mecanismo activo exclusivo de los tripomastigotes.

3.2 LAS ARMAS DEL HOSPEDADOR: Respuesta inmune

Siguiendo el curso normal de la respuesta inmunitaria, el primer contacto
ocurre con los macroéfagos y células dendriticas proximos al lugar de penetracion.

| Durante la adhesién |

-

1
\ 4\
%/

Tc52 | Mucinas I Ceramida
T =T ] L
= ==TT ==
= ==== S5

L =11
[tiR2|  [1R2| [TiR6| [TLRa]

Figura 5 .- Reconocimiento de PAMPs por distintos TLRs en el proceso de adhesion.

El reconocimiento del parasito (Figura 5) se efectia a través de los re-
ceptores de reconocimiento de patégenos (PRRs), especialmente del grupo de
receptores tipo Toll (TLRs). La presencia de acidos grasos saturados en las zonas
GPI de anclaje de las mucinas (29) promueve el reconocimiento de T. cruzi por los
macrofagos. Entre los TLRs involucrados en el reconocimiento de mucinas de
superficie del parasito, se encuentran el TLR2 y el conjunto TLR2-TLR6 (30).
Ademas, la proteina Tc52 secretada por el parasito, es reconocida a través de
TLR2, induciendo la secrecion de citoquinas y moléculas coestimuladoras via NF-
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kB (31). Los GPI de los tripomastigotes metaciclicos, que contienen ceramida, van a

ser reconocidos por TLR4 (32).

En el citoplasma

N\ N 2
a 8 ) (= > celular
{
|
i

{7 [ En el endosoma |

Después de la
transformacion

Peptidoglicanos

Tras la invasion

P Y ‘:*\.
~ g8
(]

Figura 6.- Reconocimiento de PAMPs por receptores endocelulares.

Olgpep-8
Cruzipaina

Calmedulina
Calcineurina

Vias de senales

ip

=

Respuesta Thl

Figura 7.- Induccion de I[FN-y por las diferentes vias activadas por el parasito.

También el ADN parasitario es un blanco de reconocimiento por el sistema
inmunitario, especialmente los motivos CpG (cuyo contenido en T. cruzi representa
un 51%). Estas regiones CpG van a ser reconocidas por los TLR9 (Figura 6) en los
lisosomas, haciéndose accesibles una vez que el parasito ha sido destruido (33).
Ademas de los TLRs, el sistema inmunitario dispone de otras vias de
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reconocimiento, como son los receptores citoplasmaticos denominados NOD, que
reconocen peptidoglicanos y muramil dipéptidos.

Los TLRs actian utilizando el adaptador MyD88 (Figura 7), que activa el
factor de transcripcion NF-kB, que llevara a la producciéon de IL-12, y a la pola-
rizacion Th1, que inducira IFN-y. En el caso de TLR4, aunque también activa a NF-
kB, puede utilizar una ruta alternativa a través del adaptador TRIF, con la
produccion de interferones de tipo [ (IFN-3), que a su vez estimulan a su receptor
(IFNAR), para la expresion de los genes IRG47, que son inductores de IFN-y. El
receptor NOD utiliza otro adaptador, pero también activa el factor NF-kB con
produccion de IL-12 e IFN-y.

Ademas, el parasito recurre a diversos mecanismos, como la activacion de la
via IP3 (inositol tri-P) o la intervencion de Tc52, para aumentar los niveles de
Ca?* intracelular, a fin de movilizar actina para la formaciéon de lisosomas y
facilitar la invasion (34). Pero esa elevacion de Ca?* activara la via calmoduli-
na/calcineurina que finalizara con la activacion de otro factor de transcripcion
nuclear, el NF-AT, que inducira directamente la produccion de IFN-y;
constituyendo asi otra via -independiente de PRRs- capaz de polarizar la respuesta
hacia un perfil Th1.

En definitiva, el hospedador dispone de una serie alternativa de caminos
redundantes, TLRs, NOD o movilizacién de Ca?*, que llevan a la produccidon de IL-
12 y/o IFN-y, para propiciar la respuesta adecuada, que esla Thl.

La susceptibilidad a la infeccion se ha estudiado en ratones knockout (Tabla
1) con las vias parcial o totalmente inhibidas. Como era ldgico esperar, los ratones
mas susceptibles son los que tienen inhibido el gen del IFN-y(14). De otra parte, se
ha comprobado una alta susceptibilidad en ratones que presentaban inhibida la
proteina encargada de la translocacion de TLR7 y TLR9 a los endolisosomas
(UNC93B1), lo que eleva la importancia de estos TLRs y hace a los patrones
moleculares asociados a patogenos (PAMPs) que reconocen (DNA y RNA), los
factores mas importantes en la activacion de la respuesta innata (35).

Cuando los tripomastigotes son fagocitados por las células dendriticas y
procesados, el péptido generado es un péptido exdégeno, que como tal sigue la ruta
normal de presentacidn a los linfocitos CD4, via CMH II. Sin embargo, cuando los
tripomastigotes rompen la vacuola parasitéfora y se instalan en el citoplasma
transformandose en amastigotes, las proteinas procedentes del parasito,
secretadas, excretadas o producto de su lisis, son interpretadas por la célula como
proteinas enddégenas y presentadas via CMH I a los linfocitos CD8.
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Tabla 1.- Susceptibilidad ala infeccién en ratones knockout.

Pérdida de: Susceptibilidad infeccion

v- IFN ++++++
MyD88,/TRIF b+
MyD88 ++++
NOD1 ++++
TLR2/ TLR9/TLR7 ++++
TLR7/TLR9 +++
IRG-47 T
TLR2 ++
TLR4 -

De hecho, esta ultima via de presentacidn, parece mas importante, pues se
ha comprobado que si se inhibe la formacion de la f-microglobulina, los ratones
son incapaces de controlar la infeccién (36).

3.3. EL CONFLICTO: Evasion o victoria

Mientras el hospedador prepara una adecuada respuesta adaptativa, el pa-
rasito se defiende (Figura 8) bloqueando, al menos en parte, la IL-2 (37)
responsable de la expansion clonal de los linfocitos T. La inmunosupresion
resultante facilita su establecimiento y propagacion. Ademas, durante el proceso
de invasion, algunas cepas inducen en macrofagos y miocitos la apoptosis celular,
y se ha comprobado la autoapoptosis de amastigotes, también cepa-dependiente.
Este hecho puede contribuir a la propagacion silenciosa y a la persistencia del
parasito sin provocar una respuesta inflamatoria exagerada (38).

ACCIONES DEFENSIVAS DEL PARASITO
—

G = (] e i)
[

Establecimiento
y
‘ P Propagacion
:

1 Cruzipaina Actnvacpn Inhibicién
3| alternativa [—{,, 5 ’ s
b Explosion respiratoria

macrofagos

\ 4

Figura 8. -Mecanismos defensivos de parasito frente a la respuesta inmunitaria del hospedador.
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Al igual que sucede con Leishmania, T. cruzi es capaz de provocar la
activacion alternativa de los macréfagos por induccién de arginasa, que desvia el
metabolismo de la arginina hacia la produccién de poliaminas en lugar de NO,
favoreciendo el crecimiento intracelular del parasito y su diseminacion (23).

Como la mayoria de los protozoos parasitos, T.cruzi induce una fuerte y
persistente respuesta Thl. En caso contrario, se produce una multiplicacion
masiva del parasito que suele terminar con la muerte del hospedador. El
reconocimiento de los PAMPs del parasito por parte del sistema inmunitario,
dispara los mecanismos protectores de la inmunidad innata, que logran controlar
parcialmente la infeccion, comenzando la produccion de las citoquinas
proinflamatorias IL-6 y TNF, quimioquinas quimiotacticas, como CCL5, para
linfocitos T, células NK, eosinofilos y basofilos, y moléculas de adhesion, que
sefializan la localizacion del foco inflamatorio. Todo ello tiene un triple efecto, por
un lado, preparar el terreno para la llegada a la zona de los elementos de la
inmunidad adaptativa, especialmente linfocitos T activados, por otro, aumentar el
proceso inflamatorio y el poder destructor de los componentes del sistema
inmunitario y, finalmente, dar la sefial para que las células dendriticas inicien su
proceso de migracién a los ganglios. Asimismo, los macrofagos y células
dendriticas comienzan a secretar IL-12, que inducira la produccién de IFN-y en
células NK, y proporcionara la sefial polarizante para derivar la respuesta hacia el
tipo Th1l. El IFN-y producido por LT activados y células NK induce la activacion de
las células fagociticas, que efectuaran la “explosion respiratoria” aumentando la
eficacia de la respuesta. La produccién de IFN-y resulta crucial para el control de la
infeccion durante la fase aguda, comprobandose un agravamiento de los sintomas
y una alta mortalidad(14) tras su bloqueo. Finalmente, llegan también a la zona los
linfocitos Tc, capaces de reconocer y destruir a las células infectadas, produciendo
mas IFN-y, que derivara la respuesta ain mas hacia el perfil Th1l. Recientemente,
se ha sugerido que IL-17 juega un papel protector en las infecciones por este
parasito (39).

3.4. LAS SECUELAS DE LA BATALLA: Patogénesis

En la mayoria de los casos, todas estas acciones logran controlar, aunque no
eliminar la infeccién parasitaria. La reduccion de la poblacion parasitaria frena la
respuesta inmunitaria (Figura 9) mediante la secrecion de citoquinas antiinflama-
torias como IL-10; esto implica el cese de la respuesta Th1l, inhibiendo la accién
destructora de los macrofagos (40), inclinando la respuesta del paciente hacia un
perfil Th2, que coincide con el inicio de la fase indeterminada (41, 42). Mientras en
la leishmaniosis, el parasito es el inductor de la producciéon de IL-10, en la enfer-
medad de Chagas no estd demostrado. La diferencia puede radicar en la fuente de
IFN-y e IL-10 en ambas infecciones; mientras en la primera son los linfocitos CD4
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(43), en la tripanosomiasis son las células NK las principales responsables de la
produccion de IFN-y (44), y los macréfagos y linfocitos T y B, de IL-10 (45).

DINAMICA DE LA RESPUESTA

Disminucién

estimulacién
antigénica |

A -1L-10 A Th2
‘ - | Fase indeterminada
¥ VIFN VThl
Reestimulacion ¢ Existencia de epitopos inmunodominantes?
antigenica (TS y ASP-2 de las formas amastigotes)
V- IL-10 Yhy |
A Y IFN AThl -f----- >[ M CMH> A Activacion |-y
h E
Y- IFN jg=--=========4
|

l ¢Mecanismo evasion ? [€ Expansion clonal LTc
Dafio tisular

Figura 9.- Regulacién de la respuesta inmunitaria en el hospedador.

Por razones atn no aclaradas, el inicio de la fase cronica se produce por una
disminucion de los niveles de IL-10, que determina que el perfil revierta de nuevo
al tipo Th1, con presencia de IFN-y y supresidn de las citoquinas Th2, IL-4 e IL-10
(41, 46). Una de las razones barajadas es la existencia en el parasito de epitopos
inmunodominantes, que son presentados, via CMH I a los LTc provocando su
expansion clonal (1, 47). Esto induciria la produccion de IFN-y por estos linfocitos,
que polarizaria la respuesta hacia el tipo Th1. Pero como la respuesta se produce
frente a unos pocos epitopos, muchos de los linfocitos Tc activados en la
expansion clonal, no encontrarian al antigeno especifico, reaccionando con las
células propias del hospedador, y proporcionando a la vez al parasito un meca-
nismo de evasidon (48). A su vez, la respuesta Thl, proporciona una mayor
capacidad de presentacidon y por tanto de activacidn, con lo que es probable que
aumenten los clones de linfocitos activados, que producirian mas IFN-y,
introduciéndose asi respuesta en un bucle de retroalimentacion (Figura 9) para la
potenciacion de la respuesta Th1.

De este modo, la respuesta inmunitaria (Figura 10), si bien es claramente
protectora durante la fase aguda, no lo es tanto durante la fase crénica, ya que esa
reaccion inflamatoria persistente es la causante del dafio tisular que afecta a los
cardiomiocitos. Asi, se ha comprobado que las células T son una de las principales
causas de la cardiopatia chagasica, en principio, como dafio colateral en la elimina-
cion del parasito en la fase aguda, y posteriormente como consecuencia del
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mantenimiento de la respuesta Th1, seguramente por la estimulaciéon continua del
sistema inmunitario por parte del parasito (49). Curiosamente, los pacientes con
las cardiopatias mas severas muestran altos niveles de TNF (50, 51), citoquina mas
propia de la inmunidad innata y protagonista de los procesos inflamatorios
agudos. Asimismo se produce durante este periodo un infiltrado en el tejido

| RESPUESTA INMUNE Y PATOGENIA |

RESPUESTA Th1l |
L 2 = ..
Dafio tisular
o Protectora
| INFLAMACION AGUDA (cardiomiocitos)
Infiltrado celular
T - 1—’

. |- Explosién
| INFLAMACION CRONICA |—>

ol respiratoria

- Proteinas eosindfilos
. Apoptosis

Fagocitos

Mediadores e
Eosindfilos
dela 3
inflamacién Mastocitos
Linfocitos CD4 y CD8

Figura 10. - Influencia de la respuesta inmune en el desarrollo de lesiones tisulares.

cardiaco de macrofagos, linfocitos CD8 y CD4, asi como un aumento local de
moléculas de adhesion (50). En definitiva, la respuesta Th1l es esencial en la
resistencia del hospedador a la infeccién, pero también en la génesis de la
miocarditis.

4. LAS EVIDENCIAS DE UNA POLEMICA: ¢SISTEMA INMUNE O PARASITO?

La induccidn de lesiones por inmunizacién adoptiva (13) y la demostraciéon
de que la genética del hospedador influye en la patogénesis de la enfermedad son
algunas de las bases que sustentan la tesis autoinmune (52). Los mecanismos que
intentan explicar el caracter autoinmune (53) de la enfermedad se resumen en la
Figura 11, muchos de ellos relacionados. En este sentido, se han identificado algu-
nos autoantigenos que dan reacciones cruzadas con antigenos del parasito, como
ocurre con la miosina, principal proteina del musculo cardiaco, y la proteina B13
de T. cruzi; asi, el 100% de los pacientes chagasicos con cardiopatia presentan esta
reaccion cruzada, mientras que sdlo aparece en el 14,5% de los asintomaticos
(54). Son también ejemplos de mimetismo molecular, las proteinas CHA y SAPA,
asi como el receptor 1l-adrenérgico y una proteina ribosomal, de hospedador y
parasito, respectivamente (50). Otro dato que apoya la teoria autoinmune, es el
hecho de que las lesiones cardiacas mas graves se observan en la fase crénica, con
aparente ausencia de parasitos. Esto reafirma la discordancia entre la presencia
del parasito y las lesiones cardiacas, y se refuerza por el hecho de encontrarse ADN
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del parasito, pero no parasitos intactos (50). Esto unido a la induccion de lesiones
inflamatorias por homogenados de T.cruzi, apoyaria la tesis del

MIMETISMO
MOLECULAR

ACTIVACION
BYSTANDER

Ag.
CRIPTICOS

AUTOINMUNIDAD

ACTIVACION
\  POLICLONAL

PROPAGACION
EPITOPOS

Figura 11.- Mecanismos implicados en la patologia autoinmune.

mimetismo molecular.

Otros mecanismos que sustentan la teoria autoinmune son la existencia de
antigenos cripticos y activacidon policlonal (55), mecanismos de evasion muy
comunes entre los patéogenos. También, la denominada activacidon bystander, que
es la activacién de células T especificas frente a un antigeno durante la respuesta
inmune frente a un antigeno diferente, y puede ocurrir con o sin propagacion de
epitopos. En la enfermedad de Chagas, esta via puede ser iniciada tanto por
antigenos propios, procedentes de la destruccion tisular como por antigenos
parasitarios, en un ambiente rico en mediadores de la inflamacion;
posteriormente esas células T reaccionarian frente a antigenos propios
convirtiéndose asi en células T autorreactivas (53). El dafio tisular resultante de
esta reaccion autoinmune produciria la liberacion de nuevos antigenos propios,
cuyo procesamiento y presentacion induciria nuevas reacciones autoinmunes
frente a los nuevos epitopos. Teniendo en cuenta que la propagacion de epitopos
es el proceso por el que epitopos distintos al inductor de una respuesta se
convierten en la diana de esa respuesta, ambos mecanismos estarian directamente
relacionados.

En defensa de la relacion directa entre enfermedad e infeccién, y su
consideracion como enfermedad parasitaria, hay cada vez mas evidencias. Asi, los
neutrofilos y eosinéfilos solo dafian a las células sanas “espectadoras” cuando se
incuban en presencia del parasito, indicando que es la interaccion con el parasito
lo que dispara la citotoxicidad (56). Ademas, la mayor sensibilidad de las técnicas
actuales basadas en PCR ha permitido detectar antigenos y ADN de T. cruzi
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escondido en diversos tejidos infectados; se estima que, aunque en escaso numero,
los parasitos podrian recircular por el sistema sanguineo y mantener la respuesta
inflamatoria, provocando el dafo tisular (57).

El desarrollo de determinadas patologias asociadas a areas geograficas
distintas, junto con el diferente tropismo tisular mostrado por distintas cepas dan
asimismo un papel preponderante al parasito (58, 59). Se ha visto que al genotipo
Tcl se asocian con mayor frecuencia alteraciones cardiacas que al genotipo Tcll
(60). También hay estudios que correlacionan la patologia con diferentes clones
(61). De otra parte, el tratamiento con benznidazol en modelos murinos y
humanos, provoca un cambio en el fenotipo de las células CD8 propias de la
infeccion persistente, hacia un fenotipo de células T de memoria, con capacidad
protectora frente a T. cruzi. Este cambio de fenotipo indica una curacién total
después del tratamiento con benznidazol, que no habia tenido lugar en la fase
cronica (62). Finalmente, los niveles de autoanticuerpos no se correlacionan con el
grado de disfuncion cardiaca en enfermos de Chagas (63).

Teorias recientes conjugan, en cierto modo, persistencia del parasito y
autoinmunidad, al demostrar la transferencia genética que ocurre desde el
parasito al genoma del hospedador. La autoinmunidad seria consecuencia de los
cambios fenotipicos inducidos por el ADN parasitario, concretamente por los
minicirculos del ADN del kinetoplasto (ADNKk), retenido en el genoma del paciente
chagasico. Asi, la cardiomiopatia inflamatoria que acompafia a la enfermedad de
Chagas ha sido denominada como enfermedad autoinmune genéticamente dirigida
(64).

Independientemente del origen, autoinmune o parasitario, de las
alteraciones organicas, se han postulado varias hipotesis que intentan explicar el
desarrollo de la enfermedad. Asi, la denominada hipétesis neurogénica defiende
que es la destruccion neuronal tanto en el tejido cardiaco, como en los plexos
mesentéricos, la responsable de la descompensacion en la respuesta del simpatico,
que desencadena un efecto téxico neurohormonal (65). Asimismo se ha
comprobado que no hay alteraciones del control parasimpatico en los estadios
iniciales e intermedios de la enfermedad, y que la pérdida de neuronas es
insuficiente para producir manifestaciones clinicas, al contrario de los que ocurre
en fase créonica. El problema surge con la comprobacion de destruccion neuronal
también en zonas cardiacas no afectadas y la amplia variacion en nimero de
neuronas inflamadas en diferentes areas de los ganglios, especialmente los
intestinales (66). De otra parte, se sabe que las alteraciones en el simpatico y
parasimpatico van precedidas de dafio miocardico y disfuncion ventricular
izquierda (67), de modo que las alteraciones nerviosas serian la consecuencia y no
la causa del dafio cardiaco. También explicaria la pérdida de neuronas vagales y
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disfuncién parasimpatica en pacientes con cardiopatias o cardiomegalias no
chagasicas.

La hipodtesis del estrés oxidativo se basa en el dafio producido en los
miocitos por intermediarios reactivos del oxigeno (IRO y NO) producidos en el
desarrollo de la respuesta inmunitaria. En este aspecto, se ha visto que los
complejos mitocondriales I y II presentan actividades bioquimicas inhibidas en el
tejido miocardico de ratones infectados con T. cruzi (68). Esos dos complejos no
solo contribuyen a la formacién y mantenimiento del gradiente de protones, que
permitiria la sintesis de ATP, sino que también producen grandes cantidades de
IROs, cuando no funcionan de forma 6ptima. La actividad supero6xido dismutasa es
ademas muy reducida en el tejido miocardico de los ratones infectados (69, 70). No
obstante, situaciones de estrés oxidativo se han documentado también en
enfermos no chagasicos (71), por lo que no se puede concluir que la cardiopatia
chagasica sea consecuencia del incremento en la producciéon de IROs. De hecho
parece mas probable que el dafio cardiaco tanto en chagasicos como en no
chagasicos promueva una modificacidn de las actividades mitocondriales, y como
en el caso anterior, no se puede asegurar si la disfuncién de la mitocondria es un
factor causante de la cardiomiopatia o es un simple indicador de la patologia.

Otros autores, defienden la denominada hipdtesis de la endotelina-1 (ET-
1), potente vasoconstrictor y estimulante de crecimiento del musculo liso. Los
niveles elevados en el plasma de ratones infectados experimentalmente con T.
cruzi, asi como su incremento en ciertas fases de la enfermedad humana, la han
implicado en esta patologia (72, 73). Esta molécula, producida por fibroblastos y
cardiomiocitos se ha ligado a patologias cardiovasculares, en lo que se denomina
como remodelacion cardiaca (74), siendo el principal factor en el curso clinico que
lleva al fallo cardiaco. Asi, se ha comprobado que se desarrolla una enfermedad de
Chagas mas leve en ratones sin gen ET-1 en sus cardiomiocitos (72). Ademas, la
inhibicion de la enzima, que da lugar a la forma activa también se traduce en una
disminucién de la patologia y un menor grado de remodelamiento cardiaco con
respecto a los controles. Todas estas observaciones son consistentes con el posible
papel de ET-1 como inductor de vasoconstricciéon y modulador de las alteraciones
vasculares observadas en la enfermedad de Chagas.

La hipoétesis de los péptidos natriuréticos, se basa en su hallazgo en
elevadas concentraciones en la circulacién, en pacientes con enfermedad de
Chagas aguda y cronica con cardiopatia manifiesta (75). En este ultimo grupo, se
detecta ANP en los lugares donde hay lesién ventricular, pero no en focos
inflamatorios fuera de esas lesiones. Esta particular distribucion sugiere que los
péptidos natriuréticos son probablemente mas un indicador de una alteracion
cardiaca establecida, que un factor responsable de su génesis, no siendo por tanto
su presencia especifica de la enfermedad de Chagas (76). Estas conclusiones estan
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en linea con Bruggnik (77), que encuentra BNP también en células cardiacas de
pacientes no chagdasicos. Finalmente, la hipotesis de las perturbaciones
microvasculares, fue planteada a la vista de la correlacién encontrada entre la mi-
croangiopatia y el dafio tisular miocardico provocado por el parasito (78).
Asimismo se ha relacionado la formacion de aneurismas, uno de los signos mas
comunes en la alteracion cardiaca provocada por Chagas, con las alteraciones
microvasculares o microinfartaciones en las cuencas coronarias debido a la sobre-
estimulacion simpatica (79), constituyendo asi un puente entre esta teoria y la
neurogénica. Todo ello, unido a la hipoperfusiéon cardiaca observada, llevaria a la
isquemia, que seria la principal causa del dafio miocardico. La duda surge en este
caso cuando se observa isquemia en so6lo un 10% de los pacientes chagasicos (80),
por lo que parece poco probable que sea un mecanismo general en la patogénesis
de la cardiopatia chagasica. El hallazgo de que tanto las alteraciones capilares
como la hipoperfusiéon no son exclusivos de la cardiopatia chagasica, induciria a
pensar que probablemente el dafio miocardico puede preceder a las per-
turbaciones microvasculares.

Considerando toda la experiencia acumulada sobre patogénesis de la
enfermedad cronica, Marin Neto et al. (73) han propuesto un cuadro resumen
(Figura 12) que conjuga las diversas teorias expuestas y que intenta explicar los
dafios miocardicos y los casos de muerte stbita que se producen en esta patologia.
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Figura 12.- Factores relacionados con las lesiones cardiacas en la infeccién crdnica por T. Cruzi.
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5. EL DESENLACE DEL CONFLICTO

Finalmente, el andlisis de toda esta plétora de brillantes hipoétesis sobre la
patogénesis de la enfermedad de Chagas, nos induce a asumir un origen
multifactorial, con cuestiones ain no resueltas (Figura 13). Ahora bien, si como
parece es necesaria la presencia del parasito o cuanto menos la inclusion del ADN
parasitario en el genoma del hospedador para inducir la autoinmunidad, nos
inclinamos por pensar que el parasito estd lanzando “sefiuelos” bioldgicos para
confundir al sistema inmunitario y evadir la respuesta inmune. En definitiva, la
enfermedad se mantiene como consecuencia de la interaccion de dos genomas
altamente variables, y su persistencia se debe a la interaccidon sostenida entre el
parasito y el sistema inmune del hospedador. Y es por tanto el parasito el principal
responsable de la patologia de la enfermedad.

_[ El papel de la autoinmunidad es ..... ]_
* Aceptado

—{ La autoinmunidad como causa primaria es...... ]—
* Discutible

’[ La persistencia del parasito es ...... }
* Necesaria

—{ La evolucion de la enfermedad ......... ]—
¢ Incierta

Figura 13. -Sinopsis sobre el estado del conocimiento de la patogénesis de la enfermedad de Chagas.
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