Proteina capaz de ligar acidos grasos de
Trypanosoma cruzi como marcador molecular
de diagnostico de la enfermedad de Chagas

Fatty acids binding protein of Trypanosoma cruz
as molecular marker for Chagas illness diagnostic
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RESUMEN

Trypanosoma cruzi, agente etiolégico de la Enfermedad de Chagas, se caracteriza por poseer una estrecha depen-
dencia metabdlica con el hospedador gran incapacidad para sintetizar sus propios 4cidos grasos. Sugiriendo la
presencia de transportadores especificos que permitan incorporar acidos grasos necesarios para la sintesis de
nuevas membranas; como son las protefnas capaces de ligar los Acidos grasos, denominadas fatty acid binding pro-

tein (FABP).

Los estudios electroforéticos e isoelectroenfoque de la fraccién purificada de T. cruzi revelan una proteina oligo-
mérica con monémeros de ~10 kDa y punto isoeléctrico (pI) de 3,39, caracteristica que entre otras la incluye
en la familia de las FABR La importancia de estas proteinas capaces de ligar 4cidos grasos (FABP) no sélo inclu- .
ye su papel bioquimico y fisiol6gico, sino también el de ser utilizadas como protefnas antigénicas, por ser estruc- i
turalmente muy conservadas y poseer diferentes secuencias aminoacidicas. En este sentido, y a fin de demostrar
su posible papel inmunogénico, se evaluaron los niveles de anticuerpos y la induccién de citocinas tras una
inmunizacién con la fraccién purificada de T. cruzi en ratones balb/c.

Estudios sobre las caracteristicas de la enfermedad muestran una gran dificultad en la obtencién de antigenos _
protectores contra T. cruzi. En relacién a esto, nuestros resultados sugieren un papel muy importante de la |
FABP en la mediacién de la respuesta inmune. Por tanto, en presencia del antigeno (FABP de T. cruzi) se habria
estimulado la respuesta inmune celular Th1 con produccién en abundancia de las citocinas sobre todo de INF-y
que activa a los macréfagos a la destruccién de amastigotes. La existencia de niveles incrementados de IgG, en
animales inmunizados sugiere una activacién de la respuesta Th1 frente a la Th2 y la posibilidad de utilizar pro-
tefnas como potenciales antfgenos de vacunacién o como una alternativa de antigeno para el diagnéstico de
esta parasitosis. |

Palabras clave: Trypanosoma cruzi, enfermedad de Chagas, transportador especifico, protefnas antigénicas, 4ci-
dos grasos. ,
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ABSTRACT

Typanosoma cruzi; ethiologic agent of Chagas illness, has narrow metabolic dependency with lodger, and high
incapacity to sintetize its own fatty acids. Suggesting the presence of specific carriers that make possible to
incorporate necessary fatty acids for the synthesis of new membranes, as proteins that are able to bind fatty
acids, known as fatty acid binding protein (FABP). Electrophoretic and isoelectroenfocusing studies of purified
fraction of T cruzi show an oligomeric protein with ~10 kDa monomers and 3,39 isoelectric point,
characteristic that among others is included in the family of FABR The importance of these proteins, with
power to bind fatty acids (FABP), not only is their biochemical and physiological actions, but also to be used as
antigenic proteins, due to the fact that they are structurally very conserved and have different aminoacids
secuences. At this sense, and the fact to show their possible immunogenic action, levels of antibody and
citocine induction were evaluated, after an immunization with the purified fraction of T. cruzi in balb/c mice.
Studies about characteristics of the ill show a high difficulty on obtaining protection antigens against T. cruzi.
Regarding to this, our results suggest a very important role of FABP as intermediary for immune response.
Therefore, in the presence of antigen (FABP of T. cruzi) immune cellular response Thl would have been
stimulated with abundant production of citocines, mainly INF-y that make macrophags active for the
destruction of amastigots. The existence of increased levels of IgG, in immunized animals suggests an
activation of Thl answer against Th2 and the possibility of using those proteins as potentials antigens of

vaccination or as an alternative of antigens for the diagnostic of this parasitosis.

Key words: Trypanosoma cruzi, chagas illness, specific transporte, antigen proteins, fatty acidos.

|. INTRODUCCION

Trypanosoma cruzi es el agente etioldgico de la enfer-
medad de Chagas, un problema de salud publica que care-
ce de una quimioterapia e inmunoprofilaxis que ayuden a
su control. Se encuentra actualmente influenciada por
factores epidemiolégicos, bioecolégicos y socioeconémi-
cos de la poblacién rural de América Central y América
del Sur (Dias 2000). Naturalmente afecta de 16 - 18
millones de personas en 21 paises, con estimaciones de
500 000 personas infectadas afio y con tasas de mortali-
dad mayor del 10-15 % en la fase aguda de la enfermedad.
(WHO 2003).

Estudios sobre la fisiopatologia de la enfermedad de
Chagas evidencian una fuerte participacién del sistema
inmune en la patogénesis. Los primeros cambios apare-
cen con activacién del complemento y una participacién
temprana de los factores humorales. Durante la infec-
ci6n aguda se ha demostrado la presencia de citocinas aso-
ciada con la respuesta celular CD4 tipo Thl, como el
IFNa e IL2, IL6, IL12 y TNE Asimismo, se observa una
induccién de respuesta humoral y celular dependiente de
linfocitos T en:el punto de interaccién parasito-célula,
activacién de la respuesta Th1 y una respuesta Th 2 con
elevacién de la IL4 e IL10 que conllevan fundamental-
mente a la produccién de anticuerpos (Andrade 1999).
La fase crénica se caracteriza por una reaccién inflamato-
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ria con predomino de linfocitos T CD8+ (Tostes et al
1994).

Estudios sobre el metabolismo de T. cruzi muestran la
utilizacién de proteinas y grasas como posible fuente ener-
gética exdgena en las diversas formas evolutivas del par4-
sito; asf como una capacidad para enlogar su cadena de
lipidos (Liendo 1998). Lipidos que no aseguran su super-
vivencia en cultivo, por lo que requieren de una fuente
externa de dcidos grasos y colesterol, presente en el suero
adicionado al medio (Cox 1996). Los 4cidos grasos, por
su naturaleza quimica, son insolubles o poco solubles en
los medios acuosos, pueden ingresar a través de las mem-
branas por simple difusién pasiva o siguiendo una cinéti-
ca mediada por proteinas (Stremmel 1988), tales como
las fatty acid binding proteins FABP (Ockner 1972).

Las FABP son proteinas citosélicas de 14 a 15 kDa,
capaces de unirse reversible y no covalentemente a los
4cidos grasos de larga cadena y/o moléculas hidrofébicas
con afinidad submicromolar. Son especificas de los dife-
rentes tejidos (Banaszak 1994) vy, a diferencia de otros
tipos de proteinas, se caracterizan por su abundancia en
los compartimentos tisulares y en organulos subcelulares
como la mitocondria y el nicleo (Berger et al. 1996,
Dowelly col. 1997). Han sido encontradas en células ani-
males y vegetales (Arondel et al 1990), insectos (Cavag-
nari y col 1998), en nemétodos parésitos de plantas
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(Blaxter 1998), y helmintos parésitos (Chabalgoty et al
1997, Malcolm y col. 2000).

La deteccién de anticuerpos contra antigenos de T.
cruzi por métodos serolégicos es el principal soporte para
el diagnostico de la enfermedad de Chagas. Las pruebas
de diagnéstico que se utilizan actualmente se basan en
extractos antigénicos de epimastigotes; formas no infec-
tivas de T. cruzi que limitan la especificidad, debido a la
ausencia de regiones con epitopes reactivos para IgG e
[gM presentes en pacientes con enfermedad de chagas
congénita (Umezawa and Silveira 1999). Por tanto, los
test de inmunodiagnéstico deberfan basarse en fraccio-
nes de T cruzi con epitopes de aceptable grado de pureza
que permitan evaluar y diagnosticar eficientemente la
infeccién (Umezawa and Silveira 1999).

Los modelos de inmunizacién que se vienen realizan-
doen la enfermedad de Chagas refieren una inmunopro-
teccién contra T. cruzi por los linfocitos T CD8 (+) cito-
téxicos (CTL) y las moléculas MHC clase I activadas,
pero no de las células CD4 o linfocitois B que bloquean la
induccién de anticuerpos IgGl1 y de células Th1-CD4,
controlando de esa manera la parasitemia (Miller et.).
Sin embargo, otros estudios indican una fuerte respuesta
humoral contra el parasito dominada por altos titulos de
15G, e 1gG, anti T cruzi (Wizel B et al. 1998). La protec-
cién inmunoldgica contra la infeccién experimental con
T cruzi ha sido posible con varias vacunas experimenta-
les, incluyendo péptidos sintéticos del parésito (Umeza-
wa 1999). La deteccién de las FABP por anticuerpos pro-
ducidos en diversas enfermedades, como el reconoci-
miento de la FABP purificada de G. lamblia (GI-FABP)
por Ig A de pacientes con giardiosis, (Hassan y col. 2002)
la proteccién lograda con las FABP de Leishmania (Maa-
che et al. 2003), o el uso de antigenos recombinantes de
S. mansoni (rSm14) que provee total proteccién contra E
hepdtica sin causar respuesta autoimune (Hillyer 1995,
Sirisrio y col. 2002), sugieren la posibilidad de utilizar las
FABP purificadas de T. cruzi (Tc-FABP) como posible
péptido de vacuna en la Enfermedad de Chagas.

Il. MATERIAL Y METODOS
2 1 Cultivo in vitro del parésito

La cepa de Trypanosoma cruzi utilizada en el presente
trabajo fue la cepa TP, aislada de P chinai, triatomino
recolectado en La Libertad - Perd y caracterizada en Espa-
fia (Miralles et al. 2002). La cepa T. cruzi Maracay, dona-
da por la Universidad de Granada - Espafia, ha sido utili-
zada como cepa de referencia las formas epimastigotes
fueron cultivadas en medio Grace's a 28 °C. Las formas

metaciclicas del parésito fueron obtenidos siguiendo la
metodologia descrita por Osunay col. (1979).

2.2 Obtencién de proteinas capaces de
ligar los acidos grasos en T. cruzi

El aislamiento y la purificacién de las proteinas capa-
ces de ligar 4cidos grasos FABP de T. cruzi se realizé cro-
matografiando un extracto de las formas epimastigotes
de T. cruzi, en diversas columnas de afinidad: (a) Bio
Bead para remover el detergente, (b) lipidex para remo-
ver los 4cidos graso libres o ligados a proteinas y, (c) sep-
hadex para separar eficaz y rapidamente la FABP del
resto de biomoléculas. de afinidad. La concentracién de
proteinas se determiné por absorbancia siguiendo el
método de Bradford con albiimina bovina como proteina
estandar (Bradford 1976).

2.3 Electroforesis e Isoelectrofoque

Con lafinalidad de determinar la masa molecular rela-

tiva de la protefna purificada y la migracién de las protei-
nas segin sus cargas hasta llegar a valores de pH del
punto isoeléctrico, se realizaron técnicas electroforéricas
e isoelectroenfoque de la fraccién purificada de T. cruzi
engeles de SDS-PAGE al 12,5% e Isoelectroenfoque con
pl3-9, respectivamente. Después del corrido electroforé-
tico e isoelectroenfoque de las proteinas, se tifieron con
nitrato de plata o azul de Comassie hasta visualizar las
bandas proteicas.

2.4 Estudios Serologicos

A fin de evaluar la capacidad antigénica, se procedio
ahacer reaccionar la fraccién proteica purificada con sue-
ros de pacientes con la Enfermedad de Chagas (positivos
con la técnica de IF] y Elisa) y otra enfermedad parasita-
riay bacteriana.

a) Elisa (Enzyme-linked immunoabsorbent assay)

A fin de encontrar anticuerpos IgG que reaccione
con la FABP de T cruzi, la fraccién purificada fue diluida
a lug/50 ul y se le hizo reaccionar en un perfodo especifi-
co de tiempo y de temperatura con los suero de pacientes
con Enfermedad de Chagas diluidos a: 1/100, 1/200,
1/400, 1/800, 1/1600, 1/3200; posteriormente, se le incu-
b6 con el inmunoconjugado (anti IgG marcada con pero-
xidasa) a 37 °C durante 30 min. Finalmente, se le adicio-
no6 el substrato especifico (agua oxigenada) y se cuantifi-
c6 espectrofotométricamente a 492 nm. El rango normal
de cada ensayo fue definido como la media mas tres des-
viaciones estandares para las 20 muestras de sueros de
pacientes enfermos.
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b) Wester Blott

Siguiendo el mérodo de Towbin et al. (1979), la pro-
teina purificada fue separada por electroforesis en geles
SDS-PAGE al 20% y transferida a membrana de nitroce-
lulosa. Seguidamente, se procedié a bloquear e incubar a
37 °C durante 3 h con sueros positivos para Chagas,
Lepra y Leishmaniosis, diluidos 1/50. Transcurrido ese
tiempo, se incubé con el inmunoconjugado (anti IgG
humana marcada con peroxidasa) y se le hizo reaccionar
con diaminobenzidina y H,O,. El suero control positivo y
negativo fue incluido en cada experimento.

2.5 Estudios de Inmunizacion

Para evaluar el cardcter inmunizante de la protefna
purificada de T. cruzi, la proteina acoplada se inyect6 a
particulas de altimina (coadyuvante) via intradérmica en
dosis de 1 pg/ml cada 7 dias (con un total de 4 dosis). En
forma aleatoria, se distribuyé 2 grupos de 05 ratones: (i)
un grupo control conformado por ratones solamente
inmunizados, y (ii) un grupo problema constituido por
ratones infectados e inmunizados. Tras la ltima inyec-
cién de la suspensién inmunizante, se inoculé tripomas-
tigotes metaciclicos de T. cruzi como dnica inoculacién

intraperitoneal a ambos grupos de ratones. Después de
30 dfas se anestesiaron y se sacrificaron por puncién car-
dfaca para obtener suero.

a) Investigacion de la respuesta celular

Para la induccién de la produccién de citocinas, se
extrajeron linfocitos del bazo de ratones inmunizados e
infectados y de los ratones control (no inmunizados), los
que se cultivaron y sensibilizaron con epimastigotes a 37
°C, 5 % de CO, durante 24 h. Transcurrido el tiempo, se
centrifugaron y el sobrenadante fue transferido para su
estudio de citocinas. La evaluacién de citocinas: INF-y
(efector de la respuesta celular tipo Th1) e IL4 (efector
de la respuesta celular tipo Th2), se realiz6 mediante una
ELISA sandwich cuantitativa, del Kit Quantikine” (R &
D Systems Europe, Inc).

b) Investigacién de la respuesta humoral
Determinacién de los Titulos de IgG anti FABP

Mediante esta técnica se sensibilizaron los pocillos de
ELISA con formas epimastigotas y se cuantificaron los nive-
les de IgG anti FABP Luego, se incubaron con suero de ratén
(control) y el suero anti Te-FABP a las diluciones de 1/100,
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Figura 1. A la izquierda: SDS-PAGE en geles 12,5% tefidas con Azul de Comassie: (a) Proteinas estindar
(b) Fraccion purificada de T. cruzi. Al centro: se observa la presencia de una banda de ~ 10 kDa de acuerdo
al programa Quanti Scan v 1.25. A la derecha: IEF en Phast Gel 3-9 tefidas con nitrato de plata:

(a) Proteinas estandar (b) fraccion purificada diluida 3:1 (¢) fraccién purificada 1:1
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Figura 2. a) Inmunoblott frente a sueros positivos para Chagas (A) proteinas marcadoras.
~b) Inmunoblott frente a sueros positivos para leishmaniosis. (A) proteinas marcadoras.
¢) Inmunoblott frente a sueros positivos para lepra. (A) proteinas marcadoras
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1/200, 1/400, 1/800, 1/1600 y 1/3200, a 37 °C durante 30
min. Posteriormente, se incubd con anti IgG marcada con
peroxidasa y, finalmente, se desarrollé con peréxido de
hidrégeno. Los niveles de IgG se midieron a 492 nm en
espectrofotémetro. El rango normal de cada ensayo fue defi-
nido como la media mds tres desviaciones estindares para las
20 muestras de sueros de pacientes enfermos.

Isotipaje

Transcurrido los 30 dias, la sangre fue extraida por pun-
cién cardfaca de los ratones en estudio y se obtuvo el suero.
Los niveles de anticuerpos especifico para la FABP de T.
cruzi (candidato de vacuna) fue determinado por la técnica
de ELISA de captura, evaluando la clase e isotipo de anti-
cuerpo: 1gG1, 1gG2, IeG3, 1gG4, IgA, IgM e IgE, mediante

el kitde anticuerpo monoclonal de rat6n (Sigma).

2.6 Andlisis Estadistico

Los datos inmunolégicos fueron recolectados e ingre-
sados en un programa informatico SLIDE WRITE vs 6.0,
realizindose andlisis de regresién, desviacién standard y
comparacién de medias.

ll. RESULTADOS
3.1 Electroforesis e Isoelectrofoque

Las técnicas electroforéticas en geles de SDS-PAGE
al 12,5% revelando la banda de ~ 10 kDa. El punto isoe-
léctrico de las diferentes diluciones de la fraccién purifi-
cada de T cruzi en geles de IEF 3-9 muestra una banda
comiin en todas las diluciones de pl 3,39 y bandas con pl
entre 5a3 (Figural).

3.2 Estudios Seroldgicos

Wester Blott

Se observa un reconocimiento de labandas de 10y de
90kDa enun 75% de los casos y la banda de 28 kDaen un
25%. En los sueros de leishmaniosis se observé un reco-
nocimiento del 10% para la banda de 10 kDa; mientras
que con los sueros de Lepra no se observa reconocimien-
to antigeno-antiecuerpo (Figura 2A, 2B, 2C).

3.3 Estudios de Inmunizacion

a) Investigacién de la respuesta celular

Los resultados muestran altos niveles de INF-y y de
IL-4 en muestras de sobrenadante de linfocitos espléni-
cos sensibilizados con epimastigotes. También, se ha
observado que los niveles de IL-4 son mayores con res-
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pecto a los del INF-y indicando una estimulacién de la
repuesta Th2 més activa que la Th1 (Figura 3A, 3B).

b) Investigacién de la respuesta humoral

Los resultados revelan que el nivel de IgG1 se incre-
mentan en la semana 4 de inmunizacién, potenciando de
esta manera la respuesta humoral protectora frente a T
cruzi.

IV.DISCUSION

Trypanosoma cruzi, como la mayor parte de los proto-
z00s pardsitos, se caracteriza por una poseer una estrecha
dependencia metabélica del hospedador. La imposibili-
dad de sintetizar sus propios dcidos grasos (Michael y col,
1999) supone la necesidad de incorporar los dcidos gra-
sos por procesos de difusién a través de las membranas o
mediante la presencia de trasportadores especificos de
este proceso, como las protefnas capaces de ligar los 4ci-
dos grasos descritas en otros organismos: fatty acid binding
protein FABP.

La existencia de FABP en algunos protozoos parési-
tos, incluso mas primitivos evolutivamente hablando
como Giardia (Hassan et al, 2001), o como el caso de
Leishmania (Maache et al., 2003) parisito perteneciente
también a la misma familia Trypanosomatidae, corrobo-
ran la presencia de estas proteinas en T. cruzi. Esta protei-
na purificada muestra ser una proteina oligomérica de
aproximadamente 60 kDa en su estado nativo, que
mediante técnicas electroforéticas en SDS-PAGE, da
mondmeros de ~10 kDa (Figura 1), caracterizacién que
laincluye en la familia de las proteinas de bajo peso mole-
cular (Ockner, 1972). La proteina FABP de Giardia mues-
tra tener una masa molecular de 8 kDa y un punto isoe-
léctrico de 4,96 (Hassan, <http://www.ncbi.nlm.nih.gov
/entrez/query.fcgi’db=pubmed &cmd=Search&term
=%22Hassan+SM%22%5BAuthor%5D> 2005).

Los estudios de isoelectroenfoque de esta proteina,
revela que posee un punto isoeléctrico (pl) de 3,39. (Fi-
gura 1), que es similar al observado en protozoos patdge-
nos como Giardia (Hassan et al 2001) y Leishmania (Maa-
che 2003), indicando el caricter dcido de esta proteina
semejante al observado en otras FABP Si bien existen
bandas con pl 3,39; 4,47 y 5,24 (Figura 1), éstas podrian
corresponder a las diferentes familias de prorefnas o iso-
formas tras la agregacién de la misma (Murphy y col
1999), semejante al observado a la isoforma nFh12 de pl
5,45 aislada de las formas adultas de Fasciola hepatica, que
dependiendo del tipo de isoforma la reactividad inmuno-
l6gica varfa (Espinoetal, 2001).

El estudio de las proteinas capaces de ligar 4cidos gra-
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Figura 3. a) Niveles de INF~y en linfocitos esplénicos sensibilizados e

inmunizados con la proteina purificada de T, eruzi. I

b) Niveles de IL-4 en linfocitos esplénicos sensibilizados e
inmunizados con la protefna purificada de T. cruzi
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Figura 4. Niveles de Isotipos de Inmunoglobulinas en muestras de sueros inmunizados con la
proteina purificada e infectados con tripomastigotes sanguineos de T. eruzi

sos FABP, como ya se ha descrito anteriormente, también
incluye su papel como proteinas antigénicas. Dicho estu-
dio ha estado encaminado a ser usada en diagnéstico de
Giardia (Hassan y col, 2002); Leishmania (Maache y col,
2003); S. mansonii (Brito et al 2000); E. granulosus (Cha-
balgoity 1997) y E hepatica (Hillyer, 1985).

Los test de diagnésticos actuales, donde se emplean
extractos-antigénicos de epimastigotes, presentan una
especificidad limitada y no permiten un diagnéstico dife-
rencial entre las manifestaciones clinicas de la fase aguda
y crénica de la enfermedad de Chagas (Umezaway Da Sil-
veira, 1999). En los estudios inmunolégicos utilizando
FABP aisladas de Lesihmania como antigeno y sueros de
individuos chagasicos 1:100 se observé ausencia de reac-
tividad con dichos sueros. La absorbancia encontrada
por las técnicas de immunoenzimaticas dio resultados

216 | Pueblo cont. 17(2) 2006

diferentes para las pruebas de suero de pacientes con y sin
leishmaniasis. La especificidad por ELISA fue 93,2 %yla
sensibilidad de 100 % (Maache M <http://www.ncbi.
nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi’db=pubmed&cmd=
Search&term=%22Maache +M%22%5BAuthor%5D
>, 2005).

La posibilidad de obtener proteccién contra T cruzi
ha constituido uno de los principales anhelos de muchos
investigadores. Par4sitos vivos atenuados, muertos, frac-
ciones subcelulares, macromoléculas y otros flagelados
andlogos se han usado como inmunégenos (Umezawa y
Da Silveira, 1999, Di Noia et al, 2002). Al estudiar la
induccién de interleucinas en linfocitos esplénicos, pro-
cedentes de los ratones previamente inmunizados, tras
enfrentarlos in vitro con formas epimastigote, de T. cruz,
se observé un incremento en los niveles tanto de INF-y




Proteina capaz de ligar acidos grasos de Trypanosoma cruzi como marcador molecular de diagnéstico de la enfermedad de Chagas

(Figura 3A) e IL-4 (Figura 3B), sugiriendo una activa-
cién de las células T CD4 " y CD8", resultados similares a
los observados en macréfagos in vivo durante una infec-
cién por T. cruzi. La determinacién de los niveles de INF-
7y de IL-4 muestra que los niveles son mayores en rato-
nes inmunizados e infectados con respecto a ratones
infectados, resultados que son similares a los obtenidos
con las FABP aisladas de Leishmania (Maache et al,
2003) y las purificadas de helmintos parésitos como Fas-
ciola hepatica (Hiyller, 1995, Espino et al, 2001), E giganti-
ca (Fg-FABP) (Sirisrio et al, 2002). En relacién a nues-
tros resultados, se puede opinar que la FABP desempefia
o0 protagoniza un papel muy importante en la mediacién
de la respuesta inmune, dependiente de una interaccién
entre la respuesta inmune parcialmente protectora y la
respuesta que incrementa los sintomas de la enfermedad,
es decir, la induccién de anticuerpos especialmente IgG,.
Por tanto, durante la respuesta inmunitaria, y en presen-
cia del antigeno (FABP de T. cruzi), la produccién en
abundancia de las citocinas podria ser estimulada por la
presencia de este antigeno dada su importancia en la pro-
duccién del INF-y (Figura 3A) que activarfa los macréfa-
gos para la destruccién de los amastigotes (Zhang y Tarle-
ton, 2001).

Las FABP de T. cruzi inducen una respuesta inmune
tipo Th1/Th2 semejante a lo que ocurre en la infeccién
con T. cruzi (Di Noia et al, 2002), sugiriendo esta doble
induccién un reconocimiento comiin de epitopos de la
Te-FABP por las células pertenecientes a los tipos Thl y
Th2. En humanos, la distribucién de células productoras
de citocinas en tejidos del miocardio revela que la activa-
cién de las células de tipo Th2 se asocia generalmente
con una gran liberacién de antigenos del parésito (De
Reisetal, 1997).

La elevacién de los niveles de IgG, (Figura 4) encon-
trados en los ratones inmunizados frente a lo que ocurre
en los simplemente infectados sugiere en los primeros
una activacién de la respuesta Th1 frente a la Th2. Arau-
jo y colaboradores (1999) consideran que los amastigo-
tes, dentro de los macréfagos, inducen un equilibrio
entre las citocinas liberadas por las Th1 y por las citocinas
Th2 de los macréfagos supresoras de la Thl, es decir la
IL-10 y el TGF4 o por las citocinas equivalentes, libera-
das por linfocitos CD8". Los datos procedentes tanto de
la produccién de anticuerpos como de los indicadores de
una activacién de la respuesta inmune celular Th1 sugie-
ren que estas protefnas podrian ser una alternativa
importante para investigar la posibilidad de usarlas tanto
de antigeno diagndstico frente a esta parasitosis como
potencialmente antigenos de vacunacién.

La experiencia previa con otras FABP aisladas de
parésitos con las que se logra altos porcentajes de protec-
cién como la producida con las FABP de Leishmania
(Maache et al, 2003), o la utilizacién de antigenos
recombinantes de FABP de S. mansoni (rSm14) (Hillyer
1988, Tendler y col. 1996, Sirisrio y col. 2002), donde se
consigue una elevadisima proteccién que ronda una pro-
tecciéon total contra E hepdt:'ca, sin causar respuesta
autoimune; anima a continuar ensayando nuevos siste-
mas de inmunizacién directamente con las Te-FABP o
con los genes o fragmentos de los mismos, a fin de poder
estudiar una potencial inmunizacién activa frente a este
agente infeccioso productor de una de las enfermedades
mds dafiinas a nivel mundial.

V. CONCLUSIONES

1. Los estudios inmunolégicos revelan que la proteina
purificada de T. cruzi es altamente antigénica capaz
de ser reconocida por los sueros de pacientes con la
enfermedad de Chagas, no asf con los sueros de otras
enfermedades parasitarias y bacterianas; por lo que
podria ser utilizada como antigenos de diagnéstico.

2. La inmunizacién de ratones con la FABP purificada
de T. cruzi induce la produccién de INF-y, IgG, e IL-4
e IgG,; indicadores de una respuesta celular Thl y
Th2 respectivamente.

3. Dado el caricter inmunogénico de las proteinas puri-
ficada FABP de T. cruzi y en base a la activacién de la
respuesta Thl, se sugiere como una alternativa
potencial de inmunizacién frente al parésito.
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