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JUSTIFICACION

En el afio 2000 la Organizacion de Naciones Unidas reunida en Nueva York celebro la
Cumbre del Milenio. Este hito histérico marcé un antes y un después para todos sus Estados
miembros, ya que de dicha convencidn surgen los Objetivos del Milenio'”. Para una disciplina
como la medicina esto tiene una importancia sustancial, ¢ implico reevaluar la vision que los
Estados le daban a sus Sistemas de Salud. Uno de estos objetivos es afrontar las llamadas
Enfermedades Tropicales Olvidadas o Desatendidas. Estas son un conjunto de enfermedades,
muchas de ellas infecciosas, sobre todo parasitarias, que tienen como caracteristica comun estar
directamente vinculadas con la pobreza, determinando la perpetuacion de la misma. Estas
enfermedades estan particularmente extendidas en América Latina y el Caribe, asi como
también en Asia y Africa, afectando a un sexto de la poblacion mundial ®. Dentro de estas se
encuentra la Enfermedad de Chagas, que tiene una prevalencia estimada de 7 a 8 millones de
personas infectadas, de las cuales la mayoria se encuentran en Latinoamérica. Producto de las
grandes corrientes migratorias la incidencia en Europa y Estados Unidos también ha aumentado,
(teniendo en cuenta que este Gltimo presenta casos autéctonos)®. La Enfermedad de Chagas,
también conocida como Tripanosomiasis Americana, es una infeccion producida por un
protozoo flagelado denominado Trypanosoma cruzi transmitido a los humanos por insectos
triatominos (vinchucas). Los mismos son animales hematofagos y digenéticos. Se encuentran
presentes sobre todo en poblaciones rurales, vinculados a residencias de paredes de barro y
techos de paja, sin embargo, la migracion campo-ciudad ha aumentado la prevalencia en centros
urbanos. Si bien la forma mas frecuente de transmision es la vectorial, también existen otras
formas de transmision como la transplacentaria y la transfusional®. La enfermedad presenta una
fase aguda con sintomatologia que suele ser muy inespecifica, un largo periodo de latencia y un
estado de cronicidad que puede cursar de manera asintomatica o puede llegar a causar graves
cuadros miocardiopaticos, gastrointestinales y neurologicos con elevada morbimortalidad®. En
la actualidad, la mayoria de los paises centran el tratamiento en el control de la replicacion del
parasito, en particular de sus formas amastigotas, ya que se sabe que este hecho retarda, e
incluso frena, la progresion de la enfermedad. En lo que se refiere a la prevencion de la misma,
la politica de los Estados se ha centrado en el control del vector, lo que ha generado una
disminucién notable de la incidencia de 18 millones a 5.7 millones en el periodo 1991-2010%.
Mas alla de esto consideramos importante plantear nuevas estrategias de prevencion primaria,
que eviten la propagacion de la afeccion. En este sentido, creemos importante investigar la

viabilidad de una vacuna que prevenga el desarrollo de infecciones parasitarias.

Palabras clave: Chagas, Vacuna, avances.



MARCO TEORICO

La Enfermedad de Chagas, también conocida como Tripanosomiasis Americana, es una
zoonosis parasitaria causada por el protozoario parasito Trypanosoma cruzi, y transmitida por
insectos triatomineos. Fue descrita por Carlos Chagas en 1909 en Brasil. Este médico, fue el
primer investigador en describir de forma completa la enfermedad, asi como el vector, el
hospedador y el parasito de la misma®”.

Segun el informe anual 2016 de la Organizacion Mundial de la Salud®, se estima que
hay entre seis y siete millones de personas infectadas con 7. cruzi. Se encuentra principalmente
en zonas endémicas paises de América Latina, pero como consecuencia de las grandes
migraciones de poblaciones se ha generado un aumento de la distribucion geografica, afectando
a paises de Europa y a Estados Unidos. Las politicas de control de vector adoptadas por algunos
Estados han logrado reducciones importantes, tanto en el nimero de casos agudos asi como la
disminucion de los vectores domiciliarios. El nimero estimado de muertes anuales en todo el
mundo disminuy6 de 45.000 personas en la década de 1980 a cerca de 12.000 personas en el
afio 2008%. A nivel nacional, el Gltimo estudio epidemioldgico de 2001 indica una franca
disminucion del area endémica, consecuencia de los programas de control vectorial, de
transformaciones socioecondémicas y culturales, cambios demograficos dados por las
migraciones desde el medio rural al urbano ©.

Los vectores bioldgicos que transmiten la Enfermedad de Chagas al ser humano son
insectos hemipteros reduviidae, subfamilia Triatominae. Las tres especies mas importantes en la
transmision son Triatoma infestans, Triatoma dimidiata y Rhodnius prolixus. Tanto los estadios
ninfales como los adultos son hematofagos y capaces de transmitir la enfermedad. Ademas de
humanos, T. cruzi puede afectar a mas de 150 especies de mamiferos domésticos (ej. perros,
gatos) y silvestres (ej. roedores, marsupiales, armadillos), estableciéndose ciclos solapantes
domiciliario, peridomiciliario y silvestre. Su agente causal presenta un complejo ciclo de vida, y
tres aspectos morfoldgicos fundamentales. El tripomastigota, fusiforme, con un flagelo en su
extremidad anterior, que se encuentra presente en la sangre de mamiferos (circulantes o
derivados de células) y en el intestino de la vinchuca (metaciclicos). Es la forma infectante.
Epimastigota, fusiforme y con flagelo libre, es la forma de multiplicacion en el intestino del
insecto. Por ultimo amastigotas, redondeado y con un corto flagelo no emergente, es la forma de
multiplicacion del parasito dentro de las células de los mamiferos .

Con respecto al ciclo, el insecto hematofago se infecta al ingerir sangre de mamiferos
con tripomastigotes derivados de células. En su intestino medio los parasitos se multiplican por

fision binaria en su forma epimastigota. Posteriormente se desarrollan tripomastigotes



metaciclicos en el intestino posterior. Cuando el insecto pica a los mamiferos emite deyecciones
con tripomastigotes metaciclicos que pueden ingresar al sitio de picadura mediante el rascado.
Estos se introducen en las células de los mamiferos donde se transforman en amastigotas, que se
multiplican por fision binaria y repletan las células del hospedero hasta que ésta se lisa. Los
parésitos vuelven a circular en la sangre en forma de tripomastigotes derivados de células,
diseminandose por los tejidos y repitiendo el ciclo. Finalmente los tripomastigotes derivado de
células son ingeridos por triatomas hematofagos para cerrar el ciclo de transmision (ver anexo
1). Existen otras formas de transmision ademas de la vectorial, que cobran importancia en los
paises en los que hay un control importante del vector o en el que no hay presencia del mismo,
como son la transmision vertical via transplacentaria, por trasplantes, donacion de sangre e
incluso via oral. En nuestro pais producto de las politicas de control en banco de sangre y
o6rganos solo cobra relevancia la transmision vertical'*'?,

En relacion a su presentacion clinica, abarca desde una enfermedad asintomatica hasta
patologias graves que pueden provocar la muerte. Se caracteriza por presentar dos fases bien
diferenciadas; una aguda con sintomas sobre todo inespecificos, seguida de una fase cronica
largamente asintomatica que puede llegar a durar entre 15 a 20 afios. Cuando se manifiestan
sintomas, siendo caracteristico la aparicion de miocardiopatia chagasica cronica cuya
manifestacion tipicas es la cardiomegalia, y digestivas, principalmente megacolon y
megaesofago, pudiéndose observar mas raramente en otros 6rganos®.

El diagnostico se basa en el tripode clinico, epidemiologico y de laboratorio. En la fase
aguda se utilizan métodos directos como el xenodiagndstico, mientras que en la fase cronica son
utilizados métodos indirectos como Ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas,
Inmunofluorescencia Indirecta o0 Hemoaglutinacion indirecta®.

El tratamiento de la Enfermedad de Chagas esta dirigido a eliminar el parésito, evitar la
aparicion o progresion de lesiones viscerales e interferir en la transmision de la misma. Varios
estudios han demostrado que los farmacos mas eficaces para el tratamiento de la enfermedad
causada por T. cruzi son Nifurtimox y Benznidazol'*'? A pesar de que actualmente se utilizan
estos tratamientos mencionados, los mismos no son ideales, presentan multiples efectos
secundarios y presentan altos niveles de toxicidad para el organismo. Por lo tanto es necesario
mejorar los tratamientos farmacoldgicos existentes y desarrollar medicamentos mas efectivos y

seguros, asi como vacunas para el control de la enfermedad.

En el afio 1997 un grupo de expertos internacionales pertenecientes a la Iniciativa
Intergubernamental para la eliminacion de Triatoma infestans, declararon interrumpida la
transmision vectorial en Uruguay'®. Esto se dio gracias a la implementacion de diferentes

medidas de prevencion primaria dentro de las cuales se encuentra la educacion de la poblacion,



el ataque sistematico a los vectores que infectan las viviendas que son aptas para la colonizacion
del vector con insecticidas con efectos residuales . Asi mismo, se realizaron planes para
reemplazar o mejorar las viviendas a efectos de evitar que los insectos se alojen en las mismas,

abordando los determinantes sociales de la enfermedad, como también la educacion en torno a
buenas practicas en la manipulacion de alimentos en areas donde se producen brotes por
ingestion de alimentos contaminados'”. Ademas la transmision transfusional se encuentra
controlada a través del tamizaje con pruebas serologicas de sangre y 6rganos de donantes®.
Una vez contraida la enfermedad en embarazadas, el riesgo de transmision congénita es de un
4%, por lo que en el afio 1995 se incluyd dentro de los examenes de control obstétrico la

serologia para Chagas ‘"'¥.

Trypanosoma cruzi: Un protozoo complejo.

T. cruzi es un organismo unicelular, diploide, con un polimorfismo genético marcado en
el que se destacan seis genotipos diferentes. El contenido haploide es de 67Mb con
aproximadamente 12.000 genes. En su genoma existe hasta un 50% de secuencias repetidas, de
las cuales la mayoria son familias de genes que codifican proteinas de superficie como mucinas
y transialidasas (TS), generando una gran diversidad de secuencias y diferentes tipos de
proteinas de superficie. Dada su condicion de parasito obligatorio de multiples hospedadores, T.
cruzi debid adquirir a lo largo de su evolucion una alta plasticidad de expresion génica y gran
capacidad de adaptacion a micro ambientes cambiantes. Esta necesidad de respuesta rapida
frente a cambios abruptos pareceria contradecirse con los multiples y estrictos mecanismos de
regulacion génica de organismos eucariotas"”. En lo que respecta a los genes de 7. cruzi, estos
se encuentran en tdndem, sin intrones, no relacionados funcionalmente entre si, y no se ha
logrado reconocer la presencia de promotores candnicos para cada gen como sucede en una
célula eucariota tipica. La transcripcion es policistronica, formandose un pre-ARNm de genes
no relacionados juntos que durante el proceso de maduracion son escindidos en diferentes
ARNm por un proceso llamado trans-splicing, en el cual los diferentes genes transcriptos son
separados y a cada uno de ellos se le agrega una secuencia consenso (secuencia lider) una cap 5°
y una cola poly A. Este proceso que lleva de un pre-ARNm policistronico a varios ARNm
monocistronicos, de los cuales no todos van a ser traducidos, esta regulado por diferentes
mecanismos, destacandose la union de proteinas que pueden estabilizar el ARNm y darle una
vida media mas larga o desestabilizarlo y permitir su degradacion. Esto permite la regulacion de
la expresion génica y le brinda al parasito un pool de pre transcriptos de diferentes genes

accesibles para su rapida utilizacion"?.



Existen una serie de genes que sufrieron una gran expansion génica que codifican
fundamentalmente proteinas de superficie del parasito, de gran importancia para la relacion del
mismo con los multiples medios y células que esta en contacto. Estas son las superfamilias o
familias multigénicas. La primer superfamilia a destacar es la de las TS, proteinas que se
encuentran ancladas a la membrana parasitaria por glicosylfosfatidilinositol (GPI). Se piensa
que la expansion de las TS es debida a la gran presion del sistema inmune humoral y celular a
las que se exponen. Debido a que el parasito es incapaz de sintetizar acido sialico de novo, la
principal funcién de las TS es la transferencia del mismo desde las células del hospedero con la
consiguiente unioén de éstos a los residuos B-Gal de las mucinas del parasito®".

Otra superfamilia corresponde a las mucinas, siendo éstas los componentes expresados
en mayor numero en la superficie de 7. cruzi con mayor expansion en el genoma del parasito
(863 genes). Estas proteinas, poseen dos funciones principales: proveer al parasito de proteccion
contra el vector y/o mecanismos defensivos del hospedador y asegurar el anclaje y la invasion
en células y tejidos especifico ®*2Y.

Otra superfamilia es la de las Proteinas de Superficie Asociadas a Mucina “MASP”.
Esta familia fue descrita luego de la secuenciacion del genoma de 7. cruzi y se le adjudicé ese
nombre ya que se situa entre grandes agrupaciones de genes correspondientes a las TS y las
mucinas previamente descritas. Aunque no se sabe el papel exacto de esta familia de proteinas,
es posible que sean resultado de la adaptacion del parasito a las multiples situaciones de stress
que provoca la ampliacion del nimero de proteinas de superficie para interactuar con las células
del hospedador, generando variabilidad antigénica®".

Finalmente, la familia DGF-1 (Dispersed Gene Family-1) codifica una serie de
proteinas que se localizan en la superficie de tripomastigotas y en el citosol de amastigotas, se
cree que tienen actividad similar a las integrinas®".

El anexo 2 es una imagen ilustrativa de las proteinas de superficie de importancia para
los procesos de adhesion a las células hospederas, varias de ellas siendo expresion de las
familias multigénicas.

Otro elemento importante a destacar son las proteinas paraflagelares (PFRs), que
forman el filamento paraxial o paraflagelar, un complejo de entramado de filamentos de 150 nm
que se situa paralelo al axonema en la mayoria de los flagelos de los tripanosomatidos, esencial
para la movilidad y viabilidad del parasito. Se han identificado dos principales PRFs en diversas
especies de tripanosomatidos PRF1 y PRF2, son altamente conservadas en las especies. En T.
cruzi se han descrito dos proteinas PFR adicionales, PFR3 y PFR4. Las PFR en T. cruzi

proporcionarian una elevada inmunogenicidad que estimula la respuesta protectora®.



T. cruzi presenta multiples mecanismos de internalizacion a las células hospedadoras

Las proteinas de superficie parasitarias previamente descritas son de gran importancia
para la adhesion parasitaria con el fin de que se produzca el proceso de internalizacion a las
células del hospedero. A su vez, la cruzipaina (CZ), una proteasa secretada por 7. cruzi, es
importante para abrir paso al parasito hacia la célula hospedera blanco. La CZ tiene varias
funciones, entre ellas la digestion lisosomal de proteinas, la proteccion contra la respuesta
inmune del hospedador por destruccion del fragmento Fc de las inmunoglobulinas ligadas a
antigenos, y un papel en la penetracion del parasito ya que el bloqueo de la CZ inhibe la
misma®. El proceso de internalizacién, se produce a través de diferentes vias que abarcan
mecanismos endociticos como fagocitosis clasica y por solapamiento, macropinocitosis,
autofagia, endocitosis mediada por dominios de membrana (destacandose caveolina y flotilina)
y endocitosis dependiente de clatrina. A su vez, este proceso puede ser calcio dependiente o
independiente. El proceso calcio dependiente consiste en la exocitosis de lisosomas en el sitio
de entrada del parasito con la consiguiente fusiéon y formacion de la vacuola parasitofora.
Durante mucho tiempo se lo consideraba el tnico método de ingreso del parasito, actualmente
se conoce que mas del 50% se produce por mecanismos no dependientes de calcio. Una vez
culminado el proceso de adhesion e internalizacion, se produce la formacion de endosomas
tempranos con la consiguiente maduracién hacia endosoma tardio produciéndose la vacuola
parasitofora. Ha sido demostrado que el 50% o mas de las tripomastigotas utilizan la membrana
de la célula hospedera durante la formacion de la vacuola parasitofora y se ha sugerido que este

proceso es facilitado por la despolimerizacion de la actina de la célula hospedera®.

Respuesta inmune del hospedador frente a 7. cruzi:

e FElementos de la inmunidad innata frente a 7, cruzi

Durante la fase aguda de la infeccion, la inmunidad innata actia mediante la induccion
de diversos mediadores pro inflamatorios, siendo la IL12 uno de los mediadores clave en la
respuesta inmune frente a patogenos intracelulares, al inducir el desarrollo de las células Thl y
la activacion de las células naturall killer (NK). En los macrofagos activados, el INFy, induce la
expresion de la iNOS responsable de la produccion de NO que actia como un citostatico para
los microorganismos intracelulares. Durante la infeccion, estas moléculas actfian iniciando una
respuesta inmune que controla la replicacion intracelular del parasito. A través de la proteina de
respuesta primaria mieloide (MyD88) se desencadenan cascadas de sefializacion corriente abajo

conduciendo a la activacion de factores de transcripcion responsables de la expresion de genes



de citoquinas y quimioquinas proinflamatorias que participan en las respuestas antimicrobianas.
Componentes derivados de 7. cruzi inducen una respuesta inflamatoria asociada con la
resistencia del hospedero a la infeccion por parasitos a través de la activacion de la inmunidad
innata y la posterior diferenciacion de células T CD4+ virgenes a efectoras Thl. El GPI, y,
glicoproteinas tipo mucina ancladas en la superficie de la membrana de las formas
tripomastigotas de T. cruzi, induce la sintesis de citoquinas proinflamatorias y NO en células de
la inmunidad innata. Todos los eucariotas tienen GPI anclado a la membrana, pero algunos
parasitos como 7. cruzi, expresan de 10 a 100 veces mas GPI, el cual ademas es
estructuralmente diferente al de la célula del hospedero. Componentes derivados de 7. cruzi
mediante el anclaje a GPI inducen la activacion de NF-kB mediante la sefializacion dependiente
de TLR2 especificamente. Ademas de las GPI-ancladas, la proteina Tc 52 liberada por T. cruzi,
ha sido identificada como un potente inductor de la activacion de TLR2 en las células inmunes
innatas humanas y de raton. TLR2 y TLR9 son los principales TLRs implicados en el
reconocimiento de 7. cruzi en la via dependiente de MyDS88. La activacion de la via
independiente, a través de TLR3 y TLR4, lleva a la induccion de interferones de tipo I (IFNs).
Existen mecanismos independientes de TLR para el reconocimiento de diversos patogenos. La
liberacion de oligopeptidasa-B y CZ, provoca cambios transitorios y repetitivos de calcio
intracelular en las células hospederas, lo que llevara a la maduracion de células dendriticas e
IFNY independientemente de TLR, que producirdn liberacion de IL12. También se estimula la
inmunidad innata a través de los receptores tipo NOD®, Los tripanosomas evaden la via clasica
y la via dependiente de lectina del complemento uniéndose a la convertasa de C3 que es
esencial para poder producir la lisis celular por estas vias. T. cruzi es capaz de inactivar la via de
las lectinas mediante la neutralizacion de la unién de la lectina de union a Manosa (MBL) a los
carbohidratos de la superficie del parasito. Otras moléculas relevantes en la evasion del
complemento son la calreticulina y las mucinas que le confieren proteccion contra este tipo de

defensa®”.

e Elementos de la inmunidad adaptativa frente a 7. cruzi

T. cruzi invade y se replica en la mayoria de las lineas celulares de los hospedadores,
por lo que la inmunidad celular es de gran importancia para resolver la infeccion. La deplecion
de CD8 o CD4 tiene como resultado parasitemia sostenida y un curso mas severo en modelos
animales ya que una deplecion de CD8" in vivo genera un curso de la enfermedad mas
exacerbado. Se han descrito varios epitopes en antigenos de TS de T. cruzi que produce la
induccion de la respuesta inmune por células CD8®®. Otro punto a destacar es el rol de la

coestimulacion CD28-CD80/86. La deficiencia en la molécula CD28 o el bloqueo simultaneo de
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CD28-CD80/86 tiene como resultado un aumento de la susceptibilidad en la infeccion contra 7
cruzi, con descenso de INFY®*?, Se piensa que el estimulo mas fuerte para iniciar la respuesta
inmune frente a 7. cruzi ocurre luego del primer ciclo de replicacion del parasito y de la muerte
de las primeras células hospedadoras a partir del dia cuatro o cinco post infeccion, a través de la
activacion de linfocitos T CD8+ (LTCDS8+), permitiendo asi un tiempo de replicacion sin

ningun tipo de respuesta adaptativa de aproximadamente una semana®”.

Respecto al establecimiento de la infeccion, una de las hipdtesis planteadas es que los
Patrones Moleculares Asociados a Patogenos (PAMPs) del parasito no son expuestos durante el
comienzo de la infeccion, por lo que los Receptores de Reconocimiento de Patrones (PPRs) no
interactian con los mismos. Cuando los PAMPs son expuestos al sistema inmune del
hospedero, luego de un primer ciclo de replicacion en las células del mamifero, la carga
parasitaria es alta y el sistema inmune no es capaz de controlar la infeccion. Esta hipotesis esta
sustentada por el hecho de que la expresion de PAMPs exdgenos genera una respuesta inmune

inmediata e intensa®".

e Autoinmunidad: ;proceso perpetuador de las manifestaciones clinicas créonicas?

El papel que juega la autoinmunidad en la patogenia de la Enfermedad de Chagas no
esta completamente dilucidado y en algunos aspectos es ain muy controvertido. Se han
propuesto diversos mecanismos que explican la forma en la que procesos autoinmunes influiria
en el desarrollo de las manifestaciones cronicas de la enfermedad. Si bien en la actualidad hay
consenso de que este factor juega un rol preponderante, la discrepancia que se plantea es si la
misma es consecuencia de la presencia directa del parasito o de alguna toxina del mismo en los
tejidos o si se desarrolla como un mecanismo independiente. Este ultimo planteo se sustenta en
el hallazgo de manifestaciones cardiacas en ausencia de tejido con contenido parasitario. En
relacion a los mecanismos concretos que se proponen, se destaca el infiltrado de células
mononucleares que dafan de forma directa los miocardiocitos y las células T periféricas que
desarrollan respuestas contra el tejido cardiaco. Se han propuesto tres mecanismos que podrian
involucrarse en el desencadenamiento de la respuesta autoinmune. La exposicion a antigenos
descrito tanto en la fase aguda como en la cronica, se debe a la exposicion que sufren los
miocitos a proteinas intracelulares, sumado a la activaciéon de la inmunidad innata y a la
respuesta inflamatoria del miocardio. El mimetismo molecular, sostiene que las células By T
reconocen antigenos parasitarios que presentan este fenomeno con epitopes antigénicos del
hospedador, generando respuestas autoinmunes con reaccion cruzada. Finalmente se han
descrito fenomenos de activacion policlonal en animales de experimentacion , en donde la

infeccion aguda induce la produccion de anticuerpos que no se encuentran presentes en 7. cruzi,
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esto incluye autoantigenos que actian destruyendo las neuronas del sistema autonomo de las
visceras huecas, lo que explica los agrandamiento que sufren por ejemplo el corazon, el colon,

etc®?,
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OBJETIVOS

Objetivo general.

Realizar, a través de una revision bibliografica, un analisis del estado de situacion y

determinar la posibilidad de que se desarrolle una vacuna contra la Enfermedad de Chagas.

Objetivos especificos.

- Evaluar los aspectos mas relevantes de la Enfermedad de Chagas, con especial énfasis
en su epidemiologia, ciclo vectorial, manifestaciones clinicas, tratamiento y prevencion de la
misma.

- Desarrollar los aspectos mas relevantes de la biologia del protozoo Trypanosoma
cruzi, asi como sus mecanismos de adhesion e invasion.

- Detallar los elementos mas destacados de la respuesta inmune innata y adaptativa del
hospedero mamifero asi como caracterizar los posibles mecanismos autoinmunes implicados en
la patogenia de la enfermedad.

- Revisar los principales modelos de vacunas que se encuentran en desarrollo
actualmente para la Enfermedad de Chagas.

- Establecer perspectivas en relacion a cuales estrategias permitirian desarrollar vacunas

tanto profilacticas como terapéuticas para esta enfermedad.
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ESTADO DEL ARTE EN EL. DESARROLLO DE VACUNAS CONTRA LA
ENFERMEDAD DE CHAGAS

La vacunologia ha sido un campo de desarrollo cientifico primordial durante los Gltimos
dos siglos, erradicando multiples enfermedades con elevada morbimortalidad. Sin embargo la
constante evolucion del conocimiento cientifico y la lucha frente a nuevas enfermedades y
organismos mas complejos, han comenzado a dejar obsoleta la estrategia inicial de elaboracion
de vacunas siguiendo un procedimiento empirico, dado por el aislamiento del organismo en
estudio, su atenuacidn o inactivacion y su posterior inoculacion al hospedero, a un cambio en el
paradigma de creacién de vacunas apoyandose en el desarrollo constante de nuevas areas del
conocimiento a nivel molecular y nuevas estrategias que incluyan la variabilidad interpersonal
de la inmunidad y la alta tasa de variabilidad y mutacion de patégenos para la generacion de
estrategias terapéuticas mas efectivas. Dentro de este cambio de paradigma se vuelve
imprescindible el conocimiento del genoma del organismo en estudio, para luego a partir de este
poder reconocer y expresar antigenos que puedan ser importante en la respuesta inmune. Entre
estos nuevos modelos se destaca: las vacunas recombinantes, utilizando como vectores
plasmidos o virus (adenovirus), las vacunas de acidos nucleicos (ADN o ARN) o la formacion
de proteinas recombinantes. Otro avance fundamental es la creacion de nuevos adyuvantes mas
efectivos y con menos efectos secundarios. La buisqueda de una vacuna profilactica o
terapéutica para las enfermedades causadas por protozoos y en particular para la Enfermedad de
Chagas tiene una larga historia, pudiendo reconocer como dificultades, la falta de un
conocimiento claro y certero respecto a la fisiopatologia de la enfermedad y de los mecanismos
determinantes en la evolucion de la misma. Igualmente se han estudiado multiples estrategias de
vacunacion evaluadas en ratones, cerdos y perros, pero sin haber llegado ninguna a testearse en
humanos. En lineas generales es necesario definir los epitopes ideales a utilizar, los adyuvantes
mas adecuados y la via de administracion mas eficaz. Los primeros estudios utilizaron
fracciones celulares de 7. cruzi, tanto en su forma tripomastigota, como epimastigota, pero estos
no fueron efectivos ya que la respuesta inmune generada fue suboptima. Posteriormente se
utilizaron parasitos atenuados, pero estos tampoco tuvieron los resultados esperados, ya que si
bien la respuesta inmune era fuerte, el riesgo de reversion del estado atenuado al virulento era
alto. Luego se utilizaron proteinas purificadas, entre las que destacamos PFRs, CZ y Proteinas
de Superficie de Amastigotas 2 (ASP-2), las cuales si generaron una fuerte respuesta humoral, si
bien no fueron tan efectivas en modular la respuesta Thl. En los ultimos afios se probaron
vacunas con combinaciones de diferentes proteinas, pero estan no han demostrado superioridad.
Por ultimo actualmente los estudios estan enfocados a la generacidén de vacunas con nuevas

estrategias, plasmidos, adenovirus, ADN y proteinas recombinantes®?.
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En base a los articulos analizados nos detendremos en la descripcion de tres estrategias
experimentales cuyos resultados han generado aportes sustanciales en el campo desarrollo de
vacunas para la Tripanosomiasis Americana, y permiten recorrer la situacion actual del tema. En
el anexo 3 se encuentra una tabla en base a la seleccion de articulos que estudian diferentes
formulaciones de vacunas. A continuacion se comentan cinco de los articulos incluidos en la
tabla que permiten recorrer brevemente la situacion actual.

El trabajo de Resende y colaboradores®®, refiere a una vacuna compuesta por un vector
de Adenovirus 5CD4 recombinante de replicacion defectiva (rAd) que transporta consigo dos
antigenos de 7. cruzi (rAdVax): la proteina de superficie de amastigotas 2 (rAdASP2) y la
transialidasa (rAdTS), estudiando los efectos de su administracion profilactica (inmunizacion
previa a la infeccion) y terapéutica [administracion 120 dias post infeccion, “dpi” en que los
ratones C57BL6 (C6) ya presentaban cardiomiopatia chagasica]. Respecto a la vacunacion
profilactica, se propusieron objetivar si la misma producia respuesta humoral y celular, si
reducia la carga parasitaria a nivel cardiaco e injuria miocéardica en fase aguda. Para la
vacunacion terapéutica, se determino si la vacuna podria enlentecer y revertir la cardiomiopatia
chagésica y si esto se asociaba a una reprogramacion en el perfil de respuesta inmune. En una
primera instancia se comprobd que la inmunizacién con rAdVax reducia la concentracion de
parasito a nivel cardiaco y la injuria miocardica en la fase aguda. Se procedié a administrar tres
tipos de formulaciones a grupos de ratones. Un grupo control se les inyect6 suero salino, otro
grupo se inyectd Adenovirus 5 recombinante defectivo sin los antigenos (rAdCtrl) y al tercer
grupo se les administréo rAdVax. La profilaxis con rAdVax no alter6 la curva de parasitemia ni
la esplenomegalia inducida por 7. cruzi respecto a los ratones que no se les administré ninguna
formulacion. Sin embargo, se redujo significativamente la carga parasitaria en el tejido cardiaco
durante la fase aguda. A su vez, la profilaxis no alterd el nimero de células CD4" ni de
macrofagos F4/80 pero redujo significativamente el nimero de células CD8" que infiltran el
miocardio a los 50 dpi. Ademads, la inmunizacion profilactica con rAdVax disminuy6 la
incidencia de arritmia sinusal (ART) y bloqueo auriculo ventricular de primer y segundo grado
del 100% en los ratones inyectados con solucion salina o con rAdCtrl, a 20% en ratones
inmunizados con rAdVax. Respecto a la vacuna terapéutica, se comprob6 que rAdVax era capaz
de enlentecer la progresion e incluso revertir la cardiomiopatia chagésica créonica (CCC). Para
llegar a dicha conclusion, se estudid en ratones 120 dpi la presencia de alteraciones
electrocardiograficas (prolongacion de la onda P y disminucion de la frecuencia cardiaca)
detectandose que 80% de los ratones infectados tenian alteraciones en el electrocardiograma
(ECGQG). A los 160 dpi, el 100% de los grupo control (suero salino y rAdCtrl) presentaron

alteraciones en el ECG mientras que so6lo el 40% de los ratones inmunizados con rAdVax
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presentaba alteraciones electrocardiogréaficas. Por otra parte mientras que el 80% de los ratones
presentaba alteraciones en el ECG previo a la inmunizacion, solo el 40% de los ratones
vacunados con rAdVax presentaba ART y BAV 2 a los 230 dpi. La fase cronica de la CCC en
los ratones infectados se caracteriza por injuria miocardica dada por la desorganizacion de la
connexina 43 (Cx43) y deposito de fibronectina, asi como un aumento en la actividad CK-MB
sérica (enzima que se libera en presencia de situaciones que generan lesiones miocardicas). Se
comprobo la hipotesis de que la vacuna podria llegar a revertir la injuria miocardica, analizando
el tejido cardiaco de ratones sacrificados 120 dpi previo a la administracion de rAdVax para
realizar comparaciones posteriores. No hubo diferencia en la sobrevida de los ratones que se les
administrd suero salino o rAdCtrl, todos ellos habian muerto a los 200 dpi (correspondiente a 70
dias post-terapia), a diferencia de los inmunizados con rAdVax que habian sobrevivido el 87%.
Los ratones sobrevivientes se analizaron con ECG a los 230 dpi (110 dias post-terapia) y luego
sacrificados para estudiar los tejidos cardiacos, bazo y plasma. Se detect6 una disminucion
significativa de la esplenomegalia inducida por 7. cruzi. De forma similar al estadio pre-terapia,
la carga parasitaria a nivel cardiaco y sérico era baja. Sin embargo, la inmunoterapia redujo de
forma significativa el deposito de fibronectina en el miocardio y se revirtio la desorganizacion
de Cx43. Respecto a los niveles de CK-MB eran menores en comparacion con el estadio
pre-terapia. Se comprobd que los efectos beneficiosos de la terapia con rAdVax en los ratones
infectados cronicos se asociaba a una reduccion de la activacion policlonal anomala que se
observa en los ratones con infeccidn cronica cambiando la respuesta inmune a un perfil
protector ya que los ratones inmunizados con rAdCtrl presentaron una intensa respuesta de
IFNY con estimulacion de células mononucleares con anti-CD3 y CD28 (marcadores de
infeccion cronica), y este tipo de respuesta fue suprimida en los ratones tratados con rAdVax. A
su vez, se estudio la presencia de LTCD8+ con expresion CD107a (marcador de desgranulacion
usado para evaluar la actividad citotoxica). Los ratones infectados con 7. cruzi presentan un
aumento de CD8 que expresan cd107a y este aumento fue suprimido por la administracion de
rAdVax. El 6xido nitrico (NO) y la 6xido nitrico sintasa inducible (iNOS) estan asociados con
la injuria miocéardica en la cardiomiopatia chagasica. Los ratones vacunados con rAdVax
mostraron un descenso significativo en los niveles séricos de NO en comparacion con los
vacunados con rAdCtrl. Por otro lado, la expresion de ARNm de iNOS/NOS2 en el tejido
cardiaco de los ratones infectados en fase cronica se redujo significativamente.

El segundo trabajo que se pretende destacar, producido por Farrow y colaboradores®?,
tiene como objetivo determinar la eficacia y magnitud de la respuesta inmune celular y humoral
especifica frente a 7. cruzi utilizando como vector un adenovirus, la innovacion de esta

investigacion radica en primer lugar en la utilizacion de un serotipo de un nuevo adenovirus
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Ad48, frente al previamente utilizado AdS, ya que este ultimo presenta una alta tasa de
inmunidad preexistente en la poblacion por lo que se plantea que la utilizacion de un nuevo
serotipo podria ocasionar una respuesta inmune mas efectiva. En segundo lugar los Ad
construidos en este trabajo tienen la capacidad de expresar los antigenos incorporados en la
capside del virus. Se utilizaron como antigenos las ASP-2, ASP-C (epitope de la region
c-terminal de ASP-2) y gp-83, unidas a la region de un gen menor de capside pIX de AdS5 y
Ad48 y se inmunizaron ratones C6. Al medir la respuesta celular especifica y las citoquinas
inflamatorias frente a ASP-2, hubo un aumento significativo de las mismas en los ratones
inmunizados con el ADN recombinante del serotipo 48 frente a los ratones con el serotipo 5 y
con el grupo control, mientras que no hubo una respuesta celular significativa frente al antigeno
ASP-C en ninguno de los tres grupos. Respecto a la respuesta humoral, no hubo diferencias
significativas en los niveles de IgG frente a las diferentes formulaciones administradas, sin
embargo luego de la dosis refuerzo el incremento de IgG fue significativo en los ratones
inmunizados con AD48-pIX-GP83.

Los dos estudios descritos anteriormente®*>>

plantean la utilizacion de Ad como vector
para la produccion de una vacuna para la Enfermedad de Chagas. En el primer estudio se utiliza
el serotipo 5 perteneciente al grupo de Ad C, se estima que entre un 50 a 90% de la poblacién
presenta inmunidad pre existente frente a este serotipo, lo cual podria reducir su efectividad, sin
embargo en el estudio se citan investigaciones en las que se utilizaron Ad5 contra Malaria y
Tuberculosis con éxito en lo que respecta a la efectividad. El cambio a un serotipo menos
prevalente como Ad48 podria ser una buena opcioén, aunque la prevalencia real del mismo no
estd claramente establecida. El trabajo que utiliza rAdVax mide la efectividad del tratamiento
tanto de forma profilactica como terapéutica, ambas con buenos resultados: aumento de la
respuesta celular y humoral frente a antigenos, disminucion de alteraciones cardiacas (eléctricas
y estructurales) asociadas a una reprogramacion en el perfil inmunolégico. Sin embargo no
disminuye la parasitemia planteandose la interrogante de si es condicion sine qua non la
disminucion de la parasitemia para el control de la progresion de la enfermedad o esta se puede
lograr mediante la modulacion de la respuesta inmune. La investigacion de Farrow y
colaboradores®® demuestra que la incorporacion de antigenos de 7. cruzi en la superficie del
vector puede inducir por si misma inmunidad en el hospedero, aunque no se estudia si esta
respuesta inmune es eficaz en presencia de infeccion.

Otro trabajo seleccionado, desarrollado por Morell y colegas®® tiene como objetivo
evaluar la respuesta inmunoldgica generada contra las PFR de T. cruzi PFR2 y PFR3 en ratones
BALB/c y C6 que se inmunizaron con plasmidos de ADN que contenian los genes PFR2 y

PFR3 solos o fusionados con el gen HSP70 de 7. cruzi, y los refuerzos se realizaron con las
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proteinas recombinantes. Se determinaron las concentraciones de IgG en sangre, asi como la
presencia de focos inflamatorios en el tejido cardiaco de los ratones. La razén por la que se
consideraron vacunas de ADN, es que segun los autores en estudios previos las mismas
permitieron desarrollar respuestas inmunes de células T citotoxicas, particularmente con tipos
de respuestas Thl, a su vez también consideran que apoyandose en trabajos previos este tipo de
respuesta se ve beneficiada cuando se potencia con adyuvantes como la proteinas parasitaria
HSP70¢7. La eleccion de las proteinas PFR estda fundamentada en que las mismas son
componentes esenciales del flagelo del parasito, tanto para su movilidad como para lograr su
adhesion a las células del hospedador, sumado a que en reportes recientes el uso de estas
proteinas, particularmente las PFR2 y PFR3 combinadas con otros adyuvantes fueron capaces
de lograr una respuesta inmune protectora®®. Para el estudio se usaron ratones BALB/c y
ratones C6, a los que se les administrd de forma intramuscular un plasmido (pCMV4). A cada
raton se le administré un plasmido diferente y a cada espécimen se le inmunizo cuatro veces en
intervalos de 3 semanas, midiéndose luego la respuesta inmune celular en cada uno. Otros
ratones BALB/c se utilizaron para medir el dafio cardiaco que se habia generado, y para esto se
les administrd tripomastigotas atenuados, luego de 10 semanas de la tltima inmunizacion. La
primera conclusion que obtiene el presente trabajo es que los ratones reportados en este estudio
muestran que la respuesta humoral inducida por los plasmidos es significativa y que la misma es
independiente del haplotipo y particularmente alta comparada con la inducida por otros
antigenos de T. cruzi®**®. Ademds se vio que la respuesta inmune era dosis dependiente y
sostenida en el tiempo, obteniendo los maximos valores a las seis semanas luego de la cuarta
inmunizacion. La respuesta de IgG aparece mas temprano en los ratones BALB/c que en los C6,
y los anticuerpos generados se mantienen en el tiempo, particularmente los que son generados
por la inmunizacién PFR2-HSP70. El estudio® sefiala que para que la respuesta inmune pueda
ser desencadenada, la presencia de los genes PFRs producen proliferacion celular. La misma se
midi6 al evaluar tejido esplénico de los ratones. En este sentido se observo que cuando se
administro la proteina fusionada, los indices de estimulacion celular fueron ligeramente mas
bajos que cuando se administr6 PFR aisladamente. Estos resultados son compatibles con
estudios previos en los que la proteina HSP70 fue administrada fusionada con KMP11 y la
proteina ribosomal L14 de Leishmania brasiliensis” Los datos también muestran que los
valores de INFy y IL12 (indicadores de Th1) fueron significativamente altos en los esplenocitos
de los ratones inmunizados con el gen fusionado PFR2-HSP70 que en los que fueron
inmunizados aisladamente con PFR2 o PFR3. Por el contrario, en los ratones inmunizados
unicamente con PFRs los valores de IL4 (indicador de Th2) fueron significativamente mayores

que en los que se administrd los genes fusionados. Por otro lado, los datos muestran que las
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vacunas con genes fusionados conducen a producir linfocitos T citotoxicos especificos contra
proteinas PFRs. Estas células T citotoxicas no estaban presentes en los ratones inmunizados
solamente con genes PFRs. Se propone como explicacion para este fendmeno en otros estudios
9% que la presencia de HSP70 es capaz de inducir la maduracién de células dendriticas. Con

respecto a prevenir el dafio en la fase cronica de la enfermedad se evalu6 el tejido cardiaco de

los ratones que sobrevivieron. Esto muestra que los ratones inoculados con PFRs presentaban
menor dafio cardiaco, y el nimero de lesiones asociadas con la miocardiopatia era menor.

Especificamente de los ratones inoculados con el gen fusionado PFR2-HSP70, el 75 % no
present6 ningun dafio tejido cardiaco, y el 25% presento pocos y débiles focos inflamatorios. En
conclusion el presente trabajo evalta la capacidad de una vacuna contra la infeccion de 7. cruzi
en su fase cronica, usando genes de proteinas PFRs y proteinas HSP70 como adyuvante, en la
forma de genes fusionados. El aporte radica en que los especimenes previamente inmunizados
con genes fusionados PFR2-HSP70 presentaron una disminucién significativa de los dafios a
nivel del tejido cardiaco y en mucho de los casos la ausencia completa de dafio.

En otro trabajo a destacar*® se utiliza CZ como parte de la formulacién de vacunas
profilacticas. Por un lado se evaltia la respuesta inmune diferencial en ratones C6 y BALB/c ala
CZ. La inmunizacién de la cepa de ratones BALB/c con el antigeno CZ, enzimaticamente
inactiva, genera una respuesta autoinmune celular y humoral a nivel del musculo esquelético y
cardiaco conduciendo anormalidades funcionales en ambos tejidos. El rol de la carga genética
del hospedero que influyen sobre la resistencia y susceptibilidad a la infeccion por T cruzi no es
del todo conocida, y el presente trabajo tuvo como finalidad el esclarecimiento de los
mecanismos patogénicos y de proteccion de la autoinmunidad cardiaca, para lo cual se
determino la naturaleza y el nivel de la respuesta inmune innata. Se utilizaron como antigenos,
CZ purificada de las formas epimastigota de 7. cruzi Tulahuen y la proteina recombinante
transialidasa (rTS) producida en plasmido de E. coli. Se utilizaron extractos ricos de la miosina
cardiaca de raton (M-HM). Se inmunizaron ratones B6 y BALB/c mediante inyeccion
intradérmica con la CZ inactivada o rTS, y un grupo control se inmuniz6 con ovoalbumina
(OVA), usando adyuvante de Freund en todos los casos. Se analizaron las diferentes respuestas
de la inmunidad humoral especifica y la respuesta inmune celular. En los ratones B6 no se
detectaron anticuerpos anti miosina cardiaca luego de la inmunizacion con CZ, pero en los
ratones BALB/c se encontraron todos los isotipos de IgG. En ambos tipos hubo proliferacion de
las células esplénicas luego de la estimulacion con CZ, pero la tasa de proliferacion fue menor
en los B6, y en estos los esplenocitos no proliferaron contra los antigenos propios M-HM,
mientras que los BALB/c mostraron una respuesta proliferativa significativa. Luego de la

estimulacion con CZ, los esplenocitos de los B6 liberan altos niveles de INFY y bajos niveles de



19

IL4, por lo que la inmunizaciéon produce una marcada regulacion de citoquinas proinflamatorias,
mientras que en los ratones BALB/c la inmunizacién produjo una regulacion en mas de las
citoquinas Th2. El perfil de citoquinas se relaciona con los genes y el tipo de antigeno. La
expresion de GATA-3, un factor de transcripcion para la expresion de citoquinas T2 en CD4+,
fue insignificante en las células de B6 inmunizadas con CZ, mientras que fue regulada en mas
en esplenocitos de ratones BALB/c, y esta regulacion se asocia a los altos niveles de IL4 en esta
cepa. El mayor nimero de los linfocitos B inducidos por CZ en ratones BALB/c estaria
relacionado con la presencia de anticuerpos autorreactivos contra la M-HM vy el receptor
muscarinico de acetilcolina M2 por lo que habria una activacion diferencial de células B. Los
ratones B6 con falta de respuesta cardiaca autoinmune y celular no mostraron cambios
significativos en los niveles marcadores bioquimicos de dafio tisular (CPK y LDH) y no se
encontro evidencia de anormalidades electrocardiograficas o en cortes histologicos en el
corazdn. La ausencia de la autoinmunidad cardiaca y de dafios en la cepa B6 se puede explicar
en parte por el alto nivel de TGF[ ya que tiene un rol importante en el mantenimiento de la
homeostasis inmune y la auto-tolerancia. Los altos niveles de IFNY son acompanados por altos
niveles de TGFB y ausencia de respuesta autoinmune, TGFf actia como una citocina
inmunomoduladora que mantiene el equilibrio entre los efectos protectores y patogénicos de la
respuesta inflamatoria. No se encontraron cambios significativos en los esplenocitos de ratones
B6. Soélo la cepa de ratdon que desarrolld cardiomiopatia mostré un aumento del nimero de
esplenocitos Mac-1 y CD1lc que juegan un papel importante en la inmunidad innata y
adaptativa, asi como en la autoinmunidad.

En otro estudio con CZ“” se estudian los efectos a nivel sistémico y a nivel de la
mucosa en ratones BALB/c, con la cepa Tulahuén de T. cruzi en estadio tripomastigota.
Posteriormente, se prosiguio6 a la generacion de lineas de células T y a la comprobacion de su
respuesta frente a la infeccion del parasito in vitro, lineas de células T especificas para CZ
fueron obtenidas a partir de ratones BALB/c infectados. Los ratones fueron inyectados por via
intraperitoneal con IL12 al dia durante 18 dias, estos ratones también fueron inyectados por via
intraperitoneal con anti-IL4 neutralizante. En el dia 4, los ratones fueron infectados con
tripomastigotas metaciclicos. Dos meses después de la infeccion, se recogieron los bazos de
estos ratones, y células T CD4+ se purificaron, las células T CD4+ se estimularon con CZ
recombinante en presencia de células de bazo irradiadas como células presentadoras de
antigeno. Una semana después, las células se expandieron en presencia de IL2. Esta
programacion alterna de la estimulacion antigénica y la expansion de 112 se repitio cada dos
semanas. Para generar lineas de células Th1-OVA especifica de control negativo, CD4" se

purificaron las células T del bazo de un ratén transgénico. Se afiadi6 IL.12 para mejorar atin mas
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la generacion de células Th1-OVA especifica. Los resultados obtenidos mostraron que las
células T especificas produjeron IFNy pero no 1L4 en respuesta a la CZ, lo que confirma que se
trata de células T de la linea Th1. También se comprobo que las células Th1 especificas para CZ
inducen NO al co-cultivarlas con macrofagos infectados, resultando en la disminucion de la
replicacion del parasito intracelular. Por otro lado se estudié también cual era la via mas eficaz
de IL12 para inducir las respuestas inmunes. Para esto, se compararon diferentes rutas de
administracion de la misma: por via subcutanea e intraperitoneal. Luego se recogieron células
de bazo de los ratones inducidos y se estimularon in vitro con lisado de parasito, el resultado de
esto mostré que por la via subcutanea se indujeron respuestas de [FN-y mas potentes que por via
intraperitoneal. Para evaluar las respuestas del sistema inmune frente a la inmunizaciéon con CZ
se inyectd CZ recombinante a un grupo de ratones y otro grupo se mantuvo sin tratamiento. A
su vez en ambos grupos, se inocularon 7. cruzi, y se evaluaron los valores de parasitemia
encontrando una considerable disminucion de la parasitemia de los ratones inmunizados con
CZ. Posteriormente, se inyectaron ambos grupos con una cepa mas virulenta de 7. cruzi
evaluando la supervivencia en ambos grupos. Esto mostrd una reduccion mayor tanto de la
parasitemia como de la mortalidad en el grupo inmunizado con CZ que en el grupo control.
Todos los ratones no inmunizados murieron dentro del mes de la infeccion, mientras que el 80%
de los ratones inmunizados con CZ sobrevivieron durante mas de 10 semanas después de la
inoculacion. Tampoco se identificaron efectos toxicos ni alteraciones miocardicas por el uso de
las vacunas con CZ a pesar de que en otros estudios si se la ha relacionado como posible causa
de ese tipo de alteraciones. Por otro lado se investigaron los efectos a nivel de las mucosas de
los ratones al inyectarles una vacuna recombinante atenuada de salmonella-CZ por via
intranasal cuatro veces. Un mes después de la ultima vacunacion, los ratones fueron
contaminados por via oral con tripomastigota metaciclico. Dias después de la exposicion, se
estudiaron los niveles del ADN 7. cruzi y el contenido de parasitos a nivel del jugo gastrico. El
resultado de esto fue una disminuciéon muy significativa de ADN 7. cruzi y de los parasitos en
los ratones vacunados, en comparacion con los ratones control. Por lo tanto, esto fortalece la
idea de que CZ también puede inducir la proteccion de la mucosa antigeno-especifica contra 7.

cruzi.
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CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

A lo largo de este trabajo y a partir de una intensa revision bibliografica, se pudo
desarrollar un consistente marco tedrico y contextualizar el impacto de la Enfermedad de
Chagas, tanto a nivel nacional como regional y mundial. En relacion a lo anterior podemos
concluir que la Tripanosomiasis Americana, si bien en términos de incidencia ha tenido una
notable disminucion, su expansion geografica, sobre todo a paises de Europa y Norteamérica,
consecuencia principal de las corrientes migratorias, también ha sido importante. Este hecho
marcé un hito en torno a la puesta en marcha de nuevas investigaciones en relacion a las
caracteristicas del parasito y la enfermedad y las posibilidades terapéuticas de la misma, ya que
aparejé un estado de alerta de paises con un desarrollo econdomico mayor, situacion antes
impensable debido a que 7. cruzi afecta mayoritariamente a poblaciones de bajos recursos en
paises empobrecidos, lo que justificaba que estuviera caracterizada como una de las
enfermedades desatendidas y por consiguiente destinada al olvido. Si bien es claro que ha
habido un sustancial avance en lo que respecta al rea de la biologia molecular, al conocimiento
del parasito y su interaccion con el hospedero, y que los mecanismos de patogenicidad del
mismo se encuentran cada vez mas claros, sigue siendo de vital importancia tomar la
enfermedad con un doble enfoque sanitario; por un lado continuar y profundizar las politicas de
prevencion primaria, con estrategias de control y erradicacion del vector, siendo la medida que
mayor repercusion ha tenido en la disminucion de su incidencia, y paralelamente enfocar
recursos materiales y humanos para la investigacion y el desarrollo de estrategias profilacticas o
terapéuticas. Con la mira puesta en las medidas de vacunacion, a partir de lo antes expuesto
puede concluirse que 7. cruzi es un organismo complejo por su alta variabilidad, su capacidad
de invadir la mayoria de los tejidos y su persistencia dentro del organismo, siendo indetectable
para el sistema inmune durante largos periodos de tiempo y generando a su vez reacciones de
tipo autoinmune, capaces de generar dafios que incluyen riesgo de vida, lo que pone en
evidencia que para encontrar medidas terapéuticas eficaces deben ser consideradas todas las
variables mencionadas previamente.

A partir de la revision realizada, la primer interrogante planteada es qué tipo de vacuna
es la mas adecuada: profilactica o terapéutica, es decir, una vacuna que impida contraer la
infeccion o una que evite la progresion de la misma y/o las secuelas cronicas. Con el desarrollo
de una vacuna profilactica se evitaria el desarrollo de manifestaciones clinicas y, a su vez se
podria detener la transmision de la misma. La gran capacidad que presenta el parasito para
infectar células y permanecer dentro de ellas, es de los principales obstaculos para el desarrollo

de una vacuna profilactica. La formulacion terapéutica seria una estrategia tutil para la
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disminucion de las manifestaciones clinicas, que en compaiia de las estrategias de erradicacion
del vector podria tener un importante impacto a nivel poblacional.

Respecto a los resultados esperados de la vacunacion se pueden plantear dos grandes
objetivos: por un lado la cura parasitologica, concepto que alude a la eliminacion del parasito, y
por otro lado la cura clinica, esto incluye la desaparicion de sintomas y elementos de
remodelacion de organos del hospedador sin la eliminacion completa del parasito. Estas
alternativas se encuentran relacionadas ampliamente con el enfoque previamente mencionado
en relacion a las formulaciones profilacticas y terapéuticas. El desarrollo de la cura
parasitologica puede ser de mayor utilidad como objetivo de las vacunas profilacticas. Sin
embargo, el principal problema de salud publica de la Enfermedad de Chagas son las
manifestaciones cronicas de la enfermedad, donde la carga parasitaria circulante es baja, por lo
que es necesario el desarrollo de una vacuna que sea capaz de generar una regresion de la
enfermedad o el pasaje a un estado asintomatico de la enfermedad. La desventaja de la misma,
es que los portadores pueden seguir transmitiendo la enfermedad de forma vertical o mediante
el vector.

Los vectores virales son una herramienta eficaz para generar estimulacion del sistema
inmune al simular una infeccion natural y el uso de adenovirus es una herramienta no
despreciable en la perspectiva de formulacion futura de una vacuna para la Enfermedad de
Chagas. Para la seleccion del serotipo de adenovirus mas adecuado, se deberia contar con la
prevalencia real de inmunidad del hospedador frente a los mismos que pudiera disminuir la
efectividad de la vacuna. Adenovirus 5 ha sido ampliamente utilizado como modelo de vector
bioldgico, por lo que planteamos que seria una nueva linea de trabajo generar estudios como los
de Farrow y colaboradores donde los antigenos de 7. cruzi se integran a la capside del virus,
siendo algo novedoso que permitira exponer los antigenos facilmente a los PPRs.

Respecto a los antigenos, la tendencia de estudios apuntan a generar formulaciones que
incluyan mas de un antigeno. Esto se justifica en el sentido de la gran diversidad de antigenos
que posee 7. cruzi y la capacidad que tiene para infectar miltiples células, por lo que es posible
que diferentes proteinas de superficie estén relacionadas con la invasion a diferente tipos de
células. Por tanto una formulacién con un tnico antigeno probablemente no sea suficiente para
generar una respuesta efectiva contra 7. cruzi. A su vez, consideramos que estos antigenos
deberian ser proteinas de superficie del parasito pertenecientes a las diferentes familias de
expansion multigénicas ya que son las mas abundantes del parasito. Por otro lado, las vacunas
con fines terapéuticos deberian tener efectos inmunomoduladores considerando el gran
componente que tiene los efectos del sistema inmune sobre las manifestaciones clinicas cronicas

de la enfermedad.
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La mayoria de los adyuvantes utilizados hasta el momento en las formulaciones no son
viables en humanos, por lo que es necesario continuar el estudio de nuevas propuestas de
adyuvantes ya enfocados en la seguridad de los mismos. El HSP70 ha comenzado a utilizarse y
creemos que es una buena alternativa que debe continuar siendo desarrollado en el disefio de
una formulacion.

Es de destacar que las investigaciones realizadas hasta el momento han seguido diversas
lineas de trabajo y se han evaluado distintas estrategias de resultados alentadores, si bien
ninguna ha logrado avanzar a una siguiente fase de estudio. Parece importante entonces, a partir
de todos los resultados ya obtenidos, generar consorcios colaborativos de investigacion, para
poder disefiar estrategias racionales hacia formulaciones mas eficaces hacia una vacuna contra
la Enfermedad de Chagas.

Las bases estan sentadas y el momento es muy prometedor, mediante el esfuerzo
colectivo, 107 afios después de que Carlos Chagas en Brasil abriera los conocimientos de la
Trypanosomiasis Americana al mundo, esperamos se logre finalmente considerar a este

padecimiento historia pasada.
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ANEXOS

Anexo 1: Ciclo biologico de T. cruzi

e bl Tiypemastigates differsntae inta
o ingemi gkt cyimastigotes, which replicate in rridgut

L

Figure 1. Life Cydle of Trypamosoma cruzi.

1helife cycle of | @oEs begins when the thatomine veour iNgests Croulanng try fOMasngotss n 2 biood meal from an irfected mam-
mal an host. Trypomestigotes trensform into epimastigees, the main invertebrate replicatirg stage, in the midgut of the vector. Epimas-
tigoies migrate to the hindgut and differentiate into infective metacyclhic trypemastigotes, which ar: eccreted with the feces of the vec
tor. Metacrchic trypomastigotes anter through 3 bite wound or through an intact mucous membrane of the mammalian host ard invade
marny types of nucleated cells. Ir the cytoplasm, trypomestigotes differentiste into the intraceflular amastigots form, which repicates
with & doubling time of appracimatay 2 hours over a period of 4 to 5 days. At the end of this paried, the armistigetes transform into
trypomastgotes. the nost cefl ruptwes and the trypomastigotes are rebeasad into the circulation. The circulafing parasitas can then ir-
wade new cells and intiate new rplizatve cycles and :re available to infec: vactors that feed on the host. Thafigues is from Bern.t
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2015;373(5):456-466



34

Anexo 2: Proteinas de superficie de membrana de 7. cruzi y receptores de la célula hospedera
que participan en los procesos de adhesion e internalizacion celular.

Fioure 2: Schematic model summarizing the molecules involved on parasite-host cell interaction process and exposed on the surface of a
hypothetical host cell and in tryp of Tryp eruzi,

Extraido de: De Souza W, de Carvalho T, Barrias E. Review on Trypanosoma cruzi: Host Cell
Interaction. International Journal of Cell Biology. 2010;2010:1-18



Anexo 3: Tabla de revision

Antigeno

Formul

Adyuvantes

Modelo

Respuesta

Parasitemial
Carga

Sobrevida

parasitaria
Cz Proteina Freund CA7BL/G ThillgG 5D Sin alteraciones 5D 46
recombinante /BALBIc
(ITS)
Cz Proteina Freund BALB/c IgG S0 Aumento de sD 46
recombinante marcadores (CK y
(ITs) LDH)/ Alterado
Cz Proteina Freund C57BL/6 Th1-Th2 sD sD sD 48
Cz Proteina CpG- C57BL/6 Th1 Baja/ 8D sD 100 % 48
oligodeoxynucleotide
Cz Proteina MALP-2 de C57BL/6 Tht sD sD 60 % 48
recombinante M. fermentans
Cz Proteina CpG C57BLG Th1 Muy bajal 5D Sin alteraciones/ SD sD 48
recombinante
Plasmido de  Vectorde ADN GM-CSF. CpG-ODN  murino Th1 en sD sD sD 49
Cz-ADN en basea 5. o MALP-2 menor
entérica medida
T. cruzi Organismo sD murino sD Disminuidas S0 sD 50
d entero
T. rangeli Organismo sD murino sD Disminuidas Sin cambios/SD Incrementada 51
entero
r-ASP-2 Proteina Aluminio o CpG murino INFy Disminuida/SD 5D Incrementada 52
recombinante ODN
s Proteina CpG ODN murino IgA, 1gG y sD/ S0 Incrementada 5354
recombinante INFy Disminuida
Cz Proteina CpG ODN murino Humoral y  Disminuida/SD Disminucion de la sD 55
recombinante celular, inflamacicn en
INFy vy musculo
actividad esquelético/SD
litica
GP 82 Proteina CpG ODN INFy sD sD Vanable 56
recombinante
Adenovirus o Vector Viral 5D INFy Disminuida/SD 5D Incrementada 57
virus vaccinia
que expresa
epitopes
TSSA CD8
Adenovirus Vectar Viral sD Anticuerpes  Disminuida/SD sD Incrementada 58
que expresan y actividad
TS y ASP-2 citolitica
Virus sendai Vectar Viral sD INFy y Disminuida/SD sD Incrementada 59
que expresa CDg&+
ing ASP-2
TSA1, ASP1 ADN IL-12 y GM-CSF Anticuerpos  Disminuida/SD Disminucion de la Incrementada 60
ASpP.2 y actividad inflamacion /SD
citolitica
ASP-2 o UB- ADN 5D INFy, Disminuida/SD 5D Incrementada 61-62
ASP-2 CD8+,
actividad
citolitica
TS ADN IL-15 INFy y sD sD Incrementada 63
CD8+
TSA1yTc24 ADN sD sD Disminuida/SD Disminucion de la sD 64
inflamacién/SD
TcVac2+ IL- Heterologous 5D Respuesta  SD/Disminuida Aumento de no reportada 65
12+GM-CSF prime- boost humoral y alteraciones/ SD
ADN y celular,
proteina INFy y CD8
recombinante
boost+
saponina
AND~+ Heterologous sSD INFy, Disminuida/SD sD sSD 66
adenovirus prime- boost CD8+,
que expresan actividad
TS y ASP-2 citolitica
rSA85-1,1 Proteina 5D Aumento de 5D Sin exacerbacion/ SD 5D 67
recombinante niveles de
Ac
TSA1, Tc2d y ADN sSD Aumento de Disminuidas Disminucion de la Aumentada 68-70
Tech2 INFy y CD8 inflamacidn /SD
ASP-2 like ADN sD sD Sin efectos Sin efectos/ 5D Sin efecto 63
clone 9y TS
PRF2HSP-7T0 Proteinas HSP70 BALB/c/  Th1 (INF-y sD Menor respuesta sD 36
y PRF3- recombinantes C57BLG yIL12) y inflamatoria con
HSPT0 + plasmido Th2 PFR2-HSPT0
fusionadas y  (paraflagelar) recombinada en 25%
PRFs solas Sin dafio cardiaco en
75%
Adenovirus Vector viral Sin adyuvante C57BL/6  CD4, CD8, sSD sSD sD 35
43 + gp83 con Ac
incorporacion
de ag en
e
Adenovirus Wector viral Sin adyuvante CAR7TBL/6  CD4, CD8, 5D 5D 5D 35;
48 + ASP-2 con c
incorporacién
de Ag en
capside
rAdVax Adenovirus 5 + Sin adyuvante CD4, CD8, Disminuidas Disminuye carga; sD 34
ASP2 +TS Ac detiene y retrocede
cardiomiopatia/mejora
alteraciones del ECG
PRF2-PRF3 Plasmido HSP70/Sin BALB/c/  Thi1, Th2, Disminuidal Disminuye la Aumentada 71
adyuvante C57BL/G lgG 5D inflamacion en en presencia
presencia de de adyuvante
adyuvante/ SD

Espacio en blanco y SD: Sin dato
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