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SINTESIS
Para contribuir a estudio de la respuesta inmune frente a la infeccion con T.cruzi y a desarrollo de
vacunas de nueva generacion, se construyo una biblioteca gendémica de expresion de T. cruzi en un vector
de expresion en células eucariotas, con la cua se inmunizaron ratones machos de la linea isogénica
BALBI/c por la via intramuscular. En este modelo experimental se estudio la expresion de antigenos del
parésito por IFl en e sitio de inoculacion, la respuesta inmune humoral especifica por ELISA y Western
Blot (WB), larespuesta de linfoproliferacién especifica, asi como la proteccion inducida frente al reto con
T. cruzi y Leishmania amazonensis También se estudidé la presencia de distintos marcadores de
autoinmunidad, después de la inmunizacién con la biblioteca de expresion. Se evidencio la expresion de
antigenos en e musculo esquelético de los ratones inmunizados con la genoteca, al enfrentarlos con
sueros de pacientes afectados con la Enfermedad de Chagas. Se obtuvo una respuesta de articuerpos
significativa, detectada por ELISA en los sueros de los ratones inmunizados con la biblioteca y con
antigenos solubles de T.cruzi en la sexta semana post-inmunizacién. En el estudio por Western Blot (WB)
se evidencio € reconocimiento de multiples bandas a enfrentar |os sueros contra antigenos solubles de T.
cruz. Se observo estimulacion de linfocitos en € grupo inmunizado con una dosis de la biblioteca'y con
los antigenos solubles. Fue puesta en evidencia la capacidad de los ratones inmunizados con la biblioteca
gendmica de expresion de controlar la infeccion aguda producida por los trypomastigotes de T. cruz. La
evolucion de la lesiones en todos los grupos estudiados después del reto con L. amazonensis demostro la
no existencia de proteccid n cruzada. La vacunacion no provoco la induccion de anticuerpos anti ADN de
doble o simple cadena, anticuerpos antinucleares y contra musculo cardiaco. Se observé un aumento
transitorio del Factor Reumatoideo 1gG en los ratones inmunizados con la biblioteca genémica de
expresion de T.cruzi. Nuestros hallazgos sugieren que la induccion de respuestas autoinmunes frente al

ADN utilizado en la inmunizacién es poco probable.
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ABREVIATURAS:

AD : Aglutinacion directa.

ADN : Acido Desoxiribonucleico.

ARN : Acido Ribonucleico.

BGE: Biblioteca genémica de expresion

CMH : Complgo mayor de histocompatibilidad .
CMV : Citomegalovirus

CPA : células presentadoras de antigenos.

E. cali: Echerichia coli.

ELISA : Ensayo Inmunoenzimatico sobre fase solida.
HAI : Hemaglutinacion indirecta

[FI : Inmunofluorescencia indirecta.

19G : Inmunoglobulina G.

LTC : Linfocitos T citotOxicos.

L.amazonends: Leishmania amazonensis

MIF : Prueba de inhibicién de la migracion de los macrofagos.
NK : Células asesinas.

OMS : Organizacion Mundia de la Salud.

pc DNA 3 : Vector de expresion en células eucariota.
SNC : Sistema Nervioso Central.

SSTF: Solucion Salina Tamponada.

T. cruz : Trypanosoma cruz.

TBE : Tampdn Tris Borato- EDTA.

TE: Tampon Tris EDTA.

WB: Western Blot.



CAPITULO I.- INTRODUCCION

1.1 introduccion

Tripanosomiasis es el nombre que se le da a un conjunto de enfermedades causadas por protozoos del
género Trypanosoma y esta clasificada por la Organizacién Mundia de la Salud (OMS) como una de las
enfermedades tropicales de mayor importancia (Khaw y Panosian 1995, Chiari et al 1996), o que puede
ser explicado por la fata de programes encaminados a control de vectores, educacion a la poblacion
expuesta, diagndstico oportuno, tratamiento eficaz y realidades sociaes de los afectados que incluyen
pobrezaeinsalubridad (LIanio 1988, Capron et al 1994, Abbas 1995, Dias et al 2002, Saez et al 2003).

La tripanosomiasis americana es una parasitosis que fue descrita por primera vez en 1909, en la parte
central de Brasil, por Carlos Chagas, por lo que también es conocida como Enfermedad de Chagas
(Kenneth 1982, Kirchhoff 1990, Rey 1991, Pérez- Duque et al 1995, Prata 1995,). Se estima que en las
regiones endémicas de América Central y América del Sur estan infectados entre 18 y 20 millones de
personas, de ellos aproximadamente 33% pueden desarrollar la enfermedad cronica (Rojas de Arias 1992,
Schrevel 1996, Dias et al 2002). La incidencia de la infeccion es de 1 millon de casos por afio y la
mortalidad es de 45 000 muertes anualmente (Wilson 1991, Moncayo 1993, Rizzo et al 2003)

Trypanosoma cruz tiene un ciclo de vida complejo (Heynemany Mc Kerrow 1991, Asiny Giojaas 1995)
y existen, a menos, tres formas morfol 6gicamente distintas: la infectante, constituida por tripomastigotes
sanguineos 0 metaciclicos, los epimastigotes (fundamentalmente en € insecto vector transmisor y en
medio de cultivo) y los amastigotes, que habitan dentro de la célula (Hernandez et al 1991, Garcia 1995).
Todos los tgjidos pueden ser invadidos, pero los més afectados son aquellos ricos en células dd sistema
reticulo-endotelial ( Tomlinson et al 1995, Bonay yFresno 1995, Vergara et al 1995 Vera—Cruz et al
2003).

Las vias de transmision pueden ser € insecto transmisor infectado (hospedero intermediario activo), la
transfusion de sangre contaminada y la transmision vertical de la madre a feto por via transplacentaria
(Wilson 1991). Resulta menos frecuente la transmision por accidentes, por via oral o por laleche materna
(Aznar et al 1995).



La infeccion por este parésito atraviesa por tres fases: aguda, indeterminada y crénica. La fase aguda
comienza entre la primera y tercera semana después de la infeccion inicia; la parasitemia es elevada pero
los signos clinicos son por o general inaparentes (Paiva et al 2003). En la etapa indeterminada disminuye
la parasitemia haciéndose muy dificil su deteccién y el nivel de anticuerpos especificos se incrementa
(Rodriguez 1995). Las secuelas cronicas més trascendentales de esta enfermedad son: e dafio de
miocardico y del tubo digestivo, que ocurren durante la fase cronica de la enfermedad |as cuales adquieren

carécter irreversible y mortal (Capron et al 1994, Frank et al 2003, Pérez Fuentes et al 2003).

Las medidas de control de la Tripanosomiasis americana se basan en la interrupcion de las principaes
vias de transmision (Moncayo 1992): la transmision del parasito por e insecto vector, € diagnostico y
tratamiento de los casos humanos y animales, la utilizacién de hemoderivados contaminados mediante €
tamizaje en bancos de sangre y la profilaxis mediante la vacunacion (Chiari et al 1996, Frank et al 2003,
Pérez- Fuentes et al 2003). El control del vector trasmisor de la enfermedad se hace dificil su alto costo,
unido al desarrollo de resistencia alos insecticidas y € potencia contaminante de estos. El diagnéstico y
tratamiento de la enfermedad tiene dificultades intrinsecas, asociadas ala baja sensibilidad y especificidad
de los métodos de diagndstico en uso y a la dta toxicidad de los medicamentos existentes (Chiari et al
1996, Beherend et al 2002, Antunez et al 2002, Pitcovsky et al 2002).

La persistencia de los parasitos en los hospederos humanos dan lugar a reacciones inmunitarias cronicas
gue pueden lesionar los tegjidos, asi como ocasionar ateraciones en la regulacion inmune (Moncayo 1992,
Gomes et al 1995). Hay pocas alternativas terapéuticas fara e tratamiento y el control, mediante la
vacunacion, de la Enfermedad de Chagas, muchos antiparasitarios son toxicos, relativamente ineficaces o
ambas cosas (Brener y Krettli 1990, Sepulveday Cassels 1996, Cancado 2002, Villar et al 2002).

Son muchos los problemas por resolver para obtener un inmundgeno lo suficientemente eficiente, que
provoque una respuesta protectora (Teixeira 1979, Basombrio 1990, Gruppi et al 1995, Schnapp et al
2002).

Entre las estrategias vacunales de nueva generacion se encuentra la inmunizacion con &cidos nucleicos,
dicha estrategia ofrece la perspectiva de promisorios resultados en e control de enfermedades parasitarias
debido a su capacidad de estimular respuestas de células T auxiliadoras tipo 1(TH 1) (Davis et al 1993,
Ulmer et al 1993, Ouyang et al 2003, Harumal et al 2003).



Los vectores mas utilizados en este tipo de inmunizacion son los plésmidos, los cuales son moléculas
pequeiias de ADN, de doble cadena, circulares y extracromosomales, que existen en € interior de las
bacterias y se replican de manera auténoma en la célula hospedera. Es posible insertar en ellos mediante
manipulaciéon genética, fragmentos de ADN, que codifican antigenos de interés vacuna (Ulmer et al
1993, Davis et al 1993, Harumal et al 2003, Ouyang et al 2003, Liu et al 2003).

En general, las construcciones genéticas utilizadas para este tipo de inmunizacion, contienen un promotor
funcional en células eucariotas, € gen de interés que codifica un producto de importancia vacunal,
origenes de replicacion para Escherichia coli y para células superiores, ademas de un gen de resistencia a
antibidticos (Fynan et al 1993, Shabaan et al 2003).

Esta tecnologia se ha empleado experimentalmente para inducir una respuesta inmune contra agentes
virales como la Hepatitis B (Davis et al 1994), la Influenza ( Montgomery et al 1993) y lainfeccién por €
virus HIV-1 (Coney et al 1994); bacterias como el Mycobacterium tuberculosis (Lowrie et al 1994) vy €
Mycoplasma pulmonis (Barry et al 1995); asi como en parasitos intracelulares, entre ellos Leishmania
major (Xuy Liew 1994) y Plasmodium yoelli, (Hoffman et al 1994) con los cuales se obtuvo inmunidad
protectora humora y celular (Tang et al 1992, Danko y Wolf 1994, Wainey McManus 1995). Ademés, de
la administracién directa de pldsmidos, con la que se han obtenido |os mejores resultados, también se han
usado vectores retrovirales recombinantes, ADN encapsulado en liposomas y ADN acoplado a proteinas
transportadoras especificas, con resultados variables ( Abbas 1995, Vogd y Sarver 1995, Cai et al 2001,
Schabaan et al 2003 ).

Esta tecnologia promete candidatos vacunales de facil manipulacion y bajo costo de produccion, que
combinen las ventgjas de las vacunas de subunidades y la eficacia de las vacunas de vectores vivos
(Gherardi et al 2001, Schrevel et al 1996, Rodrigues et al 2002). Todo esto permitiria la prevencién de
enfermedades virales y parasitarias sin correr 1os riesgos de las vacunas vivas, ya sea la reversion a la
virulencia o € posible desencadenamiento de infecciones mortales en huéspedes inmunodeprimidos
(WHO CTD 1996, Pérez Duque et al 1995, Rodrigues et al 2002, Schabaan et al 2003). Entre las
desventajas potenciales de este nuevo método se encuentran: la posible integracion de los genes vacunales
al genoma de la célula hospedera, |0 que pudiera ocasionar la aparicién de transformacion neoplésica, y la

induccion de estados de autoinmunidad debido a una expresion prolongada del ADN extrafio con pérdida
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de los mecanismos normales de reconocimiento por parte del sistema inmunitario. Después de profundos

estudios experimentales, no se ha demostrado la ocurrencia de estos eventos (Messina et al 1995).

La identificacion de los antigenos responsables del desencadenamiento de la respuesta protectora
congtituye el elemento de mayor importancia para €l desarrollo de vacunas. En e caso de T. cruz, los
antigenos involucrados en la proteccion no han sido identificados en forma precisa, |o cual constituye uno
de los obstaculos més importantes para el desarrollo de vacunas contra este parésito (Garg et al 2002,
Schnapp et al 2002, Ouaiss et al 2002). Recientemente, se ha desarrollado la tecnologia de inmunizacién
con bibliotecas de expresion (DNA, cDNA) como una herramienta metodoldgica encaminada a la
identificacion de los genes codificantes de los antigenos relacionados con la proteccion (Barry et al 1995,
Feng et al 2002, Harumal et al 2003, Shabaan et al 2003).

Barry y colaboradores (Barry et al 1995) reportaron la inmunizacién con una biblioteca genémica de
expresion de Mycoplasma pulmonis en ratones, con la que se logré la induccion de respuestas inmunes
humorales y celulares, y el establecimiento de un estado de resistencia frente a reto con e
microorganismo. Este inmundgeno (biblioteca gendmica) consiste en la insercion de una mezcla de
fragmentos diferentes del genoma del microorganismo dentro del plésmido seleccionado, obteniendo una
construccion genética en la cua estan tedricamente representados todos los genes del mismo, con la

posibilidad de ser expresados en células superiores (Hoffman et al 1994, Barry et al 1995).

Después de lainmunizacion con fracciones de dichas bibliotecas se identificaron las que estaban asociadas
con la induccién de estados de proteccion, lograndose después de ciclos sucesivos de inmunizacion la

identificacion de los genescodificantes de antigenos protectores (Hoffman et al 1994, Barry et al 1995).

En el caso particular de T. cruz se ha inmunizado con genes que codifican para una o varias proteinas
individuales, las cuales han sido consideradas como candidatas por su capacidad de estimular una
respuesta protectora (Sepulvedaet al 2000, Fujimura et al 2001, Planelles et al 2001, Schnapp et al 2002,
Garg et al 2002, Rodrigues et al 2002, Katae et al 2002).



Sin restarle importancia a las otras estrategias de control, la obtencion de una vacuna eficaz contra T.
cruz, es una herramienta de gran impacto potencia para e control de la enfermedad en las condiciones
actuales(Dias et al 2002).

Teniendo en cuenta los elementos anteriores, con € presente trabajo nos propusimos aplicar la tecnologia
de inmunizacion con &cidos nucleicos a desarrollo de vacunas experimental es de nueva generacion contra
la Enfermedad de Chagas.

Para profundizar en el estudio de los mecanismos inmunol 6gicos estimulados por |as inmunizaciones con
acidos nucleicos se construyd una hiblioteca gendmica de T.cruzi en un vector de expresion en células
eucariotas y se evalud la expresion de antigenos del parasito en e musculo de los ratones BALB/c
inmunizados asi como se estudié la respuesta humoral y celular especifica inducida por la inmunizacion
con la biblioteca gendmica y se determiné la presencia de algunos marcadores de autoinmunidad. Al
mismo tiempo se evalud la proteccion especifica corferida en los animales inmunizados con ADN de T.

cruz asi como la proteccién cruzada contra L. amazonensis.

Tres interrogantes constituyeron el problema cientifico de esta investigacion.

1- ¢Lainmunizacion de ratones con una biblioteca gendmica de expresién de T. cruz serd capaz de
inducir la expresion de antigenos del parasito y una respuesta humoral y celular especifica que
pudiera ser detectables por técnicas como la Inmunofluorescencia Indirecta (IFI ), Inmunoensayo
Enzimético (ELISA), Western blot y la linfoproliferacion especifica?.

2- ¢Inducird la administracion de &cidos nucleicos de T. cruz la produccion de respuestas
autoinmunes como |las observadas en el curso de la infeccion natural ?

3- ¢La inmunizacion con una biblioteca de expresion de T. cruz inducird respuesta protectora

especifica frente a lainfeccion experimental ?

Sobre la base de los elementos anteriormente expuestos se definié como hipotesis de este trabgo la

siguiente:
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|.2 hipdtesis:
La inmunizacion con una biblioteca gendmica de expresion de T. cruzi  es capaz de inducir una respuesta

inmune protectora en e modelo murino ante el reto con este pardsito sin provocar una respuesta
inmunopatol 6gica.

Para el desarrollo de este trabgjo se definieron los siguientes objetivos.
|.30bjetivos

objetivo genera:

Contribuir a desarrollo de vacunas de hueva generacion Utiles para el control de la Enfermedad de Chagas

objetivos especificos:

1. Construir una biblioteca gendmica de expresion de T. cruz y demostrar la expresion de antigenos
del parasito en ratones BALB/c inmunizados con esta genoteca.

2. Evauar la inmunogenicidad humoral y celular especifica en ratones BALB/c inmunizados con la
biblioteca genémica de expresion de T. cruzi

3. Determinar la proteccién homdloga y cruzada frente a reto on T. cruzi y L. amazonensis en
ratones BAL B/c inmunizados con la bibliotreca genémica de expresion de T. cruz.

4. Evauar la presencia de marcadores de autoinmunidad ratones BALB/c inmunizados con la

biblioteca genémica de expresion de T. cruz.

Para el cumplimiento de los objetivos, se acometieron |as siguientes taress.

Construir una biblioteca gendmica de expresion de T. cruz, empleando como vector el plasmido
pPcDNA3.

Determinar la expresion de antigenos de T. cruzi en e musculo de los ratones inmunizados por via
intramuscular con la biblioteca gendmica de expresion.

Evaluar la respuesta de anticuerpos especificos del isotipo 1gG contra los antigenos de T. cruz en
los animales inmuni zados, mediante las técnicas de ELISA y Western blot.

Evauar la respuesta linfoproliferativa de células T especificas contra los antigenos de T.cruzi en

|os animales inmunizados.

Evaluar la proteccion inducida en animales inmunizados con |a biblioteca gendmica reténdolos con

unadosis letal de una cepavirulentade T. cruz.
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Evaluar la capacidad protectora cruzada de la administracion de una biblioteca genémica de
expresion de T. cruz frente a reto con promastigotes de Leishmania amazonensis.

Determinar anticuerpos anti ADN de doble y simple cadena por ELISA en el suero de ratones
inmunizados con |la biblioteca genémica de expresion de T. cruz.

Determinar la presencia de anticuerpos antinucleares y antimusculo cardiaco mediante
inmunofluorescencia indirecta en el suero de ratones inmunizados con la biblioteca gendmica de
expresion de T. cruz.

Determinar la presencia de Factor Reumatoideo de tipo 1gG en e suero de ratones inmunizados

con labiblioteca genémicade expresionde T. cruz..

.4 novedad cientifica

%+ Se presenta e primer reporte a nivel internaciona de inmunizacion con acidos nucleicosde T. cruz .

% Seredizad primer reporte de inmunizacion con una biblioteca gendmica de un protozoo.

+ Sereporta por primera vez la expresion de antigenos parasitarios “in vivo” después de lainmunizacion
con ADN gendémico de un protozoo, |o que plantea la posibilidad del procesamiento del ARN por lacélula
muscular. Ello tiene relevancia cientifica, ademas de que pudiera tener aplicacion en la produccion de
vacunas de ADN contra otros parésitos

% Se estudio la respuesta inmune especifica inducida tras la administracion de una biblioteca de
expresion de T. cruz.

% Se demostré la posibilidad de inducir proteccién frente a la infeccion aguda experimental con T. cruz
tras lainmunizacion con una biblioteca genomica del  microorganismo.

% Se reporta por primera vez la produccion transitoria del factor reumatoideo después de la

inmunizacién con &cidos nucleicos.

|.5 El valor tedrico

El valor tedrico del presente trabajo radica en los aportes que brinda a conocimiento de los nuevos
meétodos de control basados en el desarrollo de vacunas experimentales para la Tripanosomiasis, |o cual
trasciende a nivel internacional. Los resultados presentados en esta tesis han recibido, entre otros,
premios de la Academia de Ciencias de Cuba, se han publicado en revistas nacionales e internacionales y
se encuentran incluidos en diferentes Trabgjos de Terminacion de Residencia o Tesis de Maestria en

Parasitologia.
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1.6 El valor practico
Su valor practico radica en que se desarrollaron herramientas metodoldgicas y conocimientos Utiles para

los trabgj os futuros encaminados a la obtencién de vacunas de ADN contra este parésito.
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CAPITULO Il.- INFORMACION PREVIA

[1.1 tripanosomiasis americana

L as tripanosomiasis humanas son producidas por protozoos flagelados que viven en la sangre y tejidos del
hospedero humano y transmitidas por artrépodos hematdfagos (Kirchoff 1990). La tripanosomiasis
americana fue reportada por primera vez en 1909 por Carlos Chagas. Este investigador descubre la
enfermedad en el estado brasilefio de Minas Gerais y describe magistralmente los hechos etiol 0gicos,
clinicos, epidemiolgicos y parasitoldgicos que le conciernen. Es con toda justicia que la tripanosomosis
americana tiene como eponimo Enfermedad de Chagas (Rey 1991, Gonzd ez 1996)

I1.2 agente etiol 6gico

Es producida por Tripanosoma cruz, protozoo flagelado perteneciente a Reino Protista, Subreino
Protozoa, Phylum Sarcomastigophora, Clase Zoomastigophora, Orden Kinetoplastida y la familia
Trypanosomatidae; género Trypanosoma, subgénero Schizotrypanum, especie Trypanosoma cruzi (Plorde
1990, Cuyés y Garcia 1995). Se adopto € subgénero Schizotrypanum para designar a los parasitos que se
multiplican intracelularmente en los vertebrados, por esto e nombre taxondmico completo es
Trypanosoma (Schizotrypanum) cruzi (Kenneth 1982, Beaver et al 1986, Cuyas 'y Garcia 1995). Existen
tres formas morfol6gicamente distintas: la infectante, constituida por tripomastigotes sanguineos o
metaciclicos, los epimastigotes; fundamentalmente en el insecto y en e medio de cultivo y amastigotes
intracelulares (Cuyas y Garcia 1995). Este ultimo es redondeado u oval, mide aproximadamente de 1.5 a4
micras, con el kinetoplasto en forma de bastoncito o bien esférico y se multiplica por division binaria.
Forma nidos en € interior de las células similares morfol 0gicamente a los de las formas amastigotas del
género Leishmania sp., por 1o que se les llama nidos leishmanoides. El epimastigote posee un tamafio un
poco menor que € tripomastigote, aspecto fusiforme y flagelos anteriores a nicleo. El tripomastigote es
alargado, fusiforme y su tamafio es arededor de 20 micras de longitud; con un nlcleo grande cerca de la
parte central. A lo largo de su cuerpo tiene una membrana ondul ante bordeada por un flagelo que seinicia
en el kuinetoplasto y sale del parésito por su extremo anterior (Moncayo 1993). El kinetoplasto contiene €l
20 % del ADN tota del parésito presente en su mitocondria, localizada en la region subterminal de la
parte posterior del protozoo. El tamarfio notoriamente grande de este permite diferenciarlo del resto de las

especies de tripanosomas (Moncayo 1993).
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[1.3 epidemiologia

Esta enfermedad es unainfeccion zoondticay afecta tanto a animales domésticos y salvajes como al hombre
(Asiny Giojalas 1995). La presencia de insectos vectores y de animales domeésticos y salvajes que sirven de
reservorios es un poco més amplia para esta enfermedad (Vergara et al 1995).

La Enfermedad de Chagas es transmitida por insectos hemat6fagos nocturnos de gran tamafio, que
pertenecen a Orden Hemiptera y corresponden a tres géneros de la familia Reduviidae conocidos
generalmente como redavidos o triatomineos. Los géneros transmisores de la enfermedad son: Rhodnius,
Triatoma y Panstrongylus. Las especies vectores varian en los diferentes paises, donde son conocidos
popularmente con diversos nombres seguin la region como: chinches besadores, vinchucas, pitos, barbeiros,
chipos, entre otros. Estos insectos suelen habitar en las grietas de las casas rurales construidas de barro y
vegetacion, saliendo de noche a realizar su alimentacion hematofaga de la que e hombre es victima (Petri y
Eisen 1989, Wilson 1991). Las vias de transmision hacia e hombre pueden ser: e insecto transmisor
infectado (hospedero intermediario activo), la transfusién de sangre contaminada, o a través de la placenta
(Petri y Eisen 1989, Wilson 1991). Otros mecanismos de transmision menos frecuentes son |os transplantes
de drganos procedentes de donantes parasitados, |os accidentes de laboratorio, por lactancia materna o por
via oral (ingestién de carne semicruda o sangre de animales parasitados y de bebidas contaminadas con
materia fecal de triatdminos (Velasco et al 1994, Benenson 1997). Estudios realizados han evidenciado la
presencia de canibalismo y transmision directa de T. cruz entre los Triatomineos lo que juega también un
papel importante en la transmision de la infeccién chagasica (Gentillini 1982, Garcia et al 1995). Las
chinches pueden contraer la infeccion, ademés, absorbiendo las deyecciones infectadas de otras chinches
(Petri y Eisen 1989). El reservorio lo congtituyen los humanos y més de 150 especies de animales
domeésticos y salvajes que incluyen perros, gatos, roedores, marsupiales, quirdpteros, carnivorosy primates,
entre otros (Gentillini 1982).

[1.4 ciclo devida Tripanosoma cruz

Los vectores se infectan a chupar la sangre del hombre o mamiferos (reservorios) con tripomastigotes
sanguineos circulantes. Pueden hacerlo en el estadio de larva, ninfa o imago. La digestion de sangre por
los triatomineos es un proceso relativamente lento, por € cual se tornan infectantesen un periodo de 10 a
30 dias posterior a la picadura del huésped infectado. Permanecen asi durante toda su vida que es de un
afno aproximadamente, aunque pueden llegar a dos afios. Los parésitos pueden sobrevivir durante varios

dias después de la muerte de la chinche (Wilson 1991). En € intestino de los insectos se transforman en
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epimastigotes, en € recto del insecto sufren otra transformacion a tripomastigotes metaciclicos forma
infectante para € huésped vertebrado y finamente son eliminados con € liquido de las heces de la
chinche (Heyneman y McKerrow 1991). La defecacion de la chinche se produce en e momento de la
picadura, mientras se alimenta, 0 muy pco después. Esto ocurre habitualmente de noche y ocasiona
prurito ( Tomlinson et al 1995).

El hombre, picado en el transcurso del suefio, se auto infecta al transportar inconscientemente con |os
dedos las deyecciones parasitadas del insecto hasta la mucosa bucal, nasal y ocular a través de las cuales
penetran los parésitos, sin necesidad de tener excoriaciones, o hasta heridas de la piel 0 € propio sitio de
la picadura que también puede ser contaminado (Krogstad 1994, Bonay y Fresno 199). Una vez en €
huésped vertebrado entra a las células susceptibles en las cuales se liberan del flagelo y de la membrana
ondulante, forman amastigotes replicandose intracelularmente como tales de una manera muy activa y
constituyen racimos (nidos leishmanoides) que llevan a la rotura celular. Los amastigotes son liberados a
la circulacién, se alargan, forman flagelos y se convierten en tripomastigotes. Estos entran a otras células
pararepetir € ciclo o son ingeridos por € insecto vector (Anselmey Moleiro 1974).

Esta etapa descrita coincide con la fase aguda de la enfermedad y es la que asegura la transmisiéon de la
enfermedad por |la elevada parasitemia, pues el vector toma el parasito de la sangre durante sus comidas.
La aparicion de los paréasitos en la sangre ocurre aproximadamente después de 7 a 14 dias de la infeccion
(periodo prepatente). Todos los tejidos pueden ser invadidos pero los més afectados son agquellos ricos en
células del sistema reticuloendotelial, teniendo predileccion por los macréfagos en primer lugar y le
siguen en orden de frecuencia € tegjido muscular cardiaco, muscular estriado, musculo liso y menos

frecuentemente, por tejido nervioso (Luquetti 1994).

1.5 patologia

Fase Aguda

Se caracteriza por una intensa multiplicacion parasitaria. Es comin encontrar reaccion inflamatoria de
tegjidos blandos en € sitio de entrada del parasito, formada por edema intersticial importante, parasitismo
intracelular de macréfagos tisulares e infiltracion linfocitaria con crecimiento de nodulos linfaticos
regionales. Puede localizarse en la piel (Chagoma) o comprometer el parpado (signo de Mazza Romaiia)
(Garciaet al 1995, Benenson 1997).

Posteriormente, se produce diseminacion linfética y hematdgena de parasitos a otros ganglios linféticos y

Organos. Los histiocitos fijos, fibras musculares, células adiposas, células gliales y en general las células
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del sistema reticuloendotelial, sufren destruccion debido al crecimiento y multiplicacion de los parasitos
(Benenson 1997).

Cuando se afecta el corazon, la miocarditis aguda se caracteriza histologicamente por una infiltracion
celular intensa de células mononucleares, un proceso degenerativo variable de las fibras miocérdicas que
pierden su estriacion y e desarrollo de nidos de amastigotes. Encontramos ademas flacidez y dlatacion
cardiaca. La destruccion de células ganglionares y neuronales no solo se produce en corazon, sino también
en tubo digestivo, que originara dilatacion e hipertrofia de ellos (Santos -Buch y Acosta 1985, Tomoyoshi
y George 1995, Méello de Oliveira 1998).

En el Sistema Nervioso Centra hay infiltracion linfocitaria de leptomeninges con congestion, hemorragias
perivasculares, proliferaciéon glia y neurofagia. El foco inflamatorio se presenta en cerebro, cerebelo,
nucleos basales, protuberancia anular y médula espinal. El indice de mortalidad en la fase aguda es bgjo,
cercadd 10 % (Lagrange et al 1992).

Fase Latente o Indeterminada

Después de la fase aguda ocurre una respuesta inmune gque provoca disminucién de la parasitemia y

mantiene la infeccidn en algunos focos selectivos. Este periodo que va desde € final de la fase aguda hasta
la aparicidn de los primeros sintomas de la fase crénica es llamado latente o indeterminado. En esta fase el

paciente es asintomatico, a pesar de que el parasito permanece en el organismo dando comienzo alesiones

que determinaran la progresion de la enfermedad (Lagrange et al 1992).

Fase Cronica

La fase cronica se caracteriza por una parasitemia minima predominando el parasitismo tisular y lesiones
tipicas en corazon y tubo digestivo. Durante ella la patologia més importante es la cardiopatia chagésica
(Petri y Eisen 1989). Ocurre destruccién de las fibras miocérdicas acompafiado de infiltracion linfocitaria
originado por la intensa multiplicacion parasitaria en ellas (Lagrange et al 1992). Se desarrollan auto
anticuerpos contra endocardio, vasos sanguineos e intersticio de musculo estriado (EVI1) (Santos-Busch
1998). Se observan los amastigotes intracelulares formando nidos. Se desarrolla hipertrofia, dilatacion de
cavidades, trombosis mural, adelgazamiento apica y € patognomoénico aneurisma ventricular. mas
frecuente en el dpice del ventriculo izquierdo (Levinson y Jawetz 1998).

En la fase cronica de la cardiopatia chagésica, puede ocurrir la muerte stbita sin desarrollar insuficiencia

cardiaca congestiva o constituirse la forma crénica progresiva donde si aparece esta entidad. El primer
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caso es frecuente; en ellos e corazdn es pequefio, normal o ligeramente crecido. Hay diversos grados de
miocarditis local o difusa y fibrosis intersticial que a extenderse, ocasiona aneurisma apical. En €

segundo caso encontramos miocarditis con cardiomegalia acentuada, rara vez se encuentra lesion apical,
aunque puede existir trombosis de diversos grados de organizacion. Es extrafio ercontrar fibras
parasitadas que no estén rodeadas por inflamacion (Lagrange et al 1992, Levinson y Jawetz 1998 ).

La inflamacién se extiende hasta e pericardio (Pericarditis) y € endocardio (Endocarditis) y compromete
€l sistema de conduccion afectandose fundamentalmente la rama derecha e izquierda anterior del Haz de
His. Se desarrollan lesiones hipertréficas del tubo digestivo 0 megavisceras, especia mente megaesofago y
megacolon. Ocurre una denervacion o destruccion neuronal que trastorna el funcionamiento peristaltico de
la musculatura, ocasionando hipertrofia muscular y aumento considerable de los érganos (Escobar 1990).
En d transcurso del embarazo, provocado por la parasitemia materna, puede ocurrir infeccion trans
placentariay €l feto desarrolla lesiones semejantes a las descritas. La enfermedad fetal representa la forma

congénita de esta parasitosis (Escobar 1990).

I1.6 patogénesis

Los infiltrados inflamatorios no siempre estén relacionados con los nidos de amastigotes rotos, por 1o que
se postula que no es el parésito & responsable de la inflamacién, sino sus productos. Cuando la respuesta
inflamatoria es severa, la enfermedad puede ser letal, en caso contrario €l paciente se recupera, hay una
respuesta inmune especifica y la parasitemia disminuye hasta niveles practicamente no detectables en €l
periodo agudo. Pasada esta fase, |0s pacientes, en su mayoria, pasan a una etapa indeterminada de la que
poco se conoce aln (Koberle 1974).

Y a desde este periodo agudo los infiltrados inflamatorios son predominantemente mononucleares, por 1o
gue no puede descartarse la participacion de mecanismos inmunol dgicos en la produccion de dafio (Ferrari
et a 1995). Posteriormente, comienzan las manifestaciones de la enfermedad crénica. Los mega
sindromes se pueden explicar por un proceso de denervacion del sistema nervioso autonomo que lleva a
una incoordinacion motora y alteraciones de las fibras musculares. Se producen ateraciones en la
contraccion peristaltica que conllevan a trastornos funcionales de los 6rganos del tubo digestivo (Aznar et
al 1995).

Los cambios patolégicos en el corazéon se han explicado por varias teorias, las cuales describiremos a
continuacion: Una teoria mecénica, basada en la invasion de las fibras cardiacas por los parésitos que

provocan su destruccion; una teoria toxica, dada por la accién de productos metabdlicos toxicos del
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parésito o sustancias liberadas cuando ocurre la desintegracion de éste; una aérgica, que sugiere la
liberacion de toxinas producidas por T. cruzi como causante del proceso inflamatorio y otra vascular que
atribuye a un fendbmeno isquémico la reduccion del aporte sanguineo a tejido miocérdico originado por
lesiones vasculares, algunos investigadores sugieren la participacion del factor isguémico en la
patogénesis de la lesién apica (Velasguez 1990).

Ademas se plantea una teoria neurogénica, basada en las alteraciones que se producen en el sistema
nervioso auténomo del corazdn; una andxica relacionada con los trastornos en la difusion de oxigeno en el
espacio intersticial y ademés, otra inmunopatogénica (Siqueiray Menezes 1995).Esta Ultima se asocia a
la produccion de auto anticuerpos reactivos contra muchos tejidos propios (Siqueiray Menezes 1995). Se
plantea una patogénesis autoinmune no solo para la miocarditis sino también para la neuropatia
(Goldsmith 1991, Prata 1995). Se producen autoanticuerpos secundariamente a la estimulacion policlonal
de linfocitos por los parasitos (Goldsmith 1991)

Las caracteristicas mas sobresalientes del periodo cronico, escaso nimero de parasitos y caidad de los
infiltrados celulares, continlan siendo las mejores evidencias para sustentar el mecanismo auto inmune
como inductor de la Enfermedad de Chagas cronica. El fendmeno autoinmune también podria ser la
consecuencia del dafio originado inicialmente por la accion directa del parésito sobre las células del
huésped (en este caso seria un epifendmeno que actuaria amplificando la injuria y perpetuando su
mecanismo inductor) o de un desequilibrio en la red inmunoregulatoria (Prata 1995, Goldsmith 1991).
Texeiray colaboradores plantean otra teoria acerca de la génesis de la respuesta autoinmune asociada a la
Enfermedad de Chagas, basada en € hallazgo de la insercion de material genético de T. cruz en el
genoma de su hospedero. Esta insercion pudiera producir alteraciones en la regulacion de la expresion
genética del hospedero con la produccion de alteraciones en la expresion antigénica y en €

funcionamiento de las células del sistemainmune (Texeira et al 1994, Teixeira et al 2002)

I1.7 manifestaciones clinicas

Se describen dos formas clinicas de la Enfermedad de Chagas, la aguda y la cronica, con una etapa
indeterminada mediando a ambas; y la forma congénita de la infeccion (Goldsmith 1991, Siquiera y
Menezes 1995). El periodo de incubacion de la enfermedad es de 5 a 14 dias después de la picadura, en
caso de transfusion sanguinea sera entre 30 y 40 dias (Goldsmith 1991).
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Periodo Agudo

Esta fase de la enfermedad pasa inadvertida la mayoria de las veces. Se detecta poco a cualquier edad,
pero es en los nifios menores de 10 afios donde principalmente se realiza € diagndstico y puede durar

hasta tres meses (Aznar et al 1995). Durante ella existen gran cantidad de parésitos en los tgidos y en la
sangre (Goldsmith 1991). Puede ser asintomético, presentar sintomas leves o0 poco caracteristicos
manifestando sintomas correspondientes a la sintomatologia general provocada por cualquier entidad

febril de otra causa, desarrollar un cuadro grave que conduzca a la muerte del paciente o presertar signos
y sintomas dependientes del sitio de entrada de la infeccion. Es por ello que algunos autores clasifican la
etapa aguda con puerta de entrada aparente y sin ella (Kelly et al 1995, Prata 1995).

Por e contrario, s la enfermedad se manifiesta @n signos de puerta de entrada, su localizacion mas
frecuente es a nivel ocular y se conoce como signo de Mazza- Romaria o complejo oftalmo-ganglionar,
manifestandose como edema bipalpebral unilatera o bilatera de tono purpura, indoloro y duradero,

acompafnado de edema facial, conjuntivitis, queratitis y dacriocistitis. Este complejo se acompaiia de
linfoadenopatia satélite preauricular o regionales uni o bilaterales (Goldsmith 1991, Kelly et al 1995, Prata
1995)). Los ganglios més comprometidos generalmente son los preauriculares, parotidianos,
esternocleidomastoideos y submaxilares (Hoffand y Boyer 1985, Solana et al 1995)

Otra localizacion frecuente del signo de puerta de entrada es a nivel cutaneo s el patdgeno entra a través
de la piel y se congtituye una lesion denominada Chagoma de inoculacion que es producida en el mismo
sitio de entrada del parasito (Prata 1995). Las adenopatias persisten durante largo tiempo, pero € signo de
Mazza-Romafia y € Chagoma pueden desaparecer aproximadamente en dos meses (Prata 1995, Kelly et
al 1995)

En la fase aguda ocurre en algunas ocasiones miocarditis aguda acompafiada de anormalidades
radiol6gicas y electrocardiogréficas (taquicardia sinusal, prolongacion del intervalo RR y Q T, cambios
delaondaT, bgjo voltge del complgo QRS, entre otros) y cuadros neurol 6gicos como meningoencefalitis
(Santos—Buch y Acosta 1985, Méello de Oliveira 1998).

Las complicaciones que se producen y que pueden llevar ala muerte son miocarditis y meningoencefalitis
y se ven generalmente en nifios (Gonzalez et al 1995). Gran parte de las muertes se deben también a
insuficiencia cardiaca. La fase aguda se resuelve en dos meses aproximadamente, para volverse
asintomaticos y entrar en la etapa indeterminada, en su mayoria, 0 pasar a la fase cronica. Una parte se

mantienen asintomaticos indefinidamente y otros entran en una forma subaguda, admitida por algunos
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autores, que se caracteriza por: taquicardia, linfoadenopatias generalizadas y hepatoesplenomegalia
(Gonzélez et al 1995)

Periodo latente o Indeter minado

Se inicia de 8 a 10 semanas después de la fase aguda. Puede durar meses, incluso afios antes de
manifestarse la enfermedad cronica, con un promedio de 10 y 20 afios; aunque arededor del 25 %
permanece indefinidamente en esta etapa. Se caracteriza por seropositividad en pacientes asintomaticos
con estudios electrocardiograficos y radiol6gicos aparentemente normales ( Prata 1995, Kelly et al 1995,
Hoffand y Boyer 1985, Solana et al 1995).

Periodo cronico forma cardiaca

Las manifestacio nes cardiacas dependeran de las lesiones del corazén (localizaciéon y extension de los
infiltrados inflamatorios). Generamente aparecen tardiamente muchos afios después de la infeccion
primaria y es comun en la tercera y cuarta décadas de la vida (Hoffand yBoyer 1985, Gonzdlez 1995,
Solana et al 1995).

Las manifestaciones cardiacas se limitan generalmente a cambios electrocardiogréficos, con € inicio de
los sintomas, la enfermedad se vuelve progresiva. Pueden ocurrir dos formas clinicas: la muerte sibitasin
haber desarrollado insuficiencia cardiaca congestiva o la enfermedad progresa hasta el desarrollo de esta.
En e primer caso son frecuentes las palpitaciones, mareos, diarreas, dolor precordial entre otras. La
cardiomegalia es a predominio ventricular izquierdo que incluye a veces aneurisma apical y alteraciones
electrocardiogréficas diversas, desde contracciones prematuras hasta taquicardias ventriculares de carrera
corta, bloqueo auricula-ventricular y un sindrome similar a de Stokes Adams. Si se llega alainsuficiencia
cardiaca congestiva, se observan las manifestaciones clinicas propias de este sindrome, dependiendo de la

localizacion de las lesiones, si son a predominio derecho o izquierdo (Gonzélez 1995, Solanaet al 1995)

Forma digestiva

El megaesofago se caracteriza por una dilatacion progresiva del esdfago con manifestaciones que van
desde trastornos de la motilidad hasta dificultad para el vaciamiento verdadero. Dentro de ellas podemos
mencionar la disfagia, odinofagia, dolor retroesterral, regurgitacion, tos, sintomas similares a los de la
acalasia de estfago, sidorrea e hipertrofia de las glandulas salivales.

Forma del Sstema Nervioso Central (SNC)
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Aln existe la discusion acerca de si €l Sistema Nervioso Central se atera 0 no en la enfermedad de
Chagas cronica. La sintomatologia esta dada por: paresias, convulsiones, cambios psiquiatricos, sintomas
cerebelosos y pérdida de los reflgos tendinosos profundos en especia e aquileano. Pueden haber

complicaciones graves como meningoencefalitis, que puede ser mortal ( Santos Buch y Acosta 1998).

Forma Congénita
Puede provocar e aborto, parto prematuro o una infeccion congénita caracterizada por
hepatoesplenomegalia, anemia, dafio neurolégico progresivo, hemorragias cutaneas y alteraciones

electrocardiogréficas.

[1.8 diagnostico

Diagnostico de laboratorio

La sospecha clinica de la enfermedad se debe confirmar por € laboratorio. Invariablemente hay anemia e
hipermacroglobulinemia. Cuando existe compromiso neuroldgico, € liquido cefalorraguideo (LCR)
presenta pleocitosis mononuclear y aumento de la concentracion de proteinas, |0 que constituye un mejor
indice de gravedad que e nimero de células. La presencia de IgM en LCR es casi patognoménico de
Tripanosomiasis cerebral. Se pueden encontrar ateraciones radiologicas y electrocardiogréficas en
dependencia de |os dafios que se hallan producido en los sistemas (Prata 1995)

El diagnostico parasitologico se puede establecer en todos los casos agudos (incluyendo las infecciones
congeénitas) hasta sis semanas después de la infeccion ya que la parasitemia es relativamente elevada
(Fomsgaard 1995).

Para la deteccion de la enfermedad en el periodo agudo existen métodos parasitol dgicos directos, dentro
de ellos encontramos: |os métodos simples, los de concentracion y los de concentracion biologica. Entre
los primeros se encuentran la gota frescay |os extendidos coloreados que pueden realizarse en el 100% de
los casos. Entre los métodos de concentracion se encuentran la gota gruesa, la biopsia, microhematocrito,
el método de concentracion de Strout y € de Bennet (Prata 1995). Entre los de concentracion bioldgica: €
Xenodiagndstico, Hemocultivo y lainoculacion en animales.

El diagnostico indirecto se lleva a cabo mediante serologia (conversion serolégica o deteccion de
anticuerpos en la fraccion IgM en etapas iniciales). Las més usadas son: Inmunofluorescencia indirecta,
hemaglutinacién indirecta, reaccién de fijacion del complemento (Reaccion de Machado-Guerreiro),
Factor EVI y ELISA (Gonzélez 1996).
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Diagnostico de la fase cronica

Directo

Parareadlizar el diagnostico directo en esta fase se utilizan los métodos de concentracion biol égica, pero no
rutinariamente. Pueden ser empleados en e seguimiento de pacientes individuales, cuando se requiera
confirmar parasitologicamente la infeccion. Se usan € Xenodiagnéstico, hemocultivo o inoculacién en
animales (Gonzélez 1996)

Indirecto

El diagnéstico indirecto en esta fase se efectla mediante serologia (deteccion de anticuerpos en la fraccién
gG). Lo comin es encontrar un paciente positivo en una prueba y negativo en otra, es por ello que deben
utilizarse dos técnicas adecuadamente evaluadas (por g emplo; Ensayo inmunoenzimédtico de fase solida
(ELISA), Hemaglutinacion indirecta (HAI), Aglutinacion directa (AD), Prueba del Latex,
Inmunofluorescencia indirecta (IFl), Fijacion del complemento (FC) y cuando los resultados son
discordantes incluirse una tercera prueba (Roitt 1998). La IFl esta indicada para estudios de recién
nacidos con posible infeccidn corgénita, por la posibilidad de detectar tanto anticuerpos IgM como I1gG, y
para diferenciar transmisién pasiva de anticuerpos de infeccion intrauterina (Gonzdez 1996).
Recientemente |a técnica de la Reaccidén en Cadena de la Polimerasa (PCR) ha demostrado gie puede
detectar hasta un parasito por 10 mL de sangre (Prata 1995).

Los métodos inmunoenzimaticos han sido utilizados con mucha frecuencia en € diagnéstico de esta
enfermedad y entre loas moléculas més estudiadas se encuentran: las glicoproteinas GP 72 y GP 90,
asociadas a la proteccion parciad del huésped contra la infeccion, GP 57/51 y GP 25, (tiles como
marcadores serologicos de la enfermedad y un grupo de proteinas importantes en la invasion de células
hospederas (Souto et al 1990, Borst 1991, Kahn et al 1991, Ruef et al 1994, Hoft et al 1995, Lewicka et al
1995).

En este mismo sentido, se ha venido trabajando en e meoramiento de la sensibilidad y especificidad de
los sistemas (ELISA) para el diagndstico de esta parasitosis incluyendo proteinas semipurificadas o
fracciones especificas de estadios evolutivos del parasito, proteinas recombinantes y proteinas purificadas
por métodos cromatograficos, entre otras (Altcheh et al 2003). Recientes trabajos han encontrado una
elevada sensibilidad y especificidad (98 y 98.11% respectivamente) con € método de ELISA,
incorporando una proteina purificada por cromatografia de afinidad (del ingles lectin-like glycoprotein, la
LL GP-67kDa) (Marcipar et al 2003). Las proteinas purificadas por cromatografia de intercambio ionico o

DEAE Sephacel, fueron eluidas con BSA lo que mgor6 las estructuras internas de la proteina, al evitar
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gue a su paso por la columna indujeran cambios en la superficie del parasito. Estas proteinas demostraron
su relevancia como antigenos para e diagnostico (Holscher et al 2003). Turner y colaboradores
utilizaron anticuerpos monoclonales que reconocen una proteina de 45 kDa de T. cruz, y fueron utilizados
para los estudios de adhesion de los tripomastigotes invasivos a los mioblastos (Turner et al 2002).

Los métodos inmunoenziméticos se han utilizado en diversos estudios de seroprevalencia (Rizzo et al
2003, SaezAlquezar et al 2003, Ferrer et al 2003, PerezFuentes et al 2003, Ferrer et al 2000)
encontrandose altos indices de sensibilidad y especificidad, en el seguimiento serolégico de pacientes,
donde se hace necesario confirmar la cura de la enfermedad post tratamiento, sobre todo en pacientes con
infeccion prolongada (Altcheh et al 2003). Otras moléculas antigénicas han sido evaluadas en la
determinacion de doble infeccion por T. cruzi y otras especies de Leishmanias sp., mostrando altos
porcentgjes de positividad (Frank et al 2003). Similares resultados fueron alcanzados por otros autores
utilizando un ELISA de tres proteinas recombinantes del parasito (B13, IF 8 y H49) donde encontraron
una sensibilidad del 99,7% y una especificidad 98.6 % (Umezawa et al 2003 ). Sanchez—Guillen realizd
estudios en bancos de sangre usando un antigeno autoctono recombinante (TBAR) aislado de Triatoma
barberi de la misma localidad y hallé una seroprevalencia elevada entre los donantes (Sanchez Guillen et
al 2002). En recientes trabgjos, Meira 'y colaboradores (Meira et al 2002) para aumentar la sensibilidad y
especificidad de sus sistemas, recomend aron el uso de antigenos recombinantes para e serodiagnostico: la
glicoproteina de superficie presente en € tripomastigote (CPR). Ademas, se han descrito nuevas
moléculas del tripomastigote de T. cruz las cuales permiten la discriminacion entre lingjes (Di Noia et al
2002). Otros sistemas se han desarrollado utilizando proteinas de tripomastigotes de T. cruz, y contienen

epitopes que son reconocidos por anticuerpos representativos de unainfeccion activa (Altcheh et al 2003)

[1.9 tratamiento

Tratamiento Preventivo

Una de las prioridades principales del control de la enfermedad es interrumpir la transmisién dentro del
hogar combatiendo e vector intradomiciliario (Beaver et al 1986, Kenneth 1982, Cuyas y Garcia 1995).
Compuestos pertenecientes a casi todas las clases de insecticidas se han ensayado contra |os triatomineos.
En algunos paises se obtuvieron buenos resultados con una formulacion en polvo mojado (PM) de BHC
(Ilamado también HCH, lindano o Gammexane). La llegada de los piretroides sintéticos (Permetrina,
Deltametrina, Lambdacihalotrind) significd un progreso importante para € control de la Enfermedad de
Chagas (Beaver et al 1986).

24



Laprevencion de esta parasitosis no solamente debe estar dirigida ainterrumpir la transmisién vectorial
sino también la que se produce por transfusion sanguinea, trasplante de organos, transplacentaria o por
accidentes de laboratorio (Beaver et al 1986). La prevencion mediante la quimioprofilaxis no ha sido
posible redlizarla debido a que hasta é momento no existe un medicamento eficaz para la Enfermedad de
Chagas (Beaver et al 1986, Kenneth 1982, Cuyasy Garcia 1995).

Tratamiento antiparasitario

Actualmente se cuenta con dos medicamentos para el tratamiento de esta parasitosis. Los medicamentos
tripanomicidas estén indicados en la infeccion aguda del nifio y del adulto, en la infeccion congénita
confirmada y la cronica reciente. Los pacientes con enfermedad crénica no se benefician con este
tratamiento. A pesar de todos los progresos efectuados, € tratamiento con estos farmacos tiene efectos
colateralesy sigue sin ser totalmente eficaz, pues aln en pacientes que rapidamente revierten su serologia,
como ocurre en la fase aguda, pueden darse fracasos terapéuticos originados por resistencia a ellos
(Cichutek 1994, Donelly et al 1997).

En las fases aguda y crénica reciente se administra el nifurtimox a dosis diaria oral de 10 a 12 mg/kg de
peso en pacientes de hasta 40 kg de peso y de 7,5 mg/kgdia en los que excedan este cifra. La recomendada
para € benznidazol es de 7,5 mg/kg/dia en pacientes de hasta 40 kg de peso y 5 mg/kg/dia los que
sobrepasen dicho peso. Los dos medicamentos se administran en dos o tres dosis diarias por 30 a 60 dias.
En la fase crénica se usa e nifurtimox de 8 a 10 mg/kg/dia durante 60 a 90 dias cada 8 horas y €

benznidazol de 5 mg/kg/dia por 60 dias cada 8 0 12 horas. El tratamiento de lainfeccion congénita se hace
con nifurtimox (10 a 15 mg/kg/dia) o benznidazol (10 mg/kg/dia) comenzando con la mitad de la dosis en
nifios bajos de peso o pretérmino, si alas 72 horas no se evidencia leucopenia ni plaquetopenia, se pasa a
ladosis total por los proximos 60 dias (Beaver et al 1986, Kenneth 1982, Cuyésy Garcia 1995).

Ademés del tratamiento antiparasitario, el médico establecerd una terapéutica adecuada para la
sintomatologia cardiaca. Los pacientes con visceromegalias del tubo digestivo se pueden tratar de manera
efectiva excepto en los casos severos, éstos pueden aliviarse con medidas dietéticas segin € 6rgano

afectado. En e caso de megaesdfago la dilatacion neumatica de la union gastroesfagica resulta
beneficiosa. Se han recomendado diversas operaciones cuando no responden al tratamiento conservador,
la eleccion depende del grado de dilatacion. Para € megaesofago, se realizan las miotomias a nivel del

esfinter esofagico o las resecciones esofégicas parciales y para el megacolon, se sugiere la reseccion del

segmento aténico (Beaver et al 1986).
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[1.10 inmunidad en la enfermedad de chagas

La infeccion por T. cruzi se puede diagnosticar por la deteccidon de anticuerpos especificos dirigidos
contra el parasito, esto pone de manifiesto su capacidad para estimular la respuesta inmunitaria.

La infeccion aguda ocurre una vez, aunque se viva en zonas con ato riesgo de reinfeccion, esto nos indica
que el parasito estimula mecanismos de resistencia.

Lalesion histopatol égica en e periodo cronico esta caracterizada por infiltrados mononucleares y aparente
ausencia de parasitos, 1o que sugiere que la patologia es esencialmente inmunol 6gica.

T. cruz, similar acomo ocurre con otros hemoparasitos, estimula un estado inmunitario que hace variar €l
curso de la enfermedad. Al inicio de la infeccidén se puede constatar una parasitemia elevada con una
duracién de varias semanas, que luego decrece hasta hacerse practicamente indetectable. Esto esta
vinculado con la respuestainmune que desarrolla el huésped ante la infeccion. Durante la fase aguda de la
enfermedad se han podido encontrar anticuerpos protectores y fijadores del complemento, especificos de
la cepa, que contribuyen a la desaparicién de las formas sanguineas durante la fase aguda de la
enfermedad. (Almeidaet al 1991)

En esta parasitosis esta presente el estado de premonicién, aunque ademas la infeccion deja una fuerte
inmunidad adquirida (Almeida et al 1991, Cunay Cuna 1995, Rottenberg et al 1995, Metz et al 1993).
Los anticuerpos especificos identificados son de tipo 1gG e IgM, a los pocos dias de producirse la
infeccion los primeros en detectarse son del tipo IgM, para posteriormente ser sustituidos por los del tipo
IgG, que se mantienen durante toda la vida pero con titulos mas bajos que los alcanzados en el periodo
agudo (Metz et al 1993).

Existen otros anticuerpos, cuya estimulacion es variable, capaces de interferir con la viabilidad del
parésito circulante y que estan implicados en los mecanismos de resistencia. Se ha demostrado
experimentalmente que solamente 10s sueros que poseen estos anticuerpos son capaces de proporcionar
resistencia por transferencia pasiva. Ellos lisan a parésito por activacion del complemento (anticuerpos
liticos), estimulan su captacion por |os fagocitos (opsoninas), o median la accién citotoxica de células tales
como monocitos, neutréfilos y eosindfilos (anticuerpos citotoxicos mediadores de citotoxicidad celular
dependiente de anticuerpos); en conjunto, son los responsables del control relativo de la parasitemia que
se establece a finalizar € periodo agudo de lainfeccion (Almeida et al 1991, Cunay Cuna 1995).
Estudios experimentales han demostrado que ademas de la inmunidad humoral, la celular tiene un papel
predominante, especialmente con la participacion activa de los macréfagos, aunque alin no se ha

establecido el mecanismo por € cual lo efectlan. En la infeccion humana, la estimulacién de dicha
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respuesta se ha puesto en evidencia tanto en pruebas “in vivo” (pruebas cutdneas) como “in vitro”

(transformacion blastica). Se ha encontrado positiva la prueba de inhibicién de la migracion de los
macrofagos (MIF). Pero estos estudios no permiten inferir el papel que esta respuesta tiene en
transcurso de la infeccidn. Existen evidencias experimentales relacionadas con la participaciéon de
factores, tales como € interferdn, las células “natural killer” (NK) y los macréfagos en los mecanismos de
resistencia (Almeida et al 1991).

La citotoxicidad mediada por células T CD8" constituye & mecanismo de eliminacion de las formas
intracelulares del parasito, aunque citocinas como €l interferén gammay e factor de necrosis tumoral afa
liberadas por células T cooperadoras CD4+(TH1), son importantes para mantener estos mecanismos de
resistencia alainfeccion (Silva et al 1995, Olivaresy Fresno 1995)

Ademés, los macréfagos activados por los linfocitos T sensibilizados y en presencia de anticuerpos
opsonizantes, actuarian captando y destruyendo a parésito por medio de los productos derivados del

metabolismo oxidativo (perdxido de hidrégeno, oxigeno singlete, anion hidroxilo, anidn superdxido), alos
cuales son sumamente sensibles tanto € tripomastigote como el amastigote, ya que carecen de las enzimas
necesarias para actuar sobre ellos 'y provocar su inactivacion (Gomes et al 1995). El conocimiento actual
es aln muy pobre acerca de la responsabilidad que le pertenece al mapa genético del huésped en la
evolucion de esta parasitosis, se ha comprobado experimentalmente que el hombre posee agunas
variaciones individuales en lo que se refiere a laresistencia natural contra T. cruz .

Se conoce que la respuesta inmune estimulada por la infecciéon natural ro es eficiente para eliminar €l

parésito y que la persistencia de éste brinda inmunidad concomitante a huésped. El equilibrio que alcanza
esta relacion huésped parasito, quizas se deba a que € parésito ha desarrollado estrategias evasivas a la

respuesta inmune;

Mimetismo Antigénico

Esta nocion surgié para explicar la existencia de inmunidad concomitante en algunas parasitosis. Esta
designacion se refiere a un tipo de inmunidad adquirida en la cua la infeccion parasitaria ya establecida
persiste largo iempo después de haberse desarrollado resistencia contra una reinfeccion por € mismo
parésito. El parasito expresa en su superficie antigenos similares a los componentes del organismo
parasitado, los que pueden desencadenar efectos auto inmunes que se manifiestan en las formas cronicas
de laenfermedad (Ruiz et al 1995, Gazzinelli et al 1990).
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Variacion antigénica

T. cruzi hace un rgpido reciclaje de sus antigenos superficiales y solubles. Cuando € huésped produce una
respuesta inmune, el parasito evade esta respuesta a modificar su antigenicidad periddicamente. Este
mecanismo denominado “camping” |e permite liberarse de los anticuerpos que se adhieren a su superficie
(Jacoby et al 1996).

La extensa diversidad antigenica de este parasito se ha podido identificar con la ayuda de los anticuerpos
monoclonales o por interaccion con células T (Ouass et al 1990, Franco et al 1993, Jacoby et al 1996).
Estos estudios han permitido afirmar que la variacion antigénica es un mecanismo desarrollado por T.
cruz (Tambourgi et al 1995, Kipnisy da Silva 1989, Tomlinson y Raper 1998).

Fabulacién

El parésito sintetiza enzimas (proteinas de membrana), similares a factor de desprendimiento celular
(DCF) que escinden la porcion Fc de la inmunoglobulina y estas seran incapaces de mediar la lisis por €
complemento, impidiendo la actuacion de este y ademés favorecen la liss de los fagosomas,
disminuyendo asi la fagocitosis (Alcinay Fresno 1987, John 1990, Taverne 1989).

Bloqueo de destruccion intracelular

Este fendbmeno caracteriza a las infecciones por paréasitos intracelulares que se desarrollan dentro de los
macrofagos durante una parte o todo su ciclo de vida, como es €l caso de T. cruz. Este Ultimo escapa a
citoplasmay se reproduce exitosamente en é, porque a ese nivel los macrofagos no poseen mecanismos
digestivos, escapando de esta manera de la accion de las enzimas lisosomales; esto seria mediado por una

proteina de poro secretada por €l tripomastigote (Petri y Eisen 1989)

| nNmunosupresion

La inmunosupresion inespecifica es una caracteristica universal de la infeccion parasitaria y se ha
demostrado tanto en las respuestas mediadas por anticuerpos como en las mediadas por células. Los
parésitos han aprendido a interaccionar con €l sistema inmune desequilibréndolo a su favor. Se produce
interferencia de la respuesta inmunitaria del huésped por los antigenos liberados por €l parasito, 1o que
logran de diferentes formas, por gjemplo, activando las células supresoras, que pueden ser linfocitos T,

macrdéfagos 0 ambos, como es €l caso de T. cruzi; entre otras (Petri y Eisen 1989)
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Aislamiento anatémico

La localizacién, crecimiento y multiplicacion intracelular de los amastigotes de T. cruzi les permite
hacerse inaccesibles a los sistemas de inmunidad (Unterkircher et al 1993). Otro elemento importante a
sefidar relacionado con la Enfermedad de Chagas es que se caracteriza por ser una patologia autoinmune
cronica (Unterkircher et al 1993, Cossio et al 1974, Levin 1990) donde la infeccion por e parésito
estimula € desarrollo de multiples autoanticuerpos (Gruppi et al 1995, Ross y Sutherland 1997) lo cud
detallamos con anterioridad. El juego entre respuesta inmune y evasion determina e control de la

parasitosis, 10 que preserva a huésped de la muerte y asegura la persistencia del parasito.

[1.11 vacunas contra Tripanosoma cruz.

La prevencion mediante la quimioprofilaxis y las vacunas no es posible realizarlas debido a que no existen
para la Enfermedad de Chagas (Cuyas y Garcia 1995, Acosta 2001). Esto se ha visto dificultado por la
cronicidad de la infeccion. El proceso de diferenciacion de T cruz es uno de bos factores que dificultan la
seleccion de antigenos eficientes para la obtencién de una inmunoprofilaxis practica (Cuyas y Garcia
1995)

Se han identificado diferentes moléculas antigénicas del parésito que podrian ser utilizados como
inmunogenos protectores (Gruppi et al 1995, Basombrio 1990, Teixeira 1979). Adrews y colaboradores
obtuvieron inmunoproteccion usando parésitos muertos por métodos fisicos o quimicos (Adrews et al
1985). El uso de varias cepas de T. cruz, cuya virulencia ha sido atenuada por varios pases en cultivo, por
tratamiento con agentes farmacol 6gicos o por radiacion ionizante puede inducir resistencia adquirida a la
fase aguda de la infeccion (Wrightsman et al 1995, Araujo 1991).

Otra alternativa es la vacuna de antigenos purificados de T. cruz. Se han probado experimentalmente
algunas variantes entre ellas, la inmunizacion de ratones con bajas concentraciones de un antigeno
purificado a partir de epimastigotes, acoplado a un adyuvante, indujo fuerte respuesta inmune humoral y
celular y protegi6 del reto con unadosis letal del microorganismo (Wrightsman et al 1995, Araujo 1991).
En los ultimos afios, & volumen de experimentos en busca de antigenos eficaces para €l desarrollo de una
inmunidad protectora contra T.cruzi va en aumento, particularmente con respecto a las glandulas salivales
del vector (Vaenzuelaet al 1998). Esos estudios parten del supuesto de que |os tejidos méas adecuados del
vector serian aquellos que mas contacto establecen con el hospedero o con la sangre de este. En el caso de
la Enfermedad de Chagas, las glandulas salivales de los vectores, pueden tener un atractivo especial, ya

gue son 6rganos que tienen un pape muy importante en la aimentacion del insecto. La inactivacion de
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proteinas de las gldndulas salivales inhibidoras de procesos tales como la coagulaciéon de la sangre y la
agregacion plaguetaria, por anticuerpos del hospedero, pueden ser una forma eficaz de inmunoprofilaxis
para el control del insecto y por tanto de lainfeccion (Valenzuela et al 1998).

Mas recientemente, algunos investigadores estudiaron la doble condicion de la proteina cruzipain, la
principal cisteino proteinasade T. cruz la cual, ademés de ser utilizada para el diagndstico seroldgico de
la enfermedad, induce proteccion tanto sistémica como en mucosas (Schnapp et al 2002). Esta proteina es
expresada en todas la formas de desarrollo del parasito, estimulando una fuerte respuesta humoral y
celular tanto durante la infeccién en humanos, como en ratones BALB/c (Schnapp et al 2002). Ademés,
hay nuevas evidencias relacionadas a proteinas asociadas con e ADN kinetoplastideo (KDNA), que estan
relacionadas con los procesos esenciales de la vida del parasito, y que pudieran utilizarse como diana en
la preparacion de drogas antiparasitarias 0 de vacunas (Zavala Castro et al 2002). Se ha demostrado que
la proteina, llamada Tc52, liberada por T.cruzi esta relacionada con la familia de las thiokdisulfide
oxidoreductasas la cual es esencia en lavirulenciay supervivencia del parasito e induce maduracion de la
células dendriticas, confiriendo proteccion contra la infeccion letal (Ouaiss et al 2002). También, se ha
demostrado la eficacia de la inmunizacion con genes quiméricos frente a reto con éste parésito (Planelles
et al 2001). Garg y colaboradores (Garg et al 2002) indujeron proteccién contra el parasito por medio de

la expresion de genes de interés vacunal transfectados en plasmidos

[1.12 vacunas de ADN.

Antecedentes

En 1982, se reportd que e ADN dd Virus de la Hepatitis B (VHB) inyectado a primates, era capaz de
expresar proteinas y de infectar ( Will et a 1982). En 1990 se administr6 ADN y ARNm en solucion
sdling, directamente en el musculo esquelético de ratones. Esto resultd en la expresion de las proteinas
codificadas por €l &cido nucleico en una porcion de las células (Wolf et a 1990)

Yaen 1992 surgi6 el concepto de que lainmunizacién genética era un método simple con €l cual se podia
generar respuesta inmune a demostrarse la presencia de anticuerpos contra la hormona de crecimiento y
de la dfa l-antitripsina humanas, después de introducir en oregjas de ratones microparticulas de oro
recubiertas por los plasmidos que codificaban para dichas proteinas, empleando el disparador de genes (
Tang et al 1992).

Estudios realizados en 1993 arrojaron que la inyeccidn intramuscular en modelo murino de un plasmido

gue codificaba para la Nucleo-proteina (NP) del virus de la Influenza humana, estimul6 la produccion de
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anticuerpos especificos anti NP y LTC, restringida por moléculas del CPH-1, que protegi6 contra el reto
de cepas homologas y heterdlogas del virus (UImer et al 1993).
Estos ensayos alentaron la aplicacion de este método en la obtencidn de vacunas contra enfermedades que

azotan a hombre y cuya cura efectiva no ha sido encontrada aln.

Inmunizacion con vectores de uso vacunal. Respuesta inmune protectora citotdxica mediada por linfocitos
TCD8 " y auxiliadora mediada por linfocitos TCD4 *

La inmunizacion con ADN consiste en la inoculacion de vectores plasmidicos o virales que contengan
genes que codifican antigenos de interés vacuna los cuales son directamente inyectados en € musculo o
en lapiel con e propésito de obtener una respuesta contra el producto génico expresado (Heynemany Mc
Kerrow 1991, Wolff et al 1992 ). Esta metodologia fue descrita por primeravez en 1992, pero a pesar de
ello, ha tenido un desarrollo acelerado en los Ultimos afios (Wolff et al 1992, Shabaan et al 2003,
Horumal et al 2003).

Este tipo de vacunas tienen la capacidad de estimular respuestas inmunes protectoras a nivel humoral y
celular; estimulando tanto poblaciones de linfocitos TCD4 * cooperadores como citotéxicos TCD8™
después de una dosis Unica, sin emplear adyuvantes, de una forma duradera y persistiendo por largos
periodos de tiempo en el huésped sin integrarse a gendma (Kim et al 1998, Smith 1994, Shabaan et al
2003, Ouyang et al 2003). La aparente persistencia de la expresion de antigenos de dichas vacunas parece
permitir su uso en los recién nacidos de algunas especies, evadiendo los efectos destructores de los
anticuerpos maternos y favoreciendo una respuesta celular especifica tipo T, con e consiguiente
establecimiento de una memoria inmunologica. Estas vacunas carecen de los riesgos que poseen las
vacunas vivas atenuadas como reversion e la virulencia y produccion de enfermedades en individuos
inmunodeficientes (Smith 1994, Liu et al 2003).

Para lograr la induccion de una respuesta inmune se utilizan vectores que expresan la proteina foranea en
las células superiores y que contienen caracteristicas especificas en dependencia del proposito fina que
nos hemos trazado (Rodrigues et al 2002). Estos vectores son disefiados de tal manera que puedan ser
manipulados de forma iniciad en un hospedero unicelular, generamente Escherichia coli. Ahi son
seleccionados por el nuevo fenotipo de resistencia a determinados antibi6ticos, que le confiere la presencia
del plésmido. Los plasmidos son moléculas de ADN de doble cadena, circulares y extracromosomales,

gue existen en € interior de las bacterias y se replican de manera auténoma en la célula hospedera. Es
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posible separar e insertar en ellos mediante manipulacién genética fragmentos de ADN que codifican
antigenos foraneos (Vogel 1995, Davis et al 1993, Finan et al 1993).

En genera las construcciones genéticas utilizadas para este tipo de inmunizacion contienen un promotor
funcional en las células eucaridticas, €l gen de interés que codifica un producto de importancia vacunal,
origenes de replicacion paraE. coli ademés, de un gen de resistencia a antibioticos (Haynes 1995, Davis
et al 1995, Whalen et al 1995); generamente kanamicina para seleccionar los transformantes (Davis et al
1995, Whalen et al 1995). Esta construccion es administradain vivo por via intramuscular, intradérmica o
mucosa; algunos autores han reportado también la administracién endovenosa(Robertson 1994, Jutewicz
et al 1995).

Ventajas y desventajas de la vacunas con acidos nucleicos

Los productos de la vacunacion con ADN se expresan directamente en el tejido blanco, representando esto
una ventgja cuando se trabaja con antigenos de dificil obtencion, con una elevada pureza, o en grandes
cantidades, evitando asi los riesgos bioldgicos apargjados a la manipulacion de grandes volUmenes de
microorganismos patdgenos y permitiendo seleccionar la diana especifica, 10 que no es posible con las
vacunas cléasicas (Robinson et al 1993). Se obtienen a un bajo costo, su produccién es relativamente
simple y la mayoria de los laboratorios estan equipados para su produccion en cantidades adecuadas, son
de f&cil administracién y su conservacion y € transporte se ve favorecido por su estabilidad a temperatura
ambiente, 1o que a mismo tiempo elimina e requerimiento de una cadena de frio, facilitando una mayor
accesibilidad geografica y permitiendo llevar la vacunacion hasta areas remotas, debido a que el ADN
puede ser procesado como un precipitado seco y ser reconstituido con solo adicionar agua estéril
inmediatamente previo ala administracion (Y okoyama et al 1995, Bahloul et al 1998).

Las vacunas de é&cidos nucleicos ofrecen una aternativa simple para la generacion de respuesta de
linfocitos T citotoxicos (del inglés, CTL) a diferencia de otros métodos como la inmunizacién con
péptidos, limitada en su aplicacion por la diversidad genética de las poblaciones humanas, o virus vivos
atenuados los cuales pueden ver restringido su uso por cuestiones de seguridad como por gemplo en
Vaccinia o VIH. Otra ventgja de estas, es la posibilidad de codificar multiples antigenos que incluyen
algunos capaces e servir como inductores de determinados tipos de respuesta inmune (Donnelly et al
1997, Shabaan et al 2003, Ouyang et al 2003 ).

Una ventgja potencia de la vacunacion con ADN para diversas enfermedades viraes es que mediante la

expresion de las proteinas virales “in situ” estas pueden tener e mismo plegamiento, las mismas
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modificaciones transcripcionales y e mismo tipo de transporte intracelular ya que estédn siendo
expresadas por las mismas células que son su hospedero en la infeccién natural (Rodrigues et al 2002,.
Bohloul et al 1998, Donelly et al 1997).

Métodos de inmunizacion con e ADN. Mecanismo involucrados en la internalizacion del ADN en la
céula

Para introducir esta construccion genética en € hospedero e méodo mas utilizado es la inyeccién con
ADN “desnudo’, por via intramuscular o subcuténea, en la cua es frecuente e empleo de la pistola de
genes (Ma 1995), que es un método simple y no toxico (Schofield y Caskey 1995). Esta técnica se ha
convertido en la herramienta preferida para la inmunizacion con ADN y aunque la naturaeza de la
inmunidad inducida es en su esencia igual a la que se obtiene por una inyeccion intradérmica (Robertson
1994), ambas logran una adecuada expresion de genes y una respuesta inmune especifica después de una
Unicadosis (Lee 1997, Matzinger 1994). La utilizacion de la pistola de genes se ve frenada por el costo de
latecnologia (Matzinger 1994).

En lainmunizacién con ADN desnudo, un plasmido es inyectado de manera directa en el érgano o tejido
blanco y por un mecanismo ain no bien explicado estas moléculas son internalizadas por las células
(Schofield y Caskey 1995, Lee 1997). En € caso especifico del musculo esquelético, se ha planteado que
el paso de los &cidos nucleicos a través de la membrana ocurre como consecuencia de determinadas
caracteristicas estructurales que lo favorecen, como son: presencia de células multinucleadas, reticulo
sarcoplasmico y un extenso sistema tubular transversal que contiene fluido extracelular y penetra
profundamente en las células musculares permitiendo la transferencia de ADN (Matzinger 1994).

Ademés de la administracién directa de plasmidos, con la que se han obtenido los mejores resultados, se
han usado vectores retrovirales recombinantes, ADN encapsulado en liposomas y ADN unido a proteinas
transportadoras especificas, con resultados variables (Schofield y Caskey 1995). Uno de los factores
fundamentales en la generacién o no de respuesta inmune, parece estar relacionado con la fortaleza del
promotor empleado. Generalmente las inmunizaciones exitosas efectuadas con ADN han empleado
promotores del virus de Sarcoma de Rous (RSV) o preferentemente del citomegalovirus (CMV) (Pardoll
1995), encontrandose que los elementos de control transcripciona de los promotores de los genes muy
tempranos de CMV, e cual incluye € intron A, proporcionan una adecuada expresion de antigenos para la

induccién de respuestainmune (Pardoll 1995).
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Se han empleado también promotores tejido-especifico para la expresion de antigenos en la terapia génica.
En agunos trabajos se ha usado la caja TATA de la RNA polimerasa Il mientras que en otros se ha
empleado a final una variedad de secuencias de poliadenilacion que estabilizan e ARNm in vivo, pero la
estabilidad parece variar dependiendo de la fuente, siendo una de las favoritas la regién de poliadenilacion

de la hormona de crecimiento bovino (3 UTR BGH).

Respuestas inducidas por la inmunizacion con ADN. Células presentadoras de antigenos (CPA)

En lainmunizacion con ADN desnudo para generar una respuestainmune, particularmente de tipo celular,
se necesita de la presentacion de antigeno por las células presentadoras de antigenos profesionales (del

inglés APC) (Pardoll 1995, Davis et al 1995, Garg y Tarleton 2002) debido a que esto no puede ser

realizado directamente por los miocitos o células epiteliales (Schofield y Caskey 1995). Estos mecanismos
de accion y presentacion de antigeno en la inmunizacion con ADN desnudo no son conocidos. Se ha
demostrado la generacion de linfocitos citotdxicos especificos cuando los &cidos nucleicos son captados y
expresados por las células del huésped en asociacion con |os antigenos de histocompatibilidad clase | (Lee
1997, Matzinger 1994, Corral y Petry 2000). Pequefias concentraciones de péptidos sintetizados
enddgenamente pueden ser liberados continuamente de |as células transfectadas o después de la muerte de
la célula. La proteina extracelular pudiera entonces ser endocitada dentro del compartimento endosomal

por células presentadoras de antigeno profesionales y seguidamente procesadas y acomplejadas con las
cadenas afay beta de las moléculas de histocompatibilidad clase |1, que después de la translocacion a la
membrana celular estimula a linfocitos T CD4+ |os cuales son activados y promueven la ayuda a células B
para la produccion de anticuerpos (Whalen et al 1995, Germain y Margulies 1993, Wolf et al 1990, Wang
et al 1995).

Se sugiere que la entrada de ADN y/o la expresion de proteinas por células dendriticas dispara la respuesta
inmune en vacunas de ADN (Xiang y Ertl 1995) ademés, se conoce que la disposicion intradérmica del

ADN codificador de antigenos puede conducir a la activacion de las APC en la dermis las cuaes
congtituyen un 5% del tgido celular. Hasta ahora los mejores resultados por ruta intradérmica se han
logrado con pistola de genes en algunos sistemas (Bevan 1995, Suto y Srivastava 1995).

En masculo la situacion no es tan clara. Inicidmente las vacunas de ADN fueron suministradas por via
intramuscular y € hecho de que estas actuaran como inductores especificos de parametros de inmunidad
como la mediada por CTL sorprendio, ya que la presentacion de antigenos para las células T requiere de

las células presentadoras de antigenos (del inglés, APC) y los miocitos estan carentes de las moléculas
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vitales para la coestimulacion (Whaen 1995). Ciertamente, como se ha demostrado con ADN marcado,

los miocitos toman y expresan € ADN seguido de su inyeccion (Suto y Srivastava 1995), este proceso
puede ser potenciado por la inclusién de ciertas moléculas facilitadoras como la bupivacaina, la cua

provoca una dilatacion total de los vasos en € sitio de inyeccion, activacion de macréfagos y otras APC
(Wolf et al 1990). La expresion puede ocurrir por meses, incluso por afios (Schofield y Caskey 1995), lo
gue puede representar una ventgja considerable de las vacunas de ADN, ya que la respuesta pudiera tener
un mantenimiento sostenido concomitante de células efectoras con la consiguiente memoria
inmunol égica.

Supuestamente, el ADN entra a nlcleo y se transcriben los genes, expresandose entonces las proteinas y
esta lejos de aclararse si las proteinas sintetizadas por las células transfectadas, particularmente en los
miocitos, actian como la fuente de antigenos para la respuesta inmune.

Otra idea de como puede ocurrir lainduccion de inmunidad establece que las células dendriticas o células
invasoras en la respuesta a dafio de células musculares pueden actuar como APC centrales (Whalen et al
1995). En ocasiones, para potenciar su actividad se emplea e factor estimulador de colonias de
granulocitos y macrofagos (GM-CSF) ( Whalen et al 1995).

Es posible que las células musculares puedan actuar como la fuente principal de proteinas y secretar €

material que estaria disponible para la estimulacion de las células del sistema inmune, pero para la
estimulacion de ciertas cdlulas T, la sintesis enddgena es considerada como necesaria (Wang et al 1995).
Existe un nimero de posibilidades en las que parece que en algiin momento las proteinas exégenas pueden
acceder a rutas de presentacion necesarias para lainduccion de las células T CD8' (Whalen et al 1995). La
primera es la existencia de una ruta en las células para exportar proteinas de los fagosomas a citosol y
donde estas pueden entrar por rutas asociadas d MHC-I, dermostrandose esta posibilidad para proteinas
encapsuladas en liposomas sensibles a pH. Otra alternativa es la captura de péptidos presentados por

moléculas de MHC y por ultimo la posibilidad de la salida de péptidos de las células por medio de
“chaperonas’ como HSP96 y la posible internalizacion de estos complejos por receptores especificos en
algunos tipos de APC (Sizemore et al 1995).

Utilizando los datos anteriores paralograr una explicacion a la respuesta inducida mediante inmunizacion
con ADN en & musculo, se han propuesto varias hipbtesis dentro de las cuales se encuentran:1) Las
células musculares expresan e ADN exogeno y generan material antigénico e cual actta normamente 0
2) El antigeno es presentado a las APC del sistema inmune por las mismas células musculares 6 3) El

antigeno es transferido directamente a las APC las cuales o presentan provocando una respuesta inmune.
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Una alternativa a la transferencia de proteinas expresadas, es la degradacion de las células transfectadas
con & ADN foraneo por las células fagociticas del sistema inmune trnsfectando asi a estas células con €
ADN y generando una reaccion inmune diferente a la generada por un antigeno no regenerativo
(Bagarazzi et al 1998, Johnston y Barry 1997).

Potenciacion de la inmunidad especifica y propiedades adyuvantes del ADN

Para muchos agentes es necesario potenciar la inmunidad de mucosa para evitar la infeccion, 1o que
usualmente se hace mediante inmunizacién por via oral o intranasal. En esta Ultima se han logrado los
mayores progresos cuando el ADN se acompafia de lipidos cationicos y se logra ademas una potenciacion
de la respuesta inmune de mucosa (Wolf et al 1990).

Para que € ADN induzca una respuesta inmune por via oral € fendmeno parece ser un poco mas
complegjo, y se ha empleado la toxina del colera (TC) como adyuvante en vacunas de ADN contra HVS-1
aumentando la resistencia en experimentos de retos vaginales. Existen otros métodos novedosos de
liberaciéon de ADN en la mucosa, se ha descrito recientemente el empleo de células bacterianas
transformadas con pldsmidos las cuales o liberan en las células de la mucosa esto es de vita importancia
para la induccion de la respuesta inmune de mucosa, asi como para la activacion de CTL. La ruta quizas
menos explorada es la administracion por via endovenosa (Wolf et al 1990).

Cuando se conoce qué tipo de respuesta es necesaria para lograr una proteccion contra determinado
patdgeno, se trata de generar deliberadamente una conversion del tipo de respuesta inmunol égica, aunque
para la mayoria de los investigadores es més seguro y efectivo estimular la respuesta humoral y la celular,
simultaneamente. Las dos partes de la respuesta estén bgjo el control de las células T cooperadoras (del
inglés T helper, Th) Thl o Th2 del lingje celular CD4" (Xiang y Ertl 1995).

Cada vez es mas evidente que las respuestas son mezcladas, por 10 que no se debe inferir que la eleccion
para un tipo de respuesta Thl o Th2 sea de todo 0 nada y mas bien caracteriza € perfil de la respuesta
dominante. Otra aterretiva es el empleo de vacunas de ADN en una inmunizacién y en la segunda dosis
otro tipo de inmundgeno ya que en genera poco se gana cuando se amplifica una primera dosis de ADN
con ADN (Xiang y Ertl 1995). Para la segunda dosis se han utilizado antigenos glicoproteicos (que como
inmundégenos primarios no brindan una buena respuesta), vacunas virales y vacunas de subunidades de
proteinas recombinantes. EIl ADN por si solo tiene propiedades estimulantes del sistema inmunolégico y la
administracién de ADN adiciona o la smple modificacién de la secuencia de ADN puede servir para

incrementar la respuesta inmune. Se han publicado una serie de articulos que demuestran gque algunas
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secuencias de nucledtidos especificas presentes en el ADN bacteriano son estimuladoras para los
linfocitos. Entre estas secuencias se destacan repeticiones del dinucledtido CpG (motivos CpG), que se ha
comprobado que estimula la respuesta inducida por las vacunas de ADN y su ausencia puede conducir a
una inhibicién de ella. Mediante la inmunizacién intradérmica la incorporacion de tales secuencias
estimuladoras en € plasmido incrementan la respuesta humora y celular para la b galactosidasa,
codificada por € plasmido que contiene la secuencia estimuladora o por un plasmido coinyectado (Xiang
y Ertl 1995).

El cambio de la respuesta de anticuerpos de 1gG1 a 1gG2a contra una proteina antigénica coinyectada se
puede aterar, con unainyeccion intramuscular de ADN plasmidico pudiéndose inferir que el plasmido por
si solo se comporta como adyuvante o inmunomodulador, por lo cual podemos plantear que alterando la
secuencia de nucledtidos de un vector se puede aterar lainmunogenicidad de la vacunade ADN (Xiang y
Ertl 1995)

La inmunizacion con ADN representa una gran promesa como un sistema de vacunas de nueva
generacion, que consiste en una expresion continua del antigeno durante un tiempo determinado. Sin
embargo, es dificil la identificacion de los genes de un patégeno determinado que sean capaces de inducir
respuesta inmune. Para la seleccion del ADN que codifica para el inmundgeno, se puede emplear la
inmunizacion con una biblioteca gendmica de expresion (Acosta 2001), de esta manera, varios cientos de
ratones son inyectados con segmentos de todo e genoma y los que generen una respuesta inmune son
investigados, pudiendo localizarse €l o los genes que pudieran ser posibles candidatos vacunales. Se ha
realizado la inmunizacién con bibliotecas gendmicas de algunos patdgenos demostrando su capacidad de
inducir respuesta celular y humoral en  modelo de ratdn (Acosta 2001, Xu y Liew 1994, Barry y Lai
1995, Michel 1995).

Como consecuencia de la amplia diversidad de agentes infecciosos en los que se estd utilizando la
inmunizacion con ADN vy de la relativa corta vida de esta, 10s esquemas de inmunizacion necesarios para
lograr obtener un tipo especifico de respuesta alin no se encuentran definidos y se hallan disimiles
variantes en relacion a las dosis, tiempo entre ellas y rutas; por 1o que hasta el momento cada grupo debe
determinar su propio esguema de inmunizacion que manifieste armonia con los genes empleados y €l tipo
de respuesta que se pretende desencadenar ( Michel 1995).

Entre el numeroso grupo de enfermedades en las que actualmente se trabaja en el desarrollo de vacunas de
ADN podemos mencionar la Leihsmaniasis (Shirmbeck et al 1995), Mycoplasmosis (Davis et al 1994),
Hepatitis B (Davis et al 1994, Lagging et al 1995, Hoffman 1994), Hepatitis C (Lowrie et al 1994),
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Malaria (Xiang et al 1994), Tuberculosis (Tanghe et al 2001), Rabia (Webster et al 1994), Influenza
(Ulmer et al 1994, Montgomery et al 1993, Wang et al 1994) y SIDA (Ugen et al 1998, Tang et al 1992,
Deck et al 1997). Las respuestas dependen del patdgeno y no todas ellas se necesitan para dar proteccién (
Fu et al 1998, Berder et al 1998). Se han comenzado |os estudios encaminados a la terapia antitumoral
(Bender et al 1998). Varios laboratorios han reportado e uso de ADN plasmidico como vacunas
antitumorales, empleando construcciones plasmidicas que codifican los genes de la region variables de
anticuerpos para inducir respuesta de anticuerpos anti-idiotipicos. Los titulos de anticuerpos obtenidos
fueron mas altos cuando se realizd una co- inyeccion con plasmidos que codifican lalL-2 o el INFg

Dentro de los patdgenos, € virus de la influenza es uno de los més estudiados por inmunizacién con ADN
y especialmente dos de sus proteinas, la nucleoproteina A (NP) una proteina altamente conservada entre
todos los virus de influenza A y la hemaglutinina (HA), glicoproteina de la superficie viral (Graun et al
1996, Liu et al 1996). La respuesta contra HA encontrada por la inmunizacion con ADN empleando
diferentes vias ( gotas intranasales, pistola de genes) (Graund et al 1996, Liu et al 1996) y su uso potencia
en hombres, es de mayor magnitud que la que se genera empleando la vacuna de subunidad de HA. Con
unainmunizacion primaria con pistola de genes ocurre un rapido Ilamado alas células B de memoriaen el

tgido linfoide, un evento necesario para la proteccion homdloga contra la influenza (Mancini et al 1996).

Vacunas de ADN en la Enfermedad de Chagas

La utilizacion de esta metodologia en la Enfermedad de Chagas ha sido reportada por varios autores
(Schnapp et al 2002,) los cuales han trabagjado con genes individuales. Ellos han demostrado la induccion
de respuestas tipo B y T citotoxica especifica después de la inmunizacion con € gen que codifica para la
principal cisteino proteinasa (cruzipain) del parasito (Schnapp et al 2002) ademas de comprobar en otros
trabajos que esta msma proteina induce proteccion en mucosa y a nivel sistémico contra T. cruzi
(Schnapp et al 2002). Rodrigues y colaboradores (Rodrigues et al 2002) encontraron una respuesta
protectora tipo 1 después de la inmunizacion con un plésmido que contenia una proteinade T. cruz.
Resultados semejantes fueron encontrados por otros autores a inmunizar ratones BALB/c con plasmidos
gue contenian las proteinas ASP-1, ASP-2 y TSA-1 las cuales producen respuesta T citotdxica especifica
.Garg y colaboradores (Garg et d 2002) y otros, a inmunizar ratones con plasmidos que expresaban €l
gen que codifica para la trans-sididasa (TS), antigeno de superficie de T. cruz, (Katae et al 2002)
obtuvieron resultados semejantes. Otros investigadores han reportado la induccién de anticuerpos que

inhiben la actividad enzimética Trans-sialidasa a inmunizar con plasmidos que contienen genes para TS

38



de T. cruz (Fujimura et al 2001). Por otro lado, Sepllveda y colaboradores demostraron la existencia de
proteccion en modelos murinos a inmunizar con un candidato vacunal compuesto por la proteina
reguladora complementaria (CRP, del inglés complement regulatory protein ) de T. cruzi (Sepulvedaet al
2000).

Regulaciones para €l empleo de estas vacunas. Principal es riesgos que se relacionan con su uso
El empleo de vacunas en los seres humanos estéd normado por Instituciones reguladoras que evalUan la
seguridad y efectividad de todos los diversos preparados vacunales y ellas son las que autorizan 0 no su
aplicacion. Las vacunas de ADN no estan eximidas de esto y |0s riesgos principales que se relacionan con
ella son:

El potencial de integracion del ADN plasmidico a genoma de la célula hospedadora.

El potencial de induccion de tolerancia o autoinmunidad.

El potencial de induccién de anticuerpos contrael ADN.
Es por ello que en todas las investigaciones especificas relacionadas con € desarrollo de vacunas, se
requiere de un trabajo experimental sobre la probable eficacia futura antes de ser probado en la especie
blanco. De esta manera los debates acerca de las posibles vacunas son realizados a partir de experimentos
efectuados en model os animales, generalmente en ratas y en primates, antes de intentar pruebas clinicas en
humanos. Se han usado otros animales como el conegjo (Harley 1997).
Las pruebas en primates han acanzado hasta los monos Aotus, pero e chimpancé continta siendo €l
sistema de prueba mas apropiado. A pesar de ello, como hay que garantizar que no se sometan a un estrés
excesivo y cada animal puede haber sido el modelo de un nimero de candidatos vacunales y retos, resulta
dificil la interpretacion de los resultados obtenidos a partir de este sistema. No sucede asi con Macaco
rhesus, €l cua constituye la base del trabajo en € VIH y su equivalente en simio VIS o € virus hibrido
VIHS (Harley 1997).

Potencial de integracion

Laintegracion del ADN plasmidico al genoma de la célula hospedero, podria ser silente o fenotipicamente
apreciable s este evento interrumpe un gen asociado a una funcién celular determinada. Este gen podria
estar asociado, directa o indirectamente, con € proceso de division celular; resultando un efecto
carcinogénico que también pudiera ser provocado por la activacion de un oncogen. El proceso de

integracion puede ocurrir a azar o como resultado de una recombinacion homologa.
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Induccién de tolerancia y auto inmunidad

En agunos sistemas experimentales la inyeccion repetida de pequefias cantidades de antigenos conduce a
una tolerancia inmunoldgica. El hecho de que € tota de antigenos producidos luego de la inmunizacion
con ADN sea poco y que en ocasiones la expresion de estos antigenos después de lainmunizacion persista
por semanas 0 meses, hace pensar en la posibilidad de la induccién de una tolerancia més que de una
inmunidad protectora (Lefkowith y Gilkeson 1996).

En los estudios realizados donde se inmuniza con bajas dosis de ADN plasmidico a animales adultos
(monos verdes africanos y ratones) aunque no es detectable una respuesta de anticuerpos, si ha creado una
memoria inmunolégica que se pore de manifiesto en inmunizaciones posteriores con los antigenos en
forma de virus inactivados o atenuados y no se ha comprobado € desarrollo de una tolerancia (L efkowith
y Gilkeson 1996), incluso, se ha reportado que la inmunizacién con ADN elimina la tolerancia a ciertos
antigenos como es e caso del antigeno de superficie del virus de la Hepatitis B (HbsAg) (Tan 1982).
Hasta ahora, solo se ha encontrado tolerancia producida por inmunizacion con ADN en neonatos de
algunas especies, por eso la edad, la especie y € método de administracion son variables fundamentales
parala respuesta alainmunizacion con ADN (Lefkowith y Gilkeson 1996).

La aparicion de una respuesta auto inmune pudiera estar relacionada a la destruccion de las céulas
musculares que expresan los antigenos, con la consiguiente liberacion a medio de los constituyentes que
podrian, en lo tedrico, ser capaces de desencadenar una respuesta inmune. Esto ocurre tanto durante la
infeccion viral como en la bacteriana, asi como en el proceso de recambio celular, por lo que parece
improbable que las vacunas de ADN posean agun riesgo adiciona con relacién a las vacunas

convencionales.

Anticuerpos anti- ADN

La presencia de anticuerpos anti- ADN se asocia a ciertas patologias auto inmunes como € Lupus
Eritematoso Sistémico, pero la causa de este fendmeno aln no esta totalmente esclarecida y estan
presentes una serie de factores que desempefian un rol importante como 1o son la susceptibilidad genética
y las deficiencias inmunol 6gicas. Sin embargo, alin no es del conocimiento de lacienciasi la exposicion al
ADN puede inducirlo o exacerbarlo. Se tienen algunas evidencias que indican la poca probabilidad de
estos hechos: e ADN de doble cadena no induce anticuerpos ant- ADN, a menos que se encuentre
acompleg/ado a proteinas y se administre acompafiado de un adyuvante; los anticuerpos anti-ADN circulan

normamente en humanos y en ratones, son especificos para e ADN bacteriano de determinada especie y
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no presentan reaccién cruzada con e ADN de mamiferos; lo que sugiere que su origen radica en una
infeccion previa, y por ultimo, la vacunacion de animales con ADN puede resultar en la induccion de
pocos o ninguin anticuerpo anti-ADN detectables por |as técnicas existentes (Fyey Sack 1993, Tan 1984).
Dentro de los mecanismos de control de T. cruzi se encuentra la deteccién de anticuerpos, lo que puede
tener utilidad en € tratamiento precoz y en la evitacion de la trasmision por transfusiones, asi como €l
desarrollo de una vacuna eficaz para la prevencion de la misma. El objetivo de esta tesis es € desarrollo

de vacunas experimental es sobre |a enfermedad.

Principales obstaculos a tener en cuenta en e camino hacia una vacuna de ADN contra T.cruz en €l
humano.

-Es un parasito en que su ciclo de vida pasa por muchos estadios y en cada estadio hay un perfil
antigénico diferente.

-No se conocen hasta e momento antigenos protectores de cada estadio y no se han descrito antigenos
comunes de estadio.

-No se conoce de forma precisa € tipo de respuestainmune asociado a la proteccién

-Lapresenciade intrones en € genomade T. cruzi complica técnicamente las vacuas de ADN

-Riesgo potencial de producir trastornos inmunopatologicos lo cual pudiera desencadenarse por la
persistencia de la expresiéon de antigenos después de la inmunizacion con vacunas de ADN.

Aceptabilidad de las vacunas de ADN para su empleo en humanos.

Las agencias reguladoras como la AAF y la OMS (Food and Drug Administration 1996, Robertson 1998 )
exigen que deben tenerse en cuenta algunos aspectos sobre la seguridad de las vacunas de ADN para que
sea aceptada su aplicacion en seres humanos. Estas se corresponden con las preocupaciones que desde €l
punto de vista tedrico despieta la introduccion de informacion genética y la expresion persistente de un

antigeno extrafio en un organismo.

1- El ADN inyectado puede integrarse en las células del huésped y causar mutaciones por insercion de
dichos pléasmidos

2- La expresion por periodos prolongados de antigenos no propios pueden causar reacciones
inmunopatol dgicas no deseadas

3- El uso de genes de citocinas 0 moléculas coestimuladoras pueden provocar efectos adicionaes

4- Lageneracion de anticuerpos anti-ADN pueden contribuir a desarrollo de reacciones autoinmunes
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5- El antigeno expresado puede tener actividad biol bgica.

El tema de la seguridad para € uso de estos preparados vacunales tiene gran relevancia en estos momentos
por el riesgo potencial de transformacion que tiene estos conllevando, entre otras posibilidades a la
formacion de células tumorales debido a la insercion de u oncogen activo, laactivacion inserciona de un
protoncogen de la célula hospedera, 0 de la desactivacion insercional de un supresor de oncogen
(Robertson 1998 ).

Estas transformaciones pueden ocurrir a través de tres mecanismos. Integracion a azar, recombinacion
homologa o insercion retroviral. Se conoce que el ADN transfectado en lineas celulares puede integrarse
aleatoriamente por recombinacion homologa. Por esto es que las regulaciones, en € disefio y construccion
de los plasmidos, van encaminadas a que en estos, no se incluyan secuencias con homologias a gendéma
humano, y no haya presencia de origenes de replicaciéon en células de mamiferos (Nichols et al 1995,
Shiver et al 1996, Siegrist 1998).

En € recien nacido y en el caso de musculos tratados con agentes farmacol6gicos la posibilidad de la
integracion a azar no ha sido observado por técnicas como la PCR (sensibilidad de 1 copia del ADN
plasmidico en 150 000 nucleos. Ademés, la extraccidn y reclonacion de plasmidos vacunales a partir de
muscul 0 esquel ético inmunizado arrojo la ausencia de insertos de ADN cromosomal (Siegrist 1998).

En € caso especifico de la induccién potencial de tolerancia inmune y autoinmune s ha demostrado que
en organismos sanos e ADN de doble cadena no es capaz de inducir anticuerpos anti ADN y que estos
solos han podido observarse después del inocular a ratones sanos con ADN desnaturalizado y
acomplegjado a otra proteina'y coadministrado con adyuvante completo (Gilkenson et al 1992, Robertson
1994, Nichols et al 1995)

Hay que tener en cuenta que tanto en humanos como en ratones, circulan normalmente anticuerpos anti
ADN, especificos para ADN de ciertas especies bacterianas y que no reacciona cruzadamente contra ADN
de mamiferos, 1o que los hace ro patogénicos (Mor et al 1997).

Por estas razones €l disefio de plasmidos estipula e menor porciento de homologia con el ADN de
mamiferos

La vacunacion de animales sanos con vacunas de ADN resultado e la induccién de poco o ninguna
antiADN seguin los métodos de deteccion utilizados ELISA, WB, Radioinmunoensayo

Animales inmunizados con dosis bajas de ADN plasmidico e inmunizados subsecuentemente con vacunas
de virus inactivos han generado una respuesta inmune especifica normal.
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No obstante todo o dicho las regulaciones para este tipo de vacunas por su novedad se encuentran en
revision constante y se enrigueceran en la medida de que aumente |os ensayos clinicos

En consecuencia con |o anterior en las regulaciones se contemplan los siguientes aspectos:

Control de materiales iniciales. Incluyen datos relacionados tanto con la secuencia nucleotidica del gen
0 genes deinterés, asi como de los plasmido y de las cepas transfectadas, garantizar que € plasmido no
tenga secuencias de interés hioldgicas, informacion precisa del ADN de los marcadores de seleccion |, la

cepa hospedera debe estar totalmente caracterizada entre otras.

Control del proceso de produccién. Deben existir bancos de células primarios y secundarios libres de
contaminacion, con criterios de purezas bien establecidos, ata sensibilidad de los métodos para el control

de estos pardmetros . Determinacion de reproducibilidad del |os procesos produccién
Control del producto final. Imprescindible la pureza, identidad, potenciay estabilidad del plasmido.
Ensayos clinicos. Hay evidencias de que las vacunas de ADN son seguras para ser aplicadas en seres

humanos y estan dirigidas en esencia a las patologias que no han tenido solucion terapéutica o preventiva

Ensayos clinicos con vacunas de ADN en enfermedades infecciosas 2000

Producto Enfermedad Fase desarrollo Compafiia
Vacunas Prventivas| Influenza 1 Merck
ADN Malaria 1 Pasteur
HIV,HBV HCV,
TB, HPV Invest/preclinica Pasteur, Merieux

Herpes zoster, CMV | Invest/preclinica Vical, Merck
H. piloris Clamidias

Vacunas HBV, HIV, HPV Invest/preclinica Merck
Terapéuticas de ADN
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CAPITULO lll. MATERIALES Y METODOS:

[11.1 construccion de la biblioteca genémica de expresion

Cepas parasitarias

Se utilizaron epimastigotes de lacepa Y (CT-10C 106) T. cruz. (Instituto Osvaldo Cruz, Rio de Janeiro,
Brasil.) y fueron procesados para la obtencion en medio de Triptosa segin Camargo y colaboradores
(Camargo 1964)

Promastigotes de la cepa MHOM/77/LTB0016 de Leishmania amazonensis (Instituto Oswaldo Cruz, Rio
de Janeiro, Brasil)

Cepas bacterianas

Escherichia coli (E. coli) XL-1 Blue: F& Tn10 proA*B* lad® U(lacZ) M15/ recAl endAl gyrA96 (Nal) thi
hsd r17 (r m¢) supEd4 relAl lac. (Stratagene).

Plasmido.

Se empled el vector comercial pPcDNA3 (Vector de expresion en células superiores) suministrado por la

firmalnvitrogen. Hold Madison. USA.
Plasmido pcDNA3.

P CMV: Promotor intermedio / temprano de citomegalovirus.

BGH pA: Sefial de poliadenilacion de la hormona de crecimiento bovina.
SV40 pA: Sefial de poliadenilacion del virus SV 40.

SV 40 ori: Origende replicacion del virus SV40.

Fl ori: Origen de replicacion del bacteridfago f1.

Neo: Gen de resistencia a la neomicina.

Amp: Gen de resistencia ala ampicillina

ColE1: Origen dereplicacion de E. coli.

SMC: Sitio multiple de clongje.
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Animales

Se emplearon ratones machos, de la linea isogénica BALB/c con un peso entre 16 y 18 gramos y 6
semanas de edad, suministrados por e Centro Nacional de Produccién de Animales de Laboratorio
(CENPALAB, Bgucal, CUBA) los cuales fueron mantenidos en condiciones controladas de temperatura
20°C + 2 C y humedad 60% con alimentacién y agua ad libitum.

El cuidado y las manipulaciones experimentales se realizaron por €l persona de la Direccién de Modelos
de Animales ddl Instituto Finlay e IPK.

El trabajo con animales se llevd a cabo respetando todos |os procederes experimentales con posibilidad de
causar dolor o sufrimiento, respetando las normas de la ética de la investigacion con animaes (EEC
Council Directive 86/609, OJL 1987).

Medios de Cultivo

= Medio Luria Bertaini (LB) (Sambrook et al 1989). Compuesto por Tryptona a 1 %, Cloruro de Sodio
a 0.5 %, Extracto de Levadura a 0.5 %, se gjustdo a pH 7.5y se esterilizd en autoclave a 121 °C, 1
atmésfera durante 20 minutos. Para € medio sdlido se empled agar técrico #1 d 1 %.(Biomeriux,

France)
= Medio Infusion de Higado-Tryptosa (Biomeriux, France) suplementado con 10 % de suero fetal de

ternera (Gibco) y 50 mg/ml de Gentamicina.

Antibidticos
Se usO Tetraciclina auna concentracion de 12.5 ng/ml, ampicillinaa 50 ng/ml y Gentamicina a 50 ng/ml

( Boehringer Mannheim Biochemica, Alemania).

Patrones de peso molecular

Se empled e patréon de peso molecular (PPM) IV (Boehringer Mannheim Biochemica, Alemania) que
contiene fragmentos de: 19329/ 7743/ 5526/ 4254/ 3140/ 2690/ 2322/ 1882/ 1489/ 1150/ 925/ 697/ 421/
74 pb. Parael ensayo de Western Blot se utilizé e patron de peso molecular (Sigma, USA) cuyo rango de

peso molecular es de 14-70 KDa.

Enzimas de restriccion y modificacién
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Se emplearon las enzimas de regriccion Sau3A, Bam HI y Eco RV asi como las enzimas T4 ligasa y
fosfatasa alcaina, (Boehringer Mannheim Biochemica, Alemania), las cuaes se usaron segun las

instrucciones del fabricante.

Preparacion de células competentes

Se inocul 6 una colonia de E. coli XL-1 Blue en un precultivo de 5 ml de medio LB con Tetraciclina (L Br)
y seincubd a 37 °C con agitacion en zaranda durante 16 horas (Incubator Shaken, Co, USA) a 200 rpm. A
partir del precultivo crecido se sembrd 1 pl/ml en un enlermeyer con 200 ml ce medio LBt y seincubd a
37 °C con agitacién en zaranda hasta que alcanz6 una densidad 6ptica de 0.6 leida a unalongitud de onda
de 660 nm en un espectrofotémetro (Ultrospec Il Pharmacia LKB). El cultivo se dgjo reposar en bafio de
hielo durante 30 minutos y se centrifugd a 600 x g por 30 minutos a 4 °C en una centrifuga refrigerada
(MLW K23D VEB MLW MEDIZINTECHNIK, Alemania). Después de eliminar e sobrenadante, el

precipitado celular fue lavado dos veces con agua destilada estéril a 4 °C y dos con glicerol a 10%
(Pharmacia). Todas las centrifugaciones se realizaron con iguales condiciones a la primera.  El botén

celular se resuspendio en la solucion de glicerol a 10% y se amacen6 a70 °C en microtubos hasta e

momento de su uso (Sambrook et al 1989)

Purificacién de ADN plasmidico por € método de Lisis Alcalina

La técnica se realizd seglin e método descrito por Maniatis (Sambrook et al 1989, Estévez y Martinez
1996). Cada clon de E. coli escogido es inoculado en un precultivo de LB suplementado @n los
antibiéticos de seleccion escogidos y crecido a 37 °C, con agitacion en zaranda durante 16 horas. Al dia
siguiente se centrifugd cada precultivo a 600 g a4 °C por 10 minutos. A continuacion € boton celular se
resuspendio en ImL de TrissEDTA (TE) (Tris 10 mM, EDTA 1 mM) pH 8, frio, agitando gentilmente por
inversiéon hasta que las células estuvieran totalmente resuspendidas. Trasladamos e material a tubos de
Eppendorf y centrifugamos a 1200 g. (Eppendorf, USA) durante 5 minutos, eliminamos el sobrenadante
con micropipetas y resuspendimos el pellet en 100 nL de Liso | (Tris 25 mM, EDTA 1mM, Glucosa 50
mM) pH 8, frio, asegurandonos mediante pipeteo o vortex de la completa dispersion de las células en la
solucién. Depositamos los viaes 5 minutos en hielo y afladimos 200mL de Liso || (NaOH 0.2 M, SDS a
1%) recién preparado a temperatura ambiente, agitamos gentilmente por inversion y afladimos 150 nL de
KAC 5/3 (Acetato de Potasio 5M, Acido Acético 3M). Posteriormente se dej6 reposar en hielo 5 minutos

y se centrifugd 10 minutos a 1200 g. Tomamos € sobrenadante sin tomar los detritus celulares y
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depositamos en otro tubo. Se afadié 450 ni de fenolcloroformo (v:v), agitamos con vortex y
centrifugamos igual que la vez anterior. Seguidamente tomamos la fase a&uosa, se depositd en viades
nuevos y se adiciond 800 mL de etanol absoluto frio que fue agitado en vortex hasta su completa
dispersion, posteriormente se degjé precipitar unahoraa-20 °C. A continuacion se centrifugd 15 minutos a
1400 g eliminamos & sobrenadante, lavamos € botén celular con 900nL de etanol a 70 %y se centrifugd
nuevamente e mismo tiempo. Finamente los tubos se secaron a vacio (DNA mini. Promega) durante 3
minutos. Resuspendimos el precipitado en 20 mL TE estéril y guardamos a -20 °C. Los resultados fueron

evaluados mediante electroforesis en gel de agarosa a 0.8 %.

Obtencion de antigenos solublesy citoplasmatico de T. cruz

Los epimastigotes de la cepa Y (Cl-10C 106) a una concentracion de 10° fueron mantenidos en medio de
cultivo Infusion de Higado- Triptosa, suplementado con 10% de suero fetal de ternera (Gibco) y 50 pug/mL
de Gentamicina, durante siete dia. Seguidamente estas células fueron recolectadas por centrifugacion y e
sedimento fue lavado cuatro veces con solucién salina tamponada con fosfato (SSTF) (NaCl 8g/L, KCI 0.2
g/L, Na2HPO4 1.15 g/L, KH2PO4 0.24 g/L, pH 7.2) a 400 g durante diez minutos a 4°C. Posteriormente
el botén celular obtenido fue resuspendido en 5 mL de SSTF y sonicado con una intensidad de 18 Hz
(Soniprep 120, England) por tres veces durante 60 segundos, con intervalos de reposo de 60 segundos en
hielo. Finalmente el homogenizado fue centrifugado a 1200 g durante una hora a 4°C y el sobrenadante
fue distribuido en viales de 1 mL (Eppendorf) y conservado a -70°C. Posteriormente se determind la

concentracion de proteinas por e método de Lowry (Lowry et al 1951)

Purificacién de ADN genémico de T cruz

El ADN genémicodeT. cruz fue obtenido de las formas epimastigoticas del parasito segun el método de
Hookey ( Hookey y Palmer 1991). El cultivo inactivado con formaldehido tamponado al 0.5 % se
centrifugd a 600 g a 4 °C durante 20 minutos (MLW K23D VEB MLW MEDIZINTECHNIK, Alemania)
y € precipitado fue resuspendido en 1 mL de TE quedando a una concentracion de epimastigotes de

10 ¥ml. Estas células se volvieron a resuspender y a centrifugar en iguales condiciones y fue resuspendido
nuevamente en tampon lisis e incubados dos horas a 56 °C. Seguidamente se procedié a redlizar varias
extracciones del ADN oon iguales volumenes de fenolcloroformo (v:v) hasta que la interfase se hizo

imperceptible. Se procedio a precipitar con un décimo del volumen de acetato de sodio y dos volumenes
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de etanol absoluto. El sedimento obtenido fue resuspendido en tampon TE estéril que se degj6 toda la

noche. La integridad del ADN obtenido fue determinada por electroforesis en gel de agarosa al 0.8 %.

Electroforesis en gel de agarosa

Se llevd a cabo segun € protocolo propuesto (Sambrook et al 1989, Estévez y Martinez 1996). Los geles
de agarosa se prepararon a 0.8 % utilizando agarosa NA (Pharmacia) y tampdn de corrida Tris borato-
EDTA (TBE) (Tris base 0.004 M, &cido bérico 0.01 M, EDTA 0.5 M), pH 8, adicionandole bromuro de
etidio a una concentracion final de 5 nl/100mL. Las muestras fueron mezcladas con tampon muestra
(Bromofenol azul 0.25 %, Sacarosa en agua 40 % (p/v) ) en unarelacion 1:6 (v:v). Se prefijo e voltge de
la fuente (modelo EPS 400/500, Pharmacia) entre 1y 5 Voltios por centimetro (cm) de distancia entre los
electrodos. Las bandas fueron visualizadas como una fluorescencia amarillo- naranja en un transiluminador
(IBI Ultralinker 400, Eastman Chemical Co.).

Determinacion de la concentracion de ADN
La concentracion de ADN se determind con un cuantificador automético de ADN y ARN, Gene Quant
(Pharmacia Biotech England) (Sambrook et a 1989, Estévez y Martinez 1996).

Digestiones analiticas

En todas las digestiones las enzimas de restriccion se utilizaron a una concentracion de 1 U/mg de ADN,
los tampones empl eados fueron los recomendados para la maxima actividad enzimética y la concentracion
del ADN fue de 50-100 ng/nL en volumenes finales de 20 L. Las mezclas de reaccion fueron incubadas

en bafio térmico durante unahoraa 37 °C.

Digestiones preparativas
Las dgestiones preparativas se realizaron en las mismas condiciones que las analiticas pero con sus
componentes en mayor cantidad. Se digirieron 10 mg de ADN gendmico de T. cruzi con la enzima Sau3A.
La tala de los fragmentos obtenidos fue comprobada por electroforesis en gel de agarosa a 0.8 %
utilizando €l patron de peso molecular (PPM) V. Se digirieron 10 ng de vector con la enzima BamH 1
comprobandose € resultado de la digestion por medio de una electroforesis de agarosa ad 0.8% de la
misma manera. Fleron resuspendidos en un volumen final de 30 nmL y 40 mL el vector y e ADN
respectivamente.
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Desfosforilacion delos extremos 5’ del vector
La reaccion de desfosforilacion se [levo a cabo en un volumen final de 100 ni.. Se empled 1 U de enzima
fosfatasa alcalina, por cada 50 pmol de extremos a desfosforilar del plasmido pcDNA3. La mezcla de la

reaccion se incubd a 37 °C durante una hora

Reaccion de ligamiento
Se tomaron fragmentos de ADN gendmico de T. cruzi y del pldsmido pcDNA3 que habia sido previamente
desfosforilado. Los fragmentos a ligar en cada caso fueron colocados en tubos de microcentrifuga con una
relacion vector-inserto de 1:3. Las reacciones de ligamiento fueron realizadas empleando 1 U de T4 DNA
ligasa en 10 niL de volumen finad a temperatura de 14 °C durante 16 horas. Finadmente la ligasa fue

inactivada en un bafio de Maria a 65 °C durante 10 minutos.

Electroporacion

Las cubetas de electroporacion fueron enfriadas previamente; mientras se descongelaban las células
competentes en hielo. Se afedieron 80 nl de células en la cubeta mas 20 ng del plasmido o la mezcla de
ligamiento libre de sales. Posterior a este paso se le dio @ pulso eléctrico con los parametros reportados
paraE. coli (2500 Volt; 21 nFy 400 W) (IBl Gene Zapper 450/2500 Cat No 9100). Se adiciond entonces
suavemente 1 mL de LB y se dejé crecer durante unahoraa 37 °C; a 80 r.p.m. y esta mezcla se sembro en

medio sdlido o liquido suplementado con |os antibi6ticos de seleccion.

Determinacion de la proporcion de recombinantes

Para la determinacion de los recombinantes presentes en la biblioteca se sembraron en una placa de LBa
20mL de la transformacion y se seleccionaron al azar 50 colonias obteniéndose el ADN plasmidico por €l
método de lisis alcalina, e ADN de las diferentes colonias fué sometido a una digestion con la enzima
EcoRV, posteriormente se le realizé una electroforesis en gel de agarosa a 0.8% con bromuro de etidium,
utilizando como control e plasmido pcDNA3 digerido con la misma enzima. El gel fue fotografiado @n

una camara fotografica Polaroid (Kodak). El porciento de recombinantes se calcul 6 de la siguiente forma:

Porciento de recombinantes = NUmero de clones recombinantesx 100

NUmero de colonias ensayadas.
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Purificacion masiva de ADN plasmidico
Para llevar a cabo la purificacion de la biblioteca gendmica se sembraron los 980 ni restantes de las
células electroporadas en un volumen de 500 ml del medio LB con & antibidtico de seleccién
(ampicillina) (LBa) Y se dgjo crecer a 37 °C en Zaranda durante 16 horas a 150 r.p.m. Posteriormente se
centrifugd a 1200 g por 10 minutos, a4 °C, se elimind el sobrenadante y el sedimento se resuspendio en
10 mL de tampon lisis (Tris HCL 100 mM, pH 8, EDTA 100mM, SDS 2 %, NaCL 150 mM vy proteinasa
K 200 ng/mL) y se dgjé reposar 10 minutos a temperatura ambiente. Luego se adicion6 20 mL de liso |1,
se mezcld gentilmente por inversion y se incub6 en hielo durante 10 minutos. A continuacién se adiciond
18.7 mL de solucion de KAC 5 M 5/3, pH 4.8, mezclando cuidadosamente y se mantuvo 20 minutos en
hielo. Nuevamente se centrifugd, esta vez durante 15 minutos a 1200 g a 4 °C. Posteriormente se afadio
0.6 del volumenes de isopropanol y se dejo reposar 10 minutos a temperatura ambiente. Se centrifugé 10
minutos a 1500 g a temperatura ambiente, eliminando € sobrenadante y se resuspendio en 500 ni de TE,
luego se adiciond 3 mL de RNAasa (10 my/nl) y se incubd durante 30 minutos a 37 °C. A continuacion se
anadio igua volumen de fenolcloroformo (viv) mezclando con ayuda de vortex, y se centrifugd
nuevamente a 10000 r.p.m. por 10 minutos, este paso se repitio dos veces, tomando en cada uno la fase
acuosa y desechando € resto. Se reaizd un lavado con cloroformo isoamilico 24:1 y a continuacién se
[levé a cabo una precipatcidn con etanol absoluto a -20 °C por una hora. Finamente se centrifugé a 1500
g por 15 minutosy se desecho €l sobrenadante. El boton de ADN se lavo con etanol a 70 %, se centrifugo
en iguales condiciones y e sedimento se sec6 a vacio durante 5 minutos (DNA mini. Promega) y se
resuspendio en 1 mL de agua destilada. Se realizé lalectura a 260 nm y 280 nm de una dilucion adecuada
del ADN obtenido en un espectrofotdmetro (Ultrospec 111 Pharmacia LKB) para calcular la concentracion
y grado de pureza del mismo (Sambrook et al 1989)
[11.2 estudio de la inmunogenicidad humoral y celular posterior a la administracion de la biblioteca
de expresion deT.cruz
Esquema de inmunizacion.
Losanimales fueron divididos en 5 grupos:
L: Grupo inmunizado con la biblioteca genébmicade T. cruz (n = 30).
T Grupo inmunizado con antigenos solubles de T. cruz. (n=16)
P Grupo inmunizado con e plasmido pcDNA3 (n =16).
G: Grupo inmunizado con ADN gendémico de T. cruz (n = 16).
C Grupo no inmunizado (n = 16).
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Dosisy via de administracion
Se administraron 25 pg de indculo en 0.1 mL de solucién salina a 0.9%, por via intramuscular, en la

region anterior de la pata trasera derecha, con excepcion del gupo C que no fue inmunizado

Reinmunizaciones y obtencion de las muestras

Fueron reinmunizados 10 animales del grupo L, de los cuales 5 recibieron 25 ug (L2) y €l resto 50 pg (L3)
de la biblioteca, por lamisma viay region. El resto de los animales de este grupo no fueron reinmunizados
(L1). Se reinmunizaron ademas 5 animales del grupo T con una dosis de 25 g por la misma viay region
(T2), € resto de los animales de este grupo no se reinmunizaron (T1).

Se inmunizaron adicionalmente 2 animales mas de los grupos L,T,P,G para determinar la expresion de
antigenos especificos en €l tejido muscular por IFl, alos siete dias de inoculados.

A cinco animales de cada grupo se les extrgo sangre del seno retrorbital con capilares de vidrio
heparinizados, semanalmente durante las cinco primeras semanas post inmunizacion, realizandose una
extraccion adicional en la sexta semana. A los grupos L2 y L3 solo se les extrgo sangre en la sexta
semana, alos 15 dias de realizada |la reinmunizacion.

Los sueros se obtuvieron por centrifugacion a 400 g x a 4°C y fueron utilizados para la determinacion de
la inmunogenicidad humoral (ELISA y Western blot en la sexta semand) y para los estudios de
autoinmunidad (IFl y ELISA).

Dos animales de los grupos L1, T, P, G y C fueron scrificados doce semanas después del inicio del
esquema de inmunizacion para redizar los estudios de inmunogenicidad celular (Ensayo de
Linfoproliferacion)

En la sexta semana, diez ratones de los grupos L, T, Py C fueron retados con la cepa “Y” T. cruz,

activada su virulencia por pases en ratones BALBI/c.

[11.2.1 ensayo inmunoenzimatico (ELISA) para el estudio de la respuesta de anticuer pos especificos en
el suero de los animalesinmunizados.

Se utilizé la misma metodologia descrita para un método indirecto cuditativo (Ross y Novoa —Montero
1993). Se usaron placas de poliestireno de 96 pozos de fondo plano (Maxi-sorp, Nunc) las cuales se
recubrieron con 100 uL/pozo de antigenos solubles de T. cruzi a una concentracion de 5 pg/mL, disuelto

en solucién carbonato-bicarbonato 0.1M, pH 9.6 y se mantuvo en incubacion durante 16 horas a 4°C en
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cdmara humeda. Posteriormente se blogued con leche descremada a 3% (Oxoid) disuelta en SSTF (100
uL/pozo) durante 1 hora a 37°C en camara himeda, se lavo tres veces con SSTF-Tween 20 (0.05%) en un
lavador de placas (Denley Well Wash 4), se afiadio por duplicado el suero de los ratones diluido 1/200 con
SSTF-Tween 20 (100 pL/pozo) y se incubd durante 2 horas a temperatura ambiente en camara hUmeda. A
continuacion se lavd ocho veces en iguales condiciones y se depositaron 100 uL/pozo de un conjugado
anti inmunoglobulina G (anti-1gG) de raton, obtenido en conejo, marcado con peroxidasa (Sigma) a una
dilucién de trabajo de 1/2000 y se incubd durante 1 hora en cdmara hiumeda atemperatura ambiente.
Después de un nuevo lavado se afiadieron 100 plL/pozo de sustrato ortofenilendiamina (Sigma) diluido en
tampdn fosfato citrato 0.15 M, pH 5. Nuevamente se incubd 30 minutos en camara himeda a temperatura
ambiente y posteriormente la reaccion se detuvo con &cido sulfarico a 12.5% y se leyé en un
espectrofotébmetro (Flow Laboratories Inc. MV Lyon, Va) a una longitud de onda de 492 nm. Se calculo

las medias de |a densidades Opticas obtenidas para cada grupo

[11.2.2 determinacion de la respuesta de anticuer pos especificos mediante |a técnica del Western Blot

Se sigui6 la metodologia descrita por Tsang y colaboradores (Tsang et al 1983). Las proteinastotalesdeT.
cruzi fueron sometidas a electroforesis en SDS-PAGE, en una camara electroforética Bio Rad, USA
acoplada a una fuente Multidrive, Pharmacia (Suecia) preparando para €llo las muestras en condiciones
desnaturalizantes con 2mercaptoetanol y calentdndolas en bafio de agua a 100 °C durante 5 minutos. Las
proteinas fueron separadas electroforéticamente de acuerdo a sus respectivos pesos moleculares; para ello
se empled un gel a 12.5 % de acrilamida, realizando la el ectroforesis a un voltgje constante de 120 Volts
El patron de peso molecular empleado en la electroforesis fue € juego de marcadores cuyo rango de peso
molecular es de 14-70 KD, (Sigma, USA) y € cua fue sometido a las mismas condiciones de las
muestras. la electrotransferencia a una membrana de nitrocelulosa se realizé utilizando un equipo de
transferencia himedo (Bio Rad, USA) y tampdn Tris 25mM -Glicina 125 mM pH-8.2, conteniendo un 20
% de metanol y aplicando una corriente de 300 mA durante una hora. La membrana de nitrocelulosa fue
bloqueada con leche descremada a 2 % en PBS durante una hora a temperatura ambiente con agitacion
suave en zaranda (Janke & Kumkel IKA-Labortechnik, RDA.) Se cortaron las tiras correspondientes a
cada uno de los puntos de aplicacion, con el objetivo de incubar por separado cada una de las muestras de
suero de los cuatro grupos contemplados en é esquema de inmunizacion. Las muestras de suero se
diluyeron 1/100 en solucién de leche descremada a 1 %, incubandose dos horas a temperatura ambiente

con agitacion en suave. Seguidamente se realizaron tres lavados con PBS y se incubd una hora con un
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conjugado anti-inmunoglobulina G a una dilucién de 1/2000, seguidamente se realizaron otros tres
lavados con PBS y se revel ¢ utilizando peréxido de hidrogeno como sustrato y 4-cloro-1-naftol (Sigma)
como elemento cromoégeno. Transcurridos 15 minutos la reaccion se detuvo lavando las tiras de

nitrocel ulosa con agua destilada.

[11.2.3 estudio de la inmunogenicidad celular.

Se utilizd € procedimiento descrito por Wu y colaboradores (Wu et al 1991). A dos animales de cada
grupo, con excepcion de los grupos L2 yL3 se les extrajo e bazo en condiciones estériles e cual fue
macerado para obtener los linfocitos. Estos dltimos se resuspendieron en 10mL de solucién Hanks
(Sigma) y se centrifugaron a 300 g x durante diez minutos a 4°C, posteriormente se eimind €
sobrenadante y el botén celular fue sometido a un chogue osmético con solucion lisante (Cloruro de
Amonio a 0.83%) durante 15 minutos, en bafio de hielo, para eliminar los hematies en el botdn celular.
Seguidamente se realizaron dos lavados con solucion Hanks a 300 g x durante 10 minutos y finalmente las
células se resuspendieron en 2 mL de medio RPMI 1640 (Gibco), suplementado con 10% de suero fetal
bovino descomplementado (Gibco) y 50 pg/mL de gentamicina (Sigma Chemical.Co). La viabilidad fue
determinada empleando la tincion vital de Tripan azul al 0.1%. Las células se contaron en camara de
Neubauer utilizando la tincién de Turk violeta a una dilucién 1/20, ajustando las mismas a 1 x 10° células
por mililitro en medio RPMI 1640. Se depositaron 100 pL/pozo de la suspensiéon celular gjustada en
placas de poliestireno de 96 pozos con fondo U (Costar) y las células fueron incubadas con 0.1 ug/mL de
antigenos solubles de T. cruzi. Cada ensayo se rediz0 por triplicado. Para determinar la sintesis
esponténea se cultivaron las células solamente con medio de ensayo. Seguidamente, se incubaron las
placas durante 6 dias en atmdsfera himeda con 5% de CO, y se afiadi6 seis horas antes de concluir este
tiempo 1 pCi por pozo de timidina tritiada (Amersham, U.K.). Se detuvo €l cultivo por congelacion a —
70°C y después de descongelar las células, se cosecharon en una membrana de lana de vidrio utilizando un
cosechador automatico (Titertek).

Se depositaron las membranas en el orden correspondiente en viales de centelleo con 2.5 mL de liquido de
centelleo (ScintrarP , BDH) y se midié la incorporaciéon de timidina en un contador beta de centelleo
liquido (LKB, Suecid), determindndose € indice de estimulacion mediante la razén de la media de los

conteos por minuto de los cultivos estimulados y no estimulados
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[11.3 inmunofluorescencia indirecta (1Fl) para determinar la expresion de antigenos deT.cruzi en el
musculo esquelético de los ratones BAL B/c inmunizados

Seguimos la metodol ogia descrita por Ross y Novoa-Montero (Ross y Novoa—Montero 1993). A los siete
dias de la primera inmunizacion, se sacrificaron, por dislocacion cervical, diez ratones BALB/c, dos de
cada grupo, para obtener muestras de tejido muscular del sitio inoculado, se realizaron cortes por
congelacion de aproximadamente 4 um de espesor, con un criostato (Friostat Lentz). Los cortes de tejido
se adhirieron en |[&minas porta-objetos y se dgjaron secar a aire 60 minutos. Posteriormente se fijaron en
acetona fria (4°C) durante 10 minutos, se dejaron secar y se afiadieron 50 UL de una mezcla de sueros
humanos de dto titulo anti T. cruz, procedentes de pacientes con tripanosomiasis de &reas endémicas de
esta parasitosis, a una dilucion de 1/20 en SSTF, realizandose una incubacion durante 30 minutos a
temperatura ambiente en camara himeda. Posteriormente se lavaron tres veces por cinco minutos con
SSTF y se pusieron a secar con aire frio. A continuacion se depositaron 50 yL de un conjugado de
inmunoglobulinas de conegjo anti 1gG humanas marcado con isotiacianato de fluoresceina (Sigma), diluido
1/20 en SSTF, conteniendo azul de Evans (1/1000) y se incubd nuevamente durante 30 minutos a 37°C en
cdmara himeda. Se realizaron tres lavados similares a los anteriores, se depositd una gota de glicerina
fosfatada y se coloco e cubre-objeto. La evaluacion de la expresiéon antigénica se realizd6 mediante la
observacion de los cortes de tgiido en un microscopio de fluorescencia (Wild-Leitz, Heerbrugg,
Switzerland) equipado con lampara HBO 500 watts CAC y con un lente de 25X de inmersion en aceite.
Las laminas fueron fotografiadas con un equipo acoplado a microscopio.

[11.4 estudio de la capacidad protectora de la administracion de una biblioteca gendmica de
expresion de T. cruz

El reto se realizd con tripomastigotes metaciclicos (forma infectante) de la cepa “Y” de T. cruz. La
virulencia del parasito fue activada por pases sucesivos en ratones BALB/c en el laboratorio de
parasitologia del IPK. Después del Ultimo pase a seis animales infectados con la cepa virulenta del
parésito se les extrgo sangre del seno retrorbital con capilares de vidrio heparinizados. Los
tripomastigotes se lavaron con SSF por centrifugacién a 1200 g x durante 10 minutos'y el boton celular se
resuspendio en 2 mL de solucion salina fisioldgica SSF. La concentracion de esta suspension de parasitos
fue determinada por conteo en camara de Neubauer para, a partir de esta, realizar una dilucion de manera

ta que al administrar 0.050 mL de la suspensién resultante se inocularan a 5x10° parasitos la cual
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constituye la dosis letal media (DL 50). Una vez retados todos los grupos inmunizados y no inmunizados,

todos los ratones fueron observados diariamente registrandose la mortalidad por dia (Kirchhoff 1990).

[11.5 estudio de la capacidad protectora de la inmunizacion dce ratones BALB/c con la biblioteca
genomica deT cruz al reto con promastigotes de Leishmania amazonensis

Para el estudio de capacidad protectora cruzada frente a reto con promastigotes de la cepa
MHOM/77/LTB0016 de Leishmania amazonensis (Instituto Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro Brasil) se
inmunizaron animales igua que los grupos L y P utilizando un grupo control no inmunizado y fueron
retados a las seis semanas del inicio del experimento con la cepa de estudio con la virulencia activada. Se
utilizé un aultivo de cinco dias, lavado por centrifugacion a 1200 g x durante 10 minutos, el pellet se
resuspendidé en 2 ml  de SSF estéril. Finalmente, la concentracion de esta suspension fue prparada
mediante conteo en camara de Neubauer para, a partir de esta, realizar una dilucion de manera tal que a
administrar 0.05 ml de la suspensién resultante se inocularon 5x10° promastigotes por animal, dosis
considerada como letal (DL 50). La inoculacién se realizod subcutaneamente en |os cojinetes plantares de
la extremidad posterior derecha de los ratones Los animales se distribuyeron de forma aleatoria 'y se
identificaron individualmente. Semanalmente se determiné el tamario de las lesiones durante 10 semanas.
Para ello se midieron las patas en sentido dorsoventral con un cutimetro y el calculo se realizo, entre el
cojinete infectado y el no infectado. Los incrementos de tamafio de las lesiones fueron calculados desde la

cuarta semana de infectados los animales hasta cada evaluacion realizada (K oberle 1974)

[11.6 determinacion de respuestas autoinmunes

A los sueros obtenidos de los grupos L,P,G,T y C se les realizé la determinacion de anticuerpos anti ADN
de doble y simple cadena, anticuerpos anti musculo cardiaco y de Factor Reumatoideo de tipo 1gG,
mediante el método de ELISA, asi como se le realizd la determinacion de anticuerpos antinucleares por

inmunofluorescencia indirecta.

[11.6.1 determinacion de anticuerpos anti ADN de doble cadena

Se utiliz6 un ELISA cualitativo de tipo indirecto para la deteccion de anticuerpos (Garcia 1995). Se
utilizaron placas de polivynilchloride (PVC) Titertek (Flow Laboratories) de 96 pocillos. La poli-L lisina
(Sigma) diluida en Solucion Salina tamponada con fosfato (SSTF) (NaCl, 54mM; K;HPO,4, 1.9mM;
NaHPO, 8.1 mM; KCL, 5.4 mM) pH 7.2 a concentraciéon de 5 pug/mL, se aplicé en un volumen de 100
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uL por pocillo y se incubd a 37°C en camara himeda y a continuacion se lavo tres veces con solucion de
lavado SSTF pH 7.2

Se utiliz6 ADN para e recubrimiento (timo de ternera. Merck), a una concertracion de 5 pg/mL, € cual
fue previamente filtrado a través de una membrana de acetato de celulosa con poro de 0,45 micras
(Sartorious). Se afiadié 100 pL de la solucion por pocillo y se incub6 toda la noche a 4°C en atmosfera
himeda. A continuacion se procedio alavar en las mismas condiciones.

Las muestras se diluyeron 1:100 en €l diluente SSTF Tween 20 al 0.05% + suero de caballo al 5% y se
depositaron 100 pL por pocillo y por duplicado. Se incubaron a 1 hora a 37°C, en camara himeda y se
procedié luego a lavar tres veces con lavador automatico (Organon Teknica), programandose por tres
ciclos con SSTF Tween 20 a 0.05%.

Se utilizdé comosegundo anticuerpo una antkinmunoglobulina G (anti 1gG) de ratén marcado con fosfatasa
alcalina (Sigma), obtenida en congjo a una dilucion de 1:8000. El diluente empleado fue & mismo
utilizado en las muestras. Se depositaron 100 pL por pocillo y se incubd 1 hora a 37°C. Se redlizaron tres
lavados iguales a los descritos para las muestras.

Como sustrato se utilizo el paranitrofenilfosfato (PNFP), 10 mg en 10 mL de Buffer de dietanolamina, a
razon de 100 uL por pocillo y se incubd en camara oscura durante 30 min. a temperatura ambiente. La
reaccion se detuvo con hidroxido de sodio 3N, 50 pL por pocillo. La lectura de los resultados se efectud
en un Espectrofotometro modelo Reader MicroELISA System (OrganonTeknika) a una longitud de onda
de 405 nm. Se consider6 como valor de corte la media mas 2 desviaciones estandar de los valores

obtenidos en e grupo control negativos.

[11.6.2 determinacion de anticuerpos anti ADN de simple cadena

Se utilizé la misma metodologia para la determinacion de anticuerpos anti ADN que la utilizada para la
determinacion de los anticuerpos anti-ADN de doble cadena, excepto que e ADN fue calentado a 100°C
durante 15 minutos para su desnaturalizacion y luego enfriado rapidamente en una solucion de SSTF pH
7.2 'y en lugar del suero de caballo a 5% se utiliz6 como diluente de las muestras y del conjugado SSTF -

abumina sérica bovina al 2%-Tween 0.05%.

[11.6.3 determinacion de anticuer pos antinucleares
Se realiz6 mediante Inmunofluorescencia Indirecta, utilizando como sustrato hepatocitos provenientes de

una suspension celular de higado de rata (Kreamer et al 1986). Brevemente, se extrajo € higado de una
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rata Wistar de 250 gramos (CENPALAB) anestesiada con éter, el mismo se lavo varias veces con solucién
sdlina fisiologica fria. Posteriormente se realizaron los cortes de higado, tomando las porciones més
externas, respetando las porciones centrales que son vascularizadas. Se maceraron los fragmentos
anadiendo poco a poco e SSTF pH 7.2, con suero fetal de ternera a 7%. Se filtré por una gasa ssimple
luego através de una rgjilla de acero con gasa doble y nuevamente por la gasa doble.

Se aidaron los hepatocitos mediante un gradiente de Ficoll Telebrix d = 1.080 por centrifugacion a 400
gravedades durante 20 minutos, se extrgjo € anillo que contienen los hepatocitos de la interfase. Se
realizaron dos lavados de 5 minutos a 170 g x con SSTF-suero fetal bovino 7%. Se realizé conteo en
camara de Neubauer y se gjustaron las células a5 millones por mL. Se afiadieron 10 uL en cada pocillo de
la [&mina portaobjetos y se dejo secar. Luego se fijaron las laminas con acetona fria'y se conservaron a —
20°C hasta @ momento de su utilizacion.

Los sueros de los ratones se diluyeron 1:10 en solucion salina tamponada con fosfato pH 7.2. Se incubaron
con los hepatocitos durante 30 minutos. Como anticuerpo revelador se utilizé una anti-inmunoglobulina G
de ratén obtenida en congjo y marcada con isotiocianato de fluoresceina (Centro de Inmunologia
Molecular, Cuba) diluida1:50 en SSTF.

Las laminas se observaron en lente de inmersion en aceite, con un aumento de 1000 en un microscopio
equipado para epifluorescencia (Carl Zeiss Jend). Se consideraron positivas las muestras que presentaron
fluorescencia nuclear que correspondiera al menos con uno de los patrones descritos (Difuso, Granular,
Nucleolar y Homogéneo) (Tan 1982, Tan 1984)

[11.6.4 deter minacion de anticuer pos contra misculo cardiaco

Se siguié la misma metodologia utilizada para €l ensayo de IFl, pero los cortes de tejidos fueron
realizados a corazones de ratones normales; se realizaron cortes por congelacion de aproximadamente 4
um de espesor, con un criostato (Friostat Lentz). Los cortes de tejido se adhirieron aldminas porta-objetos
y se dgjaron secar al aire 60 minutos. Posteriormente se fijaron en acetona fria (4°C) durante 10 minutos, a
continuacion, fueron enfrentados con el suero de los ratones de los diferentes grupos a una dilucién de ¥z
diluidos en SSTF durante 30 minutos a 37°C y luego fueron incubados por e mismo tiempo con €

segundo anticuerpo unido a la fluoresceina 1/20 diluido en SSTF y fueron revelados en la misma forma
descrita con anterioridad
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[11.6.5 determinacion del factor reumatoideo

Se redizd segin e méodo Sanchez ( Sanchez 1995). Se utilizaron placas de 96 pocillos de
polivinychloride PV C (Titertek Flow Laboratories).

Se recubrieron las placas con IgG de congjo, purificada con el uso de Proteina A de Estafilococo aureus, a
10 pg/mL, diluida en buffer carbonato (N&COs3, 0.015M; NaHCO3;, 0.035M; NaN3, 0.0031M) a pH 9.6.
Se aplicaron 100 pL por pocillo y se incubd durante toda la noche a 4°C, en camara himeda. Se procedio
a lavar en un lavador automatico (Organon Teknika), programandose por tres ciclos cada uno,
posteriormente la placa se sacudio sobre el papel absorbente. Se utilizd como solucion de lavado SSTF
Tween 20 a 0.05%. Se bloqued con SSTF leche descremada al 2% a 100 pL. Seincubd 1 horaa37°Cy se
realizo lavado igual.

Las muestras fueron diluidas 1:100, utilizando como diluente SSTF Tween 20 a 0.05% con abumina
sérica bovina a 2%. Se depositaron 100 pL de las muestras. Se utilizé un conjugado antiinmunoglobulina
G de raton (Sigma) obtenida en chivo, marcada con peroxidasa, a una dilucién de 1/10000 en € mismo
diluente de la muestras. Se depositaron 100 pL por pocillosy seincubd a 1 horaa 37°C. Y se volvio a
lavar en las mismas condiciones.

Como sustrato se utilizo € peroxido de hidrogeno a 0.024 %, 10 pL, y como cromégeno la orto
fenilendiamina (OPD), en buffer citrato fosfato (&cido citrico 53 mM, Na Hpos 1M) pH 5, 100 pL por
pozosy seincub6 a 1 horaa 37°C. Lareaccidn se detuvo con &cido sulfurico al 12.5%

En & valor de corte se utilizaron los valores de densidades Opticas del grupo no inmunizado. Se
determinaron los valores de las medias y la desviacion esténdar de las densidades Opticas. Se consideraron

positivos los valores dos veces superiores que la media de los negativos.

[11.7 procesamiento estadistico.

Para € procesamiento estadistico de los resultados obtenidos con € método de ELISA a estudiar los
sueros de los animales inmunizados con la biblioteca de expresion, se reaizd un Andlisis de la Varianza
de Clasificacion Simple (ANOVA) y la prueba de comparaciones multiples de Tukey’s para determinar
los pares significativos. Para €l estudio del reto la variable que estudiamos es € tiempo de sobrevida de
cada sujeto dentro de cada grupo. Para la comparacion de los grupos €l test usado fue €l de Extension de

Gehan, Peto y long-rank para varias muestras.
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En el experimento de reto con Leishmania amazonensis |os incrementos de tamario de las lesiones fueron
caculados desde la cuarta semana de infectados los animales hasta cada evaluacion realizada, las
medidas se compararon por andlisis de varianza de clasificacion doble con mediciones repetidas (Statistica

para Windows versiéon 4.2 del afio 1993)
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CAPITULO IV.-RESULTADOS

V.1 construccién de la biblioteca gendmica de expresion

Enlafigural (B- G) se muestran los resultados de las digestiones analiticas realizadas a ADN gendmico
purificado a partir de T. cruz con la enzima Sau3A y los patrones de bandas que se obtuvieron a
diferentes tiempos (5, 10, 15, 20, 25 y 30 minutos respectivamente). El patron de peso molecular
empleado permitié estimar que las tallas de los fragmentos obtenidos se encontraban en un rango de 5 -
1.8 Kb. En corridas €electroforéticas anteriores pudimos observar laintegridad total del ADN gendémico sin

digerir, lo que nos indicd la ausencia total de nucleasas inespecificas en la preparacion.

kb figura 1. Electrofresis en gel de agarosa 0.8%.
193 Andlisis de r&etr_iccién del ADN genc’)r_nico de
oo Trypanosoma cruz. Se empled Sau3A a diferentes
5.5 tiempos de incubacion a 37°C. A. Patrén de peso
4.2 molecular. (B, C, D, E, Fy G) Tiempos deincubacion
314 con la enzima 5, 10, 15, 20, 25 y 30 minutos
;:;E respectivamente.

1.8

1.4

La figura 2 nos muestra e resultado de la purificacion del plasmido pcDNA3. Esta purificacion fue
analizada en una electroforesis en gel de agarosa a 0.8 %. En la misma se pueden detalar las
configuraciones correspondientes a pldsmido nativo con predominio de la forma superenrollada y
ausencia de ARN (Linea B). Una muestra de las digestiones realizadas con la enzima Bam HI durante la
preparacion de los vectores para la construccion de la biblioteca puede ser observado también (Lineas C,
D) donde se observa la banda correspondiente al vector linealizado (5,446 Kb). Lalinea D corresponde al
resultado de la desfosforilacion con la enzima fosfatasa a calina, encargada de impedir |a recircularizacion
de los pldsmidos, a eliminar los grupos fosfatos de los extremos 5. A pesar de haber aplicado una
cantidad apreciable de ADN digerido, no se observaron signos de degradacion ni bandas por encima del

vector, 1o que indica una digestion total. Lalinea A se corresponde con € patron de peso molecular
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figura 2. Electroforesis en gel de Agarosa 0.8 %. A.
patr 6n de peso molecular. B. pcDNA3 nativo. C. pcDNA3
digerido con BamHI. D. pcDNA3 digerido con BamHI y

desfosforilado.

En lafigura 3 se observa e resultado obtenido del analisis de restriccion realizado con la enzima Eco RV
alos plasmidos purificados a partir de los transformantes obtenidos después de la transformacion genética
de E. cali con la biblioteca gendmica; como resultado de este experimento se observaron 8 clones con
insertos de ADN de T. cruzi entre los 10 clones seleccionados (80 %) Lineas (4, 6, 7, 8, 9, 10, 11 y13).
Todos los clones recombinantes analizados en este caso muestran bandas con tallas mayores y menores
gue €l vector digerido (Linea 2) utilizado como control. El resto de las bandas de plasmido digeridos se

mantienen anivel del vector y parecen corresponder con clones no recombinantes (Linea5y 12).

kb 1 2 3 4 5 6 7 8 910 11 12 13

19.3

5.5
4.2
314
2.16
2.3
1.8
1.4

figura 3. Analisis de restriccion con la enzima EcoRV de los plasmidos purificados de los
transformantes obtenidos. 1. Patron de PM. 2. Plasmido en su forma nativa. 3. Plasmido pcDNA3
digerido con la enzima EcoRV. 4, 6, 7, 8, 9, 10, 11y 13. Plasmidos digeridos con EcoRV y con
insertos ADN deT. cruz. 5y 12. Clones no recombinantes
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V.2 estudio de la inmunogenicidad humoral y celular desarrollada por la administracién de una

biblioteca gendmica de T. cruz

IV.2.1 ELISA para determinar la respuesta de anticuer pos especificos en ratones Inmunizados con la
biblioteca genémica de expresion contra T. cruz

En las determinaciones realizadas hasta la cuarta semana post-inmunizacion no se obtuvieron diferencias
significativas en la produccién de anticuerpos especificos por 1os animales inmunizados con la biblioteca
gendmica a compararlo con los demés grupos. Sélo se obtuvo un aumento significativo de anticuerpos
especificos en el grupo inmunizado con antigenosde T. cruzi (p < 0.05) (Datos no mostrados).

En la sxta semana post-inmunizacion se observé un aumento significativo en la produccion de
anticuerpos especificos en e grupo reinmunizado con 50 pg de la biblioteca gendmica, con respecto a
grupo que recibié una dosis de la libreria gendmica de expresion y a no inmunizado (p < 0.05). Los
animales inmunizados con antigenos de T.cruzi mostraron un aumento significativo de anticuerpos
especificos con respecto a los demés grupos, con excepcion del grupo reinmunizado con 50 pg de la

biblioteca gendmica (p < 0.05) (figura4).
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figura 4. Respuesta de anticuer pos | gG especificos contra antigenos solubles de Trypanosomacruz enla
sexta semana post-inmunizacién (ELISA). Media de las densidades Opticas 492 nm y valores de
Desviacion Standard. L: Grupo inmunizado con una dosis de la biblioteca gendmica de expresion deT.
cruzi (0.167; 0.0187) L1:Grupo reinmunizado con 25 g de libreria de expresion de T. cruzi (0.178;
0.0099) L2:Grupo reinmunizado con 50 pg de la biblioteca gendmica de expresion de T. cruz
(0.218;0,0135) G:Grupo inmunizado con ADN genémico (0.189; 0.0286) P: Grupo inmunizado con €
pldsmido pcDNA3 (0.177;0.0152)): T:Grupo inmunizado con una dosis de antigenos solublesdeT. cruz
(0.284;0.0564) C: Grupo noinmunizado (0.159; 0.0212)
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IV.2.2 determinacion de la respuesta de anticuer pos especificos mediante |a técnica de Western blot

Los resultados obtenidos en la evaluacion de la respuesta inmune humoral frente a antigenos solubles de
T. cruz con la utilizacion del método de Western blot dos semanas después de la tercera inmunizacion
(figura 5), mostraron el reconocimiento de diferentes bandas con tallas que oscilaron en un rango
aproximado entre 55 hasta 25 KDa, por € suero de los animales inmunizados con la biblioteca genémica
(L1, L2, L3, L4, L5). Todos los animales reconocieron una banda de aproximadamente 55 Kda. Algunos
animales en los grupos (L1 y L3) ademas, una banda de aproximadamente 45 Kda. Mientras que un
animal reconoci6 adicionalmente una banda con talla aproximada de 25 KDa. Al andlizar la respuesta del
suero de los animales inmunizados con el vector y del suero de los animales no inmunizados considerados
ambos grupos como controles negativos, no observamos reactividad de los mismos. Como era de esperar,
los sueros de los animales inmunizados con los antigenos solubles de T. cruzi  fueron reactivos

reconociendo una diversidad de bandas correspondientes a un amplio rango de pesos moleculares (C+)

L figura 5. Western blot. Reactividad de suero de
ol M B e ULl s animales inmun,izados con antigenos solubles de T.

cruzi. 1. Patron de PM. 2. Suero de ratones
. inmunizados con antigenos solubles del parasito. 3.
&5 . e SO Yl st Suero de ratones no inmunizados 4. Suero de ratones
45 . T inmunizados con € plasmido pcDNA3. 59. Suero de
2 : ; los ratones inmunizados con la biblioteca genémica

M e
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IV.2.3 Estudio de la inmunogenicidad celular.

La respuesta celular frente a antigenos solubles de T. cruzi se muestra en la figura 6, donde se pueden
observar diferencias en la respuesta linfoproliferativa entre los diferentes grupos evaluados. Los dos
animales inmunizados con antigenos solubles de T. cruzi mostraron indices de estimulacion positivos, al
igual que uno de los animales del grupo inmunizado con la biblioteca de expresion. El resto de los
animales, pertenecientes a los diferentes grupos, mostraron valores negativos (1E < 2)

figura 6. Respuesta linfoproliferativa contra
antigenos solubles de Trypanosoma cruz. L:
Grupo inmunizado con una dosis de la biblioteca
gendmica de expresion de T. cruz. T: Grupo

inmunizado con una dosis de antigenos solubles de
T. cruzi. P: Grupo inmunizado con € plasmido

pcDNA3. G: Grupo inmunizado con ADN
gendémico. C: Grupo no inmunizado

ndles de Extimulacian [1E)
-]

I'V.3 inmunofluorescencia indirecta (IFl) para determinar la expresiéon de antigenos deT.cruzi en €l
musculo de los animales inmunizados

La expresion de los antigenos de T. cruz fue positiva en los cortes de tejido muscular obtenidas de los
animales inmunizados con la biblioteca genémica de expresiéon del parésito (figura 7 A). Se observo
ausencia de expresion en los animales inmunizados con € plésmido pcDNA3 (7 B). Resultados similares
a grupo inmunizado con € plasmido, se observaron en los grupos inmunizados con ADN gendmico,

antigenos solublesde T. cruz y en @ grupo no inmunizado.
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figura 7. Inmunofluorescencia indirecta de mausculo.
Expresion de antigenos de T. cruz en animales
inmunizados con la biblioteca genémica de expresién de
dicho microorganismo. A. Muestra de tejido muscular de
un animal inmunizado con la libreria genémica de
expresion. B. Muestra de tgido muscular de un animal
inmunizado con € plasmido pcDNA3.

A B

IV.4 estudio de la capacidad protectora de la administracion de una biblioteca gendémica de
expresion de T. cruz

En e cuadro 1 y en la figura 8 se puede observar que todos los animales de los grupos de animales no
inmunizados y los inmunizados con € plasmido vacio murieron entre los tres a cinco dias post reto, para
un 100% de mortalidad. En € grupo inmunizado con antigenos solubles del parasito, la mortalidad
comenzo a partir del sexto dia, haciéndose més intensa hacia €l décimo dia (60%) post inoculacion y
finalmente, la muerte de todos los animales se produjo € dia 30. En € grupo inmunizado con la biblioteca,
lamortalidad ocurrié en cuatro de los animales (40%) entre los veinte y cuarenta dias post reto, € resto, 6
animales (60%) se mantuvieron con vida todo el periodo de observacion. Como resultado del reto
realizado se encontré que los ratones inmunizados con la biblioteca gendémica fueron capaces de controlar
la infeccion aguda con trypomastigotes de T. cruzi. Al comparar todos los grupos estudiados entre si,
encontramos diferencias significativas (p<0.0001). Se detectd una sobrevida significativamente mayor

(p<0.001) en €l grupo inmunizado con la biblioteca gendmica, a compararlo con los demas grupos

Cuadro 1 Porcientosde mortalidad, proteccidny supervivencia en los diferentes grupos estudiados en dias
de observacion posterioresal reto con 5X 10° par asitos

Grupo N”de Animales | Mortalidad % Proteccion % Tiempo de
supervivencia
en dias
Control negativo 10 100 - 35
Plasmido 10 100 - 3-5
Antigeno T.cruz 10 80 20 30
Biblioteca 10 40 60 60
gendmica (p<0.001)
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figura 8. Supervivencia acumulativa de animales retados con T. cruzi. L: Grupo
inmunizado con la biblioteca genémica de expresion de T. cruz. T: Grupo inmunizado
con antigenos solubles de T. cruz. P; Grupo inmunizado con € plasmido pcDNA3. C:
Grupo contral

IV.5 estudio de la capacidad protectora de la administraciéon de una biblioteca gendémica de
expresion de T. cruz al reto con promastigotes de L eishmania amazonensis

En e siguiente resultado, figura 9 se puede observar como los ratones inmunizados, tanto con la
biblioteca gendmica de expresion de T cruz, como con € plasmido pcDNA3 y € grupo no inmunizado
se desarrollaron lesiones, causadas por la infeccion con los promastigotes de Leishmania amazonensis.
Las lesiones en los cojinetes plantares fueron evidentes desde la quinta semana y mostraron un incremento
continuo hasta la semana 10. En ninguno de los interval os de tiempo se encontré diferencias significativas
entre los distintos grupos estudiados
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figura 9. Magnitud delaslesiones de los animales retados con
promastigotes de Leishmania amazonensis e inmunizados con la
biblioteca genémica de expresiéon de T. cruz ,
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V.6 determinacion de respuestas autoinmunes

IV.6.1 deteccion de Anticuerpos anti ADN de doble y simple cadena

El estudio resultd negativo con todos los sueros del grupo inmunizado con la biblioteca gendmica de
expresion de T. cruz en todos los tiempos establecidos (Grupo L). También fueron negativos los sueros de

todos los animales provenientes de los demés grupos de estudio (T,P,G, y C)

IV.6.2 deteccion de Anticuer pos Antinucleares

La deteccion de anticuerpos antinucleares resultd negativa en todos los tiempos y grupos estudiados.

IV.6.3 determinacion de anticuer pos contra musculo cardiaco
No se demostré la presencia de anticuerpos contra musculo cardiaco en ninguno de los animales de los

grupos estudiados.

V.6.4 deteccion del Factor Reumatoideo tipo 1gG en ratones inmunizados conla biblioteca gendmica de
expresion de Trypanosoma cruzi

Como se observa en la figura 10, en € grupo de ratones inmunizados con la biblioteca genémica de
expresion de T. cruz, hay un aumento del Factor Reumatoideo en las determinaciones de los dia 7 y 21

obteniéndose en todos los animales, valores por encima del valor de corte. En e grupo inmunizado con
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ADN gendmico del parasito, el factor reumatoideo alcanza un valor maximo en la determinacion del dia

14, encontrando en algunos de los animales valores por encimadel valor de corte.
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figura 10. Determinacion de factor reumatoideo mediante ELISA en € suero de animales
inmunizados con acidos nucleicosde T. cruz. T: Grupo inmunizado con antigenos solublesde T. cruz.
L: Grupo inmunizado con la biblioteca gendmica de expresion de T. cruz. G: Grupo inmunizado
inmunizado con la libreria de expresion de T. cruz. G: Grupo inmunizado con ADN genémico de T.
cruz. P: Grupo Grupo inmunizado con € pldsmido pcDNA3. C: Grupo control Valor de corte 0.3
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CAPITULO V.- DISCUSION:

V.2 construccién de la biblioteca gendmica de expresion de T. cruz

Para ssimplificar € trabgjo se decidio digerir el ADN gendémico de T. cruz con la enzima Sau3A, que
presenta una elevada frecuencia de corte en e ADN Yy ligar los fragmentos obtenidos a vector digerido
con laenzima BamH1.

El resultado del andlisis de restriccion con la enzima EcoRV  de los recombinantes obtenidos después de
la transformacion genética de E. coli con la biblioteca gendmica de expresion de T.cruz, permitieron
demostrar que en € indculo que se administré habia una elevada cantidad de insertos de ADN de T. cruz
(80%). Aunque los resultados obtenidos de la proporcion de clones con inserto de ADN de T. cruz fueron
altos debe tomarse en consideracion que los resultados provienen del estudio de clones tomados al azar,
por lo que los mismos no indican exactamente la proporcion real de plasmidos en la biblioteca con
insertos de ADN del parésito. Ademés, en nuestro caso no se utilizé el codon de iniciacién presente en €
plasmido usado para la construccion de la biblioteca, por 10 que se trabajé con una estrategia que obliga a
la expresion de los genes a partir de su propio codén de iniciacion 1o que disminuye potencialmente el
ndimero de genes expresados.

Otra alternativaen estos clongjes ha sido la utilizacion de un codon de iniciacion en el vector llevando el
clongje de los fragmentos de ADN después de su digestion con enzimas que aseguren una expresion
Optima de sus genes teniendo en cuenta los diferentes marcos de lecturas (Goldemberg et al 1984, Barry et
al 1995).

La utilizacion de bibliotecas gendmicas de expresion de ADN complementario (ADNCc) en e caso de
parésitos con ciclos de vida complegjos, obliga a la obtencidn de bibliotecas a partir de todos los estadios
evolutivos del mismo con el objetivo de contar con toda la representacion antigénica (Harumal et al 2003,
Shabaan et al 2003, Liu et al 2003). La utilizacion de bibliotecas obtenidas de ADN genémico podria
congtituir una alternativa smple de esta estrategia s asegurara la expresion de todos los genes con € uso
de una sola biblioteca (Manouttcharian et al 1998, Acosta 2001, Melby et al 2000, Rodrigues et al 2002,
Shabaan et al 2003).

Las talas de los fragmentos seleccionados favorece potencialmente la inclusion de genes que pudieran
codificar productos importantes del parasito, tal vez relacionados con su diagnostico o la proteccion contra

la infeccidn causada por e mismo. Sin embargo, pensamos qie este conjunto de fragmentos del genoma
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es también representativo de lo que el parasito expresa en una infeccion natural. (Schnapp et al 2002 a,
Scnapp et al 2002 b, Rodrigues et al 2002, Shabaan et al 2003)

V.3 estudio de la inmunogenicidad humoral y celular desarrollada por la administracion de una

biblioteca gendmica de. T cruz

V.1 ensayo inmunoenzimatico (ELISA) para determinar la respuesta de anticuer pos especificos en ratones
Inmunizados con la biblioteca genomica de expresion contra T. cruz

Con respecto a los resultados obtenidos a estudiar €l suero de los animales inmunizados por €l método de
ELISA, se puso de manifiesto la ausencia de respuesta humoral hasta 4 semanas después de administrada
la biblioteca, lo que coincide con los resultados obtenidos por Barry y colaboradores (Barry et al 1995),
después de la inmunizacion de ratones con una biblioteca gendmica de expresion de Mycoplasma
pulmonis quienes encontraron una pobre respuesta de anticuerpos especificos en los animaes
inmunizados. Otros autores, llevando a cabo la inmunizacion con genes individuales, han obtenido
resultados similares (Rhodes et al 1993, Katsumi et al 1994, Irwin et al 1994, Quan et al 1995, Fachado et
al 1998, Acosta 2001, Montalvo et al 2001, Jensen et al 2001, Garg et al 2002, Katae et al 2002, Schnapp
et al 2002).

En € estudio de la sexta semana postinmunizacion se evidencié un efecto estimulador especifico de la
respuesta inmune humoral después de la reinmunizacién con 50 ug de la biblioteca, a compararlo con €
grupo no inmunizado, es de sefialar que entre este grupo y el inmunizado con antigenos de T. cruz, que
mostro la mayor respuesta de anticuerpos, no se encontraron diferencias significativas. Es bueno sefiaar
gue la cinética de la produccion de anticuerpos es dependiente de ladosis y ddl intervalo de tiempo en que
se administre, se ha determinado que entre 4 y 12 semanas después de una dosis se alcanza la maxima
produccion de anticuerpos y ademés, se ha determinado que en el caso de la dosis éptima no hay
dependencia del nimero de dosis que se inyecten una vez alcanzada € nivel maximo de anticuerpos
producidos. Respecto a la duracion de la respuesta depende de la especie, siendo de por vida en ratones,
mientras gque en ciertos primates no humanos es de corta duracion (55, 70, 71)

El hecho de no haberse encontrado diferencias significativas entre e grupo reinmunizado con 50 ug de la
libreria'y los grupos reinmunizados con 25 ug de estay con ADN gendmico del parésito, hace necesario
el estudio de este resultado en € futuro, con la utilizacién de un nimero mayor de animales y de otros

esquemas de inmunizacion.
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De forma general, la cas totalidad de los estudios realizados inmunizando con bibliotecas de expresién no
han prestado atencion al estudio de lainmunidad humoral y se han dedicado fundamentalmente al estudio
de lainmunidad mediada por células y de la capacidad protectora mediante estudios de reto (Rhodes et al
1993, Katsumi et al 1994, Quan et al 1995, Vogel 1995, Garg et al 2002, Rodriguez et al 2002, Katae et
al 2002, Schnapp et al 2002) .

V.2 determinacion de la respuesta de anticuer pos especificos mediante la técnica del Western blot

Al evaluar la respuesta inmune humoral mediante la técnica del Western blot en los diferentes grupos de
estudio se pudo confirmar la intensa reactividad de los sueros de los animales inmunizados con la
biblioteca genémica, demostrandose que las respuestas encontradas en los animales inmunizados con

dicha construccion genética estuvieron dirigidas contra los productos de los genes de T. cruz
representados en ella’y no contra productos codificados por genes presentes en el vector. En ninguna de
las determinaciones realizadas se mostro respuesta en los sueros de los animales inmunizados con el

vector pcDNA3 (control negativo).

El hecho de detectarse respuesta inmune especifica humora en los animales inmunizados con la biblioteca
gendmica de expresion de T. cruzi puso de manifiesto indirectamente la expresion de los genes de dicha
construccion genética, posterior ala realizacion de lainmunizacién (Barry et al 1995) lo cua coincide con
|os resultados obtenidos por lalFl.

Las variaciones de la respuesta observada entre distintos animales e incluso dentro del mismo animal y en
diferentes momentos del esguema de inmunizacion (datos no mostrados), reflggan la composicion
diferente, en cuanto agenes de T. cruz se refiere, de los distintos indculos suministrados a los diferentes
animales; ya que, s bien la dosis de ADN fue la misma, la composicion de cada indculo en cuanto a
fragmentos de ADN de T. cruz, debio ser diferente por tratarse de una biblioteca gendmicay no de genes
individuales bien definidos como los utilizados en otros trabgjos (Montgomery et al 1993, Ulmer et al
1994, Webster et al 1994, Garg et al 2002, Katae et al 2002,Schnapp et al 2002). No obstante, se aprecio
un reconocimiento preferencia de la banda de 55 KDa, 1o que pudiera estar en relacién con una elevada
inmunogenicidad de esta proteina, unido a una ata representatividad del gen correspondiente en la
biblioteca genémica.

Es importante sefidar que, ademés de la heterogeneidad encontrada en las respuestas inducidas por la
inmunizacién con la biblioteca gendmica se observa un limitado nimero de bandas reconocidas por €l

suero de los animales inmunizados. Entre otros factores que pudieran estar influyendo en este resultado,
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esta la no expresion de genes codificantes para proteinas inmonogénicas, ya que en este caso €
inmunogeno empleado, la biblioteca, es en si misma heterogénea porque cortiene € 80 % de ADN

compuesto por plasmidos recombinantes, de |os cuales, no todos contienen fragmentos de ADN posibles a
expresar; ya que para esto seria necesario la presencia de un ATG lo suficientemente cercano a promotor
de Citomegalovirus (CMV) presente en € vector de expresion, sin gue existan secuencias de parada que
ocasionen la terminacién prematura de la transcripcion (Acosta 2001, Montalvo et al 2001).

Ademés también es un hecho fortuito cudles moléculas de ADN de las inyectadas son exitosamente
transfectadas en la célula blanco; 1o que condiciona posteriormente la expresion de antigenos, los que
aunque expresados, no necesariamente son inmunogénicos y, en caso de serlo, los anticuerpos
reaccionantes contra los mismos pudieran no ser detectados por Western blot ya que no se evidenciarian
los que reaccionan contra epitopes conformacional es (Acosta 2001).

En este andlisis también es necesario tener en cuenta la dosis empleada para la inmunizacion (50 g de
ADN), que pudiera considerarse baja s se tiene en cuenta que € inmundgeno no es homogéneo, aunque es
mayor que las dosis comunmente empleadas para genes individuales que oscilan en un amplio rango, en
dependencia de la viay método de inmunizacion empleado y la especie animal (Whalen et al 1995).

Otro factor importante a sefialar, es que en la preparacion de antigenos solubles del parasito utilizada en el
Western blot, no estén representados todos |os antigenos del microorganismo, mientras que a inmunizar
con una biblioteca gendmica tedricamente se administran todos los genes del microorganismo, tanto las
proteinas de secrecion como las proteinas que no se secretan (Graun et al 1996, Liu et al 1996). En este
caso, solo estariamos evaluando |a respuesta contra antigenos solubles semipurificados de T. cruz, por lo
gue un grupo de respuestas inducidas en los animales pudo no haber sido detectada, que serian las que
pudieron haberse producido contra otras proteinas del microorganismo codificado por genes presentes en
el inmunoégeno.

V.3 estudio de la inmunogenicidad celular.

La respuesta linfoproliferativa positiva obtenida en uno de los animales inmunizados con una dosis de la
biblioteca (grupo L) sugiere un efecto estimulatorio especifico tras la administracion de la biblioteca. La
diferente respuesta inmune observada en los dos animales de este grupo debe ser interpretada con cautela
ya que muchos factores podrian haber influenciado en los resultados obtenidos con esta técnica, entre
ellos, los més importantes son: los niveles de expresion de |os diferentes genes'y el grado de solapamiento

entre los genes administrados a cada animal. Ademés, habria que tener en cuenta el niUmero y la calidad de
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los antigenos presentes en e purificado citoplasmético y estructural de T. cruz utilizado para la
estimulacion linfocitaria

Se conoce que esta técnica de inmunizacion produce una potente estimulacion de la inmunidad celular y
en otros reportes de inmunizacion con bibliotecas gendmicas de expresion, también se encontraron
resultados que apuntan en este sentido (Hoffman et al 1994, Tang et al 1992, Danko y Wolf 1994,
Fujimura et al 2001, Schnapp et al 2002, Garg et al 2002, Katae et al 2002, Planelles et al 2001).

Se ha comprobado que, inmunizando con bibliotecas de otros parasitos como Leishmania donovani y
Leishmania major, en e primer caso con una biblioteca de ADN complementario y en el segundo con
ADN gendmico, se indujeron fuertes respuestas especificas a nivel celular , asi como mediante ciclos
repetidos de inmunizacion con fracciones de la biblioteca original, se identificé un reducido grupo de
clones con una marcada capacidad protectora (Piedrafita et al 1999, Melby et al 2000).

V.4 inmunofluorescencia indirecta (1 Fl) para determinar la expresion de los antigenosT. cruz en el
musculo esquelético de los animalesinmunizados.

Los resultados obtenidos, con e método de inmunofluorescencia indirecta evidenciaron la expresion en
musculo de al menos una parte de los antigenos del parésito en la misma forma que se expresan durante la
infeccion del hospedero, con una conformacion similar a la encontrada en €l microorganismo original, ya
gue la mezcla de sueros utilizada como anticuerpo primario en la técnica provenia de pacientes infectados
con € microorganismo en su forma salvaje. Este resultado puso en evidencia, que la inmunizacion con
bibliotecas de expresion reproducen en forma inocua la expresién antigénica en € marco de la afeccion
logrando la estimulacion del sistema inmune con la potencialidad de generar un estado de proteccion adn
sin el conocimiento preciso de los antigenos inductores de proteccién (Abbas et al 1995)

Estos resultados coinciden con los reportados por otros autores en lainmunizacion con genes individuales
provenientes de otros microorganismos, administrados por via intramuscular, aunque en nuestro caso
inmunizamos con una biblioteca gendémica de expresion (Mair et al 2000, Johnston 'y Barry 1997).

En los reportes que existen de inmunizacion con bibliotecas gendmicas de expresion, no se realizaron los
estudios de la expresion antigénica en el tglido muscular, pero a detectarse una respuesta inmune
especifica en los animales inmunizados, se puso de manifiesto indirectamente la expresion de los genes de
la biblioteca después de lainmunizacién (Barry et al 1995, Manouttcharian et al 1998, Melby et al 2000).
El hecho de haber encontrado expresion de antigenos del microorganismo en e musculo, después de la

administracion de la biblioteca, permite plantear la posibilidad de que la célula muscular haya realizado el
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procesamiento del ARN mensgero (ARN,) de T. cruzi como lo realiza €l propio microorganismo, hecho
gue debe confirmarse en trabajos posteriores. De ser asi, esto tendria implicaciones desde € punto de vista
basico y aplicado, ya que hasta é momento los trabgjos publicados de inmunizacion con ADN de
parasitos, se llevaron a cabo después de la obtencién de un ADN complementario a partir ddd ARN,
maduro de dicho microorganismo (Davis et al 1994, Lagging et al 1995, Hoffman et al 1994, Mair et al
2000). De confirmarse el procesamiento del ARN de parésitos por la célula muscular, se simplificaria
sustancialmente la preparacion de vacunas de ADN a partir de organismos eucariota.

Con la excepcién de nuestros resultados, ain no existen reportes del estudio de la expresion in vivo de los

antigenos después de la administracion de bibliotecas de expresion

V.5 estudio de la capacidad protectora de la administracion de una biblioteca gendmica de
expresion de T. cruz

El andlisis de las tasas de mortalidad dentro de un periodo dado, no expresa la velocidad con que van
muriendo los sujetos de cada grupo, solo interesa s murié dentro del periodo de observacion. En €l

andlisis de sobrevida, utilizado en nuestro trabajo, es precisamente esta velocidad € elemento de
comparacion. Las diferencias encontradas (p<0.001) entre los animales inmunizados con la biblioteca
gendmica y los controles, puso en evidencia la capacidad de respuesta de los ratones inmunizados a

controlar la infeccion aguda producida por los trypomastigotes de T. cruz, lo que permite una mayor

sobrevida. Este resultado sugiere que los antigenos expresados in vivo después de la inmunizacion, fueron
capaces de desencadenar respuestas inmunoprotectoras asumiendo su estructura nativa, a igua que lo
hace €l propio parasito; con sus péptidos intactos, e inducir cierta proteccion para esta especie (Shirmbeck
et al 1994, Davis et al 1994).

En una de sus investigaciones, Piedrafita y sus colaboradores (Piedrafita et al 1999) describen la
inmunizacién con varias fracciones de una hiblioteca de Leishmania major asi como la proteccion que
cada una de ellas genera. Este es el primer reporte, que conozcamos, en que se estudie la respuesta in vivo
de ratones inmunizados con una biblioteca del género Tripanosoma.,sp , aungue, en trabajos mas recientes
de nuestro grupo, también se encontré diferencias estadisticamente significativas entre € tamafio de la
lesiones de los animales inmunizados con una biblioteca gendmica de Leishmania amazonensis y los
grupos controles, poniendo de manifiesto la capacidad de respuesta de éstos (Gonzalez 2000, Montalvo et

al 2001). Més recientemente, otros investigadores han mostrado resultados semejantes a inmunizar con
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genes que codifican para una proteina especifica de T. cruzi (Fujimura et al 2001, Garg et al 2002, Katae
et al 2002, Schnapp et al 2002)

La muerte de los ratones inmunizados con la biblioteca gendmica nos hace pensar en diferentes factores
gue pudieran estar influyendo en este resultado; cada animal pudo haber recibido un inéculo con diferente
composicion genética, y algo més importante ain, los niveles de expresion de los diferentes genes
administrados pudo no haber sido igual en todos |os ratones inmunizados.

Finalmente se quiere sefidar, que € nimero de trypomastigotes metaciclicos inoculados durante € reto,
formas infectantes para € hombre o animales, es muy superior a la que €l vector deja durante sus
deyecciones, después de aimentarse con la sangre de un vertebrado durante la infeccién natural, hecho
gue podria sugerir otra posible optimizacion en larespuesta modificando esta variable.

Finalmente, estos resultados nos permiten contar con varias herramientas para € estudio de la Enfermedad
de Chagas en el campo de la inmunoproteccion mediante la inmunizacion con écidos nucleicos, siempre

gue logremos encontrar la composicién adecuada para un inmundgeno definido.

V.6 estudio de la capacidad protectora de la administraciéon de una biblioteca gendmica de
expresion de T. cruz frente al reto con promastigotes de Leishmania amazonensis

La aparicion de las lesiones en los cojinetes plantares de los ratones inmunizados con la biblioteca
similares a los producidos en los controles (plasmido y grupo no inmunizado) puso de manifiesto que la
biblioteca de T. cruzi no fue capaz de inducir un estado de proteccion frente a la infeccion con los
promastigotes de Leishmania amazonensis. Se ha reportado la presencia de antigenos comunes entre las
especies de Leishmaniay T. cruz, los cuales pertenecen a la misma familia Trypanosomatides (Bastrenta
et al 2003). La existencia de antigenos compartidos entre estos parésitos pudiera conferirles algin grado
de proteccion cruzada (Araujo y Morein 1991, Frank et al 2003). Sin embargo, en nuestro experimento
esto no se evidencio (Bastrenta et al 2003, Frank et al 2003). La ausencia de proteccion cruzada pudiera
explicarse por la no presencia o baja representacion de los genes relacionados con estos antigenos en la
biblioteca utilizada para la inmunizacion, o por la no relevancia de los mismos para la inducciéon de una

respuesta inmuneprotectora en €l caso de gque dichos antigenos hallan sido expresados de forma adecuada.
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V.7 determinacién de respuestas autoinmunes

V.7.1 determinacion de anticuer pos anti-ADN de doble cadena.

No se produjo una respuesta frente a determinantes antigénicos conservados, presentes en e ADN de
doble cadena, o que coincide con otros autores quienes después de inmunizar con un gen del factor IX
humano y otros genes (Katsumi et al 1994, Quan et al 1995), no detectaron anticuerpos contra el ADN
de doble cadena post- inmunizacién.

Esta falta de respuesta pudiera explicarse por varios mecanismos entre los cuales se encuentran: la rapida
transcripcion y traduccion de los genes de T. cruz lo cual polariza la respuesta inmune hacia las proteinas
y no haciael ADN (Vogel y Sarver 1995), lainduccion de latoleranciaanivel de linfocitos B especificos
mediante la eliminacion fisica (Erikson 1991, Chen et al 1994, Chen et al 1995), y la edicion de receptores
(Gay et al 1993, Marko et al 1993) o inactivacion funciona (Tsao et al 1993).

Otros factores que pudieran estar implicados en la falta de respuesta frente @ ADN son los linfocitos T
supresores (Shoenfeld et al 1993) o las interacciones idiotipo-antiidiotipo (Borld et al 1984) y aspectos
relacionados con la forma de administracion del ADN. SAlo se han logrado respuestas de anticuerpos
especificos después del acoplamiento del ADN a una proteina transportadora, seguida de su
administracion con adyuvante completo de Freud (Borl et al 1984, Stollar 1989, Edgington y Stollar 1992
Desai et al 1993).

V.7.2 deteccion de anticuerpos anti ADN de simple cadena

La fata de produccion de anticuerpos anti ADN de simple cadena 'y de otros anticuerpos antinucleares en
los ratones inmunizados con la biblioteca de expresion, podria explicarse por 1os mismas elementos que
planteamos anteriormente, aungque es mucho mas frecuente la deteccion de linfocitos B que reconocen el
ADN de simple cadena en sujetos normales (Hoch et al 1983, Conger et al 1984, Burastero et al 1994).
Nuestro trabajo brinda resultados divergentes a los obtenidos por Katsumi y colaboradores (Katsumi et al
1994), quienes encontraron altos niveles de anticuerpos dirigidos contrael ADN de simple cadena después
de lainmunizacion con e gen del factor IX humano

La discrepancia con respecto a los resultados obtenidos pudieran explicarse por la diferencia de los
esquemas de inmunizacion empleados, ya que en € trabajo de inmunizacion con e factor IX se utilizd

mayor nimero de dosis, con intervalos de tiempo reducidos entre las mismas. La ausencia de respuestas
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frente a ADN de timo de ternera, utilizado en el ensayo, no excluye la posibilidad de que se produzcan

anticuerpos dirigidos contrael ADN de T. cruz

V.7.3 determinacion de anticuer pos contra misculo cardiaco

No se produjo respuestas de anticuerpos contra musculo cardiaco en e grupo inmunizado con la biblioteca
de T.cruz. La realizacion de este estudio en e presente trabagjo estuvo motivado por las caracteristicas de
la Enfermedad de Chagas, en la que con gran frecuencia los individuos crénicamente infectados presentan
una pan-miocarditis con infiltrados inflamatorios mononucleares, dependiente probablemente de una
reaccion de tipo autoinmune (Luquetti 1994, Pérez —Fuentes et al 2003).

También, en el curso de la enfermedad se producen autoanticuerpos de diferente especificidad, entre los
gue se encuentran los dirigidos contra el endocardio y estructuras vasculares cardiacas (Rojas de Arias
1992, Vergara et al 1995, Pérez —Fuentes et al 2003).

La génesis de este tipo de reaccidn autoinmune se cree que es debido a la reactividad cruzada entre los
antigenos del parésito y estructuras del tejido cardiaco. A pesar de la demostracién por IFI de la expresion
de antigenos de T. cruz en € tgido muscular después de la inmunizacion con la biblioteca de expresion
de este parasito, no se detectaron respuestas autoreactivas, |0 que puede explicarse por diferencias en la
expresion y localizacion de los antigenos parasitarios después de la inmunizacion con ADN. Este
elemento apunta hacia la posible utilizacion de la inmunizacidn con genes del parasito para la prevencion
de la enfermedad, sin € riesgo de inducir manifestaciones autoinmunes similares a las producidas en la

infeccion naturdl.

V.7.4 deteccion de factor reumatoideo

El patron de respuestas del factor reumatoideo después de la inmunizacion de los animales con la
biblioteca de expresion, se asemeja a la produccién de anticuerpos especificos en e marco de una primo
infeccion o una primo vacunacion.

La produccion de factores reumatoideos 1gG en los ratones inmunizados con la biblioteca gendmica del

parésito, puede deberse a la produccion de inmunocomplejos o a la estimulacion inespecifica del sistema
inmune por el ADN que se administro.

Los linfocitos B, con actividad del factor reumatoideo, son abundantes en la zona del manto de los
ganglios linféticos y las amigdalas, en sujetos en los que no se detectan factores reumatoideos en e suero.

Estos linfocitos autorreactivos podrian haber escapado del proceso de delecion clonal sin tener ninguna
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funcion en particular. Sin embargo, algunos autores sugieren la posibilidad de que la funcién principal de
estos linfocitos B sea independiente de la secrecién de anticuerpos y que esté relacionada con €
procesamiento de los antigenos atrapados en los inmunocomplejos (Carson et al 1987, Carson et al 1991).

En el marco de respuestas inmunes de tipo secundario, pueden encontrarse frecuencias de linfocitos B con
actividad de factor reumatoideo tan atas como la de linfocitos especificos de antigenos (Welch et al 1983,
Couliey Snick 1985).

Se piensa que la expresion de linfocitos B especificos con actividad de factor reumatoideo es dependiente
de linfocitos T y hasta d momento no se ha demostrado la existencia de linfocitos T que reconozcan 1gG
autdloga (Carson et al 1991). Se ha demostrado que para la produccién de respuestas contra factor
reumatoideo en e marco de una respuesta inmune secundaria se necesita la presencia de linfocitos
especificos de antigenos (Nemazee 1985, Nemazee y Sato 1988).

La infeccion experimental de ratones con protozoos, incluyendo T. cruzi induce la produccion de
autoanticuerpos (Garcia et al 1995, Vergara et al 1995).

En nuestro experimento, demostramos la expresion de antigenos del parésito y la produccion de
anticuerpos especificos, lo cua pudiera inducir la formacion de inmunocomplejos y la produccion
subsiguiente de factor reumatoi deo.

La estimulacién inespecifica por el ADN administrado pudiera explicar también la presencia de factor
reumatoideo, ya que se ha demostrado una estimulacion inespecifica del sistema inmune después de la
administracion de ADN bacteriano de alto peso molecular y oligodeoxinucleotido (motivos CpG) (Krieg
1995 et al 1995, Krieg 1995 a, Krieg 1995 b).

Se ha reportado, que en ratones inyectados con ADN bacteriano o con oligodeoxinucleétidos que
contenian la secuencia CpG se produjo una estimulacion de los linfocitos B, T y células AN, con la
produccion de lainterleucinas 6 y 12, asi como la produccion de Interferén Gamma, lo que lleva a mas de
95% de las células B a entrar en e ciclo mitético y producir inmunoglobulinas (Tomlinson et al 1995).
Los macrofagos también responden a la presencia de ADN exdgeno produciendo Factor de Necrosis
Tumoral alfa (Bonay y Fresno 1995). De esta forma, €l reconocimiento del ADN extrafio contribuye a la
produccion de citocinas y a la activacion policlonal vista en muchas infecciones. (Krogstad 1994) .

Estos efectos del ADN sobre la respuesta inmune pudieran estar implicados en la produccion de factor
reumatoideo detectada en nuestros experimentos, después de la inmunizacion con la biblioteca de
expresion. Hasta el momento, no existen reportes que hayan estudiado e comportamiento del factor

reumatoideo después de la inmunizacidn con &cidos nucleicos.
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V.7.5 determinacion de anticuer pos antinucleares.

No hubo presencia de anticuerpos antinucleares en ninguno de los animales de los grupos estudiados,
hecho que podria explicarse por lo anteriormente discutido al analizar la respuesta de anticuerpos contra
el ADN de simpley doble cadena.

L as vacunas de Acidos Nucleicos representan una efectivay novedosa forma de expresion de antigenos in
vivo generando respuesta inmune humoral y celular contra antigenos virales, bacterianos y parasitarios
(Lowrie et al 1994, Xiang et al 1994, Lagging et al 1995). Esta tecnologia promete ser una novedosa
estrategia en e campo de la inmunoproteccion que ya algunos la llaman "Vacuna del futuro” , sin
embargo, hasta e momento, solamente nos permite la manipulacion del sistema inmunitario y la
blsqueda de nuevos antigenos potencialmente Utiles para el desarrollo de vacunas.

Finalmente, con este trabajo pretendemos estimular la blusgueda de nuevas variantes en la inmunizacion
con é&cidos nucleicos de organismos eucariota, como € parasito que nos ocupa, considerando esta
tecnologia como una herramienta Util para la identificacion de antigenos o la preparacion de vacunas de
Gltima generacion.
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CONCLUSIONES

1. Se obtuvo una biblioteca gendmica de expresion de Trypanosoma cruz utilizando €l vector pcDNAS.
y se demostré la expresion de los antigenos de T. cruzi en € tgido muscular de los animales
inmunizados con la biblioteca gendémica de expresion.

2. Se demostré un aumento significativo de los niveles de anticuerpos especificos en los animales
reinmunizados con 50 g de la biblioteca gendmica de expresion, con respecto a grupo que recibid
una sola dosis de la biblioteca 'y a grupo no inmunizado. Ademés, se pudo demostrar una respuesta
especifica humora por Western Blot en e suero de los ratones BALB/c inmunizados con la
biblioteca gendmica

3. Se observé estimulacion linfocitaria B antigeno especifica en los animales inmunizados con una dosis
de la biblioteca gendémica de expresion de T. cruzi

4. Se demostro proteccidn en los ratones BALB/c inmunizados con la biblioteca gendmica de T. cruz.
No se detectd proteccion en los animales inmunizados con la biblioteca de T. cruz y retados con
promastigotes de Leishmania amazonensis

5. No se detectaron articuerpos anti ADN de doble, ssimple cadena, anticuerpos antinucleares y

anticuerpos anti musculo cardiaco en los sueros de |os ratones inmunizados con |a biblioteca genémica
de expresion de T. cruz. Ademéds, < observd un incremento transitorio en las cifras de Factor
Reumatoideo IgG en los ratones inmunizados con la biblioteca gendmica de expresiéon de T. cruz.
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RECOMENDACIONES

1. Determinar, en trabgjos futuros, la capacidad de la célula muscular de raton, de procesar e ARN
deT. cruz enunaformasimilar acomo lo realiza el propio microorganismo.

2. Estudiar la respuesta inmune humoral y celular especifica, en animales inmunizados con la
biblioteca genémica de expresion de T. cruz, utilizando un mayor nimero de animales y otros
esquemas de inmunizacion.

3. Seleccionar los sueros de los animales con altos titulos de anticuerpos para buscar clones en la
biblioteca genémica que expresen antigenos con potenciaidad vacunal .

4. Evaluar € reto empleando un mayor nimero de animales, considerando diferentes dosis, vias de
administracion y tipos de adyuvantes.

5. Llevar acabo estudios de inmunizacion con fracciones de la biblioteca de expresion
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