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. RESUMEN

La enfermedad de Chagas es un problema de salud publica que afecta a mas de
10 millones de personas en el mundo, los farmacos aprobados son poco eficaces
y frecuentemente causan efectos secundarios no deseados. Una opcidn para el
tratamiento de la enfermedad es el desarrollo de vacunas terapéuticas. Las
vacunas generadas a partir de proteinas recombinantes orientan respuestas tipo
TH2, las cuales no son apropiadas para el control de la infeccién. El uso de
algunos tipos de adyuvantes puede incrementar la inmunogenicidad de las
vacunas recombinantes, orientandola hacia una via TH1 y de esta manera
combatir eficientemente al parasito intracelular. En el presente estudio se
determiné la eficacia del uso de los adyuvantes GLA-SE y E6020-SE en conjunto
con la vacuna terapéutica TSA-1r ante una infeccion experimental con T. cruzi en
un modelo murino. Ratones BALB/c fueron infectados con 500 tripomastigotes de
la cepa H1 de T. cruzi. Al dia 7 y 14 post-infeccién fueron inmunizados con el
antigeno TSA-1r en combinacion con cada uno de los adyuvantes. Al dia 50, los
animales fueron sacrificados para determinar la eficacia de las formulaciones de
vacuna mediante los parametros de: parasitemia, sobrevivencia, asi como carga
parasitaria y células inflamatorias en tejido cardiaco. Se evalu6 la respuesta
inmune humoral por medio de la determinacion de niveles de anticuerpos IgG
total, 1IgG1 e IgG2a y respuesta inmune celular mediante la determinacion de
porcentajes de linfocitos T CD4" y T CD8" productores de IFN-y e IL-4. En este
estudio se observd que TSA-1r tiende a aumentar los niveles de parasitemia,
carga parasitaria cardiaca y densidad de células inflamatorias, a su vez que
reduce la tasa de sobrevivencia. Los resultados obtenidos demostraron que la
adicion de GLA-SE o E6020-SE en combinacion con TSA-1r mejora la eficacia al
compararla usando solo TSA-1r, a la vez que induce altos niveles de anticuerpos
lgG totales e IgG2a. El uso terapéutico de TSA-1r solo, genera efectos negativos
en el control del proceso infeccioso. Los resultados indican que la adicidn de los
adyuvantes a la proteina recombinante anula el efecto negativo provocado por



este antigeno, favoreciendo la activacion de la respuesta inmune y la

sobrevivencia de ratones infectados.



. INTRODUCCION

La enfermedad de Chagas o tripanosomiasis americana es causada por el
parasito protozoario Trypanosoma cruzi, descrito por primera vez en 1909 por el
Dr. Carlos Chagas en Minas Gerais, Brasil. Este parasito es transmitido por varias
especies de insectos hematdfagos (Triatoma infestans, Rhodnius prolixus,
Triatoma dimidiata, Triatoma brasiliensis, Panstrongylus megistus etc.)
pertenecientes a la subfamilia Triatominae." Los insectos infectan a personas
expuestas a su picadura al depositar sus heces contaminadas en heridas de la piel
0 sobre mucosas, aunque también existen maneras no vectoriales de transmision
de la enfermedad (oral, trasfusiones sanguineas, accidentes de laboratorio)." Esta
infeccion afecta la salud de un gran numero de seres humanos, ademas de ser
una causa de mortalidad y morbilidad; en América Latina se estima que 6-7
millones de personas se encuentran infectadas y el 25% de la poblacion de
América Central y Sudamérica estan en riesgo de adquirir la enfermedad.?

La enfermedad de Chagas esta asociada a la pobreza y se encuentra
ampliamente difundida, principalmente en las areas rurales donde el insecto vector
suele encontrarse.® Presenta dos fases: la fase aguda, la cual se caracteriza por
presentar sintomas como fiebre, anorexia, linfadenopatia, hepatoesplenomegalia
leve y miocarditis, luego la enfermedad pasa a una fase cronica, la cual al inicio es
asintomatica. Pasando el periodo asintomatico aparecen alteraciones que dan
como resultado problemas como desordenes neuroldgicos (como por ejemplo la
demencia), mega visceras, dafio en el musculo cardiaco y la alteracion mas

comun: la cardiopatia chagasica.’

Actualmente no existe un tratamiento especifico contra T. cruzi.
Solamente dos farmacos estan disponibles para el tratamiento de la enfermedad
de Chagas: Benznidazol (Rochagan®, Radanil®, Roche) y Nifurtimox (Lampit®
Bayer), los cuales han sido aceptados por la OMS (Organizacion Mundial de la

Salud), como la quimioterapia especifica contra T. cruzi; sin embargo, no son del



todo efectivas en la fase crénica de la enfermedad.® El Nifurtimox y el Benznidazol
poseen una actividad importante y bien documentada en la fase aguda
(aproximadamente el 80% de cura parasitologica en pacientes tratados). Aunado a
ello, se ha observado efectos secundarios como la hepatotoxicidad, anorexia,
vomito, polineuropatia periférica y dermopatia alérgica, los cuales son mas graves

en individuos adultos.®

Una alternativa para combatir la enfermedad es el desarrollo de
vacunas. Las vacunas terapéuticas basadas en proteinas recombinantes han
demostrado ser seguras y su costo de produccion es bajo, sin embargo poseen
una inmunogenicidad reducida y la respuesta que provocan es basicamente
humoral via TH2.” Debido a que el parasito es intracelular, para que una vacuna
sea capaz de controlarlo debe activar una respuesta inmune celular hacia una via
TH1. Se ha demostrado que el uso de adyuvantes incrementa la eficacia de las
vacunas recombinantes, y algunos de ellos son incluso capaces de reorientar la
respuesta inmune hacia TH1, por lo tanto ayudan a producir una respuesta mas

efectiva contra el parasito intracelular.

En la actualidad una amplia gama de adyuvantes han sido probados
en vacunas contra parasitos protozoarios usando modelos animales con
resultados prometedores. Los adyuvantes Glucopiranosil Lipido A y E6020 no han
sido probados en vacunas recombinantes contra T. cruzi, sin embargo han
demostrado ser capaces de incrementar la rapidez, magnitud y duracion de la
respuesta inmune contra otros patdégenos. Por lo tanto, en el presente trabajo se
evaluo la capacidad de adyuvantes Glucopiranosil Lipido A y E6020 en una
vacuna de proteina recombinante contra la enfermedad de Chagas en un modelo

murino.>'°



lll. ANTECEDENTES
lll.1. Espectro clinico de la enfermedad de Chagas

Se reconocen dos fases clinicas de la enfermedad de Chagas (Cuadro
1): la fase aguda, y la fase crdnica. La fase aguda comienza cuando el parasito T.
cruzi, entra en el hospedero. La reaccién local, en el portal de entrada es seguida
por un malestar general. El indice de diagndstico en la fase aguda es solamente
de 1% a 2% en todos los pacientes, los sintomas duran aproximadamente de 4 a 8
semanas, los cuales son muy leves y atipicos, razon por la cual pasan
desapercibidos en la mayoria de los casos.! En esta fase la principal caracteristica
es la presencia de parasitos en el torrente sanguineo, razén por la cual se
emplean métodos directos para detectar la presencia de T. cruzi. En individuos no
tratados, los niveles de parasitemia decrecen, esto debido a un equilibrio que se
alcanza entre el parasito y la respuesta inmune del hospedero; este equilibrio
puede ser un ‘“receso”’ en la vida de los pacientes en los cuales pueden ser

detectados anticuerpos IgG contra T. cruzi."

Entre los sintomas se incluyen:
fatiga, fiebre y malestar general presentandose en ocasiones salpullido, pérdida
del apetito, diarrea, vomitos, y en algunos casos incluso se ha observado
linfangitis, hepatomegalia y esplenomegalia.? En un 90% de los casos, cuando el
sitio de la infeccion es el ojo, se desarrolla un edema doloroso en el parpado y
tejidos perioculares, conocido como “signo de Romafia”, sin embargo tener el igno

de Romafa no necesariamente implica ser portador del parasito infeccioso.

El final de la fase aguda marca el inicio de la siguiente fase de la
enfermedad de Chagas, conocida como la fase crénica. La fase crdnica se
subdivide en fase cronica indeterminada (o asintomatica) y fase cronica cardiaca.
La fase cronica indeterminada se caracteriza por la ausencia de sintomas y una
baja parasitemia. Los sujetos muestran una completa capacidad fisica y los
electrocardiogramas practicados se encuentran entre los parametros normales. En

esta etapa, unicamente es posible detectar la presencia del parasito entre 20% a



60% de los casos por métodos indirectos o seroldgicos tales como deteccion de
anticuerpos. Se ha documentado que entre el 50% a 70% de los individuos
infectados pueden continuar en esta fase por el resto de su vida."?

La fase cronica cardiaca, se caracteriza por una parasitemia
indetectable, asi como una ausencia de sintomas generales dando lugar a
sintomas como megavisceras (principalmente megaesofago y megacolon) y a la
denominada cardiopatia chagasica; la consecuencia clinica mas importante de la
infeccion (caracterizada por arritmias cardiacas y tromboembolismo). Se ha
documentado que aproximadamente el 30% de los individuos infectados
desarrollan esta fase. Debido a las graves complicaciones que conlleva esta fase
de la enfermedad, la mayoria de los pacientes mueren."’

Cuadro 1. Fases y sintomas de la enfermedad de Chagas.2

Fase Caracteristicas. Sintomas Duracioén.
Aguda Se puede observar Malestar general. De 1-2 meses.
parasitos en sangre Fiebre.
periférica. Diarrea.
Vémito.

Dolor de cabeza.
Pérdida de apetito,
Signo de Romana.

Crénica No se observar parasitos No hay sintomas. Indeterminada,
(asintomatica) en sangre periférica. puede durar de
5-20 afios
aproximadamente.
Cronica Parasitos en tejido Cardiopatia chagasica.
(sintomatica) cardiaco. Megavisceras.

lll.2. Vias de transmision de la enfermedad

El principal mecanismo de transmisién del parasito a los mamiferos,

incluyendo al hombre, es por insectos hematéfagos de la subfamilia Triatominae.




En las heces del insecto se encuentran los tripomastigotes metaciclicos (forma
infectante del parasito), que penetran por rascado o frotamiento del mismo
hospedero, ya sea en el sitio de la picadura, o lesiones de continuidad. La
enfermedad de Chagas puede ser transmitida por mecanismos que no involucren
la picadura del insecto vector, entre ellas la transfusion sanguinea y la trasmision

vertical de madre a hijo, accidententes de laboratorio e incluso via oral.™

lll.2.1. Transmision por transfusiéon sanguinea
En el humano, es la segunda forma de transmision mas importante,
representa entre un 5- 20%. Un grupo de alto riesgo para adquirir la infeccion son

los pacientes hemofilicos, ya que requieren de transfusiones frecuentes.™

l11.2.2. Transmisidn transplacentaria

El riesgo de transmision transplacentaria oscila entre 0 y 9%, donde la
mediana esta cerca del 1%. Es decir, el 1% de las gestantes chagasicas corren el
riesgo de transmitir la infeccion al producto. En humanos, la transmision parece
ocurrir entre el tercer y quinto mes de embarazo, dependiendo de la localizacion y
dafo de la placenta por parte del parasito, desde donde es capaz de infectar al
feto. Los nifios recién nacidos de madres infectadas presentan la forma tipica de
enfermedad aguda asociada con prematurez, hepatoesplenomegalia, parasitemia

alta y la presencia de anticuerpos IgM especificos.

11l.2.3. Transmision accidental

Esta puede ocurrir en laboratorios o en hospitales, por el manejo
inadecuado de material biolégico contaminado por parte de los mismos
investigadores, o del personal colaborador que no acata las medidas de seguridad
en el laboratorio. Por ejemplo: manejo de triatominos, cultivos de T. cruzi, manejo

de sangre de pacientes infectados.®



l1l.2.4. Transmisién oral
Este modo de transmisién no tiene importancia epidemiolégica, es
posible a través de la ingesta de triatominos o mamiferos infectados y por la

alimentacién con leche materna al bebe de las mujeres infectadas. °

11l.2.5. Transmision por trasplante de 6rganos

El trasplante de organos de donadores infectados es un modo de
transmision de T. cruzi que ha recibido poca atencién, dada la poca
documentacion de tales casos. Los pacientes que han recibido trasplante de
organos de donadores con la enfermedad cronica desarrollan episodios agudos de
la enfermedad y el parasito se puede aislar de sangre periférica. Algunos casos
fatales se han reportado, en los cuales los parasitos se han identificado y aislado
de diferentes o6rganos. Como los individuos receptores estan bajo terapia

inmunosupresora, su susceptibilidad aumenta considerablemente.®
l1l.3. Triatominos y su distribucion

Los insectos vectores causantes de la enfermedad de Chagas
pertenecen al Orden Hemiptera, Familia Reduviidae, Subfamilia Triatominae y
Genero Triatoma, comunmente conocidos como “chinches besuconas” en el sur
de Latinoamérica y “pic” en la peninsula de Yucatan. Son insectos que se
caracterizan por poseer aparato bucal succionador, la mayoria son fitofagos,
algunos predadores y unos pocos hematéfagos. Su distribucion abarca América y
Asia, pero la mayoria de las especies se localizan en América central. Estos
hemipteros son de tamafo pequefio o mediano, el cual varia considerablemente
entre los diferentes grupos del género. Su apariencia es generalmente sencilla, no
obstante existen especies con colores vistosos, y como la maroria de los insectos

son fotosensibles. '

Al momento o después de alimentarse, el triatomino hace una

deyeccion liquida que tiene dos aspectos: uno de color amarillento que se seca



rapidamente al contacto con el aire y otro que se seca lentamente y es de color
negro. Este comportamiento de picar y defecar se debe a la necesidad del
triatomino de succionar mas sangre y almacenarla desocupando su intestino. Las
chinches besuconas nacen libres de infeccion, se infectan al alimentarse del
hombre y de los animales domésticos silvestres que se encuentran infectados por
el parasito hemoflagelado: a diferencia de los mamiferos, los insectos triatominos
almacenan al parasito infectivo dentro de sus intestinos. El ciclo de vida de los
triatominos oscila entre 4 y 16 meses. '°

lll.4. Trypanosoma cruzi

Trypanosoma cruzi es un protista de la clase Zoomastigophora, familia
Trypanosomatidae cuyo ciclo de vida involucra vertebrados e invertebrados (una
en el hombre u hospederos reservorios y otra en los insectos transmisores).
(Figura-1)."" Se caracteriza por la presencia de un solo flagelo y una sola
mitocondria. EI genoma mitocondrial se encuentra ordenado en una compleja y

compacta region (cerca de la base del flagelo), denominada cinetoplasto.

Figura 1. Trypanosoma cruzi y Triatoma dimidiata. Fuente: Adaptado del CDC.

En el hospedero mamifero se encuentra en la sangre adaptando una
forma tipica llamada tripomastogote (forma infectiva) y en las células del sistema
reticulo endotelial y en otros tejidos adopta la forma de amastigote (forma
reproductiva en mamiferos). En el intestino del insecto transmisor, T. cruzi
presenta la morfologia de epimastigote (forma reproductiva en insectos), y adopta
la forma tripomastigote metaciclico en las heces del insecto. El parasito se
presenta en una gran variedad de cepas e infecta 150 especies de 24 familias de



animales domésticos y silvestres (como perros, gatos, zarigueyas, ratones etc).
17,18

lll.5. Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi

El ciclo de vida del parasito T. cruzi comprende 3 formas principales:
epimastigotes, amastigotes y tripomastigotes, siendo esta ultima la forma infectiva
(Figura-2). '8

Epimastigote

Tripastigote Amastigote

Figura 2. Diferentes formas de T. cruzi, las cuales varian segun el hospedero que los aloje.
Fuente: Adaptado del CDC.

111.5.1. Ciclo bioloégico de T. cruzi en el triatomino

El ciclo biolégico de T. cruzi en el hospedero invertebrado puede
realizarse en larva, ninfa o en el insecto adulto y siempre se efectua en el intestino
del triatomino. Las formas tripomastigotes ingeridas por el insecto se transforman
en epimastigotes cortos (forma replicativa del T. cruzi en el vector), algunas veces
las formas epimastigotes se agregan dando la impresion de masas
multinucleadas, los cuales se multiplican y producen las formas epimastigotes
largas que se encuentran en la parte posterior del intestino medio. Una etapa
importante de la interaccidon de T. cruzi con el huésped invertebrado es la
adhesion de las formas epimastigotes a la superficie del epitelio del intestino
medio y posterior, asi como a la capa cuticular del epitelio de la glandula rectal y
del saco rectal, lo que puede observarse 8 dias después de la infeccion. Al cabo
de 8 a 10 dias aparecen en el recto pequefios tripomastigotes que se han
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originado de los epimastigotes. Estos tripomastigotes metaciclicos son expulsados

en las heces y son la forma infectante para mamiferos vertebrados (Figura-3).

En el triatomino En el hombre

o PIngl.:fa ‘:ell "latso(rrl,;:zs Los tripomastigotos metaciclicos
E:’?) ie"os rnp?mah 9 del animal) penertan en las diferentes células
R e e aaiS alrededor de la picadura. En su Interior
g/ /

se transfroman en amastigotos

[Tripomastigotos metaciclicos
en el Intestin A

Pt

Multiplicacion en

\el estomago

% Picadura del triatomino
(Ingestion de

Epimastigoto en tripomastigotos)

el estomago
E‘ ~

',/;\.» - \_/’/@A

o Los amastigotos Intracelulares
se transforman en tripomastigotos,
A: Iniclode la Infeccion salen de la célula y despues

- entran en la circulacion sanguinea
A— Dlagnéstico posible 9

Los OLos amastigotos
trlpornastrlgotos se multiplican por
pueden Infectar fision binaria en las

otrasf:elulasv se células de los tejidos
transforman en Infectados

amastigotos Intracelulares

en los nuevos sitlos de Infeccion
Pueden aparecer

los signos clinicos

a partirde este

ciclo Infeccloso

Figura 3. Ciclo biolégico del T. cruzi en vertebrados e invertebrados. Fuente: Adaptado del CDC.

111.5.2. Ciclo biolégico de T. cruzi en el hospedero-vertebrado

El parasito transmitido al hospedero vertebrado (mamiferos incluyendo
al humano) por las heces del triatomino es llamado en esta etapa “tripomastigote
metaciclico”. Los tripomastigotes pueden invadir inmediatamente las células o
pueden ser transportados en la sangre a otros sitios antes de invadir las células
del huésped.?® La principal via de entrada de tripomastigotes a la célula hospedera
es la via fagocitosis/macropinocitosis también llamada “via dependiente de actina”.
En la vacuola parasitofora los tripomastigotes liberan transialidasa/neuraminidasa
la cual elimina residuos de acido sialico de la membrana de la vacuola parasitéfora
y la vuelven sensible a la accion de la molécula Tc-Tox (péptido homdlogo al factor
9 del complemento humano) que origina la formacion de poros y fragmentacion de
la membrana de la vacuola. Dentro de estas células se diferencian en formas
amastigotes que se multiplican rapidamente. Los amastigotes son redondeados
con un flagelo externo muy corto o inexistente. El desarrollo de amastigotes a

tripomastigotes se inicia después de cumplirse un numero pre-programado de
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divisiones intracelulares, al cabo de las cuales la célula huésped se destruye y los
tripomastigotes entran en el torrente sanguineo. Los tripomastigotes en sangre
circulante tienen flagelo libre, un cinetoplasto voluminoso, terminal o subterminal
que contiene el 30% del DNA del parasito y un nucleo oval. Estos tripomastigotes
pueden infectar otras células, pero no son capaces de multiplicarse en la sangre
ya que la unica forma replicativa en el vertebrado es la forma amastigote

intracelular.?"??

IIl.6. Tratamientos

El principal objetivo de un tratamiento es erradicar al parasito y
disminuir los signos y sintomas de la enfermedad. De acuerdo a la OMS
(Organizaciéon Mundial de la Salud) un farmaco ideal para el tratamiento de

enfermedades parasitarias deberia cubrir los siguientes requerimientos:

1.- Proporcionar la cura parasitoldgica en todas las fases de la enfermedad.

2.- Ser efectivo en una dosis unica o en pocas dosis.

3.- Poseer un bajo costo con la finalidad de ser accesible a todos los pacientes.
4.- No debe poseer efectos colaterales o teratogénicos.

5.- Su uso no debe requerir hospitalizacion.

6.- No inducir resistencia por parte del parasito.

Dos farmacos han sido aprobados como agentes antiparasitarios en
esta infeccion: el Nifurtimox y el Benznidazol. Ambos farmacos se encuentran lejos
de ser ideales para tratar esta parasitosis debido a que poseen una eficacia
limitada contra las diferentes cepas de T. cruzi, ademas es necesaria su
administracion a largo plazo, y poseen elevadas tasas de efectos adversos en
adultos como alteraciones digestivas (nauseas, vomitos, pérdida de peso),
hematoldgicas (trombocitopenia, leucopenia, agranulocitosis), dermatologicas
(eritema, dermatitis atopica) y neurologicas (polineuropatias). ElI Benznidazol

posee una tasa mas baja de efectos adversos en comparacion con el Nifurtimox,
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por lo que es utilizado como tratamiento de primera linea, mientras que el

Nifurtimox ha sido descontinuado.?®

El tratamiento tripanocida es recomendado para todos los casos de la
enfermedad en fase aguda, en la transmisién congénita, en infeccion en nifios y
personas mayores de 18 afios que cursen con la fase crénica de la enfermedad. El
tratamiento farmacolégico generalmente es ofrecido a adultos entre 19 y 50 afios
sin evidencia de cardiopatia chagasica. En contraste, es contraindicado durante el
embarazo y en pacientes con insuficiencia renal o hepatica, y no deberia ser
ofrecido a pacientes con cardiopatia chagasica severa o megaeséfago con
deterioro de la deglucién.”

Después de la introduccién del Nifurtimox y el Benznidazol, pocos
farmacos como el alopurinol y otros inhibidores de los esteroles se han trasladado
a ensayos clinicos. Sin embargo, los avances en la protedbmica, bioquimica y en la
comprension de los aspectos biolégicos de la infeccion por T. cruzi, han permitido
el desarrollo de nuevos enfoques en los farmacos (tales como el E1224 y el
Fenixidazol) para la identificacion de objetivos parasito-especificos y, por lo tanto,

el disefio de nuevos farmacos potenciales.

Otro problema en el tratamiento terapéutico de la enfermedad de
Chagas es la resistencia de este parasito ante el Benznidazol, para lo cual se
evaluan alternativas de tratamiento, entre ellas el uso de derivados de
nitroimidazoles como el Fexinidazol, el cual ha sido evaluado en modelos murinos
resistentes a T. cruzi y ha demostrado ser efectivo cuando se administra de

manera oral durante la fases aguda 0 cronica de la enfermedad.

1l.L6.1. Uso de medicamentos E1224 y Fenixidazol como tratamientos contra
T. cruzi.
El E1224 es un compuesto antifungico descubierto y fabricado por la

empresa farmacéutica japonesa Eisai que ha sido desarrollado como tratamiento
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para la enfermedad de Chagas con el apoyo y financiamiento de Wellcome Trust.
Es un profarmaco del ravuconazol, cuya via de administracién es por via oral. Ha
demostrado una potente actividad contra T. cruzi debido a su buena tolerancia y
absorcion, ademas permitio la posibilidad de administrarse una sola vez a la
semana, aunado a su precio asequible la convirtieron en un candidato prometedor

para el tratamiento de la enfermedad.

Segun resultados del primer ensayo clinico Fase 2 (con pacientes
humanos) en Bolivia, realizado por la iniciativa Medicamentos para Enfermedades
Olvidadas (DNDi, por sus siglas en inglés), el candidato a medicamento E1224
demostré una buena seguridad y resulto ser efectivo en la eliminacidén del parasito
T. cruzi, menores lesiones en el corazén y disminucion de efectos secundarios
indeseables, sin embargo tuvo poca o ninguna eficacia un afo después del
tratamiento cuando fue usado como unica medicacién. Por otra parte, el
tratamiento estandar contra la enfermedad de Chagas, el Benznidazol, demostro
ser efectivo a largo plazo, pero siguié demostrando efectos adversos (dolores
hepaticos, nauseas y dolor de cabeza principalmente). Sin embargo, algunos de
los pacientes que recibieron la dosis mas elevada del medicamento tuvieron que
interrumpirlo debido a efectos adversos (nauseas, dolor de cuerpo), pero siendo
menores a los efectos del Benznidazol. Sin embargo, 12 meses después del
tratamiento, menos de un tercio de los pacientes tratados con E1224 tuvieron una
eliminacion sostenida del parasito en comparacion con el 80% de los pacientes
tratados con Benznidazol, lo que demuestra indices de eliminacion relativamente
bajos con E1224. Los resultados presentados en la Reunion Anual de la Sociedad
Americana de Medicina Tropical e Higiene (ASTMH, por sus siglas en ingles),
destacan la necesidad de investigar regimenes alternativos de dosificacion y
posibles combinaciones terapéuticas para mejorar la atencion a millones de

pacientes."’

Si bien E1224 no resulté efectivo como agente de tratamiento unico

(monoterapia), los resultados sugirieron emplearlo en combinacion con
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medicamentos existentes, ya que demostré una actividad positiva firme durante el
tratamiento, con una respuesta sostenida al tratamiento en un tercio de los
pacientes que recibieron la dosis mas elevada. El E1224 ya no sera analizado
como monoterapia para la enfermedad de Chagas, pero DNDi y Eisai estan
considerando la posibilidad de analizar E1224 en un tratamiento combinado con

Benznidazol.

Por otra parte, la iniciativa Medicamentos para Enfermedades
Olvidadas anunci6 en el Congreso Internacional de Parasitologia (ICOPA, por sus
siglas en inglés) el lanzamiento de un estudio farmacoldgico de fase Il para probar
el fexinidazol, una droga que habia caido en desuso en la década de 1980 y que
fue recuperado por DNDi hace casi una década para los pacientes con
enfermedad de Chagas. En estudios de fase |, el Fexinidazol demostré tener
eficacia superior, en comparacion con el actual estandar de atencion (Benznidazol
y Nifurtimox), en un modelo murino de infeccion aguda de la enfermedad de
Chagas.24 Estudios han confirmado que fexinidazol es eficaz para curar
infecciones de T. cruzi experimentales en modelos de fase aguda y cronica de la
enfermedad. A dosis mas altas, se demostré que el tratamiento con fexinidazol
podia lograr mejores tasas de curacién y prevencion de la inflamacion cardiaca en
comparacién a Benznidazol. El fexinidazol también se esta probando en Africa
para otras dos enfermedades causadas por parasitos: la enfermedad del suefio y

la leishmaniasis visceral.?®

lll.7. Tipos de respuesta inmune contra T. cruzi

Se ha reportado que T. cruzi infecta una gran variedad de células
incluyendo macrofagos, fibroblastos y células del sistema muscular. Durante la
fase aguda en humanos y la infeccion experimental murina se produce una
represion de la respuesta de linfoproliferacién hacia los antigenos y mitogenos de

T. cruzi. "
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En los primeros 7 a 10 dias después de la infeccidon, antes de iniciar la
activacion y participacion de la inmunidad adquirida, la respuesta inmune innata
desempena un papel crucial en el control de la parasitemia por medio de la accion
de mediadores microbicidas como los intermediarios reactivos de oxigeno (ROS,
por sus siglas en ingles), y los intermediarios reactivos de nitrogeno, como por
ejemplo el oxido nitrico (NO) cuya produccion se ve aumentada por la accién de
citocinas proinflamatorias.’® En esta etapa actian mecanismos microbicidas de
células de la inmunidad innata como los macréfagos y células asesinas naturales

(NK, por sus siglas en inglés).

El reconocimiento inicial de los patégenos se encuentra mediado por
‘receptores de reconocimiento de patrones” (PRR, por sus siglas en inglés),
principalmente por los “receptores tipo Toll” (TLR, por sus siglas en ingles). Los
TLR reconocen diferentes estructuras moleculares presentes en los patdégenos y
desencadenan la activacién del “factor nuclear potenciador de cadenas kappa
(NF-kB, por sus siglas en ingles), dirigiendo la produccidn de citocinas
proinflamatorias, moléculas coestimuladoras y otros mediadores, los cuales limitan
el crecimiento de los patdogenos y promueven el desarrollo de la inmunidad

adaptativa. #"%

Seguidamente se lleva a cabo la activacion y expansion clonal de las
subpoblaciones de linfocitos que conduce a la induccion de una inmunidad
adquirida contra el parasito mediada por células T CD4" (linfocitos T CD4"), T
CD8* (linfocitos T CD8") y células B.*’ En la inmunidad adquirida humoral se
desarrolla la activacion policlonal de linfocitos B. La activacion policlonal de los
linfocitos B conduce a la hipergamaglobulinemia, generando altos niveles de
anticuerpos en el suero del hospedero, lo cual retrasa la respuesta inmune
humoral especifica. Diferentes isotipos de IgG han sido implicados en la activacion
policlonal de los linfocitos B y en la respuesta de anticuerpos especifica contra T.

cruzi.
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Durante la fase efectora de la respuesta inmune celular, los linfocitos T
CD4" reconocen antigenos extracelulares asociados a moléculas de clase Il del
complejo principal de histocompatibilidad (MHC-Il, por sus siglas en inglés)
presentes en las “células presentadoras de antigeno profesionales” (CPA) como
son las células dendriticas (CD) y los macrofagos. Los linfocitos T CD4"
dependiendo del perfil de citocinas que liberan, pueden dividirse en dos
subpoblaciones denominadas TH1 o TH2. La subpoblacion TH1 esta asociada a
una respuesta protectora contra la infeccidn por T. cruzi y se caracteriza por la
produccion de citocinas pro-inflamatorias como Interferon gama (INF-y),
(Interleucina) IL-12 y Factor de necrosis tumoral (TNF-a). La IL-12 desencadena la
produccion de IFN-y por linfocitos NK. El IFN-y producido induce a las células
plasmaticas a producir inmunoglobulinas IgG2a y a la produccion de otras
citocinas proinflamatorias como TNF-a, IL-1p y Factor estimulante de colonias de
granulocitos y macréfagos (GM-CSF), esta ultima estimula la proliferacion y
estimulacion de macrofagos a partir de monocitos en la medula osea; todos estos
factores influyen para combatir eficientemente al parasito intracelular. La
subpoblacion TH2 produce citocinas como IL-4 e IL-10 que en conjunto inhiben las
funciones protectoras de la subpoblacion TH1 y por lo tanto estan asociadas a la
susceptibilidad al parasito. Sin embargo, los linfocitos T CD4" tipo TH2 colaboran
en la activacién de células B induciendo su diferenciacién a células plasmaticas

productoras de anticuerpos antigeno especifico.*

Por otra parte, los parasitos de T. cruzi han desarrollado mecanismos
que pueden inhibir la presentacion de antigenos y/o la maduracion de las células
dendriticas. Se ha observado que en las células dendriticas humanas infectadas,
los parasitos son capaces de inhibir la produccion de IL-12 e IFN-a impidiendo de
este modo una efectiva respuesta celular.?® Por lo tanto, la respuesta tipo TH1 es
crucial en el control de la parasitemia y la sobrevivencia, mientras que la respuesta
tipo TH2 esta correlaciona con la persistencia del parasito. Una respuesta inmune
adaptativa ineficaz o inadecuada resulta en una incontrolable carga parasitaria que

ocasiona la muerte del hospedero. Sin embrgo, a pesar del control de la carga
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parasitaria por diferentes respuestas efectoras, el control de la infeccion no se

logra, lo que lleva a la cronicidad de la infeccién.?

Cuadro 2. Tipos de respuesta y mecanismo de accion contra el parasito intracelular T. cruzi, 3

Tipo de Mecanismo de accién contra T. cruzi.

respuesta.

Respuesta -Mecanismos microbicidas de células de la inmunidad innata como los
innata. macrdéfagos y células asesinas naturales (NK).

-Accion de mediadores microbicidas como los intermediarios reactivos de
oxigeno (ROS), y el 6xido nitrico (NO), cuya produccion se ve aumentada por la

accion de citocinas proinflamatorias.

Respuesta -Activacion policlonal de los linfocitos colaboradores para la produccion de
adaptativa anticuerpos especificos contra T. cruzi.
humoral. -Linfocitos T CD4" colaboran en la activacién de células B induciendo su

diferenciacién a células plasmaticas productoras de anticuerpos especificos de
antigeno.

-Los LT CD4" dependiendo del ambiente de citocinas estimularan la produccién
de anticuerpos 1gG1 (si el ambiente es favorecido por citocinas anti-
inflamatorias) 0 1gG2a (si el ambiente es favorecido por citocinas pro-

inflamatorias) en las células plasmaticas.

Respuesta -Linfocitos T CD8" citotéxicos liberan proteinas granulares denominadas
adaptativa perforinas y granzimas que eliminan células infectadas.
celular.

Por otra parte, en la inmunidad adquirida celular los linfocitos T CD8"
se encargan del reconocimiento de antigenos que son procesados
intracelularmente por via del proteosoma y asociados a moléculas del MHC de
clase | (MHC-I). La activaciéon de los linfocitos T CD8" induce su diferenciacion
hacia células T citotoxicas (CTL, por sus siglas en ingles). El mecanismo principal
de citolisis mediada por CTL, es la liberacion de proteinas granulares
denominadas perforinas y granzimas que eliminan células infectadas, este tipo de
respuesta es la mas eficaz contra el parasito intracelular T. cruzi (Cuadro 2 y

Figura-4). 3%
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Figura 4. Respuesta inmune contra el parasito Trypanosoma cruzi. El parasito es reconocido por
las células presentadoras de antigeno via MHC Il, en donde dependiendo del ambiente de
citocinas la respuesta se orientara hacia una via Th1 (respuesta efectiva medida por citocinas
proinflamatorias) o TH2 (respuesta poco efectiva medida por citocinas antiinflamatorias). De igual
manera, el parasito también puede ser presentado por cross-priming via MHC |, por medio de esta
via se activan linfocitos T CD8" citotoxicos para la eliminacién de células infectadas por el

parasito.”’
1ll.8. Vacunas terapéuticas contra la enfermedad de Chagas

La vacunacion es una de las estrategias mas usadas en la actualidad
para la prevencion de enfermedades, consiste en la administracion de un
microorganismo, una parte de él, o un producto derivado del mismo, con el objeto
de producir una respuesta inmune protectora (células de memoria), de forma
similar a la inducida por la infeccion natural, pero sin peligro de producir la

enfermedad. **

Las vacunas terapéuticas estan basadas en antigenos especificos de
gérmenes infecciosos que el sistema inmune puede reconocer para generar una
respuesta inmune después de que el individuo entre en contacto con el agente

infeccioso, es decir que la infeccion ya esta establecida. En el caso de estudios
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preclinicos, las vacunas de uso terapéutico inician con la infeccion de los animales
a evaluar y posteriormente estos son tratados con las dosis de la vacuna en
cuestién. En general, el esquema de vacunaciéon comprende de una inmunizacion
y un refuerzo, esto con el fin de generar la reestimulacién del sistema inmune.**=’
El principal objetivo de la vacunacion terapéutica es la induccion de una respuesta
inmune especifica contra un microorganismo patégeno causante de una infeccion
logrando asi su total eliminacion. Este tipo de vacunas resultan particularmente
utiles para aquellas patologias que por su prevalencia o severidad no son
consideradas por los gobiernos como “prioritarias” para ser integradas dentro de
los esquemas nacionales de vacunacion, pero que sin embargo representan una

valiosa alternativa para la poblacién que la padece.®*’

En el 2004, Dumonteil y colaboradores realizaron un estudio para
evaluar la inmunoterapia en ratones BALB/c infectados con 500 tripomastigotes, el
modelo experimental fue sometido a 2 dosis de la vacuna de ADN formulado con
el antigeno TSA-1 y Tc24, los cuales demostraron su efectividad. Ambos
antigenos redujeron la parasitemia y proporcionaron respuesta inmune celular
aumentando la proliferacién de linfocitos T CD8"; sin embargo Tc24 mostro mejor
efectividad ya que hubo un 100% de sobrevivencia de modelos infectados a
comparacion de TSA-1 (70% de sobrevivencia).*

En el 2006, Zapata y colaboradores evaluaron el efecto terapéutico y
protector del candidato a vacuna de ADN a partir del antigeno Tc-24 en ratones
ICR infectados con 500 tripomastigotes durante el periodo agudo y cronico, los
resultados muestran un incremento de linfocitos T CD4" y T CD8" y disminucion

en la parasitemia comparada a los grupos controles.*

En estudios mas recientes, se evaludé el efecto profilactico y
terapéutico de los antigenos TSA-1 y Tc24 combinados y administrados como
vacunas de ADN en tres cepas de ratones infectados con T. cruzi. Los ratones

BALB/c y C57BL6 presentaron una significativa reduccidn en la parasitemia y en la
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densidad de células inflamatorias de corazon, comparadas con el grupo control.
Similarmente, la administracion inmunoterapéutica de estos plasmidos
combinados fue capaz de reducir significativamente inflamatoria en tejido cardiaco

en ratones ICR con infeccion cronica.*°

111.9. Vacunas de proteina recombinante contra la enfermedad de Chagas

Durante el ultimo siglo se han desarrollado diversos tipos de vacunas
con base en las caracteristicas bioldgicas y bioquimicas del agente causal, al tipo
de respuesta inmune que se requiere inducir y a los avances biotecnoldgicos
disponibles hasta la actualidad. Los principales tipos de vacunas pueden
clasificarse en: vacunas atenuadas, vacunas recombinantes y vacunas de ADN
(Cuadro 3).

Cuadro 3. Principales tipos de vacunas utilizadas actualmente.’

Vacunas atenuadas Vacunas Vacunas de ADN
recombinantes
Respuesta inmune Humoral y celular Humoral Celular
que induce
Inmunogenicidad Altas Moderadas Moderadas
Costos de produccion Altos Moderados Bajos
Seguridad De riesgo (reversion Muy seguras Seguras
a formas infectantes) (¢ Integracion?)

Con el advenimiento de la ingenieria genética fue posible el desarrollo
de las llamadas vacunas de segunda generacion. Presentan la misma eficacia de
vacunas vivas convencionales y la seguridad de vacunas inactivadas
convencionales. Se emplea tecnologia genética para transferir genes de diferentes
patogenos (que codifican para antigenos y por lo tanto producen respuesta
inmune) en organismos de facil crecimiento como bacterias. De ello deriva el
nombre de recombinantes, por la combinacion de genes de dos organismos

diferentes. %'
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El gen es insertado en un plasmido que es utilizado posteriormente
para transformar bacterias o transfectar lineas celulares eucariontes. Dichas
células son cultivadas en laboratorio con el fin de que produzcan la proteina
deseada (antigeno). Las proteinas asi obtenidas son aisladas y purificadas para
su uso como vacunas. Este tipo de vacunas son muy seguras y eficaces para
inducir una respuesta tipo TH2 favoreciendo la respuesta inmune humoral, lo cual
se debe a que dichas vacunas promueven la captura y el procesamiento del
antigeno por parte del sistema endosomal al momento de ser fagocitado por la
célula presentadora de antigeno. De este modo el antigeno es degradado hasta
péptido que se asocian a las moléculas del complejo principal de
histocompatibilidad clase II. Este complejo péptido/MHC clase Il, presente en las
membranas de las células presentadoras de antigeno, estimula linfocitos T CD4"
pero no es capaz de estimular linfocitos T CD8". Sin embargo, existen algunos
adyuvantes que han demostrado ser capaces de favorecer el procesamiento
antigénico via MHC clase 1, lo que favorece la activacion de linfocitos T CD8" que

inducen una respuesta de tipo TH1.*!

En el ano 2007, Duthie y colaboradores evaluaron la respuesta inmune
de ratones C57BL/6 luego de ser infectados, los ratones fueron inmunizados con
40 pg del antigeno recombinante SA85-1.1 adicionada con el adyuvante
incompleto de Freud, los resultados indican un incremento en los niveles de
anticuerpos Yy linfocitos T CD4", sin embargo, no se observo una reduccion en la

parasitemia ni en tejido cardiaco. *2

En un estudio realizado por Martinez Campos y colaboradores en el
Centro de Investigaciones Regionales en la ciudad de Mérida durante el afio 2013
se evalud el uso terapéutico del antigeno recombinante Tc24. Ratones BALB/c
fueron infectados con 500 tripomastigotes y posteriormente inmunizados con 50
Mg del antigeno recombinante combinado con el adyuvante Monofosforil Lipido A
(MLA), esta combinacion produjo un aumento de anticuerpos IgG2a y la
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orientacion hacia una respuesta TH1, estos resultados indican la seguridad del

antigeno y el adyuvante. +*
111.10. Principales antigenos de Trypanosoma cruzi

Independientemente de que se trate de una vacuna con antigeno
purificado, recombinante o de ADN, el punto critico para la generacion de una
vacuna efectiva es la adecuada seleccion del mismo. El antigeno seleccionado
debe de ser capaz de activar clonas de linfocitos T y B especificos, de producir
una respuesta inmune que permite la eliminacion del patogeno y la generacion de

células de memoria.**

Los primeros antigenos de T. cruzi en ser descritos a nivel molecular
fueron aquellos reconocidos por anticuerpos del suero de pacientes o animales
infectados (Cuadro 4). Estos incluyen miembros de la familia de proteinas de
superficie como proteinas de superficie o las trans-sialidasas (TS) expresadas
principalmente en los tripomastigotes infectivos y en las formas amastigotas del
parasito. Estas proteinas han sido involucradas en los mecanismos de evasion de
la respuesta inmune y son particularmente importantes en la fase cronica de la
enfermedad. El segundo grupo de antigenos descritos pertenece a la familia de
cisteina-proteasas, como la cruzipaina, expresadas en todas las formas del
parasito. Otros antigenos incluyen proteinas flagelares fijadoras de calcio,
antigeno LYT-1, Tc24 y Tc52, entre otros. *°

En el afo 2007, Sanchez-Burgos y colaboradores, realizaron un
estudio cuyo objetivo fue identificar los antigenos mas eficaces para controlar la
infeccion por T. cruzi. Se incluyeron antigenos ASP-2, TS. TSA-1, Tc52 y Tc24,
todos estos antigenos son presentados por el parasito tanto en su etapa
tripomastigote como amastigote. Se demostré que TSA-1, Tc24 y Tc52 fueron los
antigenos que mejor controlan la infeccidn al reducir significativamente la

parasitemia, la carga parasitaria en el corazon, la mortalidad y las lesiones en el
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miocardio de los infectados con 500 parasitos via

45
l.

ratones previamente

intraperitonea

La evaluacion de la proteccion contra T. cruzi, en modelos murinos de
infeccion, tratados con una vacuna basada en el antigeno recombinante de TSA-1,
desarrollaron una fuerte respuesta inmune y una sobrevivencia del 70% en
comparacion con el grupo control segun estudios realizados por Wrightsman y
colaboradores.*® Por otra parte Tc24 es una proteina de secrecidon que se
encuentra presente en todas las cepas de T. cruzi. Esta proteina ha sido evaluada
como proteina recombinante, demostrando que posee la capacidad de inducir
niveles significativos de proteccion en ratones contra una dosis letal de parasitos.
Por lo tanto ambas proteinas (TSA-1 y Tc24) han sido evaluadas como candidatos
a vacunas de DNA, demostrando la capacidad de reducir significativamente la
parasitemia, la mortalidad, la miocarditis y la carga parasitaria cardiaca, ademas

de inducir la activacion de linfocitos T CD8".4%4°

Cuadro 4. Vacunas terapéuticas y profilacticas contra T. cruzi.

Modelo Respuesta Sobrevivencia Antigeno recombinante Referencia
inmune (%)
C57BL/6 TH1 30-60 ASP-1, ASP-2 y TSA-1 Garg y
Tarleton*
BALB/c TH1 | - p154/ 13 plasmido Mussalem et
+ al. *®
Propionibacterium
C57BL/6 TH1 | - Tres dosis de DNA plasmido Bathia g Garg.
codificando TcG1, TcG2 y TcG4 ¢
BALB/c TH1/TH2 92 TcSP Rosales-
TcSP4 genes de proteinas Encina. *°
recombinantes.
BALB/c TH1 | - Cruzipaina Schanbpp et
al.”!
C57BL/6J TH1 80 FCaBP Fralish y
Tcp3 Tarleton.>
LYT1
BALB/c | = - 70 Tc13 Garcia et al.>”
BALB/c | = - 70% con TSA-1 TSA-1 Dumonteil et al.
100% con Tc24. Tc24 %8
ICR TH1 | - TSA-1, TS, ASP-2, Tc52 y Tc24. Sanchez-
Burgos et al.*®
BALB/c. TH1 60-70 TSA-1y Tc24 Quijano, Castro
et al.”’
BALB/c. TH1 70-80 TSA-1y Tc24 Limon, Cervera
et al.*
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11.10.1. Antigeno TSA-1

Las trans-sialidasas son de particular interés porque representan la
familia de proteinas mas extensas del parasito con mas de 1400 genes que
codifican; asi mismo son las proteinas mas extensas de la superficie del parasito y
juegan un papel clave en la biologia de este. La transialidasa de superficie del
parasito T. cruzi mejor conocido como TSA-1 se ha evaluado en pruebas
preclinicas y como antigenos de vacunas terapéuticas y profilacticas contra la

enfermedad de Chagas. 37,38,40,45

El antigeno TSA-1 se clasifica dentro de una superfamilia llamada
Superfamilia de Antigenos de Superficie de Tripomastigotes o también
Superfamilia de las Trans-sialidasas (las cuales catalizan la transferencia de acido
sialico de los glicoconjugados del huésped a la superficie del parasito; de esta
manera son menos susceptibles a ser eliminados por el sistema inmune).?° La
proteina TSA-1 se encuentra en la superficie de la membrana plasmatica de
tripomastigotes sanguineos y metaciclicos y en amastigotes. El antigeno TSA-1
fue el primer miembro de la familia en ser identificado y caracterizado, codifica
para una proteina de 85 kDa, la familia de genes TSA-1 se distingue de otros
miembros de la superfamilia por la presencia de repeticiones en tandem no
peptidicas cerca de la region carboxi-terminal. En un estudio realizado por
Whrigtman y colaboradores en 1993 se evalud la respuesta inmune conferida a
ratones BALB/c infectados por T. cruzi, en este estudio se descubrié que las
respuestas inmunitarias provocadas por la region carboxi-terminal de TSA-1 no
propician proteccion contra el parasito. En contraste, la vacunacién con la region
amino-proximal de TSA-1 aumenta la proteccion y la respuesta inmune contra el
parasito. Estos resultados sugieren que las respuestas del epitopo inmuno-
dominante(s) dentro de la porcién carboxilo-terminal de TSA-1 enmascaran
epitopos dentro de la porcion amino-proximal de la proteina, los cuales son
capaces de estimular las respuestas inmunes del huésped. Por lo tanto, se sugirio

desde entonces eliminar la region C-terminal de la proteina dejando asi una
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proteina de 65kDa aproximadamente, la cual posee efectos inmunogenicos mucho

mas efectivos que la proteina original.*®

En este estudio se us6 una proteina recombinante expresada a partir de un
plasmido que contiene el gen que codifica la proteina de la familia de las trans-
sialidasas, la cual es altamente inmunogénica, de acuerdo a estudios donde se ha
usado como antigeno recombinante para diagnostico y como vacuna. La vacuna
de proteina recombinante que se usd® esta basada en el vector plasmidico
pET41a, la expresion del antigeno TSA-1 de T. cruzi se obtuvo a partir de cultivos
de Escherichia coli de la cepa BL21 transformadas (Cuadro 5).

Cuadro 5. Caracteristicas del antigeno TSA-1

Sistema de expresion E. coli/BL21
Vector de expresion pET41a
Promotor Promotor T7, con induccién de IPTG
Aminoacidos 596
Peso molecular 65.7kDa
Punto isoeléctrico 5.51

lll.11. Adyuvantes

Debido a que las vacunas basadas en antigenos purificados, sintéticos
0 recombinantes son mas especificos pero menos inmunogénicos, se opta por la
administracion en compafia de componentes denominados adyuvantes, que
incrementan la potencia, la calidad y la duracion (memoria) de la respuesta
inmune. Los adyuvantes también contribuyen a lograr una respuesta inmune
efectiva en edades muy tempranas, cuando el sistema inmune aun no esta
suficientemente maduro y es necesario vacunar contra enfermedades que afectan
a nifos, asi como también pueden mejorar el efecto protector de las vacunas en

personas inmunodeprimidas y en edades avanzadas.**

Estos compuestos normalmente se utilizan con varios propésitos:
a) Como componente esencial de vacunas humanas o veterinarias profilacticas o

terapéuticas.>
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b) Para la produccién de anticuerpos poli y monoclonales.

c) Como herramientas para estudiar la respuesta inflamatoria en biomodelos
experimentales.*®

d) En ensayos toxicoldgicos para evaluar respuestas de hipersensibilidad.
Caracteristicas de un adyuvante:>"~>°

1. Seguro, que no produzca eventos adversos inmediatos o a largo plazo

2. Bien definido desde el punto de vista quimico

3. Bien definido en su mecanismo de accion

4. Biodegradable tras su administracion

5. Quimicamente estable en su envase por largo tiempo (al menos 2 afnos) y con
pocas probabilidades de variaciones entre lotes

6. Capaz de desarrollar respuestas inmunes efectivas (alto porcentaje de
proteccion) utilizando bajas concentraciones de antigenos, con pocas dosis y por
diferentes vias de administracion, incluyendo las mucosas

7. Elevada eficacia contra cualquier antigeno

8. De facil preparacion

9. De bajo costo

Los adyuvantes poseen diferentes efectos sobre el sistema inmune, la
mayor parte actua como sistemas de deposito o estimulando a las células
presentadoras de antigenos, sin embargo la naturaleza e identidad del antigeno

contribuye a la funcion que pueda observarse al aplicar una vacuna (Cuadro 6).58

Cuadro 6: Principales tipos de adyuvantes usados en vacunas.

Adyuvantes Ejemplos Efectos Aprobados para su
uso en humanos
Compuestos de Al(OH)3 Efecto deposito. Si
aluminio AIOHPO4SO4 Induccién de respuestas
AI4(OHPO4)3 tipo TH2.
Nanoacarreadores Micelos, polimeros, Facilitan el transporte y No
liposomas. liberacion del antigeno.
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Saponinas Aumentan el transporte de No
los antigenos.

Agonistas de los MLA, GLA, Activacién de TLR. Si / Ensayos clinicos
receptores tipo Toll CpG-ODN, Produccién de citocinas de fase Il y llI
Imiquimod proinflamatorias

Induccién de respuestas
tipo TH1

Entre los adyuvantes mas usados en el desarrollo de vacunas contra la
enfermedad de Chagas se encuentran: adyuvantes compuestos de aluminio,
oligodeoxinucléotidos de citocina-fosfato-guanina (CpG-ODN), E6020 vy
Glucopiranosil lipido A (GLA) entre otros. En este trabajo nos enfocamos a evaluar
los adyuvantes E6020 y GLA.

ll.11.1. Adyuvantes compuestos de aluminio

Los 3 compuestos empleados son el hidroxido (Al(OH)s3), el fosfato
(Al4(OHPO,4)3) y el sulfato fosfato (AIOHPO4SO4) de aluminio, que pueden
formularse con el antigeno durante el proceso de formacién del gel o por
adsorcion del antigeno con el gel preformado.*® El mecanismo de accion de los
compuestos de aluminio dependen fundamentalmente del efecto de depdsito y de
un efecto citolitico en el sitio de inoculacion, con liberacion de moléculas
endoégenas como acido urico y ADN que estimulan el inflamasoma Nalp3 como
una via importante en su accién adyuvante.?® A pesar de considerarse poco téxico,
este adyuvante produce inflamacion local que puede llevar a la formacion de
granulomas. Otros efectos que se han atribuido al hidréxido de aluminio son la

miofascitis macrofagica y otros trastornos autoinmunes.®’

En la actualidad, la
polarizacion que induce hacia TH2 lo hace poco efectivo para muchas vacunas de

nueva generacion, lo cual ha estimulado la busqueda de nuevos adyuvantes.

11.11.2. Oligodeoxinucléotidos de citocina-fosfato-guanina
Los oligonucléotidos de citocina-fosfato-guanina (CpG-ODN, por sus
siglas en inglés) son una clase de adyuvantes formados por secuencias de
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dinucléotidos no metilados similares a las que comunmente se encuentran en el
ADN bacteriano. Estos adyuvantes son agonistas del TLR9, que desencadena
especificamente su senalizacion, y se encuentra en los endosomas de las células

presentadoras de antigeno.®?

Los oligodeoxinucléotidos sintéticos contienen secuencias no
metiladas CpG que mimetizan la actividad inmunoestimuladora del ADN
bacteriano. Estos motivos interactuan con el TLR9 para iniciar una cascada de
sefalizacion, la produccion de citocinas proinflamatorias, la diferenciacion y
proliferacion de multiples tipos celulares, incluyendo linfocitos, células dendriticas,
linfocitos NK, monocitos y macrc')fagos.62 Los CpG-ODN son captados por las
células por endocitosis adsortiva y se unen a los TLR9 presentes en los
endosomas de los compartimentos intracelulares. En humanos, el TLR9 es
principalmente expresado por linfocitos B y células dendriticas plasmocitiodes
(pDC, por sus siglas en ingles). Actuando directamente sobre éstas células,
promueven la produccion de citocinas TH1 y desencadenan Ila
maduracion/activacion de ceélulas presentadoras de antigeno profesional. Los
CpG-ODN estan siendo ampliamente evaluados como adyuvantes, y han
demostrado incrementar la rapidez, magnitud y duracion de las respuestas

inmunes especificas. %27

El uso de CpG-ODN mejora la persistencia de la inmunidad protectora por dos

mecanismos:®*

1.- Mantenimiento de titulos de anticuerpos por un largo periodo.
2.- Generacion de una poblacién de linfocitos B de alta afinidad que responden

rapidamente al desafio a pesar de que el titulo de anticuerpos haya declinado.

111.11.3. E6020
Los lipopolisacaridos (LPS) son componentes de la membrana externa

de las bacterias Gram-negativas, que estimulan la liberacién de mediadores pro-
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inflamatorios.®® Estructuralmente, los LPS se compone de cuatro dominios
distintos: el hidréfobo o lipido A membrana de dominio intercalado, un
oligosacarido nucleo interno (que contiene heptosa y octulosonate 3-desoxi-D-
mano-), un oligosacarido nucleo externo y el dominio de polisacarido-O antigénico,
debido a la conformacion de estas estructuras permiten ejercer una fuerte

respuesta inmunologica.®®®

El adyuvante E6020 es un dimero fosfolipidico sintético, el cual posee
la cualidad de imitar las propiedades fisicoquimicas y biolégicas de muchos de los
lipidos naturales como por ejemplo los derivados de las bacterias Gram negativas,
fue descubierto y desarrollado por los laboratorios de Eisai; este compuesto es un
agonista del receptor TLR-4, por lo tanto, provoca una respuesta

inmunoestimulante que es propicio para su uso como adyuvante de vacunas.®

TLR4, es el blanco de LPS y moléculas relacionadas como por
ejemplo el monofosforil lipido A (MPL, por sus siglas en ingles) y dimeros
fosfolipidicos como E6020. Este receptor induce dos vias de sefalizacion distintas
controlados por (i) MyD88/MAL que resulta de la activacion del factor nuclear NF-
KB para la induccion de citocinas inflamatorias, y (ii) TRIF, que induce la
produccion de interferones de tipo | (IFN). ® TLR4 también juega un papel
limportante en la maduracion de células dendriticas, las cuales son clave en la
inmunogenicidad de las vacunas, ya que las células dendriticas juegan un papel
significativo en la diferenciacion de células T virgenes y el inicio de respuestas
inmunes.®® Estudios han demostrado que tanto la proteina MyD88 como TRIF
sinérgicamente participan para la activacion de células dendriticas. Esta activacion
se produce rapidamente después de que los LPS interaccionan con la “proteina de
unién a LPS” (LBP, por sus siglas en ingles) y CD14, una proteina de superficie
celular o soluble glicosilfosfatidilinositol ligada a las respuestas eficientes de LPS.
El complejo de sefializacion conlleva a una union hidrofobica de MD2, que a su
vez interactua con TLR4, esta cascada de sefalizaciones culminan en produccion

de citocinas proinflamatorias como IFN-y y activacion de NF-kB"°
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En un estudio realizado por Ishizaka y colaboradores, se disefiaron y
sintetizaron dimeros de fosfolipidos que carecen de un nucleo de disacarido; con
la porcidon hidréfoba compuesta por un total de seis cadenas de acilo, tres cadenas
de acilo por monémero, enlazado a una parte hidréfila que contiene dos fosfatos
monovalentes. El disefio de estos dimeros era tal que se podia manipular
facilmente la distancia entre los dos mondmeros de fosfolipidos, la estequiometria
de la unién de lipidos, la longitud y la funcionalidad de estos para proporcionar
diversas formas fisicoquimicas y para investigar el impacto en la actividad
biolégica de estas diversas estructuras. Se realizaron estudios para evaluar las
propiedades fisicoquimicas, moleculares y reactividad in vitro de este adyuvante
en comparacion a otros semejantes. Varios de los analogos de E6020 confirmaron
que los cambios en la estereoquimica o la distancia entre las unidades
monomeéricas de fosfolipidos no sélo alteran las propiedades fisicoquimicas de la
molécula, sino también a su actividad biolégica y por ende su actividad
inmunologica. Gracias a esas pruebas se permitio seleccionar al adyuvante E6020

como el mas prometedor para el desarrollo de adyuvante de vacuna. 10

El E6020 ha sido probado preclinicamente como un adyuvante
mezclado con una serie de antigenos de proteina. Es importante destacar que, el
agonista sintético mejora los niveles de anticuerpos IlgG2a en ratones, propiciando
una activaciéon de respuesta tipo TH1, por otra parte, reduce los titulos de IgE e IL-
5. En cuanto a la via de administracién, se demostré que el E6020 es eficaz tanto
por via subcutanea y por via intranasal en ratones. Los estudios de seguridad
sobre E6020 muestran un amplio margen de seguridad, sin problemas de
seguridad mas alla de la respuesta de citoquinas inherente a su mecanismo de

accion. "’

111.11.4. Glucopiranosil lipido A (GLA)
Es bien sabido que los LPS, contenidos en la membrana externa de
las bacterias Gram-negativas son un potente estimulador del sistema inmune, sin

embargo, estos son de caracter toxico y por ende no son aptos para su uso en
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vacunas. Debido a esta problematica se opta por el desarrollo de derivados no
toxicos de LPS. Uno de estos es el monofosforil lipido A (MLA), el cual es
producido a partir de Salmonella minnesota R595 por hidrélisis acida. Eliminando
los nucleos de hidratos de carbono, el fosfato de la glucosamina del extremo
reductor, y la cadena de acilo de la posicion 39 del eje central del disacarido se
reduce drasticamente la toxicidad del lipopolisacarido.”? El producto resultante
demuestra solamente 0.1% de la toxicidad inflamatoria de su molécula original. "
Ademas, promueve la diferenciacion de IFN-y por parte de GM-CSF estimulador
por linfocitos T CD4" cooperadores, mejorando asi la respuesta inmune celular al

ser administrado conjuntamente con antigenos.

Una variante del MLA, es el Glucopiranosil lipido A (GLA), el cual es un
derivado de lipido A sintético compuesto por un esqueleto de disacarido, un unico
grupo fosfato y seis cadenas acilo C14. En un estudio realizado por Coler y
colaboradores se compararon los efectos del monofosforil lipido A (MLA) vy
Glucopiranosil lipido A (GLA).” La estimulacion con los adyuvantes MLA y GLA a
través del receptor TLR-4 aumenta sustancialmente la magnitud y funcionalidad de
las respuestas por mecanismos dependientes de MyD88 y TRIF. " Generalmente
la superposicion de los eventos de sefalizacion de MyD88 y TRIF puede causar
efectos inflamatorios nocivos, asi como producir una potente respuesta inmune
adaptativa.”® Sin embargo, mientras los LPS desencadenan una inflamacién
excesiva, el GLA genera una respuesta segura, efectiva y no toxica.>

Segun los resultados del estudio se reporté que el GLA fue en general
mas potente en comparacion al MLA cuando se probo en células mononucleares
de sangre periférica (PBMC, por sus siglas en inglés) humanas y células
dendriticas. GLA promueve la produccion de IFN-y por parte de los linfocitos T
CD4" dirigiendo las respuestas hacia un perfil tipo TH1, requerido para la
proteccion efectiva contra patdégenos intracelulares. La adicion de GLA como
adyuvante incrementa la produccion de IL-6, citocina esencial para la
diferenciacion de linfocitos T citotdxicos. La IL-6 estimula la produccion de
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granzima B y reduce la expresion de la molécula inhibidora PD1 (Program-Death
1, por sus siglas en ingles) en la superficie de los linfocitos T CD8". Asimismo, el
GLA mejora la inmunogenicidad al ser coadministrado en antigenos
recombinantes, produciendo una fuerte respuesta TH1.
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IV. HIPOTESIS
La adicion de adyuvantes GLA-SE y E6020-SE potencia la respuesta inmune

inducida por la vacuna terapéutica de proteina recombinante TSA-1 y es capaz de

controlar la infeccién experimental con T. cruzi en ratones BALB/c.
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V. OBJETIVO GENERAL:

Determinar la eficiencia del uso de los adyuvantes GLA-SE y EG6020-SE en
conjunto con la vacuna terapéutica TSA-1r ante una infeccidn experimental con T.

cruzi en ratones BALB/c.

VII.1. Objetivos especificos

+ Evaluar el efecto de los adyuvantes GLA-SE y E6020-SE sobre la eficiencia
conferida por la administracion de la proteina TSA-1r a través de la
cuantificacion de la parasitemia, supervivencia, carga parasitaria cardiaca y
analisis histopatoldgico.

« Evaluar el efecto de los adyuvantes GLA-SE y E6020-SE sobre la
respuesta inmune humoral inducida por la administracién de la proteina
TSA-1r a través de la determinacion de niveles de anticuerpos IgG total,
lgG1 e IgG2.

« Evaluar el efecto de los adyuvantes GLA-SE y E6020-SE sobre la
respuesta inmune celular inducida por la administracion de la proteina TSA-
1r a través de la determinacion de los porcentajes de linfocitos T CD4™ y T
CD8" productores de IFN-y e IL-4.
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VI. MATERIALES Y METODOS:

VI.1. Tipo y diseio de estudio
De acuerdo al periodo en que se capta informacion = Prospectivo.
De acuerdo a la evolucion del fendmeno estudiado = Longitudinal.

De acuerdo a la interferencia del investigador =» Experimental.

VI1.2. Universo y muestra
El universo se compone por ratones BALB/c, la muestra experimental
corresponde a cuarenta y dos ratones BALB/c adquiridos de la empresa Harlan

Inc. Cada grupo experimental esta conformado por siete ratones.

V1.3. Definicién de las variables y escala de medicion

Cuadro 7. Definicidon de variables a medir.

Variable. Definicién Tipo. Escala de Fuente.
operacional. medicion.
Sobrevivencia. Ratones Ordinal. Cuantitativa. % de ratones
sobrevivientes sobrevivientes.
durante el
tratamiento.
Parasitemia. Parasitos Ordinal. Cuantitativa. Parasitos/ml.
presentes en (Céamara de
torrente Neubauer)
sanguineo.
Carga parasitaria | Parasitos que se Ordinal. Cuantitativa. Numero de copias de
cardiaca. encuentran ADN de T. cruzi por 50
(Cuantificacion presentes en el ng de ADN.
de ADN). tejido del (Programa
corazon. EcoSoftware)
IgG total. Anticuerpos Ordinal. Cuantitativa. Densidad optica
totales presentes (ELISA).
en el suero de
los ratones.
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IgG1 e IgG2a. Isotipos de Ordinal. Cuantitativa. Densidad optica
anticuerpos (ELISA).
presentes en el
suero de los
ratones.
Linfocitos T CD4" | Linfocitos T CD4" Ordinal. Cuantitativa. Porcentaje de células
productores de presentes en positivas.
IFN-y / IL-4. bazo (Citometria de flujo)
Linfocitos T CD8" | Linfocitos T CD8" Ordinal. Cuantitativa. Porcentaje de células
productores de presentes en positivas.
IFN-y / IL-4. bazo. (Citometria de flujo)

VI1.4. Criterios de inclusién, exclusion y eliminacion

Cuadro 8. Definicion de criterios de inclusion, exclusién y eliminacién en los grupos

experimentales.

CRITERIOS DE CRITERIOS DE EXCLUSION. CRITERIOS DE
INCLUSION. ELIMINACION.
Ratones BALB/c Ratones enfermos. Ratones que no desarrollaron
hembras. la infeccidn experimental.

6 a 8 semanas de edad. | Ratones que presenten alguna anomalia Ratones no infectados.

no propia de su especie o cepa.

Peso de 19 a 25 g.

VL.5. Fuentes y recoleccion de la informacion

-Fuentes primarias: Articulos cientificos, estudios previos del grupo de
investigacion.

-Fuentes secundarias: Revisiones cientificas, libros.

37




VI.6. Diagrama de flujo
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Dia 7 Primera inmunizacién
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v
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Obtencidn de células de
bazo.
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Cuantificacion de
poblacién de linfocitos
CD4+ y CD8+ productores
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(Citometria de flujo)
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1gG2a

(ELISA indirecta)
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Figura 5. Diagrama del disefio experimental y la metodologia utilizada en el presente estudio.

VIL.7. Obtencion de la proteina TSA-1r

La proteina TSA-1r fue proporcionada por el departamento de
Biotecnologia y Bioingenieria del Centro de Investigacion y de Estudios
Avanzados del Instituto Politécnico Nacional de México y fue obtenida por medio
de un sistema de expresion utilizando la cepa BL21 de la bacteria Escherichia coli,
el vector de expresion pET41a y un promotor inducible (IPTG), posteriormente la
proteina fue purificada por medio de la técnica de cromatografia de afinidad con
metales inmovilizados (IMAC, por sus siglas en ingles); TSA-1r esta constituida

por 596 aminoacidos y un peso molecular de 65.7 kDa.

Con el fin de evitar la degradacion durante su transporte la proteina
fue resuspendida en una solucidn de glicerol y azida de sodio, por lo tanto para el
uso en ensayos fue necesario realizar una dialisis de la proteina para eliminar
éstas sustancias y asi purificarla. Para la dialisis se colocé 3.75mg de la proteina
recombinante TSA-1 dentro de una membrana de celulosa (cuyo tamafio de poro
fue de 8 kDa) en medio acuoso conformado por amortiguador regulador (Tris-HCI
pH 8.0 20 mM, NaCl 20 mM) a 4°C; se realizaron cambios de solucion de buffer
cada 4 horas durante 12 horas. Posteriormente se centrifugo la muestra a 400 x g
por 12 minutos y se recupero el sobrenadante para almacenarlo en alicuotas de
50 L a -20°C.

Con la finalidad de evaluar la integridad de la proteina recombinante
ya dializada, se realizé una electroforesis en gel de poliacrilamida al 10% vy tefiido
con azul de Coomassie. Se us6 como control positivo una muestra de proteina
recombinante TSA-1 de un experimento anterior y como control negativo una
muestra de agua desionizada. Posteriormente, se evalud la concentracidon de la

proteina mediante el método de Bradford, comparando la concentracion de la
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proteina con una curva estandar de albumina sérica bovina, la cual contenia

valores de 2 a 0 mg de proteina / mL de solucion.

V1.8. Formulacion de los candidatos a vacuna

Para la formulacion de las vacunas fueron utilizados los adyuvantes
E6020-SE (ESAI, Japdn) y Glucopiranosil lipido A (GLA-SE, IDRI, Seattle, WA), en
combinacion con la proteina recombinante TSA-1 de T. cruzi. La formulacion de

las vacunas se muestra en el cuadro 9.

Cuadro 9. Formulacién de los candidatos a vacuna.

Grupos Antigeno GLA-SE E6020-SE Blank SE Solucién
experimentales TSA-1r salina
Control |  —— | - | e | 50 pL
(solucion salina)
TSA-1r* 20 | - e e cbp
50 uL
GLA-SE** | = - S5pug | - | - cbp
50 uL
E6020-SE* | = -—— | - 5 ug 20 ug cbp
50 uL
TSA-1r 20 ug S5pug | - | - cbp
+ 50 uL
GLA-SE
TSA-1r 20pyg | - 5 ug 20 ug cbp
+ 50 uL
E6020-SE

cbp: cuanto baste para. *La dosis de la proteina recombinante utilizada fue la propuesta por Taibi y
cols.”” **La dosis de los adyuvantes corresponde a la utilizada por Hovav y cols.”®

SE: Soluciéon en escualeno, es un hidrocarburo poli-insaturado, extraido a partir de aceite de
higado de tiburén. Las emulsiones de escualeno mejoran la respuesta inmunitaria, ya que ayudan

a promover la interaccion de los antigenos hacia las CPA. 7
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V1.9. Modelo animal

Se usaron ratones (Mus musculus) hembra de la cepa BALB/c, de 6-8
semanas de edad, y de 19-25 g provenientes del “Centro UNAM-Harlan de
Produccion de Animales de Laboratorio”. Estos ratones se caracterizan por ser

una cepa consanguinea y ser susceptibles a la infeccion por el parasito T. cruzi. &
V1.9.1 Manipulacion y cuidado de los animales

Una vez que los animales fueron recibidos en el Laboratorio de
Parasitologia del Centro de Investigaciones Regionales Dr. Hideyo Noguchi fueron
asignados aleatoriamente a los grupos experimentales y marcados por la técnica
de muescas en las orejas para su individualizacion. Se mantuvieron en un periodo
de aclimatacion durante 4 semanas con el fin de adaptarse al ambiente del
bioterio. Los animales fueron mantenidos en jaulas de 15 x 50cm de largo y 35cm
de ancho a temperatura 24 +/- 2°C evitando ruidos mayores a 85 decibeles.
Diariamente se les proporcioné agua y alimento de ratéon (LabDiet ®) previamente
esterilizado por U.V, asi mismo cada quinto dia se realiz6 cambio de viruta estéril
y periodicamente se les asignaba enriquecimiento ambiental (tubos de carton y
papel sin olor previamente esterilizado via U.V.) con el fin de reducir su estrés

ocasionado por la manipulacion durante el experimento.

V1.10. Modelo de eficacia y respuesta inmune

La eficacia conferida por el candidato a vacuna se evaluo a través de
la cuantificacion de la parasitémia, sobrevivencia, carga parasitaria cardiaca y

analisis histopatoldgico.

Para evaluar la respuesta inmune se determinaron los niveles de
anticuerpos IgG total e isotipos 1gG1 e 1gG2a y determinacion de porcentaje de
linfocitos T CD4" y T CD8" productores de IFN-y e IL-4.
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VI1.11. Infeccion e inmunizacion

La infeccion fue realizada via intraperitoneal (i.p.), cada animal fue
infectado con 500 tripomastigotes sanguineos de T. cruzi de la cepa H1, obtenida
de un paciente infectado del estado de Yucatan y mantenida en el cepario del
Laboratorio de Parasitologia. Una semana después los ratones fueron
inmunizados en el cuadriceps via intramuscular (i.m.) con la dosis de cada una de
las formulaciones del candidato a vacuna (Cuadro 9). Se aplicé un refuerzo de la

vacuna (segunda inmunizacion) 14 dias posterior a la infeccion (p.i). %

VI1.12. Cuantificacion de los parasitos en sangre periférica

A partir del décimo segundo dia posterior a la infeccion, cada tercer
dia se evaluo el desarrollo de la infeccion por medio de la determinacidon de carga
parasitaria en sangre periférica (parasitemia). Para esto, en tubos de 1.5 mL se
colocaron 490 uL de solucion salina EDTA al 0.05% (solucion anticoagulante) y se
anadio 10 yL de sangre de la parte distal de la cola de los ratones (dilucién 1:50).

Para contar el numero de parasitos presentes se colocd un
cubreobjetos en la camara de Neubauer (“Bright Line”) y en ella se aplico un
volumen de 10 pL de la solucion de sangre-EDTA; se colocé la camara en el
microscopio (40x) y se contdé unicamente los cuadrantes de las esquinas de la
reticula completa (Figura-6). 3
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Figura 6. Area de la camara de Neubauer utilizada en los conteos El conteo se realiz6 en los

cuadrantes remarcados de color rojo.
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El numero de parasitos fue calculado segun la siguiente ecuacion:

parasitos en la camara
4

Numero de parasitos/mL = * factor de diluciéon * profundidad de la cAimara.

VI1.13. Sacrificio y obtencién de suero, bazo y corazén

A 50 dias de la infeccion los ratones fueron anestesiados por medio de
inyeccion de pentobarbital sddico (40mg/kg) via i.m con el fin de sedarlos y asi
obtener sangre por medio de puncion cardiaca, la cual fue centrifugada a
3000rpm, durante 10 minutos a 37°C para poder obtener suero y alicuotarlo en
porciones de 20 pL en tubos de 0.5 mL, estos tubos fueron almacenados a -20°C
hasta su uso.>*®' Posteriormente los ratones fueron sacrificados por dislocacion
cervical para extraer el bazo y corazén por métodos quirdrgicos en condiciones

asépticas y colocados en recipientes limpios y estériles.*®
VI.14. Aislamiento de esplenocitos del ratén

Cada bazo fue colocado en un tubo Falcén de 15 mL provisto con una
malla de 125um2, el bazo fue macerado con el embolo de jeringa de 3 mL
mientras se drenaban continuamente con medio RPMI simple 1640 (piruvato de
sodio 20 uM, 2-mercaptoetanol 5 mM y glutamina 10 mM). Al terminar el macerado
se adiciono medio RPMI simple (previamente calentado a 37°C) a cada uno de los
tubos hasta obtener un volumen total de 5 mL. Los tubos fueron centrifugados a
200 x g, durante 10 minutos a 4°C. El pellet obtenido se resuspendid y se adiciono
1 mL de solucion TAC (Tris 0.17 My NH4Cl 0.16 M) esto con el fin de realizar una
lisis de eritrocitos presentes en el filtrado, se incubaron las células a 37°C durante
5 minutos. Se realizaron 3 lavados por medio de centrifugaciones a las mismas
condiciones antes mencionadas; al finalizar cada periodo de centrifugacion, se
decantaba el medio y se volvia a resuspender las células en medio RPMI simple.
Al final se resuspendieron las células en 1 mL de medio RPMI suplementado
(RPMI 1640 al 10% de suero fetal bovino adicionado con 100 U de penicilina/
100mg/mL de estreptomicina). Posteriormente se cuantificaron células viables con
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ayuda de una camara de Neubauer por medio de una dilucién 1:1000 con el

reactivo de azul de tripano al 0.04%. 3¢*

VI.15. Estimulacién ex-vivo de esplenocitos con TSA-1r

En microplacas de cultivo de 96 pozos se realizé la estimulacién de
esplenocitos con la proteina TSA-1r con el fin de activar a las células antigeno
especifico. Para esto se adicioné 100 uL de medio RPMI 1640 suplementado a
una concentraciéon de 2 x 10° esplenocitos. Las células fueron estimuladas con
100 pyL (50pg/mL) de la proteina recombinante TSA-1, 100 pyL del mitégeno
Concanavalina A (Con A) (20ug/mL) como control positivo y sin estimulacion (100
uL de RPMI) como control negativo durante 20 horas a 37°C en una atmosfera de
CO2 al 5%. A cada uno de los pozos se agregaron 2 pL de Brefeldina A (BD Golgi
Plug No. Cat. 51-2301KZ), 4 horas antes de concluido el tiempo de cultivo con el
fin de inhibir el trafico de proteinas. Todos los analisis de estimulacién se

realizaron por triplicado.

VI.16. Congelacion y almacenamiento de esplenocitos

Los esplenocitos fueron procesados de acuerdo al protocolo de BD
Cytofix/CytopermTM Fixation/Permeabilization Kit “Alternativa para la fijacion y

permeabilizacion” pagina 8. El cual se siguio de la siguiente manera:

Pasando las 22 horas de incubacion se recuperaron las células por
pipeteo, estas fueron lavadas dos veces con amortiguador PBS (NaH2PO4 10 mM,
Na2HPO4, NaCl 0.9 %) centrifugando a 400 x g por 5 minutos y eliminando el
sobrenadante, de esta manera se obtuvo un pellet el cual contenia los
esplenocitos. Se fijaron con 100 pL de paraformaldehido 4% y se almacenaron a
4°C durante 20 minutos. Posteriormente se realizaron dos lavados con

amortiguador PBS a las mismas condiciones sefaladas anteriormente y se
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resuspendieron en 0.5mL de solucion 90% Suero fetal bovino (SFB) /10% DMSO,

para finalmente almacenarlas a -80°C.

VI.17. Marcaje de células con anticuerpos anti CD3*, CD4"*, CD8", IL-4 e IFN-y

1.- Tincion de superficie (CD3*, CD4", CD8").
Se descongelaron las células y se recolectaron por pipeteo para colocarlas en

tubos de citometria de flujo, posteriormente se realizaron dos lavados con 2 mL de
amortiguador PBS. Se centrifugaron los tubos a 400 x g, durante 5 minutos a 4°C

y se decanto el sobrenadante.

Se colocaron los anticuerpos marcados con fluorocromos. Las
concentraciones para los anticuerpos anti-CD3 (BD biosciences No. Cat. 557869),
CD4 (BD biosciences No. Cat. 552775) y CD8 (BD biosciences No. Cat. 551162)

fueron sugeridas por el fabricante.

Cuadro 10: Concentraciones de marcadores usados para cada una de las muestras para adquirir

en el clitdmetro de flujo 8384,

Marcador Concentracién anadida para

cada una de las muestras.

CD3-Alexa 647 5 pg/ml
CD4-PE-Cy 7 5 pg/ml
CD8-PerCP-Cy 5.5 5 pg/ml

c.b.p. 100 pl de Amortiguador FACS

Se incubaron las muestras por 20 minutos a 4°C en oscuridad,
posteriormente se hizo un lavado con 1 mL de PBS a 400 x g, 4°C durante 5
minutos. Al final se agregé 100 pL de paraformaldehido al 4% y se dejo en

incubacion 20 minutos.>%?’
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2.-Tincién intracelular (IL-4 e IFN-y)

Se afnadio 100 uL de saponina 0.1% por 30 minutos a 4°C con el fin de
permeabilizar la membrana celular y facilitar el marcaje intracelular.
Posteriormente se lavaron las células 2 veces con 1mL de PBS, se centrifug6 a
400 x g, 4°C durante 5 minutos, se decantd el sobrenadante y se resuspendi6 el
pellet. Luego se prepararon diluciones de anticuerpos anti-IL-4 (BD biosciences
No. Cat. 554435) y anti-IFN-y (BD biosciences No. Cat. 557724) para 150

condiciones de la siguiente manera:

Cuadro 11. Concentraciones de marcadores usados para cada una de las muestras para adquirir

en el clitdmetro de flujo 8,

Marcador Concentracidon anadida para cada

una de las muestras.

IL-4 PE 5 pg/ml
IFN-y Alexa 488 5 pg/mi
c.b.p. 100 pl de Amortiguador FACS

Nuevamente se dejo en incubacion por 20 minutos a 4°C en oscuridad,
se realizaron dos lavados con 3 mL de PBS y se centrifugo a las mismas
condiciones. Posteriormente se afadid 100 uyL de paraformaldehido al 4%.
Finalmente, las células fueron resuspendidas en 200 pyL de buffer FACS para ser
adquiridas y analizadas en el citometro de flup BD FACSVerse utilizando el
software FACSuiteTM v1.0.5. 3%

VI.18. Cuantificacién de linfocitos T CD4" y T CD8" productores de INF-y e
IL-4

Con el fin de identificar poblaciones de linfocitos T CD4" y T CD8"
productoras de INF-y e IL-4 se utilizo el software FlowdJo version 8.7. Se analizaron
10,000 células por cada medicion y se reporto el porcentaje de linfocitos de cada
uno de los fenotipos analizados.
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A continuacion, se presenta la estrategia que se implementé para la
seleccion de poblaciones de linfocitos T CD4" y T CD8" productores de IFN-y e IL-
4. (Figura-7): Para cada una de las muestras se realizd una grafica tipo “dot-plot”
con el fin de separar todas las poblaciones (incluyendo linfocitos, macréfagos etc.)
de acuerdo a su tamano y granularidad (FSC-A vs SSC-A), posteriormente se
selecciond la poblacion de linfocitos (aquella poblacion que se encuentra entre
FSC-A= 100-150* '%°°y SSC-A= 50-150* "°%° (Figura-7A). Una vez ya identificada la
poblacién de linfocitos, con el fin de identificar aquellos linfocitos que son positivos
al marcador CD3 se realizd una grafica tipo “histograma de fluorescencia”,
seleccionando la poblacion CD3" (poblacion de la derecha), para separarla de
aquellas poblaciones que no tienen el marcador CD3, es decir que son CD3"
(poblacion de la izquierda) (Figura 7-B). Posteriormente con ayuda de una grafica
tipo Dot-plot graficando SSC-H vs. SSC-A se eliminaron las células que fueron
catalogadas por el FlowJo como “dobletes”, es decir células anomalas que se
encontraban unidas al momento de ser adquiridas en el citometro (Figura-7C).
Posteriormente se realizaron por separado dos histogramas de fluorescencia con
el fin de seleccionar aquellas poblaciones de linfocitos que son positivos para el
marcador CD4 y aquellos linfocitos positivos para el marcador CD8 (Figura-7D y
7E). Una vez ya seleccionadas las poblaciones de linfocitos CD4" y CD8", se
realiz6 una grafica tipo dot-plot para cada uno de los casos con el fin de identificar
el porcentaje de poblaciones de linfocitos productores de citocinas INF-y e IL-4
(Figura-7F y 7G).
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Figura 7 a) Grafica Dot-plot que muestra la poblacién de linfocitos seleccionada (poblacion
marcada) de acuerdo a su tamafo y granularidad, b) Histograma de fluorescencia para la
poblacién de linfocitos T CD3" (izquierda) y T CD3" (derecha). ¢) Seleccion de la poblacién libre de
dobletes (células con anomalias) con el fin de reducir error. d) Histograma de fluorescencia para la
poblacién de linfocitos T CD4” y T CD4". e) Histograma de fluorescencia para la poblacién de
linfocitos T CD8 y T CD8". f) Gréafica Dot-plot para el analisis de produccién de citocinas INF-y e IL-
4 por parte de los linfocitos T CD4". 7g) Gréfica Dot-plot para el andlisis de produccién de citocinas
INF-y e IL-4 por parte de los linfocitos T CD8".

V1.19. Medicién de inmunoglobulinas IgG e isotipos IgG1 e IgG2a

La determinacion de niveles de anticuerpos en el suero de los ratones
se realizd por ensayos inmunoenzimaticos (ELISA). Para la deteccién de IgG e
isotipos 1gG1 e IgG2a se utilizaron anticuerpos anti-IgG totales (Sigma Aldrich, No.
Catalogo A5153) e isotipos IgG1 e IgG2a (Sigma Aldrich, No. Catalogo
SAB3701172, No. Catalogo SAB3701179) de raton marcados con fosfatasa

alcalina. La lectura se realiz6 a 415 nm en un lector de placas de ELISA
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Microplatereader Modelo 680 (BioRad). El ensayo inmunoenzimatico tiene 5
etapas (sensibilizacién, bloqueo, adicion de la muestra, adicion del conjugado

marcado y revelado), las cuales se realizaron de la siguiente manera: ®'

1.- Sensibilizacion.

Se sensibilizé la placa de 96 pozos con 100 pl del antigeno TSA-1r (1.25 pg/mL)
en amortiguador de carbonatos (Na,CO3 0.01M, NaHCO3 0.02M, NaN3 3mM) pH
9.6. Se dejo en incubacidén toda la noche a 4°C.

2.- Bloqueo.

Se vacio la placa en papel absorbente para eliminar el exceso de buffer y se lavd
la placa con 200 yL de amortiguador de bloqueo (PBST + 1% BSA). Se dejé
incubar por 1 hora a 37 °C. Al terminar se lavo la placa agregando 300 pl de
amortiguador de lavado (PBST, el cual contiene PBS 1.5 M con Tween 20 0.1%).
Este lavado se repitidé 5 veces. Incubar a 37 °C durante 15 minutos.

3.-Adicién de la muestra.

Se afiadié 100 pl de suero diluido (1:200 para IgG Total y 1:50 para IgG1 e 1IgG2a)
en amortiguador de dilucion de muestras (PBST 0.5% + 0.3% de BSA) por

triplicado. Posteriormente se incubo durante una hora a 37 °C. Se realizaron 5

lavados con 300 pyL de amortiguador de lavado.
4.-Adicién del conjugado.

Se anadioé en cada pozo 100 pul del conjugado anti-IgG Totales (Sigma Aldrich, No.
Catalogo A5153) o subtipos (IgG1o IgG2a) Sigma Aldrich, No. Catalogo
SAB3701172, No. Catalogo SAB3701179) marcados con fosfatasa diluido 1:1000
en PBS, posteriormente se incubo por 30 minutos a 37 °C. Se hicieron 5 lavados
con 300 pl de amortiguador de lavados. Al final se lavo una vez con PBS 10X.
5.-Revelado.

Se disolvio 4 tabletas de 20mg de p-nitrofenilfosfato (pNPP) (Sigma Aldrich, No.
Catalogo S0942-200TAB) (1mg/ml) en 20 ml de Buffer de dietanolamina (pH=9.8)
y se afiadid a cada pozo 200 ul de esta solucion. Posteriormente se incubo la

placa en ausencia de luz por 30 minutos a temperatura ambiente. Para detener la
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reaccion se adiciono en cada pozo 50 ul de 3N NaOH y se leyeron las muestras a

415 nm en un lector de placas ELISA Microplatereader Modelo 680 (BioRad).**®'

VI1.20. Analisis de lesion cardiaca

Al momento del sacrificio se extrajo de manera quirurgica el corazon
de los ratones. Estos fueron divididos en dos partes, una de ellas se conservo en
congelacion a -20°C vy la otra se conservé en formaldehido al 10% para ser fijados

en parafina, tefidos con hematoxilina-eosina y analizados al microscopio.

Para la determinacion de células infiltradas en tejido cardiaco se utilizo
el objetivo de 40x, y se tomaran 5 fotografias por cada corte histologico,
posteriormente se calculé la cantidad de infiltrados celulares por mm? de tejido. La
inflamacion se cuantifico por analisis de imagen de cuatro a 10 micrografias
digitales por animal utilizando Multispec 3.5 (versidad Purdue versidad, IN 47907).
Los pixeles correspondientes a los nucleos de células inflamatorias se
cuantificaron para estimar el numero de células inflamatorias por area de fibra

muscular.>®

VI1.21. Cuantificacion de carga parasitaria de tejido cardiaco por reaccién en
cadena de la polimerasa en tiempo real (q-PCR).

Se realizd la cuantificacion de parasitos en tejido cardiaco en ratones
infectados por medio de la técnica de qPCR. Para esto fue necesario realizar la
extraccion de ADN a partir de 25 mg de tejido de corazon mediante el estuche
comercial Wizard de PROMEGA®. El ADN obtenido fue cuantificado y ajustado a
una concentracion de 50 ng/ul usando un nanodrop. Para la deteccion de la carga
parasitaria se uso la técnica de qPCR, el ADN amplificado fue detectado en un
termociclador ECO-lllumina.
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La PCR en tiempo real fue realizada utilizando la técnica descrita por
Cummings y Tarleton.®® Los primers que se emplearon fueron TCZ-F 5'-
GCTCTTGCCCACAMGGGTGC-3' y TCZ-R 5-CCAAGCAGCGGATAGTTCAGG-
3’, los cuales son especificos para T. cruzi y amplifican un fragmento de 182 pb de
la region mini satélite del parasito. Se mezclaron 10 yL de EXPRESS SYBR®
GreenERTM (Invitrogen), 50 ng de ADN total de cada muestra, 0.5 uM de primer
TCZ-F, 0.5 uyM de primer TCZ-R y agua estéril grado-PCR (PROMEGA) en un
volumen total de 20 yL. Las muestras se depositaron en el termociclador ECO-
[llumina. El programa de amplificacién se encuentra basado en cuatro fases, las

cuales se describen en la Figura-8.

Desnaturalizacion Amplificacion Fusién
95°C 95°C 95°C 95°C

3:00 0:10 . 0:15 0:15
72°C

0:08
50°C 55°C 55 +C

2:00 0:20 0:15

35 ciclos

Figura 8. Condiciones de amplificacion para la PCR cuantitativa en tiempo real.

Al final de los 5 segundos a 72°C de la fase de amplificacion, la
intensidad de fluorescencia fue medida. Cada muestra se evalué por triplicado y
en cada ciclo de amplificacion fueron incluidos tres controles negativos. Los
resultados se basaron en una curva estandar construida por 5 diluciones seriadas
de ADN de T. cruzi, a partir de 10,000 a 1 parasitos. Y posteriormente se

analizaron en el programa EcoSoftware. 868

VI1.22. Analisis estadistico

Todas las graficas y los analisis estadisticos se realizaron utilizando el
software GraphPad PRISMA® 6.0.c. Datos paramétricos se compararon usando
ANOVA vy la prueba a posteriori de Tukey, se presentan con su media y error

estandar. Datos no paramétricos se compararon usando Kruskal Wallis y la prueba
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a posteriori de Dunn, se presentan con su mediana. Para comparaciones entre 2
grupos se uso la prueba de t-student (datos paramétricos) o por Mann-Whitney
(datos no paramétricos).

VI1.23. Consideraciones éticas

El manejo de los animales se realizara de acuerdo a la normatividad
establecida en el manual de procedimientos del Comité de Bioética de la
Institucion basado en la Norma Oficial Mexicana (NOM-062-Z0O0-1999)
“Especificaciones Técnicas Para La Produccion, Cuidado Y Uso De Los Animales
De Laboratorio”.
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VIl. RESULTADOS.

VII.1 Evaluacién de la integridad de la proteina recombinante.

Antes de iniciar con los ensayos fue necesario comprobar que la
proteina TSA-1r se encontraba en condiciones Optimas. Para lo cual la proteina
recombinante se dializé de acuerdo a la metodologia mencionada anteriormente y
para corroborar que la proteina recombinante no se encontraba degradada se
realiz6 una prueba de electroforesis SDS-PAGE, de igual manera se pudo
comprobar el peso molecular (65.7 kDa, el cual corresponde al peso molecular
documentado, Figura-9). Por medio de la técnica de Bradford se concluy6 que la
concentracion de la proteina fue de 1.5mg/mL.

TSA-1r
Dializado
(control+)

TSA-1r TSA-r
Marcador No dializado  Dializado

65kDa

Figura 9. Peso molecular de la proteina TSA-1r antes y después de la dialisis. SDS-PAGE

poliacrilamida 10%. Tincién con azul de Coomassie.

VIl.2 Evaluacién de la eficiencia conferida por la inmunizacion.
Para evaluar el efecto de los adyuvantes sobre la eficiencia inducida
por la vacuna se evaluaron cuatro parametros: la parasitemia, la sobrevivencia, la

carga parasitaria cardiaca y la inflamacién del tejido cardiaco. El estudio fue
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realizado a ciego. Para esto, a cada grupo experimental se le fue asignada una
letra de la A a la F, y se conservo a resguardo el registro de identidad de los

grupos experimentales.

A partir del dia 12 p.i y hasta el dia 50, cada tercer dia se realizo el
conteo de parasitemia segun la metodologia descrita anteriormente. Al finalizar el
periodo experimental, se observé que 4 ratones no presentaron parasitos de T.
cruzi, por lo que no fueron considerados en la evaluacién de los resultados
experimentales. Es importante mencionar que 3 de estos ratones pertenecen a un

mismo grupo experimental (Control TSA-1r).

Al analizar los resultados de la parasitemia, se observd que el grupo
inmunizado con la proteina recombinante (TSA-1r) presentd la mayor cantidad de
parasitos, incluso mas que el grupo tratado con solucion salina. En los grupos
experimentales que incluyen al adyuvante GLA-SE (con y sin antigeno) se observa
una reduccion de la parasitemia (Figura-10a). Al analizar los valores de area bajo
la curva mediante ANOVA no se encontré diferencia significativa entre los grupos
experimentales. Sin embargo, se realizaron comparaciones entre grupos
experimentales mediante pruebas t-student y se encontré diferencia significativa
entre “TSA-1r vs GLA-SE” (Figura-10b, t-student P=0.0136) y “TSA-1r vs TSA-
1r+GLA-SE” (Figura-10b, t-student P=0.0155).
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Grupos experimentales.
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Figura 10. Efecto de la vacunacion terapéutica en ratones inmunizados con TSA-1r, GLA-SE o
ambos sobre: (A) cinética de la parasitemia. (B) Area bajo la curva de la parasitemia, datos

presentados como medias + SEM *Diferencia significativa (t-student, P<0.05).

Respecto a la evaluacién de la sobrevivencia, el grupo tratado con la
proteina recombinante presento solo el 25% de sobrevivencia. Por otra parte, el
grupo inmunizado con solucion salina no demostro niveles de mortalidad tan altos
como se esperaba, similarmente presento el mismo porcentaje de sobrevivencia
(85%) que el grupo formulado con el adyuvante GLA-SE. El grupo inmunizado con
“TSA-1r+GLA-SE” tuvo un porcentaje de sobrevivencia del 100%. Estos grupos
experimentales demostraron tener diferencia significativa mediante una prueba de
Mantel-Cox (Figura-11).
pot T

80+ ) i
Solucion salina

707 TSA-1r
60 —— GLA-SE
50+ TSA-1r + GLA-SE

40+
30+
20+
10+

0

% Sobrevivencia

1] L) 1) L) L) L) J L] L] L) L) L) L) L) Ll L)
0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 33 36 39 42 45 48
Dias p.i.

Figura 11. Efecto de la vacunacion terapéutica en ratones inmunizados con TSA-1r, GLA-SE o
ambos sobre la sobrevivencia. Incremento en la sobrevivencia (n=4-7) (Mantel-Cox log rank test,
P=0.0076).

Un efecto similar al de la parasitemia con los grupos inmunizados con
GLA-SE se pudo observar en los grupos formulados con E6020-SE (con y sin
antigeno), en los cuales se observa que este adyuvante tiende a reducir la
parasitemia en los ratones infectados con Trypanosoma cruzi (Figura-12a). Al
analizar los valores de area bajo la curva mediante ANOVA se encontro diferencia
significativa entre los grupos “TSA-1r vs TSA-1r+E6020-SE” y “TSA-1r vs E6020-
SE” (Figura-12b, ANOVA P=0.0265, Tukey P<0.05).
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Figura 12. Efecto de la vacunacioén terapéutica en ratones inmunizados con TSA-1r, E6020-SE o
ambos sobre: (A) Cinética de la parasitemia. (B) Area bajo la curva de la parasitemia, datos
presentados como medias + SEM *Diferencia significativa (ANOVA P=0.0265, Tukey P<0.05).

Por otro lado, en la evaluacion de la sobrevivencia, los ratones
pertenecientes a los grupos tratados con “E6020-SE” y “TSA-1r+E6020-SE”
demostraron un porcentaje de sobrevivencia del 100%. Mediante un analisis de
Mantel-Cox se encontré diferencia significativa en estos grupos experimentales
(Figura-13).

100+
90
80~
K] 70- Solucion salina
2 60- TSA-1r
2 —— E6020-SE
o 507 —— TSA-1r+ E6020-SE
8 404
w
* 304
204
10+
o

L) L] 1] L) L] L) L L L] L L L L) L) L] L)
0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 33 36 39 42 45 48
Dias p.i.

Figura 13. Efecto de la vacunacion terapéutica en ratones inmunizados con TSA-1r, E6020-SE o
ambos sobre la sobrevivencia. Incremento en la sobrevivencia (n=4-7) (Mantel-Cox log rank test,
P=0.0021)

Se compararon los niveles de densidad de células inflamatorias de
cada uno de los adyuvantes con sus respectivos controles. En la Figura-14a se
observan los niveles de densidad de células inflamatorias en los grupos tratados
con GLA-SE y sus respectivos controles. Al analizar estadisticamente estos
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grupos experimentales no se encontré diferencia significativa mediante ANOVA,
sin embargo, es evidente la tendencia en cuanto a disminucion de células
inflamatorias en los grupos tratados con el adyuvante en comparacion al control
solucion salina. El grupo tratado con la proteina recombinante tiende a presentar
mayores niveles de densidad de células inflamatorias en comparacion al grupo
inmunizado con solucion salina. En cuanto a la evaluacion de carga parasitaria en
tejido cardiaco tampoco se encontro diferencia significativa al realizar
comparaciones entre grupos mediante Kruskal-Wallis, el grupo tratado con
solucion salina posee menor carga parasitaria en comparacion al grupo control
TSA-1r. Los grupos formulados con adyuvante GLA-SE (con y sin antigeno)
poseen niveles muy bajos de carga parasitaria en tejido cardiaco. Al realizar
comparaciones mediante pruebas de Mann-Whitney se encontraron diferencias
significativas en tratamientos “TSA-1r vs GLA-SE” (Figura-14b, Mann-Whitney
P=0.0238).y TSA-1r vs TSA-1+GLA-SE” (Figura-14b, Mann-Whitney P=0.0167).
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Figura 14. Efecto de la vacunacion terapéutica en ratones inmunizados con TSA-1r, GLA-SE o
ambos sobre: (A) Inflamacion en tejido cardiaco, datos presentados como media * error estandar.
(B) Carga parasitaria cardiaca por cada 50ng de ADN, datos presentados como medianas.
*Diferencia significativa (Mann-Whitney, P<0.05).

Por otra parte, al comparar los niveles de densidad de células
inflamatorias en tejido cardiaco en grupos tratados con el adyuvante E6020-SE

(con y sin antigeno), no se encontrd diferencia significativa mediante ANOVA
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(Figura-15a), sin embargo se evidencia el hecho de que los grupos formulados con
E6020-SE tienden a disminuir la densidad de células inflamatorias en tejido
cardiaco en comparacion a solucion salina o TSA-1r, siendo el grupo “TSA-
1r+E5020-SE” el que posee los menores niveles de densidad de células
inflamatorias. En cuanto al analisis de carga parasitaria cardiaca tampoco se
encontro diferencia significativa mediante el analisis de Kruskal-Wallis. Los grupos
tratados con E6020-SE (con y sin antigeno) tienden a presentar bajos niveles
carga parasitaria en tejido cardiaco. Al realizar comparaciones entre 2 grupos
mediante pruebas de Mann-Whitney se encuentro diferencia significativa entre
“TSA-1r vs E6020-SE” (Figura-15b, Mann-Whitney P=0.0238) y “TSA-1r vs TSA-
1r+E6020-SE” (Figura-15b, Mann-Whitney P=0.0167).
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Figura 15. Efecto de la vacunacién terapéutica en ratones inmunizados con TSA-1r, E6020-SE o
ambos sobre: (A) Inflamacion en tejido cardiaco, datos presentados como media * error estandar.
(B) Carga parasitaria cardiaca por cada 50ng de ADN, datos presentados como medianas.
*Diferencia significativa (Mann-Whitney, P<0.05).

VIl.3 Efecto de la vacuna mas los adyuvantes sobre la produccién de
anticuerpos IgG total, IgG1 e IlgG2a.

Para evaluar la influencia de los adyuvantes sobre la vacuna

experimental en la respuesta inmune humoral se determinaron los niveles de
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anticuerpos IgG total e isotipos IgG1 e IgG2a antigeno especifico mediante
ensayos inmunoenzimaticos (ELISA indirecta) en los sueros de los ratones

infectados con Trypanosoma cruzi.

En la Figura-16a se presentan los niveles de anticuerpos IgG totales
antigeno especifico de los grupos experimentales adicionados con GLA-SE (con y
sin antigeno). De acuerdo a la imagen se puede observar que el grupo control
inmunizado con la proteina recombinante no presenta barra de error estandar,
esto es debido al tamafio de la muestra (n=1), sin embargo este grupo fue
graficado para fines de visualizacion. Al analizar los resultados mediante Kruskal-
Wallis se observa diferencia significativa entre el grupo de “solucion salina vs TSA-
1r+GLA-SE”, de igual manera se observa diferencia significativa entre los grupos
“GLA-SE vs TSA-1r+GLA-SE” (Kruskal-Wallis P=0.0008, Dunn: P<0.05). Al
analizar la razon de isotipos 1Gg2a/lgG1 en los grupos experimentales formulados
con GLA-SE y sus respectivos controles, se puede observar que no existe
diferencia significativa en ninguno de estos grupos (Figura-16b), aunque la
administracion del adyuvante GLA-SE tiende a aumentar la razén de isotipos
lgG2a/lgG1.
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Figura 16. Efecto de la vacunacion terapéutica sobre la respuesta inmune humoral en ratones

inmunizados con TSA-1r, GLA-SE o ambos en: (A) Niveles de anticuerpos IgG Totales antigeno
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especifico, datos presentados como medianas. *Diferencia significativa (Kruskal Wallis, P=0.0008,
prueba posteriori de Dunn, P<0.05). (B) Razén entre niveles 19G2a/lgG1, datos presentados como

medianas.

Al analizar los niveles de anticuerpos IgG totales antigeno especifico
en los grupos formulados con E6020-SE (con y sin antigeno) mediante Kruskal-
Wallis se observa diferencia significativa entre el grupo control “solucion salina vs
TSA-1r+E6020-SE” (Figura-17a Kruskal-Wallis £<0.0001, Dunn: P<0.05). El grupo
tratado con “TSA-1r+E6020-SE” demostré ser capaz de generar una mayor
cantidad de anticuerpos IgG totales antigeno especifico en comparacion a los
otros grupos experimentales. Al analizar mediante ANOVA la razén de isotipos
IGg2a/lgG1 se observo diferencia significativa entre el grupo inmunizado con
“TSA-1r+E6020-SE” respecto al control de solucion salina. (Figura-17b, ANOVA
P=0.0069, Tukey: P<0.05). Ratones inmunizados con la proteina recombinante o
con el adyuvante E6020-SE no presentan diferencias al ser comparados con el

control de solucion salina.
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Figura 17. Efecto de la vacunacién terapéutica sobre la respuesta inmune humoral en ratones
inmunizados con TSA-1r, E6020-SE o ambos en: (A) Niveles de anticuerpos IgG Totales antigeno
especifico, datos presentados como medianas (Kruskal Wallis, P<0.0001, prueba posteriori de
Dunn, P<0.05). (B) Razon entre niveles 1gG2a/lgG1, datos presentados como media + error
estandar *Diferencia significativa (ANOVA, P<0.0069, prueba a posteriori Tukey P<0.05).
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VIl.4 Efecto de los candidatos a vacuna sobre el porcentaje de linfocitos T
CD4" y T CD8" productores de IL-4 e IFN-y.

Para evaluar la influencia de los adyuvantes sobre la vacuna
experimental en la respuesta inmune celular se determiné el porcentaje de
linfocitos T CD4" y T CD8" productores de IFN-y e IL-4 a partir de esplenocitos de
los ratones de los diversos grupos experimentales. Se siguido la metodologia
descrita anteriormente para la re-estimulacién con la proteina recombinante a
diferentes condiciones (estimulo con RPMI, con la proteina recombinante, con el
mitogeno Concanavalina-A y combinacion de la proteina recombinante mas el

adyuvante, Figura-18).
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Figura 18 a). Representacion gréafica tipo histograma para cada una de las 3 condiciones de
estimulo. Cada columna corresponde a una condicién de estimulo (control negativo, proteina
recombinante TSA-1r, Concanavalina A y formulacion proteina recombinante mas adyuvante). En
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la fila superior se hizo la seleccién positiva de poblaciones de linfocitos T CD3". En la fila central e

inferior se seleccionaron a las poblaciones positivas de linfocitos T CD4"y CD8".
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Figura 18 b). Representacion de graficas tipo dot-plot para cada una de las 3 condiciones de
estimulo. Cada columna corresponde a una condicién de estimulo (control negativo, proteina
recombinante TSA-1r, Concanavalina A y formulacion proteina recombinante mas adyuvante). En
la fila superior se representa la poblacién de linfocitos T CD4", en la cual se compara el porcentaje
de IFN- y vs IL-4. De la misma manera, la fila inferior representa la poblacién de linfocitos T CD8",

en la cual se compara el porcentaje de IFN-y vs IL-4.

En la Figura-19 se observa el efecto de la respuesta inmune celular en
grupos tratados con el adyuvante GLA-SE y sus respectivos controles. Al evaluar
los grupos experimentales mediante Kruskal-Wallis no se encontré diferencia
significativa, sin embargo se notan tendencias. El grupo tratado con la proteina
recombinante indujo bajos porcentaje de linfocitos T CD4" productores de IFN-y y
linfocitos T CD8" productores de IFN-y e IL-4. El grupo inmunizado con “TSA-
1r+GLASE” indujo altos porcentajes de linfocitos T CD4" y T CD8" productores de
IL-4 e IFN-y. El grupo tratado con GLA-SE indujo porcentajes similares de
linfocitos T CD4" productores de IFN-y y linfocitos T CD8" productores de IL-4 en
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comparacion a "TSA-1r+GLASE”, asimismo fue el grupo con menor produccion de
linfocitos T CD4" productores de |L-4.
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Figura 19. Efecto de la vacunacién terapéutica sobre la respuesta inmune celular. Porcentaje de
linfocitos T CD4" y T CD8+ antigeno especifico productores de citocinas IFN-y e IL-4 en ratones

inmunizados con TSA-1r, GLA-SE o ambos. Datos presentados como medianas.

Por otra parte, al evaluar el efecto del adyuvante E6020-SE y sus
respectivos controles en la respuesta inmune celular tampoco se observaron
diferencias significativas al ser comparados mediante Kruskal-Walis, sin embargo
se observan tendencias (Figura-20). Se puede observar que el grupo solucién
salina y TSA-1r indujeron los menores porcentajes de linfocitos T CD4" y T CD8"
productores de IFN-y e IL-4. El grupo formulado con “TSA-1+E6020-SE” presenta
altos porcentajes de linfocitos T CD4" productores de IL-4 y linfocitos T CD8"
productores de IFN-y e IL-4. Grupo tratado con E6020-SE presenta los mas altos
porcentajes de linfocitos T CD4" productores de IFN-y y linfocitos T CD8"
productores de IL-4.
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Figura 20. Efecto de la vacunacién terapéutica sobre la respuesta inmune celular. Porcentaje de
linfocitos T CD4" T CD8" antigeno especifico productores de citocinas IFN-y e IL-4 en ratones

inmunizados con TSA-1r, E6020-SE o ambos. Datos presentados como medianas.
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VIIl. DISCUSION

Estudios previos han demostrado que la inmunoterapia con vacunas de
ADN a partir del antigeno TSA-1 reduce el dafo en tejido cardiaco, aumenta la
tasa de sobrevivencia y el porcentaje de linfocitos T CD4" y T CD8" en ratones
BALB/c cuando estos fueron desafiados con Trypanosoma cruzi durante periodos
agudos o crénicos.?*#%* A pesar de estos avances tan prometedores, las
vacunas de ADN aun no estan autorizadas para su uso en seres humanos.
Actualmente se opta por el desarrollo de vacunas a partir de proteina
recombinante, las cuales inducen principalmente respuestas de tipo THZ2, sin
embargo, este tipo de respuesta no es la apropiada para el control de infecciones
intracelulares.” El uso de adyuvantes agosnistas de TLR-4 es una estrategia para
potenciar la respuesta inmune hacia una via eficaz TH1.2 GLA, un lipido sintético a
partir de Salmonella Minessota y E6020 un fosfolipido sintético, ambos agonistas
de TLR-4 inducen alta produccion de citocinas proinflamatorias y disminucion de
citocinas antiinflamatorias, orientando la respuesta inmune hacia una via
TH1.2108889 F| presente estudio evalud la eficiencia terapéutica de los adyuvantes
GLA-SE y E6020-SE (candidatos a vacuna) en conjunto con el antigeno TSA-1r,

en ratones BALB/c infectados con Trypanosoma cruzi.

Al evaluar la eficacia de los candidatos a vacuna se observo que la
inmunizacidon unicamente con la proteina recombinante indujo efectos negativos
en los ratones infectados, tales como una tendencia a aumentar los niveles de
parasitemia, carga parasitaria cardiaca y densidad de células inflamatorias, a su
vez que redujo drasticamente el porcentaje de sobrevivencia, incluso en

comparacion al grupo tratado con solucién salina.

Esto puede atribuirse a que los antigenos a partir de proteinas
recombinantes favorecen respuestas de tipo TH2. Al momento de ser fagocitados
por las células presentadoras de antigeno, son capturados y procesados por el
sistema endosomal. El antigeno es degradado a péptido y este se asocia a
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moléculas del MHC clase Il. Este complejo péptido/MHC Il, es capaz de estimular
linfocitos T CD4" promoviendo su proliferacién pero no promueven la activacion de
linfocitos T CD8" favoreciendo asi la orientacion de la respuesta inmune inducida
por la infecciona hacia una via TH2. Al analizar al unico raton sobreviviente del
grupo experimental inmunizado con el antigeno recombinante se observaron altos
porcentajes de linfocitos T CD4" antigeno especificos productores de IL-4 (TH2)
en comparacion a los otros grupos experimentales, lo que sugiere que la
respuesta TH2 producida previamente por la infeccion fue exacerbada al adicionar
el antigeno recombinante. Los resultados del presente trabajo coinciden con lo
reportado por Martinez-Campos y colaboradores en cuanto al efecto provocado
por la proteina recombinante en la parasitemia y sobrevivencia.** En este estudio
ratones BALB/c fueron inmunizados con 20 pg de Tc24r y posteriormente
infectados con Trypanosoma cruzi, los resultados demuestran que Ila
administracion de la proteina recombinante no confiere proteccion debido a que se
reportaron altos niveles de parasitemia y bajo porcentaje de sobrevivencia en el

modelo murino.

Este efecto de favorecimiento de la respuesta TH2 por parte de la proteina
recombinante es inhibido al adicionar los adyuvantes GLA-SE o E6020-SE. Estos
adyuvantes, promueven la activacion de moléculas co-estimuladoras en las APC y
favorecen la orientacion de la respuesta inmune hacia una via TH1 por medio de
la produccion de citocinas proinflamatorias.’®*® Esto se puede observar en los
grupos tratados con adyuvantes en donde se presenta un patrén de disminucion
en la parasitemia, carga parasitaria y densidad de células inflamatorias en tejido
cardiaco y aumento en el porcentaje de sobrevivencia. Estos efectos tienden a
mejorarse al usar los adyuvantes en combinacion con la proteina recombinante.
Estos resultados sugieren que la adicion simultanea de la proteina recombinante y
el adyuvante favorecen la activacion selectiva de las clonas de reconocimiento de

este antigeno, pudiendo asi orientar hacia una respuesta inmune especifica.
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Nuestros resultados contrastan con lo reportado por Salgado-Jiménez y
colaboradores®, quienes utilizando la proteina recombinante TcSP y el adyuvante
incompleto de Freund lograron reducir los niveles de parasitemia en ratones
BALB/c, sin embargo obtuvieron altos porcentajes de mortalidad. Cabe mencionar
que el adyuvante de Freund promueve una respuesta inmune mixta. A diferencia
de los utilizados en este estudio que promueven preferentemente respuestas de
tipo TH1. Esto sugiere que el tipo de adyuvante es fundamental para incrementar

la eficiencia terapéutica de las vacunas basadas en antigenos recombinantes.*'

Al evaluar la respuesta inmune humoral se observé que la adicion de los
adyuvantes GLA-SE o E6020-SE de manera individual no promueven la
produccion de anticuerpos IgG totales antigeno especifico en los animales
infectados. Este efecto se debe a que los grupos experimentales al no ser
inmunizados con un antigeno especifico no existe una respuesta clonal especifica,

lo que conlleva a una disminucién en la respuesta inmune humoral.

Por otra parte, se pudo observar que la administracion de la proteina
recombinante, en conjunto con los adyuvantes, incrementa la produccién de
anticuerpos IgG totales antigeno especifico en ratones infectados. Estudios han
demostrado que al administrar adyuvantes agonistas de TLR-4 en conjunto con
antigenos promueven la activacion de una respuesta inmune especifica contra
infecciones parasitarias; la cual al inicio es principalmente de tipo humoral.”®%2
Sin embargo, la activacion en una respuesta inmune humoral, no es suficiente
para controlar el desarrollo de la infeccion, esto debido a que los anticuerpos no

pueden combatir eficientemente a los parasitos intracelulares.

Al analizar los niveles de isotipos, se observa que, tanto el adyuvante GLA-
SE como E6020-SE tienden a aumentar la proporcion de los anticuerpos IgG2a
cuando son administrados solos o en combinacién con TSA-1r, sin embargo, este

incremento no alcanza a ser significativo al comparar “TSA-1r+GLA-SE” vs
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solucion salina. Estudios previos reportados por Salgado-Jiménez y colaboradores
demostraron que el uso de algunos tipos de proteinas recombinantes potencia la
respuesta inmune humoral por medio de altos niveles de anticuerpos antigeno
especifico.®’ Sin embargo, este tipo de respuesta observada fue mixta (TH1-TH2),
ya que también se indujeron altos niveles de isotipos IgG1 e IgG2a; estos
resultados coinciden con lo reportado en el presente trabajo en cuanto a la
similitud al expresar niveles de anticuerpos IgG totales antigeno especifico y a la
induccion de la respuesta inmune mixta TH1-TH2 mediada por isotipos I1gG1 e
lgG2a al evaluar el adyuvante GLA-SE. Por otra parte, el grupo formulado con
“TSA-1r+E6020-SE” tiene un efecto significativamente mayor en la induccion de
anticuerpos 1gG2a al compararse con solucién salina. Estos resultados
demuestran que la adicion del adyuvante E6020-SE a la proteina recombinante
promueve un incremento en la respuesta inmune orientandola hacia una via TH1.
Los resultados del presente trabajo coinciden con lo reportado por Martinez-
Campos y colaboradores*® en donde la formulacion de Tc24r y el adyuvante MLA
elevan titulos de anticuerpos 1gG2a antigeno especifico en comparacion a los
grupos controles, orientando la respuesta hacia una via TH1.

Al evaluar la respuesta inmune celular se pudo observar que la
administracion solamente de la proteina recombinante no parece inducir la
proliferacion de poblaciones celulares linfocitos T CD4" o T CD8" antigeno
especifico. Estos resultados, conjuntamente con los bajos niveles de anticuerpos
antigeno especifico obtenidos en el grupo de TSA-1r justifican el porqué del bajo
porcentaje de sobrevivencia en este grupo experimental. Por otra parte, la
combinacion del antigeno recombinante con los adyuvantes no favorecio un
incremento significativo de poblaciones de linfocitos T CD4" o T CD8" productoras
de IL-4 e IFN-y. Sin embargo, se observaron tendencias en el grupo tratado con
“TSA-1r+GLA-SE”, el cual induce altos niveles de linfocitos T CD4" productores de
IL-4, asi como de linfocitos T CD8" productores de IFN-y; por otra parte, el grupo
tratado con “TSA-1+E6020-SE” tiende a inducir altos niveles de linfocitos T CD4"
productores de IL-4 y T CD8" productores de IL-4 e IFN-y.
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La produccién de IL-4 por parte de los linfocitos T favorece la
activacion de células B induciendo su diferenciacion a células plasmaticas, las
cuales producen anticuerpos especificos de antigeno. Sin embargo esta citocina
se relaciona con la respuesta evasiva por parte del parasito protozoario, por lo que
en mayores concentraciones puede obstaculizar la respuesta inmune.?® Este
incremento de IL-4 reduce el desarrollo de una respuesta celular y eficiencia de los
candidatos a vacuna, tal como se observa con los grupos experimentales “TSA-
1r+GLA-SE” y “TSA-1r+E6020-SE”. Por otra parte, se sabe que la produccion de
IFN-y promueve la activacion de mecanismos de citotoxicidad por parte de los
linfocitos T CD8*.3%3! Estudios previos han demostrado que el aumento de IFN-y
puede colaborar para la adecuada produccion de anticuerpos IgG2a y en la
activacion de linfocitos T CD8" citotéxicos.'®?! Las linfocitos T CD8" reconocen
antigenos procesados via proteosoma asociados a moléculas del MHC de clase |I.
Esta activacion de los linfocitos T CD8" induce su diferenciacion hacia células T
citotoxicas (CTL), las cuales por medio de liberacion de perforinas y granzimas
eliminan células infectadas.?>*® Grupos tratados con “TSA-1r+GLA-SE” y “TSA-
1r+E6020-SE” indujeron los niveles mas altos de porcentaje de linfocitos T CD8"
productores de IFN-y, este hecho pudo favorecer el incremento de anticuerpos IgG
totales antigeno especifico por parte de estos grupos experimentales,
favoreciendo asi sobrevivencia de los ratones. La induccién de poblaciones de
linfocitos T CD8" ya sea productor de IFN-y o IL-4 por parte del grupo “TSA-
1+E6020-SE” favorecio la respuesta TH1, esto se pudo observar al analizar la alta
produccion de anticuerpos IgG2a y la sobrevivencia del modelo murino.

Experimentos en modelos murinos han demostrado que la activacion
de la respuesta inmune mediada por linfocitos T CD4" y T CD8" es necesaria para
proteger contra el establecimiento de la infeccion por T. cruzi. Esto ha sido
demostrado por la elevada susceptibilidad de ratones deficientes de p2-

microglobulina y MHC clase | y 11.%%%
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En el presente estudio, los grupos tratados con la proteina
recombinante en combinacion con los adyuvantes demostraron tendencias en las
cuales aumenta la eficacia terapéutica de estos candidatos a vacuna, evidenciado
por la disminucion de los niveles de parasitemia, carga parasitaria cardiaca,
densidad de células inflamatorias y aumento en la sobrevivencia. A pesar de que
estos resultados no fueron significativos al ser comparados con solucion salina,
hubo aumento en la respuesta inmune humoral por medio de altos niveles de
anticuerpos IgG totales antigeno especifico y una tendencia a aumentar la
respuesta inmune celular por medio del incremento de IFN-y. Lo cual sugiere que
la presencia del antigeno mas los adyuvantes es indispensable para promover la
eficiencia de la vacuna, aumento de la respuesta humoral antigeno-especifica y

produccion de IFN-y en esplenocitos estimulados con el antigeno.
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IX CONCLUSIONES

* El uso de TSA-1r con fines terapéuticos genera efectos negativos en el

control del proceso infeccioso.

* La adicion de los adyuvantes GLA-SE o E6020-SE al antigeno TSA-1r
anula el efecto negativo provocado por este, evitando un incremento en la
parasitemia y la carga parasitaria cardiaca. Asi como, permitiendo una

mayor sobrevivencia de los ratones infectados.

* El uso de TSA1-1r conjuntamente con los adyuvantes favorece la activacion

de una respuesta inmune antigeno especifica.

* La aplicacion terapéutica de TSA-1r y E6020-SE a ratones infectados con T

cruzi provoca que la respuesta inmune inducida se oriente hacia TH1.
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X PERSPECTIVAS

Debido a que se observd una tendencia a mejorar el efecto terapéutico
en los grupos tratados con los adyuvantes y TSA-1r, es recomendable realizar
estudios que permitan determinar si la activacion de la respuesta inmune antigeno
especifica generada favorece el control de la infeccion en la fase crénica de la

enfermedad.

Es importante realizar estudios que permitan evaluar la eficacia de los
adyuvantes GLA y E6020 a diferentes dosis y en combinacion con otros nuevos

antigenos candidatos a vacunas contra la infeccion provocada por T. cruzi.

Los candidatos a vacuna “TSA-1r+GLA-SE” y “TSA-1r+E6020-SE”
podrian ser evaluados como componentes de estrategias terapéuticas en las que
se administren con algunos de los farmacos antitripanosomales convencionales,
como por ejemplo el Benznidazol, de esta manera es factible una reduccion de la
dosis del farmaco y por lo tanto una disminucion de los efectos toxicos en los
pacientes.
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