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RESUMEN

El parasito protozoario Trypanosoma cruzi es el agente causal de la enfermedad de
Chagas, la cual afecta a casi 10 millones de personas, y mas de 80 millones de
personas estdn en riesgo de infeccion, principalmente en América Latina. La
quimioterapia es de uso restringido debido a la alta toxicidad y pobre eficacia de las
drogas disponibles. Actualmente no existe una vacuna 100% efectiva ya que una
variedad limitada de antigenos de T. cruzi han sido evaluados. Por lo tanto, la
identificacion de nuevos antigenos que tengan un potencial prometedor como
candidatos a vacuna es necesaria. Ha sido reportado previamente que las proteinas de
superficie son buenos antigenos generando una respuesta inmune considerablemente
protectora sugiriendo su utilidad como candidatos a vacunas, es por ello que en este
estudio se trabajo con este tipo de proteinas. En este estudio se adopto el enfoque de
vacunologia reversa para identificar candidatos a vacuna contra Trypanosoma cruzi. El
proteoma completo (11109 ORF) fue analizado para la seleccion de proteinas de
membrana mediante la prediccion de hélices transmembranales obteniéndose un
24.7% (2752 proteinas) que poseen hélices transmembranales, posterior a esto se
seleccionaron proteinas que poseian un dominio cinasa o con repetidos en Tandem
(RT) en la secuencia, se obtuvieron 595 con dominio cinasa y 160 con RT, de estas se
realiz6 la busqueda de EST para determinar la expresion estadio especifica de cada
una y posteriormente se determind la localizacion subcelular mediante los predictores
ESLpred, SLPFA, EuLoc, CELLO y ngLOC, se seleccionaron 9 genes con dominio
cinasa y 33 con RT de membrana plasméatica. Se ha visto que la respuesta inmune
protectora a la infeccion por T. cruzi es caracterizada por la producciéon de de
anticuerpos liticos y por la activacién de células CD8+ T por lo tanto se realizé la
identificacion de epitopos para linfocitos B y T citotdéxicos con los programas LEPS y
CTLPred respectivamente y se redujo la lista a 3 proteinas de la familia cinasa vy tres
con RT que se expresan una en cada estadio del parasito en ambos grupos. De estas
6 proteinas 5 de ellas fueron amplificadas para obtener lo genes (TcKM2, TcKWS,
TcKF6 de la familia cinasa y tres con RT TcRM3 y TcRL9) que fueron expresadas
correctamente en el vector TOPO, dos de ellas (TcKF6 y TcRM3) fueron purificadas y
analizadas para determinar su potencial como vacuna en un modelo murino. Se
comprobd mediante inmunofluorescencias que estas proteinas TcKF6 y TCRM3 se
expresan en membrana plasmatica de los diferentes estadios del parasito y que son
inmunogénicos ya que promueven la produccidbn de anticuerpos cuando son
inmunizadas. Por otro lado la inmunizacion de la proteina TcKF6 promueve la
disminucion de la parasitemia y aumenta la sobrevivencia en ratones infectados al
comparar con los grupos controles, dichas propiedades son conocidas por
correlacionar con el control de la infeccion por T. cruzi. Tomando juntos los
resultados de este trabajo validan la aplicabilidad de la bioinformatica en la
identificacion de proteinas de T. cruzi asociadas a membrana que son potenciales
candidatos a vacuna.



ABSTRACT

The protozoan parasite Trypanosoma cruzi is the aetiological agent of Chagas disease,
which affects nearly 10 million people, and 80 million more are at risk of infection in Latin
America mainly. Chemotherapy is of limited use due to high toxicity and poor efficacy of
available drugs. Currently there is no vaccine 100% effective due to a limited range of T.
cruzi antigens that have been evaluated. Therefore, the identification of new antigens
with potential as vaccine candidates is required. It has previously been reported that
surface proteins are good antigens that generate a significantly protective immune
response, suggesting its utility as vaccine candidates, that is why this kind of proteins
were selected in this study, in which the reverse vaccinology approach was adopted to
identify vaccine candidates against T. cruzi. In this study the reverse vaccinology
approach was adopted to identify vaccine candidates against T. cruzi. The complete
proteome (11109 proteins) was analyzed for the selection of membrane protein -24.7%
(2752 proteins), after this, proteins that possessed a kinase domain (595) or tandemly
repeated amino acids (160) (TRs) were selected. In these proteins, EST search was
performed to determine the parasite stage specific expression, and then subsequently
subcellular localization was determined; in this way 9 genes with kinase domain and 33
with TRs were selected. It has been found that the protective immune response to T.
cruzi infection is characterized by the production of lytic antibodies and activation of CD8
+ T cells. Therefore identifying epitopes for B and T cytotoxic lymphocytes was
performed in the selected proteins. Finally three proteins from the kinase family and
three with TRs, each expressed at different stage of the parasite in both groups, were
chosen for further study. Five out of six genes were amplified by PCR assays (TcKM2,
TcKW8, TcKF6 from kinase family and TcRM3 and TcRL9 with RT), and then two of
these genes were expressed correctly and the recombinant proteins were purified
(rTcKF6 y rTcRM3) and analyzed to determine their potential as a vaccine in a murine
model. It was verified by indirect immunofluorescence assays that the native proteins
(TcRM3 and TcKF6) are expressed in plasma membrane of the different stages of the
parasite, and that both of them are immunogenic. Furthermore immunization with
rTcKF6 increases survival in infected mice when compared to control groups. The above
results validate the applicability of bioinformatics in identifying membrane proteins of T.

cruzi that are potential vaccine candidates.



I. INTRODUCCION

Trypanosoma cruzi es un parasito protozoario que infecta varios mamiferos
incluyendo al hombre, donde es el agente causante de la enfermedad de Chagas o
Tripanosiamiasis americana (Chagas, 1909). La enfermedad de Chagas es un
problema importante de salud publica, ya que afecta a casi 10 millones de personas y
mas de 80 millones estan en riesgo de infeccion, principalmente en América latina
donde es endémica. Sin embargo las migraciones internacionales estan haciendo que
la enfermedad sea cada vez mas frecuente también en paises no endémicos. Es una
de las enfermedades tropicales mas desatendidas y esta frecuentemente asociada a la
pobreza y la marginacion en las zonas rurales, aunque se esta expandiendo a las areas
suburbanas y urbanas en muchos paises (Quijano-Hernandez y Dumontiel, 2011).
En la actualidad se reportan aproximadamente 40 mil casos nuevos por afio y el
namero de muertes anual es de 12, 500, por lo cual es la enfermedad parasitaria mas

importante en el continente (Coura y Dias, 2009).

Trypanosoma cruzi se transmite al hombre por diversos mecanismos, de los
cuales el principal y de mayor importancia epidemiolégica es la transmision a través de
las deyecciones de insectos hematéfagos infectados (transmision vectorial) (Zulantay,
2005). Los vectores naturales de T. cruzi son triatominos pertenecientes a la familia
Reduvidae y subfamilia Triatominae (Markell et al., 1990). Las principales especies
vectores son Triatoma dimidiata, Triatoma phyllosoma, Triatoma pallidipenis, Triatoma
barberi y Rodnius prolixus (McGhee y Cosgrove, 1980; Guzman-Marin, 1990). Existen
rutas secundarias de transmision que incluyen transfusién sanguinea, transplante de
organos, transmision materno-fetal y mas raramente, por la ingestiébn de sustancias
contaminadas o por la infeccion accidental en el laboratorio. De éstas, la infeccién por
transfusion sanguinea es el segundo mecanismo de transmision después de la
vectorial, debido al incremento de la migracion de personas de las zonas rurales
endémicas a zonas urbanas donde no existen los triatomidos e incluso a zonas rurales

no endémicas (Ramos-Ligonio et al., 2006).



1.1. Trypanosoma cruzi generalidades

Trypanosoma cruzi es un parasito flagelado perteneciente al Phylum Protozoa,
subphylum sarcomastigofora, superclase Mastigophorasica, clase Zoomastigophora,
orden Kinetoplastida y familia Trypanosomatidae (MacGhee y Cosgrove, 1980). En el
transcurso de su ciclo de vida, T. cruzi presenta cuatro estadios de desarrollo
conocidos como epimastigote, tripomastigote metaciclico, amastigote y tripomastigote
sanguineo, los dos primeros presentes en el vector invertebrado y los otros dos en el
hospedero vertebrado. Estos estadios se definen por su forma, posicion del kinetoplasto
con respecto al nucleo y la region por donde se origina el flagelo (Tay-Zavala et al.,
1991).

El epimastigote es fusiforme, con un flagelo que forma una membrana ondulante
pequefia, el kinetoplasto se encuentra cercano a la parte anterior del ndcleo que se
encuentra en posicion central. Este estadio es la forma replicativa no infectiva en el
vertebrado, solo se localiza en el intestino del vector invertebrado dando lugar a los
tripomastigotes metaciclicos. El tripomastigote metaciclico es flagelado, alargado con
un gran nacleo central, kinetoplasto de gran tamafio hacia la parte posterior de donde
surge un flagelo que contornea una membrana ondulante, que le confiere movimiento,
es la forma no replicativa y que penetra e infecta al hospedero. EI amastigote es de
forma redondeada de 1.5 a 4 um de diametro carece de flagelo y por lo tanto de
movimiento; tiene un gran ndcleo cerca del cual se encuentra el kinetoplasto a manera
de disco, proviene de la diferenciacion de los tripomastigotes sanguineos vy
metaciclicos, son intracelulares en el huésped vertebrado y tiene capacidad de
replicacion, por divisién binaria simple. Por ultimo, los tripomastigotes sanguineos o
promastigotes se producen por la diferenciacion de los amastigotes, son flagelados y
alargados con una membrana ondulante, el kinetoplasto es grande y esta alejado de la
parte anterior del nacleo. Este estadio se encuentra en la sangre y no tiene capacidad
para dividirse, pero si la tiene para invadir otras células en el vertebrado o pasar al

vector invertebrado (Brener 1971; Tay et al., 1991).



1.2. Ciclo de vidade Trypanosoma cruzi

El ciclo bioldgico involucra a mamiferos como los hospederos definitivos; el ciclo
se inicia cuando un triatomino se alimenta de un mamifero infectado que contiene
tripomastigotes circulantes (esta es la Unica via por la cual estos insectos pueden
infectarse ya que la transmisién transovérica no se produce), esta forma infectiva llega a
la porcion anterior del intestino del insecto transformandose en epimastigotes, estos se
dividen por fision binaria longitudinal e invaden la porcion distal del intestino en donde
se transforman en tripomastigotes metaciclicos que es la forma infectiva para los
mamiferos. El insecto vector puede ingerir varias veces su peso corporal en sangre por
lo cual al momento de alimentarse deyecta sobre la piel liberando en las heces estas
formas infectivas, lo cual puede resultar en la transmisién al entrar en contacto con las
lesiones de la picadura u otras superficies vulnerables como los conjuntivas, mucosas
nasales y orales. Una vez que los tripomastigotes metaciclicos entran al hospedero
mamifero, estos invaden las células introduciéndose en el citoplasma e inician el ciclo
intracelular el cual tiene una duracién promedio de 4 a 5 dias. Una vez dentro de las
células, los tripomastigotes se transforman en amastigotes esta reorganizacion lleva
cerca de tres horas, después los amastigotes permanecen inactivos de 20 a 35 horas e
inician replicacion por fision binaria de varias rondas con un tiempo de duplicacién de
aproximadamente 12 horas, por lo que 500 parasitos se generan a partir cada uno que
es internalizado originalmente. Después de completar el periodo replicativo los
amastigotes se diferencian en tripomastigotes sanguineos los cuales rompen la célula
hospedera liberandose al torrente sanguineo, estos pueden entonces infectar células
adyacentes, otros tejidos distantes o ser ingeridos por un triatomino completandose
asi el ciclo de vida (Burleigh y Andrews, 1995; Kirchhoff, 2011).

1.3. Mecanismos de transmision en el humano

La enfermedad de Chagas se transmite al humano y aproximadamente a 150
especies de animales domésticos (ej. Perros, gatos, cerdos) y animales salvajes (ej.
Armadillos, tlacuaches, ardillas), principalmente en forma vectorial por hemipteros

hematdéfagos Reduviidae, pertenecientes a la familia Triatominae (Rassi et al., 2010).



Desde el punto de vista de la enfermedad humana, la transmisién vectorial de T. cruzi
presenta dos categorias polares, el ciclo de transmision selvética y el ciclo de
transmision doméstico, el cual se lleva a cabo dentro de la vivienda humana y se
presentan multiples interacciones vector-reservorio-hombre que dan lugar a los

diferentes mecanismos de transmision (Pinto, 1992).

Historicamente, la transmision vectorial de T. cruzi ha sido el
mecanismo mas importante a través del cual los seres humanos se han infectado con
el el parasito, este tipo de transmision esta asociado principalmente a zonas rurales. Se
trata de un mecanismo de contacto de la piel y mucosas del hospedero con heces u
orina parasitadas con tripomastigotes metaciclicos de T. cruzi (Brener, 1972). Se han
identificado mas de 130 especies de chinches que podrian servir como vectores, de
estas Triatoma infestans, Rhodnius prolixus y Triatoma dimidiata son las tres especies
de vectores mas importantes en la transmisién de T. cruzi al hombre (Rassi et al.,
2010). Este tipo de transmision esta considerado como el principal reto para el control
de la enfermedad y a pesar de los esfuerzos que se han realizado para el control y/o

erradicacion el numero de casos por afio esta arriba de los 40,000 (OMS, 2005).

La enfermedad de Chagas puede ser transmitida al hombre por mecanismos no
vectoriales, tales como la transfusion sanguinea y transmisién vertical de madre a hijo.
El riesgo de adquisicion de la enfermedad de Chagas después de la transfusion de una
unidad de sangre de un donante infectado es inferior al 10 al 20 %, y depende de varios
factores , incluyendo la concentracion de parasitos en la sangre del donante , el
componente de la sangre transfundido y tal vez al tipo de cepa (Bern et al., 2008).
El riesgo de transmision parece ser mayor en las transfusiones de las plaguetas que
para los otros componentes de la sangre. La transmision congénita ocurre cuando los
parasitos pasan de la madre al feto y en estos casos puede producirse un aborto
espontaneo o enfermedad congénita de Chagas, la transmision congénita afecta entre
el 2-10 % de recién nacidos y este porcentaje podria ser atribuible a la cepa del
parasito, el estado inmunologico de las madres infectadas, factores placentarios y las
diferentes metodologias utilizadas para la deteccion de estos casos. Las formas de

transmision por transfusion y congénita son las principales formas de infeccion de los



seres humanos en zonas urbanas y en los paises no endémicos (Rassi et al., 2010).
La infeccion por leche materna es posible segun verificacion clinica y experimental, sin

embargo su frecuencia es excepcional (Segura et al., 1999).

La transmision también puede ocurrir a través de trasplante de d&rganos
obtenidos a partir de personas infectadas con T. cruzi (Centros para el Control y
Prevencion de Enfermedades, 2006). Presumiblemente, esto ocurre debido a que
algunas células en los oOrganos de donantes contienen las formas intracelulares
(amastigotes) que después del trasplante se transforman en tripomastigotes que
infectan los tejidos adyacentes y células en sitios distantes después de la rotura de las
células del hospedero, estableciendo asi una infeccién sistémica (Kirchhoff, 2011).

En raras ocasiones, la enfermedad de Chagas puede ser contraida por la
ingestion de alimentos (carne cruda) o liquidos contaminados con T. cruzi, la ingesta
oral generalmente se asocia con infestacion parasitaria masiva y con una alta
mortalidad. La infeccion también puede ocurrir por accidentes en laboratorios médicos
en los que se manipulan triatominos y animales infectados, cultivos de T. cruzi o
material biol6gico proveniente de enfermos graves o de animales infectados (Kirchhoff,
2011).

1.4. Fases clinicas

1.4.1. Fase aguda

La fase inicial de la enfermedad de Chagas es la fase aguda, tiene una duracién
de aproximadamente 4-8 semanas, suele ser asintomatica y cuando se presentan
sintomas estos aparecen 1-2 semanas después de la exposicibn a los triatominos
infectados o hasta un par de meses después de la transfusion de sangre infectada. Los
sintomas que suelen aparecer incluyen: fiebre prolongada, malestar general,
hepatomegalia, esplenomegalia e inflamacion de ganglios linfaticos, edema subcutaneo
(localizado o generalizada), y en el caso particular de transmision vectorial la sefial de
la puerta de entrada de T. cruzi por la piel que es el chagoma o si fue a través de la

mucosa ocular el  “Signo de Romana” (edema bipalpebral unilateral). Un



electrocardiograma (ECG) puede mostrar taquicardia sinusal, bloqueo atrioventricular
de primer grado, bajo voltaje del QRS, o cambios primarios en la onda T, una
radiografia de torax puede mostrar grados variables de cardiomegalia (Rassi et al.,
2000). Una repeticion de ECG y una radiografia de térax son fundamentales para la
deteccidon de estas anormalidades. En la infeccion congénita los sintomas mas
frecuentes en los infantes al nacimiento o a las pocas semanas son hipotonicidad,
fiebre, hepatoesplenomegalia y anemia; otros hallazgos incluyen nacimiento
prematuro y bajo peso al nacer. Las infecciones in utero estan asociadas con abortos
y placentitis. Las manifestaciones graves aunque muy poco comunes incluyen
miocarditis, meningoencefalitis, y neumonitis. Las manifestaciones de la enfermedad
aguda se resuelven espontaneamente en aproximadamente el 90% de los individuos

infectados, incluso si la infeccién no es tratada (Rassi et al., 2010).

1.4.2. Fase crénica asintomética (indeterminada)

Esta etapa se caracteriza por la ausencia de sintomas, pareciendo incluso que la
enfermedad ha desaparecido, sin embargo hay positividad para anticuerpos contra T.
cruzi en el suero, los ECG y examenes radioldgicos del torax, eséfago y colon son
normales. La presencia de parasitos circulantes es intermitente, la mayoria de las
personas pueden permanecer en esta fase de 10 a 20 afios, después de este periodo

del 10-30% desarrollan lo sintomas de la fase cronica (Marin-Neto et al., 2010).

1.4.3. Fase crbnica sintomatica (determinada)

Las manifestaciones clinicas tipicas de esta fase estan relacionados con las
implicaciones patoldgicas del corazén, el es6fago, colon, o una combinacion y estan
agrupados en tres formas principales: cardiacas, digestivas, y cardiodigestivas. Las
formas digestivas estan caracterizadas por megaeséfago que causa disfagia con
odinofagia combinada con dolor epigastrico, regurgitacion, ptialismo y desnutricién en
casos severos. Cuando se presenta el sindrome de megacolon se afecta
frecuentemente el segmento sigmoideo, recto o colon descendente o combinados

ocasionando estrefiimiento prolongado, distencion abdominal y  ocasionalmente
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obstruccion del volvulo sigmoideo o del intestino grueso. En la forma cardiaca
comunmente hay anormalidades en el sistema de conduccion, bradicardia y taquicardia,
aneurisma apical, insuficiencia cardiaca, tromboembolismo y muerte subita (Rassi et
al., 2010).

1.5. Diagnéstico

El diagndstico de la enfermedad de Chagas reviste unas -caracteristicas
especiales debido a que las técnicas empleadas para determinar la infeccion varian

segun la etapa en la que se encuentre el paciente (Murcia et al. 2007).

Diagnostico parasitologico: Durante la fase aguda de la enfermedad hay
numerosos parasitos en sangre periférica y es posible detectarlos mediante pruebas
parasitolégicas directas (OMS, 2002). La observacion mediante microscopia directa de
sangre periférica en fresco, entre portaobjetos y cubreobjetos, permite distinguir

facilmente la presencia del parasito (Vega y Nakira, 2006).

Las extensiones de sangre periférica y la gota gruesa, adecuadamente tefidas,
permiten observar las caracteristicas morfolégicas del parasito. Cuando el nivel de
parasitemia es bajo es necesario usar técnicas de concentracion, como el método de
Strout (Strout, 1962), o el microhematocrito (Freilij et al., 1983) que es el método de
eleccion para identificar la infeccion congénita debido a su mayor sensibilidad y a que
solo requiere una pequefia cantidad de sangre. Con el examen en fresco se logra
detectar parasitos en el 85% de los casos en fase aguda y con los métodos de
concentracion, ese porcentaje se eleva a mas del 95%, siempre que no hayan

transcurrido més de 30 dias desde el inicio de los sintomas (Luquetti y Rossi, 2000).

El xenodiagnéstico y el hemocultivo (disponibles solo en laboratorios
especializados) son métodos clasicos, cuya sensibilidad depende del grado de
parasitemia del paciente. En la actualidad se dispone de un xenodiagnostico artificial,
gue se puede recomendar en lugar del xenodiagndstico habitual, ya que la sensibilidad

es la misma que con el xenodiagnéstico tradicional y se evita la exposicion directa del
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paciente al triatomino. Ambos métodos, ademas de su interés diagndstico, son
herramientas de gran utilidad para el aislamiento de cepas de T. cruzi y posteriores
estudios de genética de poblaciones. Otra opcion para la deteccion de T. cruzi es la
inoculacioén en ratones, aunque se emplea fundamentalmente en investigaciéon (Murcia
et al., 2013).

Las pruebas serologicas no son Utiles en el diagnostico de la enfermedad de
Chagas en la fase aguda, aunque la deteccién de inmunoglobulina M (IgM) anti-T.
cruzi podria ser utilizada, sin embargo los ensayos de serologia para IgM no estan
estandarizados y disponibles (Kirchhoff , et al., 2011).

En la fase crénica, debido probablemente a la baja e intermitente parasitemia el
diagndstico se basa en el andlisis serolégico, el cual se basa en la determinacién de
IgG anti-T. cruzi. Se denomina convencional cuando se emplea como antigeno todo el
parasito (inmunofluorescencia indirecta [IFI]) o una mezcla compleja de antigenos de
parasito (hemoaglutinacion indirecta [HAI], ensayos inmunoenzimaticos [ELISA]). El
diagnéstico serologico es no convencional cuando los antigenos son purificados,
recombinantes o péptidos sintéticos, entre los diferentes métodos comerciales
disponibles, los mas empleados son la HAI, la IFl y los ELISA. Actualmente, no hay una
prueba que alcance el 100% de sensibilidad y especificidad, por lo que el diagnéstico
serologico de certeza se basa en la concordancia de, al menos, 2 técnicas de distinto

principio y antigeno (OMS, 2002).

En los dltimos afios, la deteccion de ADN mediante la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) se ha convertido en una alternativa; aunque su realizacién requiere
un tiempo superior al empleado en la observacién directa, es inferior al necesario para
deteccion de la presencia del parasito mediante xenodiagnoéstico y hemocultivo. Existen
numerosas dianas moleculares que permiten la deteccion especifica de T. cruzi. En
diagnéstico, los blancos mas utilizados son la regién variable del ADN del minicirculo
del kinetoplasto y la secuencia repetida de 195 pares de bases del ADN satélite. Como
ambas se encuentran representadas en un numero de copias muy similar (104 copias),

las diferencias en el limite de deteccion dependen de la optimizacién de cada reaccion.
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Sin embargo, la sensibilidad también depende del grado de parasitemia del paciente.
Un resultado positivo mediante PCR confirma la infeccion, pero un resultado negativo
no la descarta, siendo necesario realizar pruebas seroldgicas. La PCR cuantitativa en
tiempo real todavia no se utiliza mucho en el diagnostico habitual debido a que la
determinacién de la carga parasitaria es Util, principalmente, en la etapa aguda y en el

seguimiento de infecciones experimentales (Britto et al., 1993; Britto, 2009).

1.6. Tratamiento

Tratamiento antiparasitario: Los farmacos disponibles para el tratamiento
etiolégico de la enfermedad de Chagas son nifurtimox y benznidazol, cuya actividad
anti-T. cruzi fue descubierta empiricamente hace mas de 3 décadas (Jannin y Villa,
2007). El resto de farmacos, cuya utilidad es discutida para tratar la enfermedad de
Chagas aguda, como el alopurinol, el fluconazol o el itraconazol, se han estudiado en

animales de laboratorio y, en menor medida, en humanos (Mufioz et al., 2011).

En los paises de América Latina se considera al benznidazol como el farmaco
mas indicado, se trata de un medicamento no disponible en farmacia y debe tramitarse
su obtencion a través de medicacion extranjera. La dosis oral recomendada para el
benznidazol es de 5 a 7 mg/kg/dia en 2 o 3 tomas durante 60 dias en adultos. En nifios
de 1 a 10 afios se administran 10 mg/kg de peso y dia en 2 dosis durante 60 dias. En el
tratamiento con nifurtimox, la dosis diaria aconsejada para el adulto es de 8 a 10 mg/kg,
para los adolescentes es de 12,5 a 15 mg/kg y para los nifios de 1 a 10 afios es de 15 a
20 mg/kg. El farmaco se administra por via oral en 4 tomas diarias durante 90 a 120
dias (Abramowicz, 2004). Una de las limitaciones del tratamiento de la enfermedad de
Chagas es la alta tasa de efectos adversos asociada a estos farmacos, pudiendo
presentarse hasta en el 40% de los pacientes tratados con benznidazol (Carrilero et al.,

2011), y el 61% de los tratados con nifurtimox (Murcia et al., 2012).

Algunos efectos adversos del benznidazol son: neuropatia periférica, reacciones
cutaneas mas o menos severas y granulocitopenia. Los efectos secundarios habituales

del nifurtimox son: dolor abdominal, anorexia, ndusea, vomito y pérdida de peso. Las
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posibles reacciones neuroldgicas son: inquietud, desorientacion, pérdida de memoria,
insomnio, espasmos, parestesias, polineuritis y convulsiones que desaparecen al
reducir la dosis o suspender el tratamiento. El tratamiento temprano de la enfermedad
de Chagas congénita presenta una buena repuesta terapéutica, con indices de curacion
cercanos al 100%. Ambos farmacos son activos en la fase aguda, y ayudan a controlar
la enfermedad y disminuyen la probabilidad de paso a la cronicidad (De Andrade et al.,
1996; Sosa et al., 1998; Schijman et al., 2003)

Tratamiento de los sintomas digestivos: Una vez que la enfermedad ha
progresado, no existen farmacos eficaces y el tratamiento tiene como objetivo la
reduccion de los sintomas. El es6fago chagéasico puede responder a los nitratos, a la
dilatacion con balén o, en dltima instancia, a la miotomia a nivel de la union
gastroesofagica. En ambos casos, el tratamiento es paliativo, con un objetivo de
disminuir la presién del esfinter esofagico, mejorar el vaciado esofégico y el alivio de los
sintomas, como la disfagia, la odinofagia y el reflujo gastroesofagico (Ahmed, 2008;
Campos et al.,, 2009). EI tratamiento del megacolon chagasico es eminentemente

quirdrgico (Sousa y Esper, 1985).

Tratamiento de los sintomas cardiacos: La cardiopatia chagasica comparte las
indicaciones terapéuticas de otras miocardiopatias de distinto origen. Los pacientes
pueden precisar diuréticos para los sintomas congestivos. Esta indicado el bloqueo
neurohormonal con inhibidores de la enzima de conversiébn de la angiotensina,
blogueadores beta y antialdosterénicos, en funcion del grado de afectacion y la clase
funcional. El trasplante cardiaco es también una opcion terapéutica en pacientes con
insuficiencia cardiaca refractaria. Al ser muy frecuentes los fenbmenos trombaticos y
embdlicos en los pacientes con enfermedad de Chagas, en algunos casos puede ser
atil el uso de farmacos antiplaquetarios o anticoagulantes para la prevencion de los
accidentes tromboembdlicos. El deterioro del sistema de conduccion y las bradiarritmias
pueden precisar de la implantacion de marcapasos. En pacientes con arritmias
ventriculares complejas o disfuncion sistolica severa puede considerarse el implante de
un dispositivo cardioversor-desfibrilador. En caso de arritmias ventriculares frecuentes,

el antiarritmico de eleccion es la amiodarona y, asi mismo, puede considerarse la
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ablacion por radiofrecuencia del sustrato anatomico. El dolor anginoide debe ser
diferenciado del causado por una cardiopatia isquémica asociada y tratarlo en
consecuencia. A todos estos pacientes se les debe derivar a un especialista en
cardiologia y a un centro especializado en enfermedades importadas (Feitosa et al.,
2010).

1.7. Epidemiologia

La enfermedad de Chagas estuvo originalmente confinada a areas rurales
pobres de America del Sur y Centroamérica en donde el mecanismo de transmision
mas comun es a través del vector y la enfermedad aguda generalmente ocurre en
nifos menores de 12 afios (Schmunis, 2007). Esta enfermedad esta ampliamente
distribuida desde el sur de Estados Unidos hasta el norte de Chile y Argentina, se
presenta en 21 paises de Latinoamérica. La WHO estima que esta enfermedad afecta
aproximadamente de 7 a 8 millones de personas y que estan en riesgo de adquirir la
infeccion 25 millones, con 56 000 nuevos casos anuales y 12 muertes muertes/afio. De
los individuos infectados aproximadamente un 30% desarrollara alteraciones cardiacas

y hasta un 10% pueden desarrollar sintomas digestivos (WHO, 2010).

A causa de las complicaciones y muertes que ocasiona, la enfermedad de
Chagas es la parasitosis mas importante que aqueja a los paises de América Latina.
Sin embargo, la enfermedad de Chagas no solo es un problema de salud en América
Latina, ya que gracias a la actual afluencia de inmigrantes infectados con T. cruzi ha
cambiado el patron epidemiolégico, llegando a ser un problema de salud en EE. UU,
Canada y en muchas partes de Europa, asi como en Japon y Australia en donde ha

incrementado en numero de individuos infectados (Rassi et al., 2010).

1.7.1. Epidemiologia en México
Estudios seroepidemiolégicos han demostrado la presencia de anticuerpos anti-
T. cruzi en el 20% de las personas mayores de 5 afios que viven en areas rurales y

suburbanas al sur del Tropico de Cancer (Guzman, 2001).

15



Las prevalencias mas altas de casos reportados por serologia son para Oaxaca
(28.98%), Querétaro (18.99%), Jalisco (14.23%), Chiapas (12.74%), Nayarit (12.19%),
Guerrero (12.16%) y Morelos (11.21%), seguidos por los estados de Hidalgo (8.03%),
Puebla (6.14%), Veracruz (5.87%), Sinaloa (5.58%), Zacatecas (5.47%), Tabasco
(4.17%), Yucatan (3.58%) y el Distrito Federal (3.09%) siendo este ultimo porcentaje por
casos importados. El resto de los estados reportan tasas que van del 0.56% al 2.78%
(Cruz-Reyes y Pickering-Lopez, 2005).

El censo nacional del afio 2010 (Instituto Nacional de Estadistica Geografia e
informética, 2010) reporto 112.3 millones de personas en México y basado en el
porcentaje de seropositividad publicado por Cruz-Reyes y Pickering-Lépez (2006), el

estimado de el nUmero de personas afectadas en México es 5.5 millones.

1.8. Respuestainmune alainfeccion por T. cruzi

La respuesta inmune a la infecciéon por T. cruzi es compleja, y los patrones
diferenciales de las respuestas pueden ocurrir en distintos compartimentos del sistema
inmune, incluyendo la expansién de células, la produccion de citocinas, y la muerte
celular (Meis et al., 2009).

Cuando se produce la infeccion por T. cruzi, la respuesta inmune innata y
adquirida se caracterizan por el reclutamiento de células dendriticas, macrofagos,
células asesinas naturales (NK) vy linfocitos B y T, asi como la secrecién de factores
solubles (citocinas y quimiocinas) (Parodi et al., 2009). El reconocimiento del sistema
inmune a Trypanosoma cruzi depende de la activaciéon de la inmunidad innata y
adaptativa, y este parasito es capaz de regular negativamente el sistema inmune a
través de la liberacién de varias moléculas (Ouaissi et al., 2001; DosReis, 2011). Las
alteraciones inmunes relevantes en las infecciones humanas se caracterizan por
depresion inmune en la fase aguda vy patologia autoinmune en la fase cronica (Reed,
1998).
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1.8.1. Respuesta inmune innata en la infeccion por T. cruzi

El sistema inmune innato tiene capacidad para discriminar entre los agentes
propios y los de patdgenos a través de receptores de reconocimiento de patrones
(RRP), que son codificados por la linea germinal. Estos receptores reconocen patrones
moleculares asociados a patégenos (PAMP), y son moléculas conservadas y
compartidas por varios microorganismos, incluyendo T. cruzi, y son el punto de
activacion de las respuesta innata y adaptativa (Akira et al., 2006). Varios hallazgos
recientes indican que la inmunidad innata controla la activacion de la inmunidad

adaptativa (lwasaki y Medzhitov, 2010).

En el control de la infeccion por T. cruzi, las células de la inmunidad innata tiene
un papel importante en la supresion de la replicacion y propagacion del parasito en el
tejido del hospedero durante la fase aguda de la infeccion. Por ejemplo, la induccion de
mediadores pro-inflamatorios como interleucina-12 (IL-12), factor de necrosis tumoral
(TNF)-a y oxido nitrico (NO) son responsables del control de la parasitemia y mortalidad
en ratones experimentalmente infectados con T. cruzi. En la respuesta inmune a
patégenos intracelulares, la IL-12 es un mediador clave de la produccién de IFN-y a
través de la induccion del desarrollo de células Thl y la activacién de células NK
(Vespa, 1994). EI IFN-y juega un rol clave durante la infeccion de Trypanosoma cruzi,
ya que activa a los macrofagos e incrementa la produccion de oxido nitrico el cual es

citotoxtico para la forma intracelular e inhibe su desarrollo (Alvarez et al., 2011).

Los receptores tipo Toll (TLRs) muestran un patrén de expresiéon diverso en una
variedad de células y tejidos, asi como diferente localizacion subcelular, cada TLR
reconoce diferentes estructuras quimicas que estan altamente conservadas en
microorganismos y que son denominadas colectivamente como patrones moleculares
asociados a patogenos (PAMPs) (Ishii , 2008). Entre estos estan los lipidos,
carbohidratos, acidos nucleicos, y varias proteinas derivadas de bacterias, virus,
hongos, protozoos y helmintos. Las vias de sefalizacion activadas por los TLRs tienen
un importante rol en la modulacion tanto de la respuesta inmune innata como la
adquirida (Rodriguez et al., 2012). Se ha visto que los componentes derivados de T.

cruzi inducen una respuesta inflamatoria y hay evidencias de que varias de estas
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moléculas actian como agonistas de los TLRs induciendo la produccion de 6xido nitrico
(NO) y la secrecion de citocinas inflamatorias y quimiocinas por las células de defensa
(Campos et al., 2001).

En los ultimos diez afios, varios estudios han demostrado el reconocimiento de
patrones moleculares asociados a Trypanosoma cruzi por receptores miembros de la
familia TLR lo cual conduce a una respuesta inflamatoria e induccién de diversos
mecanismos efectores de la respuesta inmune adaptativa, que culmina con el control

del patégeno, aunque no se consigue su eliminacion total (Silva et al., 2011).

La primera molécula caracterizada como PAMPs de T. cruzi fue la molécula de
anclaje de glicoproteinas, el glicosilfosfatidilinositol derivado de tripomastigote (tGPI), el
cual es similar a mucina, se distribuye en la membrana de la superficie celular del
parasito, y es activador de TLR2 tanto de humano como de raton (Campos et al.,
2001). Este reconocimiento induce la sintesis de citocinas pro-inflamatorias y NO en

células de la inmunidad innata (Camargo et al., 19973, Camargo etal., 1997°).

Otro miembro de la familia GPI, purificado a partir de las formas de
epimastigotes, es el glicoinositolfosfolipido (eGIPL), cuyos residuos de lipidos (N-
lignoceroylsphinganine) inducen la activacion la via NF-kB por medio de TLR4
(Campos et al., 2001). Los anclajes GIPLs son libres y estdn presentes
abundantemente en la superficie de la membrana de todos los estadios del parasito
(Almeida y Gazzinelli, 2001, Ouaissi et al., 2002).

Mas recientemente se ha demostrado que los acidos nucleicos derivados de T.
cruzi también actian como PAMP, los cuales contienen abundantes motivos de
oligodeoxinucleotido CpG no metilados, y el RNA purificado a partir de T. cruzi
promueve la activacién en la célula huésped de la TLR9 y TLR7 respectivamente,
estimulando la respuesta de citocinas de los macréfagos y las células dendriticas
(Shoda et al.,, 2001; Caetano etal., 2011).
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Se havisto que TLR2, TLR4 y TLR9 cooperan en la activacion de la inmunidad
innata en las células del huésped conduciendo a la regulacion de la infeccion
parasitaria (Kayama y Takeda, 2010).

En la enfermedad de Chagas no se presenta una respuesta inmunoldgica
polarizada del tipo Th1/Th2, ya que tanto la produccién de IFN-y como de IL-10, que
tienen un papel antagonico (protector y deletéreo respectivamente), puede ser
simultanea e intensa en diferentes modelos (Reed et al., 1994).

Como se menciond antes, se ha observado que en el humano la resistencia a la
infeccion es mediante la sintesis de IL-2 y TNFa por macrofagos y células dendriticas,
gue activan a las células NK para producir IFN-y y favorecer el desarrollo de linfocitos Th
del perfil Thl (Hunter et al., 1996), T.cruzi puede promover la produccion de IL-10 por

las células dendriticas lo que permite su persistencia (Alba et al., 2010).

El TGF-B es un mediador de la susceptibilidad a la enfermedad en la infeccién
por T. cruzi, TGF-B puede tener un potente efecto inmunosupresor sobre las funciones
efectoras de las células T incluyendo proliferacion y produccion de citocinas (Araujo-
Jorge etal., 2012).

La IL-10 es otro candidato mediador de la inhibicion de la activacion de
macrofagos, con lo cual la IL-10 podria jugar un papel importante en la virulencia de T.
cruzi. La IL-10 es un potente inhibidor de la produccion de IFN-y el cual media la
muerte de los parasitos a través de las células T asi como de células NK. Por lo tanto,
IL-10 media la susceptibilidad a la enfermedad en la fase aguda de la enfermedad a
través de de la disminucion en la produccién de IFN-y asi como de IL-12, que es
necesaria en pequefias cantidades para el desarrollo de la repuesta protectora Thl, sin
embargo el exceso en la produccion de esta citocina estd asociada con el incremento
en la produccion de IL-10 (Reed, 1998).

El mecanismo clasico propuesto que ocurre en la fase aguda de la infeccion por

T. cruzi, involucra la activacion de la sintesis de IL-12 por los macrofagos, lo cual
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provoca la sintesis de IFN-y por las células NK que a su vez aumenta la IL-2 y la
sintesis de TNFa, asi como la produccion de NO por macrofagos y monocitos que
contribuyen la eliminacion del parésito (Camargo et al., 1997). Las células NK estan
asociadas mas con la respuesta aguda tardia siendo una fuente importante de IFN-y

antes del desarrollo de la inmunidad medida por células T (Sathler-Avelar et al., 2003).

1.8.2. Respuesta inmune adquirida

1.8.2.1 Respuesta inmune celular

A pesar de la pronta respuesta protectora ejercida por las células NK y
macrofagos, diversos estudios han mostrado la necesidad de las células TCD4" vy
TCD8" en el control de la parasitemia y en la sobrevivencia de la infeccién aguda
(Tarleton, 1995).

Los linfocitos T CD4" participan en el control de T. cruzi a través de la secrecion
de citocinas tipo Thl (IL-2 e IFN-y), y pueden estimular la activacion de linfocitos T
CD8" citotoxicos, los cuales apareceran como la proteccion sistémica central contra la
infeccion de T. cruzi (Padilla et al., 2009; Parodi et al.,, 2009). La actividad de las
células CD4" amplifica la actividad fagocitica de macrofagos, estimula la proliferacion de
células B y por lo tanto de anticuerpos asi como el incremento en la respuesta de las
células T CD8" (Brener y Gazzinell, 1997). La polarizacion de la respuesta inmune
en Th1/Th2 en funcion de los patrones de citocinas que producen las células CD4" es
una caracteristica importante de la infeccion croénica, la cual parece resultar en el

antagonismo ejercido por el IFN--y e IL-10 (Mosmann TR y Sad, 1996).

Las células T CD8" contribuyen al control de T. cruzi, actuando indirectamente
mediante la secrecion de IFN-y para activar macrofagos y directamente a través de la
produccion de perforina y su concomitante actividad citotoxica (de Alencar et al., 2009).
La funcién de este grupo de células no se restringe a la fase aguda de la infeccion, ya
gue se ha visto que la carencia de estas en la fase cronica resulta en el incremento de
la carga parasitaria y quizas paradéjimente en el incremento de la inflamacion (Martin y

Tarleton, 2004).
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Hay un consenso cada vez mayor de que la respuesta inmune protectora contra
T. cruzi requiere la activacion de células T CD8", mientras que los anticuerpos pueden

jugar un rol secundario (Dumonteil y Quijano-Hernandez, 2011).

1.8.2.2 Respuesta inmune humoral

La fase aguda de la enfermedad de Chagas se caracteriza por una activacion
policlonal de células B, con un incremento notorio de todos los subtipos de
inmunoglobulinas. Se ha observado en el modelo murino que hay una activaciéon
preferente de los isotipos 1gG2a e IgG2b (-Ortiz et al., 1980; Ortiz D' Imperio-Lima et
al., 1985; Minoprio et al., 1986; Garcia etal., 1997).

En las respuestas antiparasitarias inespecificas intervienen todas las subclases
de isotipos, las respuestas inespecificas, principalmente las correspondientes a
autoanticuerpos naturales, se limitan a la subclase IgG2a (Spinella et al., 1992;
Minoprio et al.,, 1988).

No se conoce el papel de la respuesta inespecifica, pero se cree que la
activacion policlonal de células B podria contribuir a la inmunosupresién inicial que
acompafia a la fase aguda de la infeccion. Los principales mecanismos del sistema
inmune para el control del parasito son a través de la activacibn de macréfagos y
anticuerpos anti-T. cruzi. Los anticuerpos no solo estan involucrados en la resistencia a
la infeccion por T. cruzi mediante el proceso de opsonizacion si no a través de la
destruccion inducida por el complemento (Kierszenbaum y Howard, 1976; Krettli y
Brener, 1976; Almeida et al., 1991).

La produccion de diferentes subclases de isotipos de IgG se regula por distintas
citocinas. Las citocinas Thl como IFN-y es responsable de la produccion de 1gG2, las
citocinas Th2 como IL-4 e IL-10 estimulan la produccion de IgG1 e IgG3 ( Briére et al.,

1994; Kawano y Yata, 1994). La IgG1 media la lisis por la union con la proteina C1q del
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complemento y fagocitosis del macréfago y la 1gG2 media la inmunidad por células

efectoras no fagociticas (Fanger y Guyre, 1991).

No se ha logrado esclarecer si realmente existe una correlacion entre las
diferentes formas clinicas de la enfermedad de Chagas y los niveles de subclases de

isotipos 1gG.

1.9. Desarrollo de vacunas contra la enfermedad de Chagas

Trypanosoma cruzi presenta un gran numero de determinantes antigénicos al
sistema inmune del hospedero mamifero durante el transcurso de la infeccion, y su
reconocimiento varia dependiendo de la fase de la enfermedad (Frash et al., 1989;
Umezawa et al., 1996). En el hospedero se induce una respuesta inmune tanto
humoral como celular que reduce los niveles de parasitemia, pero no se elimina por

completo el parasito (Tanowitz et al., 1992).

En los dltimos afos varios estudios se han centrado en el desarrollo de una
vacuna eficaz para el control de la infeccion por T. cruzi; en la busqueda de este
objetivo se han identificado antigenos, rutas de inmunizacion, adyuvantes vy
mecanismos inmunoldgicos capaces de conferir cierta proteccién contra la infeccion por
T. cruzi (; Planelles et al., 2001; Bhatia y Garg, 2002; Garg y Tarleton, 2002; Fralish y
Tarleton, 2003; Morell et al., 2006).

Una gama amplia de formulaciones de vacunas han sido evaluadas
a lo largo de los ultimos afios, estos van desde parasitos completos, proteinas
purificadas o recombinantes, vectores virales y vacunas de ADN (Tabla 1, 2, 3y 4). Hay
dos estadios del parasito contra los cuales se ha enfocado el desarrollo de una vacuna
efectiva. Las vacunas contra tripomastigotes, que son los que infectan a la célula
huésped después de la picadura de un triatomino infectado o después de ser liberados
de una célula infectada, podrian impedir el inicio y/o la persistencia de la infeccion y

limitar la parasitemia. Las vacunas contra amastigotes intracelulares replicativos
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podrian detener la propagacion de parasitos en el hospedero y prevenir la liberacion de
los parasitos al torrente sanguineo. Ambos tipos de vacunas podrian arrestar o atenuar
el desarrollo de la enfermedad en los seres humanos y en otros mamiferos reservorios.
Ademas, las vacunas contra cualquiera de estas etapas del parasito podrian prevenir la
infeccion por triatominos y, por tanto, interrumpir o reducir la transmision del parasito
tanto en poblaciones humanas y en los reservorios, asi como en los insectos (Vazquez-
Chagoyan, 2011).

Con el uso de parasitos muertos de T. cruzi se observd que se producia una
proteccion modesta contra la infeccion (Basombrio, 1990). Por otro lado los parasitos
vivos atenuados son mas inmunogénicos y en los resultados obtenidos se encontré que

eran capaces de conferir proteccion significativa (Basombrio y Besuschio, 1982).

Se han hecho intentos de generacién de una vacuna mas definida y especifica al
inmunizar ratones con proteinas purificadas a partir de cultivos del parasito, estas
proteinas incluyen cruzipaina, la proteina de la varilla paraflagelar o antigenos
secretados-excretado de tripomastigotes (Taibi et al., 1993; Miller eta al., 1996). El
resultado de estas vacunas es dependiente de la formulacion utilizada y el tipo de
respuesta inmune inducida. Por ejemplo en la inmunizacion con cruzipaina administrada
con Alum o adyuvante de Freund produce una respuesta inmune sesgada hacia el tipo
Th2 con niveles altos de anticuerpos, esta respuesta no es protectora. Por otra parte, el
mismo antigeno administrado con oligonucleétidos CpG induce una respuesta inmune
de tipo Th1 con niveles elevados en la produccion de IFN-y, lo que protege a ratones
contra la infeccion mediante la reduccién de la parasitemia y el aumento de la
sobrevivencia (Frank et al., 2003). Los trabajos mas recientes se estan basando en el
uso de proteinas recombinantes, y han sido ampliamente evaluadas, algunos de los
antigenos mas prometedores examinados incluyen a la cruzipaina, una glicoproteina
llamada GP82, y varias proteinas de la superfamilia de las trans-sialidasas como ASP-2
y TS se ha obtenido que todos pueden proporcionar una proteccion significativa en una
variedad de modelos de ratén cuando se administra con los oligonucle6tidos CpG como
adyuvantes (Tabla 1). De lo anterior se vio la necesidad de inducir una fuerte

respuesta inmune celular con activacion de células CD8" y actividad citotoxica en lugar

23



de una respuesta de anticuerpos para el control de la infeccién de T. cruzi (Domunteil
y Quijano-Hernandez, 2011).

Varios de estos antigenos se han formulado como vacunas de vectores virales
recombinantes, asi como vacunas de ADN ya que estas pueden ser mas eficaces que
las proteinas recombinante en la induccién de una respuesta inmune de tipo Thl con
células CD8" citotoxicas (Martin et al., 2006; Crampton y Vanniasinkam, 2007),
(Tablas 2 y 3). Se ha evaluado una vacuna llamada Sendai y vectores de adenovirus,
estos expresan varios de los antigenos mencionados, incluyendo ASP-2 y proteinas TS
de la superfamilia de las trans-sialidasas y se vio que son capaces de inducir una
respuesta fuerte de IFN-y, asi como la activacion de las células T CD8+ citotéxicas, lo
que llevdo a una significativa protecciéon contra la infeccibn observada por una
disminucién de la parasitemia y aumento de la supervivencia de los ratones. La
proteccion que se obtiene es a menudo mejor que la que se obtiene con la
inmunizacién de la proteina recombinante correspondiente, lo cual refuerza de la idea
de que el tipo de vacuna es clave para lograr la respuesta inmune deseada. Ademas,
las estrategias de inmunizacion combinada de ADN seguido por la proteina
recombinante o vectores virales, también han sido evaluados y pueden mejorar aun
mas la proteccion (Domunteil y Quijano-Hernandez, 2011). Nuevos vectores virales
recombinantes se han descrito recientemente, tales como el virus de la fiebre amarilla
expresando ASP-2 (Nogueira et al., 2011), y el virus de la influenza que expresa un
nico epitopo dominante CD8" (Takayama et al., 2010), proporcionando alternativas
adicionales para la inmunizacion. Se ha observado que la inmunizacion con una vacuna
de adenovirus que expresan este epitopo es suficiente para inducir proteccién,
destacando el papel central de la poblacién de células T en el control del parasito

+

(Miyahira et al., 2005). Epitopos altamente inmunodominantes CD8 ~ se han
identificado en la familia de proteinas trans-sialidasas y esta es la razon por qué la
mayoria de los estudios de vacunas se han centrado en antigenos de esta familia

(Haolla et al., 2009).

Una variedad limitada de antigenos de T. cruzi han sido evaluados hasta ahora, y

es por ello que ahora algunas las investigaciones se han centrado en la identificacion
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de nuevos antigenos. Asi, por ejemplo, los antigenos TCG1, TcG2 y TcG4,
correspondientes a una proteina ribosomal putativa y proteinas hipotéticas,
respectivamente. Recientemente se ha encontrado que la inmunizacién con vacunas
de ADN que codifican los tres antigenos seguidos por la proteina recombinante es
capaz de inducir anticuerpos liticos, células T CD8" y respuestas de citocinas que
protegen a los ratones en la parasitemia aguda y del dafio a tejido cardiaco en la fase
cronica (Bhatia y Garg, 2008; Gupta y Garg, 2010).

Por otro lado la inmunizaciéon con cDNA de una biblioteca de tripomastigotes y la
posterior seleccion de las clonas que favorecen la proteccion, han sido utilizados para
identificar una serie de nuevos antigenos que sean capaces de conferir aumento de la
supervivencia después del reto infeccioso (Tekiel et al., 2009). Del mismo modo, una
nueva familia de proteinas de superficie se ha identificado recientemente y parece ser
especifica para T. cruzi (Garcia et al., 2010). Estos estudios por lo tanto pueden
llevar a la identificacion de proteinas que funcionen como antigenos con un potencial

prometedor como nuevos candidatos a vacuna.

Los estudios mencionados anteriormente apoyan la viabilidad de una vacuna
preventiva contra T. cruzi, pero también se ha visto que las vacunas terapéuticas
pueden controlar una infeccién en curso de de T. cruzi (tabla 4). De hecho la
administracion de vacunas de DNA que codifican un antigeno de la superfamilia
transialidasas (TSA-1) o el antigeno secretado Tc24 (Ovaissi et al., 1992), seguido de
la infeccidén con T. cruzi es capaz de reducir la parasitemia y la reaccién inflamatoria
cardiaca, asi como incrementar la sobrevivencia de ratones tratados (Dumonteil et al.,
2004). Similarmente la inmunoterapia con la proteina recombinante SA85-1.1 de la
superfamilia de las transialidasas ha permitido reducir la parasitemia y el dafio al tejido
cardiaco (Duthie et al., 2007). Es importante mencionar que no se observa
exacerbacion de la enfermedad a pesar de la activacion significativa de la respuesta
inmune después de la administracibn de la vacuna. De acuerdo con los datos
mencionados anteriormente sobre las vacunas preventivas, la eficacia de las vacunas
terapéuticas parece basarse en la reorientacion de la respuesta inmune hacia el tipo
Th1, con la produccion de IFN v y la activacion de células T CD8+ (Zapata-Estrella et

al.,, 2006; Limon-Flores et al., 2010). Teniendo en cuenta estos resultados
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prometedores en modelos de ratones, algunos de estas candidatos a vacunas se han
evaluado en perros que son considerados un excelente modelo animal, pues presenta
una progresion de la enfermedad mas similar a la que se presenta de humanos que el
modelo murino (Barr et al., 1991; Guedes et al., 2002; Cruz-Chan et al., 2009). En
este modelo se ha probado la administracion de dos dosis de vacunas de DNA que
codifican TSA-1 y Tc24 durante la fase aguda de la infeccién, observandose una
disminucion en la severidad de las arritmias cardiacas, reduccion de la densidad de
nidos de amastigotes y mortalidad cuando son usadas como vacunas preventivas

enfatizando el potencial de esta formulacién (Quijano-Hernandez, 2008).
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Tabla 1. Subunidades de vacunas de proteinas contra Trypanosoma cruzi.

Proteinas Adyuvante Modelo experimental % Referencia
(si fue usado) Ratén (T. cruzi) cepa sobrevivencia
GP90 Saponina CBA, Titi, (Y) 60 (100)c Scott et al. (1985)
GP82 Alum o CpG-ODN Balb/c (CL) No determinado o 20% Eickhoff et al. (2010) and
Santori et al. (1996)
GP56 Adyuvante de Swiss-Webster (Y) Swiss-Webster (Y) Harth et al. (1994)
Freund
Cruzipaina b IL-12, CpG-ODN C3H/HeN (RA), Balb/c 67-80 (60—100)c Frank et al. (2003), Laderach
(Tulahuen) et al. (1996) and Schnapp et
al. (2002)
PFR1, PFR2b Alum, Freund, IL-12 C57BL/6, Balb/c (Peru) 83-100 (30-60)c Luhrs et al. (2003), Miller et al.
(1996), Wrightsman et al.
(2002) and Wrightsman
TC52 Alum, Bordtella Balb/c (Y) 62 (120)c Ouaissi et al. (2002)
pertusis
CRP Adyuvante de Balb/c (Y) 10 (40)c Sepulveda et al. (2000)
Freund
ASP2 Alum, CpG-ODN A/Sn (Y) 53 (60)d Araujo et al. (2005)
TS CpG-ODN Balb/c (Tul) 100 (84), 80 (48)d Giddings et al. (2010) and Hoft
et al. (2007)
TS mutante Adyuvante de Balb/c (Tul) 100 (60)c Fontanella et al. (2008)
Freund
TcSP (dominio Adyuvante de Balb/c(H8) 100%d Salgado-jiménez et al. (2012)
R) Freund
TcSP2 TcSP2- Titer-Max® Balb/c (H8) 100d Carabarin-Lima et al., (2011)
CHP Y TcSP2- Balb/c (H8) 75d
ATP

NOTA:

A: En estos animales experimentales se observo la supervivencia durante n dias después de la infeccion.

b: Estos antigenos mostraron proporcionar diferente grado de proteccién en diferentes cepas de ratén (los datos presentados son
del modelo animal que exhibe mejor proteccion).

) i . . . . c d .. N -
c-e: En la infeccién de prueba, los animales inmunizados mostraron muy baja (<10%) , moderada (~50%) o similar parasitemia
como la detectada en animales no inmunizados/infectados (datos presentados son a partir de animales que mostraron mejor

proteccion).

F: La inmunizacion con estos antigenos fue eficaz en la disminucion de la gravedad de la enfermedad crénica. Se evalu6é por
analisis histopatol6gico de biopsias de tejidos cardiacos.
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Es de interés que los mismos antigenos y formulaciones de vacunas puedan ser
utilizados tanto para la prevencion de la enfermedad de Chagas, asi como para la
terapia de una infeccién en curso, haciendo de esto una herramienta muy flexible para
el control de la enfermedad. Los resultados obtenidos en estos estudios por lo tanto
dan pruebas fuertes y abundantes de la viabilidad de las vacunas tanto preventivas
como terapéuticas para el control de la infeccién por T. cruzi. En la mayoria de los
casos antes mencionados se han trabajado con antigenos de superficie del parasito,
sin embargo, hasta el momento la inmunidad conferida por los antigenos usados no ha
sido capaz de prevenir la infeccion y en muchos casos no se genera una alta
sobrevivencia en los animales inmunizados cuando son infectados, no obstante sus
resultados si  han establecido su potencial inmunogénico, sugiriendo la utilidad de los
antigenos de superficie como vacunas para el control de la infeccion y la enfermedad.
Las vacunas gque se analizan en las tablas 1, 2,3 y 4 y los intentos recientes de generar
una nueva y adecuada vacuna contra la enfermedad de Chagas, se desarrollaron
sobre la base de los métodos tradicionales de vacunologia, que se basan en la
deteccibn empirica de algunos candidatos, sobre la base de las caracteristicas
conocidas del patdogeno. La vacunologia en la era de la gendbmica esta aprovechando
las nuevas tecnologias para hacer frente a las enfermedades para las que el desarrollo

de vacunas ha sido hasta ahora infructuosos (Seib et al., 2012).

Los continuos avances en las tecnologias de secuenciacion del genoma y
bioinformética permiten ahora que en las investigaciones se pueda explorar el “libro de
vida” de los microorganismos, su genoma, para la identificacion de nuevos antigenos.
El genoma de los microorganismos contiene el repertorio completo de posibles
antigenos y son usados como el punto de inicio para capturar la informacién para el
desarrollo de vacunas. Este proceso es llamado como Vacunologia reversa” (Rappuoli,
2000). La idea original de vacunologia reversa es empezar con un escaneo in silico de
la totalidad del genoma de un patdgeno e identificar los genes que codifican proteinas
con los atributos de una buena vacuna, por ejemplo se pueden elegir proteinas que
estén expuestas en la superficie, que sean secretadas, que sean conservadas entre las
diferentes cepas, pero no en el huésped, que sean abundantes o en el caso de

parasitos segun el estadio en que se expresen, y que presenten en sSu secuencia
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epitopos para linfocitos B y T. Los candidatos seleccionados se puede expresar como

proteinas recombinantes y con ello iniciar las pruebas correspondientes in vitro o en

modelos in vivo para evaluar la inmunogenicidad y la proteccion (Seib, 2012).

Tabla 2. Subunidades de vacunas de DNA contra Trypanosoma cruzi.

DNA Adyuvante Modelo experimental % Referencia
(si fue usado) Ratén (T. cruzi) cepa sobrevivencia
CRP C3H/HeJ, Balb/c (Y) 100 (40)c Sepulveda et al. (2000)
TSAlb IL-12 + GM-CSF BALB/c, C3H/HeSnJ, 60 (140)d Garg and Tarleton (2002) and
C57BL/6 (Brazil) Wizel et al. (1998)
ASP1b IL-12 + GM- C3H/HeSnJ, C57BL/6 (Brazil) <60 (140)d Garg and Tarleton (2002)
CSF
ASP2b IL-12 +GM-CSF C3H/HeSnJ, C57BL/6(Brazil) 80 (140)c,f Garg y Tarleton (2002)
TcSP (Dominio Balb/c (H8) Salgado-Jiménez et al.
R) (2012)
TcSSP4 Balb/c(Y) 64 d Arce-Fonseca et al.,
(2005)
ASP2 Balb/c (Y) 63 (60)d,f Vasconcelos et al. (2004)
ASP9 Balb/c (Y) 100 (60)c Boscardin et al. (2003)
ASP-3 A/Sn (Col) 80 (120)c Silveira et al. (2008)
TSA1 CTL C57BL/6 (Tul) 60 (60)c Chou et al. (2008)
epitopo
TSb Balb/c (Y) 100 (50)c,f Costa et al. (1998)
TSSAb IL-12, RANK-L, BALB/c, C3H/HeJ, C57BL/6, | 80-100 (40)c | Katae etal. (2002) Miyahira et
IL-15 B6 (Tulahuen) al. (2003) and Eickhoff et al.
(2011)
KMP11 HSP-70 Balb/c (Y) 50 (70)c Planelles et al. (2001)
LYT1 IL-12 + GM-CSF C57BL/6 (Brazil) 80 (75) Fralish and Tarleton
(2003)
FCaBP IL-12 + GM-CSF C57BL/6 (Brazil) 80 (75) Fralish and Tarleton
(2003)
TCb3 IL-12 + GM-CSF C57BL/6 (Brazil) Fralish and Tarleton
(2003)
PFR2 or PFR3 HSP7 Balb/c (Y) 100 (35)c,f Morell et al. (2006)
0
TcG1 IL-12 + GM-CSF C57BL/6/Sylvio Bhatia et al. (2004) and Bhatia
and Garg (2008)
TcG2 | IL-12 + GM-CSF C57BL/6/Sylvio Bhatia et al. (2004) and
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Continuacion tabla 2

Bhatia and Garg (2008)
TcG4 IL-12 + GM-CSF C57BL/6/Sylvio Bhatia et al. (2004) and
Bhatia and Garg (2008)
TcG1l+ TcG2 + | IL-12 + GM-CSF C57BL/6/Sylvio Bhatia et al. (2004) and
TcG Bhatia and Garg (2008)
ASP2 + TSAl None A/Sn (Y) 86 (60)c,f Vasconcelos et al. (2004)
ASP1 + ASP2 + IL-12 + GM- C3H/HeSnJ, C57BL/6 (Brazil) 83 (140)c Garg and Tarleton (2002)
TSA1 CSF
Familia TS C57BL/6 (Brazil) 75 (75) Fralish and Tarleton
(2003)
Familia mucinas C57BL/6 (Brazil) 25 (75) Fralish and Tarleton
(2003)
pELI-TcT-E C3H/HeN (RA) 80 (50)c Tekiel et al. (2009)
library

NOTA:

a:En estos animales experimentales se observé la supervivencia durante n dias después de la infeccion.

b: Estos antigenos mostraron proporcionar diferente grado de proteccion en diferentes cepas de ratén (los datos presentados son
del modelo animal que exhibe mejor proteccion).

c-e: En lainfeccién de prueba, los animales inmunizados mostraron muy baja (510%)C, moderada (~50%)d 0 similar parasitemiae
como la detectada en animales no inmunizados/infectados (datos presentados son a partir de animales que mostraron mejor
proteccion).

F: La inmunizacion con estos antigenos fue eficaz en la disminucion de la gravedad de la enfermedad crénica. Se evalu6é por
andlisis histopatol6gico de biopsias de tejidos cardiacos.

Tabla 3. Subunidades de vacunas de virus recombinantes contra Trypanosoma cruzi.

Vacunas de Virus Modelo experimental % de sobrevivencia Referencia
recombinantes
Raton (T. cruzi) cepa
Ad-TSSA/MVA-TSSA C57BL/6 (Tulahuen) 100 (50)c Miyahira et al. (2005)
MVA-RANK-L
rAD-ASP2 Balb/c (Y) 80 (160)c Machado et al. (2006)
rAD-TS Balb/c (Y) 50 (160)d Machado et al. (2006)
rSeV-ASP2 C57BL/6 (Tul) 90 (50)d Duan et al. (2009)
rADASP2 p rAD-TS Balb/c (Y) 100 (160)c Machado et al. (2006)

NOTA:

A: En estos animales experimentales se observo la supervivencia durante n dias después de la infeccion.

b: Estos antigenos mostraron proporcionar diferente grado de proteccion en diferentes cepas de ratén (los datos presentados son
del modelo animal que exhibe mejor proteccion).

c-e : En la infeccion de prueba, los animales inmunizados mostraron muy baja (<10%)°, moderada (~50%)°| o similar parasitemia
como la detectada en animales no inmunizados/infectados (datos presentados son a partir de animales que mostraron mejor
proteccion)

F: La inmunizacion con estos antigenos fue eficaz en la disminucion de la gravedad de la enfermedad crénica. Se evalué por
analisis histopatolégico de biopsias de tejidos cardiacos.
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Tabla 4. Subunidades de vacunas de DNA inmunoterapeuticas contra Trypanosoma

cruzi.
Vacunas de DNA Modelo experimental % Referencia
inmunoterapeuticas Ratén (T. cruzi) cepa sobrevivencia
TSAlb Balb/c (H4), 70 (45)c,f Dumonteil et al. (2004)
modelo agudo
TSAl CD1 (H1 modelo 100 (140)f Dumonteil et al. (2004)
crénico
TSAl ICR (H1) modelo 70 (50)c,f Sanchez-Burgos et al.
agudo (2007) Zapata-
Estrella et al. (2006)
Tc24b Balb/c, ICR 100 (50)c,f Dumonteil et al. (2004)
(H1) modelo agudo Sanchez-Burgos et al.
(2007)
TS ICR (H1) modelo 50 (50)c Sanchez-Burgos et al.
agudo (2007)
Tc52 ICR (H1) 75 Sanchez-Burgos et al.
modelo agudo (50)c (2007)
ASP9 50 (50)c Sanchez-Burgos et al.
(2007)
TSAL + Tc24 C57BL/6, Balb/c, ICR 80 (180)c Limon-Flores et al.
(H1) (2010)
SA85-1.1 C57BL/6 (CL) Dosis subletal Duthie et al. (2007)
(90)d,f
NOTA:

A: En estos animales experimentales se observo la supervivencia durante n dias después de la infeccion.

b: Estos antigenos mostraron proporcionar diferente grado de proteccién en diferentes cepas de raton (los datos presentados son
del modelo animal que exhibe mejor proteccion).

c-e: En la infeccién de prueba, los animales inmunizados mostraron muy baja (<10%)°, moderada (~50%)" o similar parasitemia
como la detectada en animales no inmunizados/infectados (datos presentados son a partir de animales que mostraron mejor
proteccion).

f: La inmunizacion con estos antigenos fue eficaz en la disminucion de la gravedad de la enfermedad cronica. Se evalué por
analisis histopatoldgico de biopsias de tejidos cardiacos.

2. Proteinas membranales

Las membranas celulares son cruciales para la vida de una célula. Una célula
esta delimitada por la membrana plasmatica, la cual define sus limites y mantiene las
diferencias esenciales entre el citosol y el medio ambiente extracelular. Dentro de la
célula hay varios organulos tales como el reticulo endoplasmico, aparato de Golgi,
mitocondrias, y otros constituidos de membranas. Las caracteristicas diferenciales entre

el contenido del citosol y cada uno de estos organulos son mantenidas por sus
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respectivas membranas. Aunque la estructura basica de las membranas bioldgicas es
proporcionada por la bicapa lipidica, la mayor parte de las funciones especificas se
llevan a cabo por proteinas de la membrana. Las proteinas de membrana se componen
de proteinas transmembranales y proteinas de anclaje a la membrana (Alberts et al.,
1994).

La forma en que una proteina esta unida a la membrana o cOmo se asocia con la
bicapa lipidica por lo general refleja la funcion de la proteina. Ademas las diferentes
ubicaciones en las membranas celulares hacen que tengan diferentes funciones
biologicas. Las proteinas de membrana se clasifican segun dos esquemas diferentes:
uno en funcién del modo en que de interaccionan con las membranas, y el otro basado

en su localizacion celular (Kuo-Cheu y Elrod, 1999).

1. Proteinas de membrana Tipo |: son proteinas transmembranales de paso Unico,
tienen un dominio N-terminal extracelular (o luminal) y el C- terminal citoplasmico (Fig.
la).

2. Proteinas de membrana Tipo II: También son proteinas transmembranales de paso
anico pero en estas el extremo N- terminal es citoplasmico y el C-terminal es
extracelular. (Fig. 1b).

3. Proteinas transmembranales multipaso: En este tipo de proteinas la proteina
atraviesa la bicapa lipidica varias veces (Fig. 2a). Se cree que la mayor parte de
segmentos que atraviesan la membrana tiene una conformacién alfa-helicoidal.

4. Proteinas de membrana ancladas por una cadena de lipidos (Fig.
2b) ver la explicacion méas adelante.

5. Proteinas de membrana ancladas mediante GPl (Fig. 2c). Tanto las cadenas
ancladas por lipidos y GPI, se llaman proteinas ancladas a la membrana. Sin embargo,
las primeras se asocian con la bicapa covalentemente por medio de un acido graso,
mientras que las segundas estan asociadas a la membrana por anclaje a través de
glicosilfosfatidilinositol (GPI).

6. Proteinas periféricas de membrana: (Fig. 2d). Estas proteinas estan unidas a la
membrana indirectamente por interacciones no covalentes con otras proteinas de

membrana.
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Fig. 1. Vision esquematica de las proteinas transmembranales tipo | (a) y tipo 1l (b).

(a) (b)

TR
LU

Lipid Il
bilayer }|

Fig. 2. Vision esquemaética de las proteinas multipaso (a), proteinas con anclaje de
lipidos (b), proteinas con anclje GPI (c) y proteinas de membrana periféricas (d).

3. Familia de proteinas cinasas

Las proteinas cinasas son una gran familia de enzimas que median la respuesta
de células eucariotas a estimulos externos. EI numero de proteinas descritas
recientemente como pertenecientes a esta familia crece exponencialmente gracias a las
técnicas de clonacién y secuenciacion. Este tipo de proteinas poseen residuos de
amino acidos caracteristicos que estan altamente conservados, los cuales comprenden

el llamado “dominio catalitico” (Hanks et al., 1988).

Las cinasas son enzimas que regulan el estado de fosforilacién de proteinas
intracelulares. Estas proteinas se caracterizan porque unen covalentemente un grupo

fosfato, a partir de un ATP donador, a residuos de serina, treonina y/o tirosina, de sus
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sustratos. La reaccion de fosfotransferencia requiere la presencia de tres sitios
especificos: un sitio de unién de ATP, un dominio que cataliza la transferencia de un
grupo fosfato del ATP, y un sitio para la unién del sustrato (Hurbbard y Cohen, 1993). El
proyecto del genoma

humano ha permitido la identificacion de 520 proteina quinasas que constituyen lo que
se denomina como el «kinoma» humano (1). De las 520 proteinas cinasas identificadas,
90 son tirosina cinasas, 43 son tirosina cinasas-like y el resto, son serina/treonina
cinasas (chlessinger, 2000). Las tirosina cinasas se dividen generalmente en dos
grupos: tirosina cinasas que funcionan como receptores (RTKSs) y tirosina cinasas no-
receptores (no-RTKSs). Las primeras, son proteinas transmembrana que contienen un
dominio extracelular por el que se unen a diferentes ligandos, y un dominio intracelular,
con actividad tirosina cinasa (Hubbard y Till, 2000). Las tirosina cinasas que no son
receptores de membrana, son proteinas intracelulares que funcionan por debajo de las
RTK en rutas de transduccion de sefales. La actividad tirosina cinasa de RTKs, se
inicia por la unién de un ligando y subsiguiente dimerizacién del receptor. Como
consecuencia, el dominio catalitico intracelular del receptor activado se autofosforila en
residuos de tirosina. Estos residuos de tirosina, forman sitios de union para proteinas
que contienen dominios SH2, que junto con otras proteinas asociadas, transmiten la
sefial hacia el interior celular, a través de tirosina cinasas no receptoras, o de
serina/treonina proteina cinasas. La cascada de sucesos de fosforilacion resulta en
amplificacion y transmision intracelular de la sefial. Las proteinas cinasas poseen una
amplia variedad de sustratos, tales como proteinas estructurales, enzimas metabdlicas,
reguladores del ciclo celular, factores de transcripcion, etc. Por ello, las rutas de
transduccion de sefiales juegan un papel crucial en la regulacion de procesos celulares
fundamentales como el metabolismo, la proliferacion celular, la diferenciacion celular, la

supervivencia, la migracion o la angiogénesis (Pawson, 2004).

3.1 Kinoma de Trypanosoma cruzi

Las proteinas cinasas representan blancos para farmacos en varias

enfermedades humanas y animales. Con la secuenciacibn del genoma de tres
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protozoos tripanosomatidos causantes de infecciones en humanos, Leishmania major,
Trypanosoma brucei y T. cruzi, se ha logrado definir el kinoma para cada uno de estos
parasitos, reportandose 179, 156 y 171 proteinas cinasas respectivamente que pueden
ser cataliticamente activas, asi como 17, 20 y 19 genes de proteinas cinasas atipicas
(EI-Sayed et al.,, 2005). El kinoma de los trypanosomatidos difiere en numerosas
formas del hospedero humano. El kinoma de los tres trypanosomatidos fue clasificado
dentro de los principales grupos de proteinas cinasas de eucariontes (basandose en la
similitud de secuencias y los dominio cataliticos: AGC, CAMK, CMGC, TK, TKL, STE,
etc) (Manning et al., 2002). También hay muchas ePKs de trypanosoméatidos que no
muestran una fuerte similitud con ninguna de las familias ePK reconocidas, lo que
sugiere que estas enzimas difieren en estructura y funcion de ePKs mamiferos y
podrian ser posibles blancos farmacologicos o incluso antigenos para vacunas (Naula
et al., 2005).

4. Proteinas con secuencias de amino&cidos repetidos en tandem

Las proteinas con amino &cidos repetidos en tandem estan ampliamente
distribuidas en todos los organismos, y han sido observadas en grupos tan distantes
como virus y humanos. Estas proteinas presentan diferencias estructurales y
bioldgicas; han sido descritas como proteinas con motivos de dedos de Zinc, repetidos
WD40, repetidos armadillo, repetidos HEATS y repetidos ricos en leucina, etc.
(Andrade et al., 2001; Kloss et al., 2008). Las secuencias de repetidos son
relativamente comunes, y se encuentran en al menos el 14% de todos las proteinas
(Marcotte et al., 1999).

Las proteinas que contienen regiones de aminoacidos repetidos en tdndem han sido
descritas en diferentes microorganismos patdégenos incluyendo los agentes de la
tripanosomiasis  (Trypanosoma cruzi), malaria (Plasmodium spp.), toxoplasmosis
(Toxoplasma gondii) y leishmaniasis (Leishmania spp.) (Ibafiez et al., 1988; Schofiel,
1991; Buscaglia et al.,, 1999). Estan presentes en muchos de sus antigenos
inmunodominantes, su funcibn es poco conocida y se ha sugerido que estan

implicados en la unién a receptores de las células del hospedero y a la activacién de
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linfocitos B, por lo que la respuesta de anticuerpos hacia estos dominios de repetidos

se ha estudiado ampliamente (Vos et al., 2000).

Poco se sabe acerca de los mecanismos moleculares que conducen a la
inmunodominancia de las secuencias repetidas, a excepcion de su polivalencia que
puede hacer que se activen las directamente las células B y se comporten en algunos
casos como antigenos T-independientes (Schofiel, 1991).

4.1. Proteinas con secuencias de repetidos en tamdem en Trypanosoma

cruzi

En T. cruzi cerca del 50% del genoma son secuencias de DNA repetidas, las
cuales incluyen secuencias que codifican para proteinas de superficie,
retrotransposones y repetidos subtelédmericos (El-Sayed et al., 2005). Varios antigenos
de T. cruzi contienen motivos de amino acidos repetidos en tandem; estos han sido
identificadas sistematicamnte por escaneo inmunolégico de librerias de cDNA y usando
anticuerpos de individuos infectados. El 25 % de las secuencias detectadas contienen
motivos de repetidos en tandem compuestos de 5-68 aminoacidos. Asi en en T. cruzi
las proteinas con repetidos corresponden al 2% de los ORFs, y estas proteinas son
reconocidas con mayor efectividad por anticuerpos que las proteinas sin repetidos
(Ibanez et al., 1988; Hoft et al., 1989; Levin et al.,, 1989). Como ya se habia
mencionado anteriormente, poco se sabe acerca de los mecanismos moleculares que
conducen a la immunodominancia de las secuencias repetidas, y aun es mas limitado el
conocimiento acerca de la respuesta hacia estos epitopos por las células T. En algunos
estudios se ha reportado que algunos antigenos con repetidos de T. cruzi inducen
una respuesta inmunologica dependiente de linfocitos T (Alvarez et al, 2004; Abel et
al, 2005; Pereira et al, 2005). Lo anterior sugiere un papel cooperativo de las células T
en la generacion de inmunodominancia de los epitopos con repetidos en antigenos de
T. cruzi. No obstante la alta inmunogenicidad de las proteinas con repetidos en tandem
observada en la interaccion T. cruzi-hospedero es conocida, también se sugiere gue las
regiones repetitivas de estas proteinas podrian actuar como sefiuelo para desviar la

respuesta inmune de regiones funcionales (Frasch, 1994).
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Como se menciond anteriormente, el avance en el desarrollo de herramientas
bioinforméaticas ha permitido que el genoma de T. cruzi este disponible para su analisis.
Por otro lado, se han desarrollado nuevas herramientas que permiten hacer un
escaneo computacional con el que se pueden identificar nuevos antigenos mediante la

deteccion proteinas con aminoacidos repetidos en tandem.

Goto y colaboradores (2007), reportaron el uso exitoso de bioinformética en la
deteccidon de antigenos con repetidos en tandem de el protozoario Leishmania
donovani, encontrando que de los 8191 genes escaneados, 64 contenian dominio de
repetidos, de estos 22 codificaban para antigenos previamente caracterizados y 42 no
habian sido descritos, ademas demostraron que los dominios de repetidos de estas
proteinas eran antigénicos. En T. cruzi también se ha hecho este tipo de andlisis para
la busqueda de genes con secuencias de repetidos en Tandem (genes con TR) en el
genoma, Sin embargo, aun no se ha logrado caracterizar la totalidad de las proteinas
gue poseen este tipo de dominios de repetidos. Goto y cols., (2006), realizaron un
estudio sistemético de los genes que poseen repetidos en Tandem que se encuentra en
T. cruzi, en comparacion con otros organismos, aunque las caracteristicas de los genes
con TR variaron de organismo a organismo, la presencia de genes que tienen
dominios TR grandes fue Unicamente para los tripanosomatidos examinados,

incluyendo T. cruzi.

Estos resultados sugieren la viabilidad del enfoque bioinformatico para la
identificacion de proteinas de T. cruzi que poseen repetidos en Tandem y que puedan
ser buenos inmundgenos, que ayuden al desarrollo de pruebas de diagndstico, blancos

de drogas o como vacunas.
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Il. Antecedentes

El proceso de la vacunologia reversa se ha aplicado a varios patdgenos,
incluyendo  Neisseria meningitidis del serogrupo B, Streptococcus agalactiae,
Streptococcus pyogenes, Streptococcus pneumoniae y cepas patégenas de Escherichia
coli, y ha proporcionado decenas de nuevos antigenos candidatos para la investigacion
preclinica y clinica (Pizza et al., 2000; Wizemann et al., 2001; Mora y Bensi, 2005;
Falugi etal., 2008 y Moriel et al., 2010).

El desarrollo de una vacuna contra el serogrupo B de Neisseria meningitidis
(MenB) representa el primer ejemplo de la utilidad de la vacunologia reversa (Toneatto
et al., 2011). La vacuna Reversa MenB fue realizada gracias a la primera secuenciacion
del genoma de la cepa N. meningitidis del serogrupo B (cepa MC58) en el afio 2000.
Con la secuenciacion del genoma de este patdgeno, los investigadores fueron capaces
de seleccionar cerca de 600 posibles candidatos de vacunas mediante analisis in silico,
de estos 350 proteinas recombinantes se expresaron con éxito en E. coli y se utilizaron
para inmunizar ratones, de las cuales se confirmaron 91 nuevas proteinas de superficie
por analisis de citometria de flujo, de ellas se encontr6 que 28 proteinas inducian la
produccion de anticuerpos bactericidas (Pizza et al., 2000). Después de un analisis
mas detallado, se formulo una vacuna MenB de cuatro componente (4CMenB), esta
consta de tres antigenos proteicos recombinantes (NHBA-GNA1030 y GNA2091-fHbp
Proteinas de fusion y NadA) y vesiculas de la membrana externa de la cepa utilizada
para la vacuna OMV de Nueva Zelanda (que contiene PorA 1.4) (Giuliani et al., 2006).
Con el uso del genoma meningococico se han descubierto otros antigenos importantes
gue han sido identificados como factores de virulencia relevantes, por ejemplo la
proteina de union al Factor H (fHbp) que se une el factor H (FH), un inhibidor clave de
la via alternativa del complemento, y que permite el meningococo para evadir la muerte

por el sistema inmunologico innato (Madico et al., 2006; Schneider et al., 2006).

En T. cruzi la secuenciacion del genoma (El-Sayed et al., 2005), abre un
potencial para llevar a cabo a gran escala la deteccion e identificacion de genes de

interés como vacunas. Programas bioinformaticos han sido disefiados para evaluar las
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funciones de genes basandose en homologias con genes ya caracterizados en otros
organismos, la presencia de algunos motivos caracteristicos en la secuencia, y su
localizacion celular. Estos programas, por lo tanto, permiten solventar algunos
obstaculos del pasado, pues permiten ahorrar tiempo ya que se evitan algunas técnicas
experimentales tardadas, y en general con ellos se puede proceder directamente a las
secuencias blanco segun la informacion disponible para el disefio de una vacuna

(Vazquez-Chagoyan et al, 2011).

En el afio 2004, Bhatia y colaboradores, basados en este enfoque emplearon
herramientas bioinformaticas, junto con una estrategia experimental para identificar los
genes en una base de datos de T. cruzi que codificaran proteinas con anclajes glicosil-
phosphatidylinositol o secretadas. Con la caracterizacion molecular y bioquimica de
ocho de las secuencias seleccionados por este método, se identificaron tres genes
candidatos nombrados TcG1, TcG2 y TcG4 que se conservan en el genoma de todas
las cepas de T. cruzi de importancia clinica, se expresan en diferentes etapas de

desarrollo del parasito y son inmunogénicos en varios hospederos.

Bhatia y Garg (2008), probaron la eficacia de estos tres antigenos antes
mencionados como vacunas contra la infeccion de T. cruzi, asi como contra el
desarrollo de la enfermedad en un modelo murino; cuando se inmunizaron los
animales se obtuvo una produccién de anticuerpos del los tipos IgG, 1gG1 e I1gG2b ,
estos resultados sugieren que la inmunizacion con las vacunas de DNA que codifican
estos antigenos promueve una fuerte respuesta de anticuerpos especifica al parasito
del tipo Thl que persiste aun después del reto infeccioso con T. cruzi. En cuanto al
control de la parasitemia se vio que los ratones inmunizados con TcG1, TcG2,y TcG4
exhiben baja carga parasitaria de 66%, 50% y 90% respectivamente en tejido cardiaco
comparando con el grupo control infectado no inmunizado o inmunizados Unicamente
con el vector plasmidico. En la etapa cronica de la infeccion el grupo inmunizado
presento una carga parasitaria menor que en los grupos controles cuando se inmunizo
con TcGl y TcG2 y fue casi imperceptible en el tejido cardiaco cuando fueron
inmunizados con TcG4. Estos resultados sugieren que los ratones inmunizados con

TcGl, TcG2 y TcG4 presentan mejor respuesta en el control de la carga parasitaria en
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la fase aguda de la enfermedad lo cual resulta en una disminucion substancial de la
persistencia del parasito en el tejido durante la fase crénica. La infiltracion de citocinas
proinflamatorias en tejido cardiaco y musculo esquelético también fue marcadamente
reducida en los ratones que fueron inmunizados con los plasmidos que codifican los
antigenos, lo cual indica que la patologia de la enfermedad también fue controlada
durante la fase crénica. Con estos resultados se demostré que las vacunas con los
plasmidos que codifican los antigenos TcG1, TcG2 y TcG4 proveen resistencia a la
infeccion por T. cruzi asi reduccién de la patologia causada por este. Por lo tanto con
este estudio se validé la utilidad del enfoque computacional-bioinformatico para la

identificacion de potenciales candidatos a vacuna contra T. cruzi.

ll. JUSTIFICACION

La enfermedad de Chagas es un problema grave de salud publica que afecta
cerca de 10 millones de personas, y del 20 al 40 % de los pacientes infectados con
Trypanosoa cruzi mueren por alteraciones cardiacas (insuficiencia cardiaca
congestiva). La quimioterapia para el tratamiento, tanto para la fase aguda como
cronica de la enfermedad, es de uso limitado debido a la alta toxicidad y pobre eficacia

de las drogas disponibles.

Actualmente no existe ninguna vacuna 100% efectiva. Una variedad limitada de
antigenos de T. cruzi han sido evaluados hasta ahora, es por ello que la identificacion
de nuevos antigenos que tengan un potencial prometedor como candidatos a vacuna
es necesaria. El conocimiento de la secuencia del genoma de este parasito puede ser
explotado en este sentido, y con la ayuda de las herramientas bioinformaticas
disponibles este se puede analizar, lo cual abre un potencial para llevar a cabo a gran
escala la identificacion y seleccion de genes de interés como vacunas y esto podria
mejorar los esfuerzos hacia el desarrollo de una inmunidad protectora con los nuevos

blancos antigénicos.
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IV. OBJETIVOS

1. Objetivo general

» Seleccionar mediante el enfoque de vacunologia reversa antigenos de

Trypanosoma cruzi
2. Objetivos especificos
» Analizar por bioinformatica el genoma de Trypanosoma cruzi y seleccionar

posibles antigenos.

» Amplificar y clonar el DNA que codifica para los antigenos de Trypanosoma cruzi

seleccionados.

» Expresar y purificar las proteinas recombinantes para inmunizar ratones BALB/c.

» Determinar la expresion estadio especifica de las proteinas nativas.

» Comprobar la localizacion subcelular de las proteinas nativas.

» Determinar la parasitemia y mortalidad en ratones BALB/c inmunizados con las

proteinas recombinantes.
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V. METODOLOGIA

1. Analisis bioinformatico para seleccion de antigenos

Se uso una combinacion de herramientas bioinforméaticas para la selecciéon de

los antigenos de Trypanosoma cruzi.

Se analizo la base de datos TriTrypDB 5.0 (Junio, 2013) que contiene 11,109
ORFs de Trypanosoma cruzi de la cepa CL Brener Non-Esmeraldo-like y se

seleccionaron secuencias de proteinas con regiones transmembranales.

Al mismo tiempo se uso la base de datos de secuencias de familias proteicas
llamada pfam. Las familias se construyen siguiendo 4 pasos basicos: (1) la realizacion
de una serie de alineamientos multiples de alta calidad, (2) la creacion de un perfil de
similitud basado en el Modelo oculto de Markov (HMM) segun el alineamiento, (3)
basqueda del perfil de similitud creado por HMM en la base de datos de UniProtKB y (4)
la seleccion de la secuencia o dominio especifico de la familia (Punta et al., 2012). En
esta base de datos se pueden encontrar las secuencias correspondientes a una familia
determinada, agrupadas por especies, por lo cual fueron seleccionadas las de

Trypanosoma cruzi.

Posterior a esto se usaron los siguientes programas:

TMHMM 2.0: Servidor en linea que predice, con un 97-98% de efectividad, la
localizacion y orientacion de alfa hélices transmembranales en secuencias de proteinas,
esta basado en el modelo oculto de Markov (HMM) con una arquitectura que
corresponde estrechamente con el sistema biolégico (Sonnhammer et al., 1998). Este
programa se utilizé para hacer una clasificacion de las proteinas en membranales y no

membranales.

SMART: (Simple Modular Architecture Research Tool) es un programa en linea

(http://smart.embl.de/) para la identificacion y anotacién de dominios de proteinas y
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analisis de la arquitectura de los mismos (Letunic et al., 2012). Esta herramienta se uso
para predecir los dominios 0 motivos sugerentes de funciones putativas de las
proteinas. Con este programa se seleccionaron aquellas proteinas de T. cruzi con

posible funcién en sefalizacion.

SignalP 4.0: Este es una herramienta bioinformatica que predice la presencia de
péptido sefial en una secuencia de proteina, este programa es util porque puede
distinguir entre péptido sefal y péptidos no seflal como por ejemplo secuencias
transmembranales. SignalP 4.0 esta disponible en
http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/ (Nordahl, 2011).

En la base de datos EuPathDB (http://eupathdb.org) que incluye 11 bases de
datos genodmicos de patdgenos eucariotas (Aurrecoechea, 2013), se selecciondé la de
trypanosomatidos TriTrypDB y en ella se realiz6 un BLAST para la busqueda de ESTs
de cada una de las secuencias, con ello se determin6 en qué estadio de T. cruzi se

expresa dicha proteina.

Se usaron diferentes programas para predecir la localizacion subcelular con la
finalidad de asegurar la prediccién, los programas que se emplearon son los siguientes:

CELLO: Es un software que predice la localizacién subcelular que toma en
cuenta 4 parametros: la composicion de aminoacidos, la composicion de dipéptidos,
composicién de aminoacidos particionados y las propiedades fisicoquimicas basados
en la composicién de la secuencia. Los resultados de la prediccion son expresados en
porcentaje y pueden ser extracelular, nuclear, citopldsmica, mitocondrial, de
cloroplastos, vacuolar, lisosomal, del citoesqueleto, del reticulo endoplasmico,
peroxisomal, del aparato de Golgi o de la membrana plasmatica. Este método tiene una
eficacia de prediccion de 89%, valor que es 14% mas alto que el programa PSORT uno
de las herramientas mas usadas para la prediccion de localizacion subcelular y esta

disponible en (http://cello.life.nctu.edu.tw) (Yu etal., 2006).
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ESLpred: Esta basado en el método de la maquinaria de soporte vectorial
(SVM), para la prediccion usa tres caracteristicas de las proteinas; 1) propiedades
fisicoquimicas, 2) composicion de aminoacido, y 3) composicién de dipéptidos. La
exactitud de la prediccion es 78,1%, 77,8% y 82,4% respectivamente

(http://www.imtech.res.in/raghava/eslpred/) (Bhasin y Raghava, 2004).

SLPFA: Predice la localizacion subcelular de proteinas mediante la combinacion
de técnicas para el alineamiento de secuencias y las caracteristicas segun la
composicion y frecuencia de aminoacidos. La diferencia de este método a otros que
comparan los alineamientos de secuencias, es el alineamiento que se aplica a blogues
de secuencia, y cada bloque tiene cierta composicién de aminoacidos caracteristica lo
que permite diferenciarlos. Este programa se considera util para la prediccion de la
localizacion subcelular de proteinas recientemente descubiertas y sobre las cuales no
se tiene mucha informaciéon, y tiene un precisiébn en la predicciéon del 90-96%
(http://sunflower.kuicr.kyoto-u.ac.jp/~tamura/slpfa.html) (Tamura y Akutsu, 2007).

EuLoc: Es un método hibrido para la prediccion de la localizacién subcelular de
proteinas eucariotas. Incorpora el método del modelo oculto de Markov (HMM), un
enfoque de busqueda de homologias (PSI-BLAST) y maquinaria de soporte de vectores
(SVM), ademas de caracteristicas de las secuencias terminales de direccionamiento,
secuencia de motivos biolégicos Pfam, PROSITE y NLSdb, la composiciéon de
aminoacidos y la modificaciones post-transcripcionales. EuLoc proporciona una buena
capacidad de prediccion y equilibrado para cada tipo de localizacién subcelular. La
precision global y precisibon de localizacion de Eu-Loc es 905 y 91.2%
(http://euloc.mbc.nctu.edu.tw/) (Chang et al., 2013).

ngLOC: Es un método probabilistico y clasificador bayesiano basado en n-gram
que permite predecir la localizaciébn subcelular de proteinas tanto en procariotas y
eucariotas. La precisién de la prediccion global varia de 85,3% a 91,4% a través de
especies. Este programa puede predecir hasta 11 ubicaciones diferentes, tanto en
especies animales como vegetales. ngLOC también predice de 4 a 5 ubicaciones

distintas en bacterias gram-positivas y Gram-negativas, respectivamente. Para la
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prediccion considera Unicamente la informacion de la secuencia de la proteina, ngLOC
(http://ngloc.unmc.edu). (King et al., 2012).

Se usaron dos programas para la prediccion de epitopos , uno para linfocitos B y

otro para linfocitos T.

LEPS: (Linear Epitopo Prediction by Propensities and Support Vector Machine).
Esta herramienta predice epitopos lineales para células B. Considera segmentos
proteicos con un nivel de inmunogenicidad altamente global o con antigenicidad
relativamente alta en regiones locales. Se pueden seleccionar diferentes combinaciones
de propiedades fisico-quimicas (estructura secundaria, polaridad, hidrofobicidad
accesibilidad a la superficie, flexibilidad y otros como el peso molecular), también
permite la exploracion de tamafos de ventanas y Unicamente se puede presentar una
sola secuencia de la proteina a la vez. Este programa reconoce caracteristicas de
segmentos de aminoacidos entrenado a reconocer las caracteristicas de los segmentos
de aminoacidos (AASs) con longitudes de 2 a 4 residuos. Después utiliza el sistema
SVM (support vector machine) para caracterizar los patrones en grupos de epitopos y
no epitopos. Por lo tanto, el enfoque LEPS primero realiza propensiones fisico-
quimicas y enfoques matematicos morfologicos y luego usa las caracteristicas AASs
para agrupar los epitopos lineares predichos y eliminar aquellos que son menos
probables. Esta herramienta también permite obtener la estructura 3D de los epitopos
lineares predichos. LEPS estd disponible para su uso académico en
http://leps.cs.ntou.edu.tw (Wang et al., 2011).

CTLPred: Es un método directo para la prediccion de epitopos de linfocitos T
citotoxicos a partir de una secuencia antigénica. Este método esta basado en una
matriz cuantitativa (QM) y técnicas de aprendizaje automatico asi como SVM (Support
Vector Machine) y redes neurales artificiales (ANN). Este método ha sido formado y
probado sobre un grupo de datos no redundantes de epitopos Yy no-epitopos de
células T que incluyen 1137 epitopos de células T restringidos al MHC de clase |
probados experimentalmente. La precision de los métodos basados en QM, ANN y

SVM es 70.0, 72.2 y 75.2%, respectivamente. EIl servidor permite un mayor consenso
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y la prediccion combinada de los métodos basados en SVM-ANN. Ademas con este
método es posible discriminar entre epitopos CTL y no-epitopos que se unen a MHC,
lo cual no es posible con los métodos de prediccion de ligandos del MHC
(http://www.imtech.res.in/raghava/ctlpred/ y
http://bioinformatics.uams.edu/mirror/ctlpred/ ) (Bhasin y Raghava, 2004).

Una vez seleccionados los antigenos se llevo a cabo el disefio de los
oligonucledtidos correspondientes para obtener las proteinas recombinantes

purificadas.

2. Material bioldgico

En este trabajo se empleo la cepa H8 de T. cruzi, la cual se mantuvo virulenta
mediante pases en ratones BALB/c. Los tripomastigotes sanguineos se obtuvieron de
sangre de ratones infectados en el pico de parasitemia (21 dias). La sangre fue
colectada de la cola y transferida a un tubo Eppendorf con amortiguador salino de

fosfatos y EDTA 0.05% y se contaron los parasitos en una camara de Neubauer.

Se utilizaron ratones BALB/c hembras de 4-6 semanas de edad, obtenidos de la
Unidad de Produccién de Animales de Laboratorio (UPEAL) del CINVESTAV-IPN
(México) para todos los experimentos, estos se mantuvieron en condiciones

adecuadas en el bioterio.

Se usaron las cepas bacterianas de Escherichia coli TOP10 y BL21, el
plasmido que usado es pRSETA (contiene una bandera de Histidinas para fusionar y
obtener proteinas recombinantes y es inducible con IPTG) (Fig. 3). Las cepas
bacterianas se cultivaron en forma rutinaria en medio Luria-Bertani (LB) y cuando fue
necesario se suplement6 con ampicilina (100 pg/ml), kanamicina (30 pg/ml) o

cloranfenicol (25 pg/ml).

46



Figura 3. Mapa de los plasmidos pRSETB y pRSETC. Los vectores pRSET (A, By
C) fueron disefiados para la expresion y purificacion de niveles altos de proteina.
Tienen un tamafo de 2940 pb y contienen 11 sitios de clonacion. La expresion esta
bajo el control del promotor T7, contienen el gen de resistencia a ampicilina para la
seleccién de clonas positivas.

3. Amplificaciéon de fragmentos de DNA que codifican los antigenos

reversos

Todas las manipulaciones de DNA (PCR, restricciones, ligaciones, clonaciones y
subclonaciones) fueron realizadas mediante técnicas convencionales de biologia
molecular (Ausubel et al., 1997; Sambrook y Rusell, 2002).

Mediante la técnica de PCR se amplificaron los fragmentos correspondientes a
los antigenos seleccionados a partir de DNA gendmico de epimastigotes. Los tamafios
de los productos de PCR fueron resueltos en un gel de agarosa al 1%, y fueron
tefiidos con bromuro de etidio y visualizados y fotografiados en un transiluminador de
luz UV.

Los productos de PCR se sometieron a digestion enzimatica con las enzimas
de restriccion correspondientes y fueron clonados en el vector de expresiéon TOPO ----
y posteriormente dos de ellos TcKF6 y TcRM3, fueron subclonados en el vector de
expresion pRSETB y pRSETC respectivamente para la expresion y purificacion de las

proteinas recombinantes.
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4. Células competentes E. coli Top 10F°

Las bacterias de E. coli Top 10F’ se cultivaron en 10 ml de medio Luria Bertani:
durante toda la noche a 37 °C, se inocularon 5 ml de este cultivo en 10 ml de medio
LB fresco y se cultivaron a 37 °C con agitacion constante hasta alcanzar una
densidad o6ptica de 0.5 (600 nm). Las bacterias se colectaron a 4 000 rpm durante 10
min, la pastilla se resuspendié en 1 ml de CaCl, 50 mM en frio y se dejara esta solucion
por un periodo de entre 25-35 min en hielo, después las bacterias se colectaron por
centrifugacion a 3 000 rpm 5 min y la pastilla se resuspendié en 100 pl de CaCl, 50

mM y se incubaron en hielo durante 20 min.

5. Purificacion de DNA plasmidico

Se transformaron bacterias E. coli TOP 10F competentes con el plasmido
pRSETB y pRSETC, posteriormente estas células se inocularon en placas de medio
LB-Ampicilina (100 mg/ml), se seleccioné al azar una colonia transformada de las
placas LB/Amp y se inoculé en 25 ml de medio LB/ampicilina incubando toda la noche
a 37° C. La purificacion del DNA se realiz6é por el método de lisis alcalina (Maniatis et
al, 1989). Este método consiste en lo siguiente: del cultivo de toda la noche se
centrifugdé durante 10 minutos a 10, 000 rpm; la pastilla se resuspendié en 1.5 ml de
STE (Tris-HCI 25 mM pH 8, EDTA 10 mM pH 8 y sacarosa 50 mM), se afiadi6 lisozima
en una concentracion de 1mg/ml y se incubo durante 15 min a temperatura ambiente,
después se adicionaron 3 ml e la solucion Il (NaOH 2N y SDS al 1% preparada al
momento), la muestra se mezclé por inversion y se incubd en hielo 15 min. Se
adicionaron 2.25 ml de acetato de potasio 3 M pH 4.8 y la mezcla se colocé en hielo
otros 15 min, la solucién fue centrifugada a 12,000 rpm 30 min para separar el debris y
el DNA cromosomal, el sobrenadante se transfiri6 a un tubo Corex de vidrio y se le
agregaron 3ml de isopropanol absoluto. Para recuperar los acidos nucléicos la mezcla
se incub6é por 15 min a temperatura ambiente y después se centrifugd a 14,000 rpm
durante 15 min a 4 °C. Se removio el sobrenadante y se lavé la pastilla con 1 ml de
etanol al 70 %, la cual se dejo secar a temperatura ambiente. Posteriormente la pastilla
se resuspendio en 200 pl de agua, se le agregd RNAsa A-T1 y se incubo a 37° C
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durante 2 horas. A partir de esta mezcla el DNA plasmidico se purificG por
cromatografia de intercambio idnico utilizando una columna QIAGEN-tip 20, finalmente
el DNA se corridé en un gel de agarosa al 1 % y en un transiluminador de luz UV se
identificaron las bandas que correspondian al tamafio de pRSETB y pRSETC, el DNA

se conservo a -70 °C para su uso posterior.

6. Purificacion de las proteinas recombinantes

Se transformaron bacterias BL21 (DE3) pLysS con los plasmidos recombinantes
PRSETB-TcKF6 y pRSETC-TcRM3, se inocularon en 5 ml de medio LB con ampicilina
(100mg/ml) 'y se incubaron toda la noche a 37 °C en agitacion constante.
Posteriormente se inocularon 3 ml de este cultivo en 250 ml de medio fresco con
ampicilina y se incubaron hasta una densidad éptica de 0.5 (600 nm). Se indujo la
expresion de las proteinas recombinantes con isopropil-1-tio-B-D galactésido a 1 mM
(IPTG Boehringer Mannheim) por dos horas 30 minutos en agitacion constante,
después las bacterias se centrifugaron a 8000 rpm en un rotor JA10 Beckman. La
pastilla de células se resuspendié en 15 ml de buffer de lisis (Tris-HCI 50 mM pH 8.5,
PMSF 1M, BMe 10 mM y cloruro de guanidina 6M) incubandolo 5 minutos en hielo. Las
muestras fueron sonicadas 3 veces por 1 min con intervalos de 2 min en hielo y
después se centrifugaron a 10 000 rpm en el rotor JA20 10 min; se colect6 el
sobrenadante y a partir de este las proteinas recombinantes fueron purificadas por
cromatografia de afinidad de Ni-agarosa (Novagen 69670-3). en condiciones

desnatualizantes y fueron dialisadas contra PBS
7. Electroforesis e inmunotransferencias

Las proteinas TcKF6 y TcRM3 purificadas fueron analizadas por electroforesis
en geles de poliacrilamida SDS-PAGE al 15% (Gel separador: acrilamida al 15 %,
bisacrilamida al 0.216 %, Tris-HCI| 375 mM pH 8.8, SDS al 0.1 %, persulfato de amonio
al 0.063 % y TEMED al 0.05 %; gel concentrador: acrilamida al 5 %, bisacrilamida al
0.090 %, Tris-HCI 500 mM pH 8.8, Tris-HCI 104 mM pH 6.8, SDS al 0.083%, persulfato
de amonio al 0.062 % y TEMED al 0.0375 %) y se corrieron a 80 volts (Tanque Bio-Rad
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modelo Mini-PROTEAN® Il Cell) en amortiguador de corrida (Tris 25 mM, glicina 190
mM y SDS al 0.1 %). Al terminar la electroforesis las proteinas se observaron por
tincion con azul de Coomassie o se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa (Bio-
Rad) usando un sistema miniprotean (Bio-Rad). El ensayo de inmuno-transferencia se
realizod utilizando anticuerpos anti-histidinas (Santa Cruz Biotechnology) ya que las
proteinas recombinantes poseen una bandera de histidinas, el anticuerpo se usé a una
dilucion 1:1000,

Por otro lado con el fin de determinar la inmunogenicidad de las proteinas
recombinantes rTcKF6 y rTcRM3, se probo el reconocimiento de estas en ensayos de
Western Blot por lo sueros de ratones inmunizados con las proteinas recombinantes,
sueros de humano no infectado, suero chagasico humano y suero chagasico de raton,
todos los sueron mencionado fueron usadon a una dilucion de 1.2000. es estos
ensayos se usaron como control negativo el suero de ratones preinmunes y

anticuerpos anti-histidinas como se mencioné anteriormente.

Los anticuerpos unidos se revelaron con un anticuerpo de chivo anti-lgG de
ratbn o anti humano en su caso, ambos acoplados a fosfatasa alcalina (invitrogen 62-
6522) a una dilucién 1:5000, donde NBT (Nitroblue Tetrazolium Chloride) y BCIP (5-
bromo-4-cloro-3-indolfosfato) se usaron como sustratos. Finalmente la membrana se

lavé con agua corriente para detener la reaccion de la enzima (Ausubel et al, 1997).

8. Inmunizacién con las proteinas recombinantes e infeccion

Se obtuvieron sueros preinmunes de dos grupos de 4 ratones hembras BALB/c
de 4-6 semanas de edad, posteriormente estos dos grupos de ratones fueron
inmunizados 2 veces con 10 pug de la proteina recombinante TcKF6 6 TcRM3
respectivamente, por la via intraperitoneal, la primera de estas inmunizaciones con
Titer Max ® y siguiente con adyuvante incompleto de Freund (Sigma F-5506). Por otro
lado también se manejaron dos grupos de 4 ratones cada uno para cada una de las
proteinas, un grupo fue inmunizado solo con el adyuvante Titer Max ® y PBS y el otro
grupo no recibié inmunizacion. Al término de las inmunizaciones se obtuvo el suero
inmune de un mes, dos meses y tres meses, para los ensayos de inmunotransferenca y
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inmunofuorescencia. Posterior a la ultima inmunizacion, se dejo transcurrir un periodo
de 15 diasy los ratones fueron infectados con 2x10* tripomastigotes sanguineos por
via intraperitoneal, se obtuvo un suero de estos ratones en un periodo de 19 a 21 dias

posterior al reto parasitario.

9. Parasitemia y mortalidad de ratones inmunizados con proteinas

recombinates

Posterior a la inmunizacién con las proteinas recombinantes y después del reto
parasitario se empez6 a monitorear la parasitemia (c/3 dias) y la sobrevivencia
(diariamente) de los ratones. Las muestras sanguineas fueron colectadas de la vena de
la cola, para determinar el nUmero de parasitos por mililitro de sangre mediante conteo

directo en carama de Neubauer.

10. Expresion estadio especificay localizacion subcelular de las proteinas
nativas TcKF6 y TcCRM3.

Para la determinacion de la expresion estadio especifico de las proteinas los
anticuerpos obtenidos se probaron en ensayos de inmunotransferencia contra
extractos de trypomastigotes, amastigotes y epimastigotes. Las formas de
epimastigotes de la cepa H8 de T. cruzi fueron cultivadas a 28°C en medio LIT
(infusibn de higado y triptosa) y suplementado con 10% de suero fetal bovino
(Castellani et al., 1967), estos parasitos se recuperaron por centrifugacién a 4000 Rpm.
Los tripomastigotes y amastigotes fueron recuperados a partir del sobrenadante de
cultivos de fibroblastos 3T3/NIH infectadas con epimastigotes, las células  fueron
donados por la Dra. Rebeca Manning Cela del Departamento de Biomedicina
Molecular del Centro de Investigacion y Estudios Avanzados del IPN, México, D. F.
Fibroblastos 3T3/NIH fueron plaqueados a una densidad de 2x10* cellcm? en medio
D-MEM con suero fetal bovino al 10%. Después de 5 dias se infectaron las células con
infectadas con 9.5 X 10° epimastigotes de T. cruzi de la cepa H8, los cultivos de
fibroblastos infectados se mantuvieron en medio D-MEM con suero fetal al 2%,
después de un periodo de 11 dias con cambio de medio diario, los sobrenadantes de
estas células que ya contenian pardsitos libres (tripomastigotes) fueron centrifugados

a 4000 rpm por 5 minutos Yy los parasitos recuperados se usaron por un lado para la
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preparacion de extractos totales o para la preparacion de laminillas para
inmunofluorescencias para lo cual fueron fijados sobre cubreobjetos de vidrio. Después
de un periodo de 20 dias con cambio de medio diario en el sobrenadante del cultivo de
las células 3T3/NIH se observaban amastigotes libres los cuales fueron recuperados
por centrifugacion (4000 Rpm 5 minutos) y del mismo modo procesados para la
preparacion de extractos totales o fijjados a laminillas para su uso en

inmunofluorescencias.

Los extractos totales de amastigotes y tripomastigotes fueron preparados de la
siguiente manera: después de centrifugar los sobrenadantes de los cultivos de las
células 3T3/NIH que contenian tripomastigotes o amastigotes, la pastilla obtenida fue
resuspendida en 50 pl de amortiguador de muestra (Glicerol 2%, SDS 4 %, Tris-HCI 50
mM pH 7.4, Azul de bromofenol 0.2 %) y fueron hervidas por 5 min en bafio Maria
posterior a esto se le agrego BMe 200 mM. Para la preparacion de extractos de
epimastigotes se parti6 de 1 ml de cultivo de epimastigotes en crecimiento
exponencial, estos fueron lavados dos veces con buffer de fosfatos salinos (PBS) por
centrifugacion (2000 rpm por 3 minutos) Yy la pastilla fue procesada como se menciono
anteriormente en el caso de amastogotes y tripomastigotes. Los extractos proteicos se
separaron en geles de poliacrilamida al 10 % en condiciones desnaturalizantes, y se

transfirieron a membranas de nitrocelulosa.

Para comprobar la localizacion subcelular de las proteinas nativas en los
diferentes estadios de T. cruzi, se realizaron ensayos de inmunofluorescencia indirecta
en los tres estadios de T. cruzi usando los antiuerpos policlonales contra las proteinas
recombinantes producidos. Para ello los parasitos (amastigotes y tripomastigotes)
obtenidos por centrifugacion (como se explico previamente) del de sobrenadantes de
cultivos de fibroblastos infectados y epimastigotes obtenidos de cultivos puros en fase
exponencial (lavados previamente), fueron fijados en cubreobjetos de cristal, esto se
llevo a cabo de la siguiente manera: la pastilla de parasitos recuperados se resuspendio
en 400 ul de PBS, se tomd 50 ul y se coloco la gota sobre cubreobjetos de vidrio, se
dejo secar a temperatura ambiente por 30 min o hasta que estaba completamente seca
la superficie. Los parasitos ya fijados de cada estadio se separaron en dos grupos esto
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para manejar dos condiciones una sin permeabilizar y otra en la que se llevo un
proceso de permeabilizacion para este ultimo los preparaciones fueron incubadas con
metanol por 5 minutos y lavadas dos veces con PBS, posteriormente los parésitos
permeabilizados y no permeabilizados fueron incubados con suero fetal bovino 10% en
PBS por 1 hr a 37°C en camara humeda. Se lavaron los parasitos con PBS y se
incubaron con los sueros preinmunes (control negativo), anticuerpos policlonales anti
TcKF6 o TcRM3 (sueros obtenidos después de 2 inmunizaciones con las proteinas
recombinantes) y sueros de ratones no inmunizados y retados con el parasito (control
positivo) a una dilucién de 1:100 para la proteina TcKF6 y 1:50 para la proteina TcCRM3
en PBS-leche al 1% durante 2h a 37°C. Posteriormente se lavaron 6 veces con PBS y
se incubaron con un anticuerpo de chivo anti IgG de raton acoplado a FITC por 1:30 h
a 37°C, se lavaron los parasitos con PBS y se montaron las preparaciones con

VectaShield Acoplado a DAPI y se observaron mediante microscopia confocal.
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VI. RESULTADOS

1. Anédlisis bioinformético de la base de datos TriTrypDB 5.0 (Junio, 2013)

El andlisis bioinformatico se realizd con el fin de identificar genes que codifiquen
para proteinas para evaluarlas como candidatos potenciales a vacunas. El primer
criterio utilizado en el analisis del genoma fue seleccionar aquellos genes que
codificaran proteinas con regiones transmembranales mediante el programa TMHMM.
De los 11109 marcos de lectura abierto se analizaron las proteinas codificadas por
éstos y se encontraron 2752 secuencias con estas caracteristicas (24.7%); de estas
proteinas se determind que 595 poseian un dominio cinasa en su secuencia de amino
acidos, y de las restantes se seleccionaron 160 proteinas que poseian secuencias de
aminoacido repetidos ademas de las regiones de hélices transmembranales.

Ejemplos de los resultados obtenidos con el programa TMHMM se muestran en
la figura 4, en los que se observa graficamente la disposicion de las hélices
transmembranales asi como la longitud de las porciones extramembranales. Se
seleccionaron aquellas proteinas que poseian secuencias extramembranales de mayor
tamafio con simple o multiple paso membranal, obteniéndose una lista mas reducida
de 96 secuencias del grupo con un dominio cinasa y 67 secuencias del grupo de

proteinas con repetidos de amino &cidos.

Del BLAST realizado en la base de datos TriTrypDB para la busqueda de ESTs
de cada una de las secuencias hasta el momento seleccionadas, se determind qué de
las 96 proteinas de la familia cinasas 38 se expresaban en los diferentes estadios de
Trypanosoma cruzi (14 en amastigotes, 22 en epimastigotes y 2 en tripomastigotes), por
otro lado para las proteinas que poseen repetidos de amino acidos se determiné que 67
se expresaban en los diferentes estadios (11 de amastigotes, 42 de epimastigotes y 14

de tripomastigotes).

Con el uso de los programas de prediccion de localizacion subcelular se
seleccionaron 6 secuencias, de estas tres son de la familia cinasa y tres con repetido en
aminodacidos, una por cada estadio en ambos grupos, la prediccion para estas fue de

membrana plasmatica en dos o tres de los programas usados (Tabla 5y 6).
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Fig. 4. Gréficas obtenida con TMHMM. Se observa la localizacion de las regiones
transmembranales en rojo, porciones citoplasmatica en azul y extramembranales en
rosa. (A) Secuencia TcREG6 seleccionada posee una sola region extramembranal y (B)
secuencia TcRL9, se observan varias regiones transmembranales, se seleccion6 por
la primera regidn extratransmembranal.

TABLA 5. Resultados de la prediccion de localizacibn membranal para las proteinas
de la familia Cinasa.

PROT LOCALIZACION SUBCELULAR
AMA ESLpred SLPFA Euloc CELLO nglLOC EST E-VALOR (%) ESTADIO
IDENTIDAD
TcKM2 Citoplasmica Mitocondrial nuclear Mem-Plas Mem-Plas CF888819 2.7e-9 37 AMA
TcKW8 Citoplasmica Mitocondrial Mem-Plas Mem-Plas Mem-Plas Al622945 6.0e-120 96 EPI
RTcKF6 Citoplasmica Mitocondrial Mem-Plas Membrane Meme-plas GW396174 1.5e-35 57 TRIP

La prediccion de epitopos para linfocitos B y linfocitos T citotoxicos se realizo
mediante los programas LEPS Y CTLPred respectivamente. La prediccién se realiz6 a

partir de la regiones extramembranales de cada proteina (para las que poseian mas de
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una de estas secuencia como TcKW8, TcRM3 y TcRL9 se us0 la secuencia de mayor
longitud para la prediccion). Las regiones extramembranales usadas para cada
prediccion y los epitopos predichos se muestran en la figura 5. En el caso de las
secuencias TcKW8 y RTcKF6 se seleccioné una secuencia de menor tamafo, esto por
que contenia la mayor cantidad de epitopos concentrados, dicha region seleccionada

se resalta dentro del rectangulo azul.

TABLA 6. Resultados de la prediccion de localizacion membranal para las proteinas
con repetidos en Tandem.

PROT LOCALIZACION SUBCELULAR EST E-VALOR (%) ESTADIO
AMA ESLpred SLPFA Euloc CELLO nglLOC IDENTIDAD
TcRM3 Extracelular Secretada Membrana Mem-Plas Mem-Plas GW396214 3.8e-36 90 AMA
TcRL9 Extracelular Mitocondrial Membrana Mem-Plas Mem-Plas AA926512 1.2e-80 97 EPI
TcRE6 Extracelular Secretada Mem-Plas Mem-Plas Mem-Plas JK744049 8.6e-41 53 TRIP
TcKM2

EKAAESKGRGTTIFVKKYSGDKQGVLDTRDLIPSAQIMENYTVIGKIGGGAEGIVFRVRHEPTKKEFAMKVIRCPDHSRVNSALKEIKVLLHLRHRHVVSYVDFEFLLFHND
TIRHEFVADYKNEAQLSESTRSLGFCSTGCLGSNGSPVVRNEVLSDVFCFHPSEVCVCLVMALCTSGDMQODTIEDARRRLMDVGSHPIPEAQILSWMEQCASALAFIHEQG
FLHRDLKPTNVFFDDDKEIKIGDFGLAATVGLGRQSIVGTP

TcKW8
RATRAELKLALGGAPVSARSRRRAVLREVRELEDVCTTLRCRLDKVRLYMPDRFNARVAAAGYGSPFRSECGIDKASLDGSNSEELKRVTCSVAYVYYTPRTVRNPTDAVY
ELIMRAVVKIATDCGGCFEVQRPDYCVISFGAQLRGKEFAAEALEAVEFARRLREELTACAELDGLYRVIVESGVFLSGVISGGGRSHFVLLCRNLHYRLGGFLPHTGVVA
AVTEETALLVRGRCRLLPFETVYLEDAATTCVKLHEVICGAAGTAAWQNYEHCY SEAYDMMERSEYGSALWWWEKARAVEQGALAEES PLCRS SQAARLEKECVMRMSRGD
YAPFARRPRLANGENDGVPHSDVVSTVTSEETVSQKTASATSSFRFGPLVTAPESDAVSLEVAAGCLPHRFRDRLGNVWKRALNPIEDPSTDITPVYMATI SATGTLAVLKY
COLTDANARLTRAEVDAALEELMGLRVNDSLVOQYLSYCYVPPHRVVLVMOYVPGGTLREMKSRYGRKLPLTAVRRNVASMLRGLAHLHGRGVIHGRLC PENVMVGVEGRWR
LKGMLLGAAPLILHQETYYVSPEVAAGGAKTAANDVYALGLLLLAMLTDSHPWOWSANAALDRSRNELDSLLADSTAFREALRNGLLTPVPTPADTDETLRTVLEACLRTA
PGDRPTALRLQEVRCDRSL

RTcKF6
PLLSISLSLPLCSVIVRTMTDTKRMANANSGLPQPPAEGDAAKSDPLﬂGILGTHPDCKYIKKKLLGQGSFGSAWRVEERETGTIYAAKVMDTNNMSSKDRGFVTNEV CLS
RCNNANIIRHHVSYERGGMLLIIMEYADGGDLYKQIKARQQSTRYFKEHEVLFIFLQLCLALDHIHMNKMMHRDLKTANVLLTTTGLVKLGDFGFSRQYEDSLSNPVESTE
CGTPYYLSPELWRRAPYSKKSEMWALGVVLYEVIVLKRPFGGRNMDELIDNILHARRQPLPNIYSEDLRNVCDQLLSLDPKYRPSLRQLFQQPFIRKGLETLRRSVLNHNR
IPONVQKDIACNVDEVLNSDIQDYESSRVVPRRGIVTRHTADRGWQDCELLLDEEAVVMRDVATGSEERVELNALTSVCPIDAAIAHEKFVFAMKNQTGKAFWFKEVNETS
YEEWLVALONALPF

TcRM3
LTYLSWAACGEVELQQQOROPGVEFQWYLVPYCEQTFDFSDINRETDDAERRESEDACKKLLKSCDNKPISFKPLLCGNDITSEDQCPNFGTMASVLSATRVKAFTMACPVAG
ESCTLFECAANCTNTDVKAVASVILQLAAQASNASIALSYARPLLDCNFVVDKLLGAMSDCNELKAG

TcRL9
GANTVHVGRATCGTTIPIDSHWVTGPMWSFRGLASGSFSRRTSTVGSALIFGRAYISEEMEFVLNSEAGMGPSSVVVFELNTILEPESECEFYWSPLKAAMDGTEITAARV
MALGASAGSSCPMPFEVEVSLLYDEEVSHFLRVDPIKGGTNSVSFSTKDMKWPVIFRVPDKCEVYLLLLTNRQGSTIHRW

TcRE6
MMMCRLLCALLVLALFYFSSARATASEVKPEQEVNVKVTVSEVLNELGGEHNSDTDVDELRSGKTASGAGHNANGMLPSNSEPLVPMVDTLKSES PKDVQEQALDGVTEAA
KGGKEKPLNPEVTDTSDAQQSTSVTAVRKVSESETTAANATTTTTTTNAPTTTTTTAPQATGI TTTAAPTTTTASAPSHLREIDGSLSSSAWVFAPLLLAASALAYNTLGQ
KGGWAVRASTQRRGHVYVYCGPMYKVR

Fig. 5. Prediccion de epitopos para linfocitos B y linfocitos T citotoxicos. En amarillo se
resaltan los epitopos para linfocitos B, en rojo y subrayado en negro los epitopos para
linfocitos T citotéxicos.
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Finalmente para obtener el DNA que codifican para los fragmentos
seleccionados de TcKM2, TcKW8, RTcKF6 TcRM3, TcRL9 y TcREG6 se disefiaron
oligonucledtidos especificos, incluyendo las secuencias de reconocimiento para
restriccidbn enzimatica (Tabla 7).

TABLA 7. Oligonuclettidos utilizados para la amplificacion de los fragmentos
seleccionados de las proteinas TcKM2, TcKW8, RTcKF6 TcRM3, TcRL9 y TcRES6.

OLIGOS DELANTERO REVERSO TAMANO ESTADIO
CINASAS
TckM2 5 CGGATCCGAGAAAGCAGCGGAGTCGAAGY 5 GAAATATAAGCTTAGGTCGCTGCAAGACCAAMATCCY 773 AMA
TcKwa 9 CGGATCCCCCGTGTACATGGCTATATCCY 9 GAAATATAAGCTTAAAGTCGCAACGCAGTAGGGCY 788 EPI
TCKFG 5'CGGATCCGGCATTCTTGGCACGCATCCGS 5 GAAATATAAGCTTACCAAGCGCCCACATCTCACTCS 623 TRIP
REPETIDOS
TcRM3 5'CGGATCCCTGACGTATCTCTCTTGGGCCGY 5 GGAATTCCCCCGCCTTCAGTTCGTTGCAGY 548 AMA
TCRL9 9 CGGATCCGGGGCGAACACGGTTCACGAGS” | H'GAAATATAAGCTTATCCTTGGCGGTTCGTGAGTAAAAGS 976 EPI
TCREB 5'CGGATCCATGATGATGTGCCGTCTGCTGS | 5'VGAAATATAAGCTTACATCGGACCACAGTAGACGTACS' 756 TRIP

2. Construccion de proteinas recombinantes

Las DNA correspondientes a los fragmentos seleccionados de las proteinas
TcKM2, TcKW8, RTcKF6 TcRM3 y TcRL9 se obtuvieron mediante la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR). El fragmento TcCRE6 no se logro amplificar después de
varios ensayos en los que se modifico la temperatura de alineamiento, se probaron
diferentes concentraciones de MgCl, En la figura 6 se muestran los productos de

amplificacion con los tamafios esperados.
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Fig. 6. Amplificacion por PCR de los fragmentos TcKM2, TcKW8, RTcKF6 TcRM3 y

TcRL9. 1) Marcador de peso molecular 1Kb, (2) TcKM2, (3) TcKWS8, (4) TcRL9, (5)
TcRM3y (6) RTCKF®6.

Los amplicones asi como el vector de expresion pCR® 4-TOPO® fueron
purificados y posteriormente sometidos a digestion con la enzima EcoRI y se ligaron
para crear los plasmidos recombinantes correspondientes. Para comprobar la presencia
de los insertos en cada uno de los plasmidos, estos se purificaron y se trataron con la
enzima de restriccion Eco RI. Los productos de digestion se analizaron en geles de
agarosa (Figuras 7 y 8). Los resultados muestran que se clonaron de manera correcta
los amplicones correspondientes TcKM2, TcKW8, RTcKF6 TcRM3 y TcRLO.

TOPO-TcKW8

TOPO-TcRL9

TOPO-TcKM2

Fig.7. Analisis por restricciéon con Eco RI de la clonacién de los amplicones en el vector
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PpCR® 4-TOPO®. Se observa la liberacion de los insertos (A)TcKWS8, (B) TcRL9 y (C)

TcKM2.
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3956 pb

623 pb
548 pb

Fig. 8. Andlisis por restriccion con Eco RI de la clonacion de los amplicones en el
vector pCR® 4-TOPO®. Se observa la liberacion de los insertos (A)RTcKF6 y (B)
TcRM3.

Los fragmentos RTcKF6 y TcCRM3 se purificaron y se subclonaron en marco de
lectura abierto en los vectores pRSETB y pRSETC respectivamente previamente
tratados con la enzima de restriccion Eco Rl para obtener los pldsmidos pRSET-KF6 y
PpRSET-RM3. Se obtuvieron algunas colonias transformantes a las cuales se les
realizaron analisis por restriccidon con Eco RI para verificar que se tenian clonados los
genes de interés. Los productos de digestién se analizaron en geles de agarosa (Figura
9), y los resultados muestran la liberacion de inserto correspondiente de cada uno de

los plasmidos.
3. Purificacién de las proteinas recombinantes rTcKF6 y rTcM3

Las proteinas recombinantes rTcKF6 y rTcRMS3 purificadas por cromatografia de
afinidad se sometieron a electroforesis en geles de poliacrilamida al 15%, observandose
gue cada proteina migr6 como una banda Unica con un peso de 20kDa para la
proteina rTcKF6 (Fig. 10) y de 18 kDa para la proteina rTcRM3 (Fig.11). ambas
proteinas se obtuvieron con una gran pureza mayor al 95% al analizarlas por SDS-
PAGE. Los resultados de los ensayos de Western Blot muestran que las proteinas
purificadas son reconocidas por el anticuerpo anti-histidinas, observandos una sola
banda en ambos casos, con los pesos esperados (Fig. 10 y 11). El rendimiento de la
puificacion para la proteina rTcKF6 fue de 16800ug/ul y para la proteina rTcRM3 de
7697 pg/pl.
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Fig 9. Andlisis de los productos de digestion con la enzima Eco RI de los plasmidos
pRSETB-KF6 (A) y pPRSETC-RM3 (B).
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Fig.10. Purificacion de la proteina His-rTcKF6. La proteina His-RTcKF6 purificada por
cromatografia de afinidad se analizé por SDS-PAGE (2) y por inmunotransferencia (3)

con anticuerpos anti-histidinas.
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Fig.11. Purificacion de la proteina His-rTcRM3. La proteina His-TcRM3 purificada por
cromatografia de afinidad se analiz6 por SDS-PAGE (2) y por inmunotransferencia (3)
con anticuerpos anti-histidinas.

Los ensayos de Western Blot con las proteinas recombinantes rTcKF6 vy
rTcRM3 dieron como resultado que estas son reconocidas por los sueros de ratones
inmunizados con estas, lo cual comprueba su potencial inmunogénico, por otro lado
también se probd que sueros chagasicos de ratones (no inmunizados) y humaos
también reconocen las proteinas rTcKF6 y rTcRMS3, sin embargo el reconocimiento de
la proteina rTcRM3 por los sueros chagasicos de raton y humanos fue menor en
comparacion con el reconocimiento a la proteina rTcKF6. Los sueros preinmunes de

raton y humano no mostraron reconocimiento a las proteinas recombinantes (Fig. 12).

Fig.12. Inmunogenicidad de las proteinas rTcKF6 (A) y rTcRM3 (B).
Inmunotransferencia de las proteinas purificadas en incubadas con 1) anticuerpos anti-
histinas, 2) suero preinmunes, 3) sueros inmunes, 4) suero humano no infectado, 5)
suero humano chagasico y 6) suero de raton infectado.
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4. Andlisis de la expresion de las proteinas nativas TcKF6 y TcCRM3

El analisis de la expresion se realiz6 por ensayos de inmunotransferencia e
utilizando los anticuerpos anti-TcKF6 y anti-TcRM3. Para tal fin, extractos totales de
tripomastigotes, amastigotes y epimastigotes se transfirieron a membranas de
nitrocelulosa y se incubaron con cada uno de los anticuerpos policlonales obtenidos de
los ratones inmunizados con las proteinas recombinantes respectivas. Los resultados
se observa que los anticuerpos policlonales anti-TcKF6 reconocen proteinas en los
extractos de los tres estadios; en tripomastigotes se observa el reconocimiento de tres
proteinas de alto peso molecular (135, 180 y 200 kDa) y una proteina de 48 kDa, en
amastigotes el anticuerpo policlonal reconocié 4 proteinas una proteina de 240 kDa,
una de 200 kDa, otra de 135 kDa, y una de 48 kDa, tres de estas de estas
reconocidas en el extracto anterior. en epimastogotes hubo reconocimiento de 11
proteinas, una 200 kDa, dos de 80 kDa a 140 kDa, 4 proteinas de 48 a 70 kDa (en
estas se encuentra la proteina de 48 kDa fuertemente reconocida en los otros
estadios), 4 proteinas son reconocidas especificamente en este estadio (dos con
pesos entre 25 a 35 kDa y dos de 17 a 20 kDa) (Fig.13A). Cabe mencionar que el peso
molecular esperado de la proteina nativa es de 20 kDa. Para el caso de los anticuerpos
policlonales anti-TcRM3, estos reconocieron de forma débil solamente una proteina de
48 kDa en trypomastigotes y amastigotes, mientras que en epimastigotes se observan 9
proteinas (135, 100, 75, 55, 48, 35, 30, 20 y 17 kDa) (Fig. 13B). El peso molecular de la
proteina nativa esperado es de 17 kDa. Es importante mencionar que como un control
negativo se usé un pool de los sueros preinmunes de ambos grupos de ratones
inmunizados con las proteinas recombinantes y ninguno de los dos presento
reconocimiento de proteinas en los extractos de los tres estadios del parasito (datos

no mostrados).
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Fig.13. Reconocimiento de proteinas en extractos totales de Trypanosoma cruzi por sueros de
ratones inmunizados con las proteinas rTcKF6 (panel A) y rTcRM3 (panel B). 1) marcadores de
peso molecular, 2) extractos totales de tripomastigotes, 3) extractos totales de amastigotes y 4)

extractos totales de epimastigotes.
5. Localizacion subcelular de las proteinas nativas TcKF6 y TcCRM3.

Con la finalidad de analizar la distribucion subcelular de las proteinas nativas
TcKF6 y TcCRMS3 en el parasito, se realizaron ensayos de inmunofluorescencia como se
describe en materiales y métodos, usando los anticuerpos policlonales anti-TcKM6 y
anti-TcRM3. Como controles se utilizaron el suero de ratones infectados con
tripomastigotes y el suero preinmune de cada grupo experimental; estos sueros control
se ensayaron con amastigotes (Fig. 14), tripomastigotes (Fig 15) y epimastigotes (Fig.
16). Los resultados mostraron que el suero de los ratones infectados contiene
anticuerpos que reconocen a los tres estadios, mientras que los sueros preinmunes no
presentan reconocimiento alguno. Con respecto a los anticuerpos policlonales anti-
rTcKF6, éstos presentan reactividad con componentes de la membrana plasmatica y del
citoplasma en los tres estadios (Figuras 17, 18, y 19). Con respecto a los anticuerpos
policlonales anti-TcRM3, es debil el reconocimiento en membrana plasmatica y en el
citoplasma de los amastigotes (Fig. 20) y de los epimastigotes (Fig. 22), mientras que
en los tripomastigotes el reconocimiento fue mas intenso en ambos compartimientos
celulars (Fig. 21).
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DAPI FITC MERGE

No Permeabilizado

Control Positivo Anti-T. cruzi

Permeabilizado

No Permeabilizado

Preinmune-TcKF6

Permeabilizado

No Permeabilizado

Preinmune-TcRM3

Permeabilizado

Fig.14. Inmunofluorescencias en preparaciones de amastigotes con anticuerpos anti-T. cruzi
(control positivo) y sueros preinmunes (control negativo) de ratones que fueron posteriormente
inmunizados con las proteinas recombinantes.
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Preinmune-TcRM3
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Fig.15. Inmunofluorescencias en preparaciones de tripomastigotes con anticuerpos anti-T.
cruzi (control positivo) y sueros preinmunes (control negativo) de ratones que fueron
posteriormente inmunizados con las proteinas recombinantes.
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Fig.16. Inmunofluorescencias en preparaciones de epimastigotes con anticuerpos anti-T. cruzi
(control positivo) y sueros preinmunes (control negativo) de ratones que fueron posteriormente
inmunizados con las proteinas recombinantes.



DAPI FITC MERGE

No Permeabilizado

Anti-TcKF6

Permeabilizado

Fig.17. Inmunofluorescencias en preparaciones de amastigotes con anticuerpos policlonales
anti-rTckF6. Se observa reconocimiento en membrana plasmatica (parasitos no
permeabilizados) y en citoplasma (paréasitos permeabilizados).

DAPI FITC MERGE

No Permeabilizado

Anti-TcKF6

Permeabilizado

Fig.18. Inmunofluorescencias en preparaciones de trimastigotes con anticuerpos policlonales
anti-rTcKkF6. Se observa fuerte reconocimiento en membrana plasmética (parasitos no
permeabilizados) y mas bajo en citoplasma (parasitos permeabilizados).
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Anti-TcKF6

Permeabilizado

Fig.19. Inmunofluorescencias en preparaciones de epimastigotes con anticuerpos policlonales
anti-rTcKkF6. Se observa fuerte reconocimiento en membrana plasméatica (parasitos no
permeabilizados) y citoplasma (parasitos permeabilizados).

DAPI FITC MERGE

Fig.20. Inmunofluorescencias en preparaciones de amastigotes con anticuerpos policlonales
anti-rTcRM3. Se observa reconocimiento débil en membrana plasmatica (parasitos no
permeabilizados) y citoplasma (parasitos permeabilizados).
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Fig.21. Inmunofluorescencias en preparaciones de tripomastigotes con anticuerpos
policlonales anti-rTcRM3. Se observa reconocimiento fuerte en membrana plasmatica
(parasitos no permeabilizados) y citoplasma (parasitos permeabilizados).
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Fig.22. Inmunofluorescencias en preparaciones de epimastigotes con anticuerpos policlonales
anti-rTcRM3. Se observa reconocimiento débil en membrana plasmatica (parasitos no
permeabilizados) y citoplasma (parésitos permeabilizados).
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6. Parasitemia y mortalidad de ratones inmunizados con proteinas

recombinates

Para evaluar si la inmunizacién con las proteinas recombinantes podria inducir
inmunidad protectora contra la infeccion aguda, dos semanas posteriores a la ultima
inmunizacién con la proteina TcKF6, los animales fueron retados via i.p con 2 x 10*
formas viables de tripomastigotes sanguineos de T. cruzi cepa HS8. Los niveles de
parasitemia se empezaron a monitorear 14 dias pos-infeccion y la sobrevivencia de
todos los animales fue registrada durante veintiseis dias posteriores a la infeccion
inicial, como se describe en la seccidn de materiales y métodos. El perfil de parasitemia
mostré que al inicio de la infeccién (14 dias) no hubo disminucién de la parasitemia en
el grupo inmunizado con respecto a los grupos control, a los 16 dias se observo un
aumento de la parasitmia en todos los grupos aunque para el grupo inmunizado con la
proteina TcKF6 fue 31% menor con respecto al grupo control inmunizado unicamente
con Titer-Max y PBS y 36% menor con respecto al grupo control no inmunizado,, Para
el dia 18 los valores de parasitemia fueron variables en los tres grupos sin observarse
una diferecia importante, y en dias posteriores se observd un aumento de la
parasitemia en el grupo inmunizado con la proteina pero a partir del dia 22 ésta
disminuy6é (Fig. 23A). También se analizé el efecto de la inmunizacion sobre la
sobrevivencia de los animales infectados y se observé que a partir de los 16 después
de la inmunizacion (dpi) se empezé a registrar mortalidad en el grupo inmunizado con
un 75% de sobrevivencia, para el dia 18 se presenté un 50% al igual que para el grupo
control inmunizado con Titer-Max y PBS y para el grupo control no inmunizado se
presentd una sobrevivencia de unicamente 25%. Para el dia 20 dpi los dos grupos
control tenian un 0% de sobrevivencia a diferencia del grupo inmunizado con la
proteina recombinante que presentaba un 50% de sobrevivencia, manteniendose esto
hasta los 24 dpi (Fig. 23B). De los datos obtenidos se concluye que la inmunizacion
con rTCKF6 retarda la mortalidad de los ratones infectados.
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Fig.23. Parasitemia y sobrevivencia en ratones inmunizados con la proteina
recombinante TcKF6. Ratones inmunizados con la proteina rTcKF6, Titer Max-PBS o
no inmunozados, se inocularon con tripomastigotes sanguineos y se monitored la

parasitemia (A) y la sobrevivencia (B) después del reto parasitario.
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VII. DISCUSION DE RESLTADOS

Trypanosoma cruzi presenta un gran namero de determinantes antigénicos al
sistema inmune del hospedero mamifero durante el transcurso de la infeccién y su
reconocimiento varia dependiendo de la fase de la enfermedad (Frash et al., 1989;
Umezawa et al., 1996). En el hospedero se induce una respuesta inmune tanto
humoral como celular que reduce los niveles de parasitemia, pero no se elimina por

completo el parasito (Tanowitz et al., 1992).

A la fecha no hay vacunas 100% efectivas contra la enfermedad de Chagas. En
los ultimos afos varios estudios se han centrado en el desarrollo de una vacuna eficaz
para el control de la infeccibn por T. cruzi, por lo cual una amplia gama de
formulaciones de vacunas han sido evaluadas (Ej. DNA, proteinas recombinantes) y se
ha logrado observar que varias son capaces de conferir cierta proteccion contra la
infeccion (Planelles et al., 2001; Garg y Tarleton, 2002; Bhatia y Garg, 2008; Fralish y
Tarleton, 2003; Morell et al., 2006).

En la mayoria de los estudios realizados se han trabajado con antigenos de
superficie del parasito (Tekiel et al., 2009; Garcia et al., 2010). Sin embargo, hasta el
momento la inmunidad conferida por los antigenos usados no ha sido capaz de
prevenir la infeccion y en muchos casos no ha sido capaz de generar una alta
sobrevivencia en los animales inmunizados cuando son infectados, no obstante sus
resultados si han establecido su potencial inmunogénico, sugiriendo la utilidad como
vacunas de este tipo de antigenos de superficie en el control de la infeccion y la

enfermedad.

De tal manera el proposito de este trabajo fue seleccionar y caracterizar algunos
antigenos de superficie de T. cruzi mediante el uso de un enfoque conocido como
vacunologia reversa el cual esta basado en el escaneo de bases de datos del genoma
del patdogeno mediante herramientas bioinformaticas para identificar candidatos

potenciales para desarrollar una vacuna (Seib, 2012).
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En la primera etapa de este trabajo se separaron las proteinas de membrana de
las proteinas que no son de membrana, esto con el programa TMHMM y se obtuvo que
24.7% de las proteinas poseian hélices transmembranales. En un estudio previo Silber
y Pereira (2012), analizaron 19673 genes de Trypanosoma cruzi que codifican
proteinas y encontraron que alrededor del 26% (5174 genes) de los genes de T. cruzi
codifican proteinas putativas de membrana, de este porcentaje el 48% son anotadas
como proteinas hipotéticas. Esta prediccion coincide con el obtenido en este trabajo,
sin embargo es importante mencionar que la cantidad de genes analizados fue mayor
en el trabajo de Silber y Pereira (2012). El programa para prediccion de hélices
transmembranales también ha sido usado para predecir proteinas de membrana en
especies de Leishmania major y Leishmania infantum, John y colaboradores (2012), y
por comparacion de ambos genomas con el enfoque de vacunologia reversa se
encontraron 8122 proteinas comunes de de las cuales 16.6% correspondian a

proteinas de membrana plasmatica.

En este estudio se seleccionaron de la lista de proteinas de membrana, aquellas
secuencias que poseian repetidos en tindem. Se ha visto que las proteinas con amino
acidos repetidos en tandem (proteinas TR) estan ampliamente distribuidas en todos los
organismos y han sido descritas en varios patdégenos incluyendo los agentes de la
tripanosomiasis  (Trypanosoma cruzi), malaria (Plasmodium spp.), toxoplasmosis
(Toxoplasma gondii) y leishmaniasis (Leishmania spp.) (lbafiez et al., 1988; Hoft et
al.,, 1989; Levin et al., 1989; Schofiel, 1991; Burns et al., 1992, Burns et al., 1993;
Gruber y Zingales, 1993; Bhatia et al., 1999; Buscaglia et al., 1999). Estan presentes
en muchos de sus antigenos inmunodominantes y su funsién es poco conocida, pero
se ha sugerido que estan implicados en la union a receptores de las células del
hospedero y la activacion de linfocitos B, por lo tanto dichas secuencias se
seleccionaron con el objetivo de que funcionaran como blanco de las células B en la
respuesta inmune generada por la inmunizacién con las proteinas recombinantes. En
los resultados de este trabajo se encontré que 1.4% de las proteinas analizadas (160
proteinas) poseen repetidos, este valor coindice con lo reportado previamente para T.
cruzi (alrededor del 1-2% del total de genes) (Goto y Carter, 2008).
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Las proteinas cinasas (PKs) son mediadores clave de la transduccién de sefiales
para la coordinacion de procesos intracelulares como son control transcripcional,
progresion del ciclo celular y diferenciacién. La busqueda bioinformatica en la base de
datos PFAM de proteinas cinasas eucarioticas (ePKs) y proteinas cinasas atipicas
(aPKs) en el genoma de tripanosomatidos revelo un total de 176 PKs en T. brucei,
199 in L. major y 190 in T. cruzi, de este ultimo 171 corresponden a cinasas
eucarioticas (ePKs) que son probablemente calificadas como activas y 19 genes de
proteinas cinasas atipicas (Parsons et al.,, 2005). EI kinoma completo de
tripanosomatidos es aproximadamente el 30% del nimero en su hospedero humano
(Manning et al., 2002), aproximadamente 33% mas grade que el de Saccharomyces
cerevisiae y el doble del de Plasmodium falciparum (Ward et al., 2004). El nUmero de
cinasas en los tres parasitos sugiere que la fosforilacibn es un mecanismo importante
para la regulacion celular en los tres parasitos, por lo cual en este trabajo se decidié
seleccionar de las proteinas de membrana aquellas que tuviesen dominios cinasas en

sSu secuencia.

Mediante la busqueda en la base de datos de PFAM se obtuvo una lista de
595 proteinas de Trypanosoma cruzi que poseen dominio cinasa, este niUmero es
mayor que el reportado previamente para T. cruzi en el 2005, pero es importante
mencionar que la base de datos usada en este trabajo fue la version del 2013 que

considera también a secuencias de proteinas clasificadas como de funcion putativa.

El kinoma de tripanosomatidos difiere en varias vias del de su huésped humano,
una diferencia clave es que en tripanosomatidos se pierden las familias de cinasas
ligadas a receptores (tirosina cinasas TK) y las tirosinas cinasas citosolicas (TKL),
aunque pueden tener cinasas de especificidad dual atipicas (Parsons et al., 2005).
Esto coincide los resultados obtenidos en este trabajo ya que las proteinas
seleccionadas poseian dos de ellas (TcKM2 yTcKW8) dominio cinasa de doble
especificidad Ser/Thr/Tyr cinasa y una de ellas (TcKF6) con un solo dominio

Serina/Threonina cinasa.

En la enfermedad de Chagas se ha reportado que la resistencia a la infeccion
depende de una respuesta inmune humoral y celular por el hospedero, requiriendo la
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activacion de las células NK, linfocitos T CD8" y CD4", asi como anticuerpos liticos. Las
citocinas también estan activamente involucradas, resaltando la importancia de IFN-y y
TNF-a (respuesta inmune tipo Th1) durante la infeccion (Tarleton, 1995; Hunter et al.,
1996; Camargo et al., 1997; Sathler-Avelar et al., 2003). Los linfocitos T CD4" participan
en el control de T. cruzi a través de la secrecion de citocinas tipo Thl y pueden
estimular la activacion de linfocitos T CD8" citotdxicos, los cuales apareceran como la
proteccion sistémica central contra la infeccion de T. cruzi (Padilla et al., 2009; Parodi
et al., 2009). Las células T CD8" contribuyen al control de T. cruzi, actuando
indirectamente mediante la secrecion de IFN-y para activar macréfagos y directamente
a través de la produccion de perforina y su concomitante actividad citotoxica (de
Alencar et al., 2009).

Un gran numero de estudios utilizando diferentes formulaciones de vacunas han
establecido previamente que una respuesta inmune tipo Thl caracterizada por la
produccion de IFN-y se requiere para el control del parasito (Bhatia y Garg, 2005;
Dumonteil, 2007). Nuevos vectores virales recombinantes se han descrito
recientemente, tales como el virus de la fiebre amarilla expresando ASP-2 (Nogueira et
al., 2011), y el virus de la influenza que expresa un Unico epitopo dominante CD8"
(Takayama et al., 2010). Se ha observado que la inmunizacién con una vacuna de
adenovirus que expresan este epitopo es suficiente para inducir proteccién, destacando
el papel central de la poblacion de células T en el control del parasito (Miyahira et al.,
2005). Por lo anterior la identificaciébn de antigenos con epitopos para el MHC clase |

es un punto crucial para el desarrollo de vacunas contra T. cruzi.

La fase aguda de la enfermedad de Chagas se caracteriza por una activacion
policlonal de células B, con un incremento notorio de todos los subtipos de
inmunoglobulinas. Se ha observado en el modelo murino que hay una activacion
preferente de los isotipos IgG2a e IgG2b (Ortiz-Ortiz et al., 1980; D Imperio-Lima et
al.,1985; Minoprio et al., 1986; Garcia et al.,1997). Los principales mecanismos del
sistema inmune para el control del parasito son a traves de la activacion de macréfagos
y anticuerpos especificos anti-T. cruzi. Los anticuerpos no solo estan involucrados en la

resistencia a la infeccion por T. cruzi mediante el proceso de opsonizacion y a través
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de la destruccion mediada por complemento (Kierszenbaum y Howard, 1976; Krettli y
Brener, 1976; Almeida et al., 1991).

Se ha visto que la actividad tripanolitica y de aglutinacién de los anticuerpos
especificos de antigenos estan correlacionadas con la proteccién a la infeccion de
(Sepulveda et al., 2000; Umekita y Mota, 2000). Por tal motivo hizo la prediccion de
epitopos para linfocitos B, con lo cual se buscara promover la respuesta de inmune mas
efectiva al conjugarse con las respuesta de células T citotoxicas buscada con la

prediccion de epitopos.

Una vez seleccionadas las proteinas de membrana con dominio cinasa o
repetidos en tandem se procedié a realizar la prediccién de epitopos para linfocitos T
citotixicos y linfocitos B en las regiones extracelulares de estas proteinas. Estas
secuencias extracelulares fueron seleccionadas para evitar dificultades en los
procedimientos de clonacion ya que ha sido reportados que 250 de 600 candidatos a
vacuna de N. meningitides fallaron para ser clonado y expresados debido a la
presencia de mas de una hélice transmembranal (Pizza et al., 2000). Por lo tanto se
evitaron los problemas de clonacién que pudiesen ser generados por la presencia de
estas. Otro aspecto por el cual fue considerada esta region extracelular es porque
puede proveer residuos de aminoacidos que interactien con proteinas del hospedero y

servir para generar respuesta inmune.

Un candidato a vacuna con secuencias similares a las del hospedero (ej.
humano o ratén) es probable que sea un pobre inmundégeno o que se genere
autoinmunidad debido mimetismo de epitopos (Nachamkin et al., 1998; Wilson et al.,
2000; Weber et al., 2009). Considerando este aspecto se realizO un BLAST en el
genoma de humano y ratén de las proteinas TcKF6 y TcCRM3 que fueron inmunizadas
en ratones. El resultado del BLAST con TcKF6 en el genoma humano dio como
resultado que el porcentaje de identidad no es mayor del 43% en ninguna de las
secuencias con homologia detectadas, las cuales son de la familia Serina/Treonina
cinasas, y se observdé una secuencia conservada (GTPYYLSPE), la cual al ser
analizada resulté ser un dominio putativo conservado de la familia de cinasas. El
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resultado del BLAST de la proteina TcKF6 en el genoma de raton resulté en que hay un
porcentaje de no mas del 43% con varias isoformas de la proteina Nek que es una
cinasa Serina/Treonina. En el caso de los resultados del BLAST de la proteina TcCRM3
con el genoma de humano se reporté similitud con algunas proteinas con porcentajes

no mayores al 36% al igual que con el genoma de raton.

Todos estos procedimientos bioinformaticos dieron como resultado la seleccion
de 6 genes de T. cruzi que codifican proteinas putativas de membrana como
candidatos a vacuna, tres de ellas con dominio cinasa y 3 que poseian secuencias de
repetidos en tandem, una para cada estadio del parasito en cada uno de los casos. De
los 6 genes seleccionados 5 fueron amplificados a partir del DNA gendmico de T. cruzi,
de los cuales dos se expresaron correctamente en los vectores pRSETB y pRSETC.
Lo cual demuestra hasta este punto que el enfoque bioinforméatico fue util en la

seleccién de proteinas que pudiesen ser obtenidas de forma recombinante.

Los resultados de los ensayos de Western Blot mostraron el reconocimiento de
las proteinas recombinantes TcKF6 y TcCRM3 por el suero de los ratones inmunizados
con dicha proteinas, lo cual corrobora su inmunogenicidad predicha mediante el
programa LEPS. Por otro lado, las proteinas recombinantes también fueron reconocidas
por sueros de ratones y humanos infectados lo cual demuestra que estas proteinas
podrian ser expresadas in vivo en al menos en los dos estadios del parasito que son

amastigotes y trypomastigotes presentes en el hospedero.

Para comprobar la expresion de la proteina TcKF6 en tripomastigotes y TCRM3
en amastigotes de determinada por la busca de ESTs se realizaron los ensayos de
inmunotransferencia con extractos totales de tripomastigotes, amastigotes vy
epimastigotes. Los anticuerpos policlonales anti-TcKF6 mostraron reconocimiento
principalmente de una proteina de 48 kDa en extractos totales de los tres estadios, sin
embargo en epimastigotes hubo reconocimiento de mas proteinas que en los extractos
de los otros dos estadios. También se detectaron al menos un par de proteinas mas en
tripomastigotes que en amastigotes, lo cual correlaciona con lo observado en los
ensayos de inmunofluorescencia en donde el marcaje del anticuerpo anti-TcRF6 fue
debil en amastigotes tanto en membrana como en citoplasma, mientras que
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tripomastigotes se observo un reconocimiento considerable en membrana y muy débil
en citoplasma, y en epimastigotes se observd un marcaje fuerte tanto en membrana

como en citoplasma.

En el caso de los anticuerpos policlonales anti-TcCRM3, éstos reconocieron
varias proteinas en extractos de epimastigotes y Unicamente una proteina fue
débilmente reconocidas en trypomastigotes y amastigotes, comparando con los
resultados de las inmunofluorescencias en donde el reconocimiento en amastigotes fue
débil tanto en membrana plasmatica como en citoplasma, sin embargo el marcaje en
trypomastigotes fue fuerte tanto en membrana como citoplasma, y en epimastigotes el

marcaje fue débil en ambas localizaciones.

Realizando un BLAST con las secuencias de las proteinas recombinantes TcKF6
y TcRM3 en la base de datos TriTrypDB se observé que la secuencia de la proteina
TcKF6 posee homologia de mas del 90% con otras proteinas proteina cinasas de la
misma especie y cepa de T. cruzi, las cuales podrian expresarse en otros estadios, asi
como con proteinas de otras cepas y también con especies diferentes de
tripanosomatidos como Trypanosma vivax, T. brucei, T. congolense, Leishmanoia major
y Leishmania braziliensis. El resultado del BLAST de TcRM3 muestra que esta tiene
homologia del 50% al 98% con otras proteinas de tripanosomas como T. rangeli, T.
grayi, T. bruci, T. vivax y T. congolense y homologia en porcentajes del 35 al 50%
con especies de leishmania como L. mexicana, L. braziliensis, L. major y L. infantum.
Lo anterior podria explicar los resultados obtenidos tanto en los ensayos de
inmunotransferencia donde proteinas del tamafio esperado y diferentes fueron
detectadas en extractos de epimastigotes, asi como en los ensayos de
inmunofluorescencia indirecta, donde como ya menciono anteriormente hubo

reconocimiento del anticuerpo en los diferentes estadios.

En la busqueda de una proteina que funcione como vacuna hay dos estadios
del parasito contra los cuales se ha enfocado el desarrollo de una vacuna efectiva. Las
vacunas contra trypomastigotes metaciclicos o sanguineos podrian impedir el inicio y/o

la persistencia de la infeccion y limitar la parasitemia. Las vacunas contra amastigotes
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intracelulares replicativos podrian detener la propagacion de parasitos en el hospedero
y prevenir la liberacion de los parasitos al torrente sanguineo. Ambos tipos de vacunas
podrian arrestar o atenuar el desarrollo de la enfermedad en los seres humanos y en
otros mamiferos reservorios. Ademas, las vacunas contra cualquiera de estas etapas
del parasito podrian prevenir la infeccion por triatominos y, por lo tanto, interrumpir o
reducir la transmision del pardsito tanto en poblaciones humanas como en los
reservorios y también en los insectos (Vazquez-Chagoyan, 2011). Por lo tanto las
proteinas TcKF6 y TcCRM3 que se expresan en diferentes estadios del parasito podrian

ser buenos candidatos a vacunas.

Unicamente una de las proteinas recombinantes fue utilizada para ensayo de
proteccion en los ratones, estos mostraron una disminucién variable en la parasitemia y
un 50% de mortalidad en los ratones inmunizados contra un 100% de los ratones no
inmunizados, debido posiblemente a que el reto parasitario fue demasiado alto. Estos
resultados indican que en estas condiciones la inmunizacion con la proteina TcKF6 no
induce inmunidad protectora en la fase aguda de la infeccion (parasitemia) pero si
puede inducir una inmunidad moderadamente protectora en la fase cronica
(sobrevivencia) en el modelo experimental de la enfermedad de Chagas. Futuros
ensayos con dosis menores de tripanosomas podrian determinar si efectivamente

TcKF6 es capaz de inducir mayor proteccion.

El proceso de la vacunologia reversa se ha aplicado a varios patdgenos,
incluyendo  Neisseria meningitidis del serogrupo B, Streptococcus agalactiae,
Streptococcus pyogenes, Streptococcus pneumoniae y cepas patégenas de Escherichia
coli, y ha proporcionado decenas de nuevos antigenos candidatos para la investigacion
preclinica y clinica (Pizza et al., 2000; Wizemann et al., 2001; Mora y Bensi, 2005;
Falugi et al., 2008; Moriel et al., 2010). El desarrollo de una vacuna contra el
serogrupo B de Neisseria meningitidis (MenB) representa el primer ejemplo de la
utiidad de la vacunologia reversa (Toneatto et al., 2011). En Trypanosoma cruzi
ademas de este trabajo hay otros en los que ya se ha reportado la aplicacion de este
enfoque (Bhatia et al., 2004; Bhatia y Garg, 2008). ya que gracias a la secuenciacion

del genoma (EI-Sayed et al., 2005) se ha abierto un potencial grande para llevar a
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cabo a gran escala la deteccion e identificacion de genes de interés como vacunas.

VIII. CONCLUSION

En conclusibn se demuestra la eficacia del analisis bioinforméatico aqui
reportado en la identificacion de nuevas proteinas del parasito Trypanosoma cruzi que
podrian ser utiles como candidatos a vacuna. Especificamente nuestros datos
muestran la identificacion de 6 genes, que corresponden a 3 proteinas cinasas
putativas (TcKF6, TcKM2 y TcKW8) y a 3 proteinas que poseen repetidos de amino
acidos en Tandem en su secuencia (TcCRM3, TcRL9 y TcREG6). De estas se comprobé la
expresion en membrana plasmatica en los tres estadios de desarrollo del parasito y en
citoplasma de dos de estas proteinas TcKF6 y TCRM3 en consecuencia es importante

evaluar el potencial que tienen para inducir inmunidad protectora.

IX. PERSPECTIVAS

e Expresar y purificar las proteinas recombinantes TcKW8, TcRL9y TcKM2 e
inmunizarlos en ratones BALB/c, ademas de comprobar la localizacién
subcelular de las proteinas nativas.

e Analizar el isotipo de anticuerpos Yy citocinas producidos en ratones BALB/c
inmunizados con las proteinas recombinantes TcKF6, TcKW8, TcKM2, TcRL9
y TcRM3 anterior y posterior al reto parasitario con Trypanosoma cruzi.

e Determinar la parasitemia y mortalidad en ratones BALB/c inmunizados con las
proteinas recombinantes TcKM2, TcKW8, TcRM3, TcRL9 y TcRESG.

e Realizar ensayos de proteccion por inmunizacibn con DNA de las proteinas
correspondientes
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