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PERSPECTIVAS DE LAS VACUNAS INVERSAS EN LA
ENFERMEDAD DE CHAGAS

RESUMEN

En la enfermedad de Chagas existe un elevado nimero de investigaciones, informes, y
ensayos sobre vacunacion utilizando como antigeno (Ag) cepas virulentas, diferentes
formas de cepas atenuadas, parasitos completos, fracciones subcelulares y Ags
especificos. Estos ensayos han tenido un relativo éxito en la caracterizacion antigénica
de las moléculas en experimentos In Vitro y en Ex vivo, sin embargo, no se tiene una
molécula idénea candidato a la vacunacién, pues los resultados In vivo son poco
alentadores, existe el inconveniente que en modelos animales no se ha podido
reproducir la Enfermedad de Chagas en su fase crénica, y adicionalmente los disefios
experimentales manejan muchas variables que dificultan su ejecucion (Camargo., 2009).
Es en este punto cuando las herramientas bioinformética son de gran utilidad en la
prediccion de péptidos que potencialmente pueden ser utilizados como candidatos a
vacunas. De 200 articulos revisados solo 37 cumplian con los criterios de inclusién
donde se observar que la obtencion de Ags por técnicas de biologia molecular y de ADN
recombinante ha permitido clonar, expresar y producir diferentes antigenos de T. cruzi
(Ibafez., 1987), que se han utilizado con fines de inmunizacion y vacunacion en modelos
murinos, tales como la cisteina proteinasa (cruzipain), las proteinas ASP-1, ASP-2 y
TSA-1, la trans-sialidasa (TS), entre otros, obteniéndose respuestas inmunes efectoras a
nivel de anticuerpos, citotoxicidad, proliferacion linfocitaria pero es muy pobre la
respuesta en presentacién antigénica e inmunoproteccion (Rodriguez., 2002). Ademas
de todos los adelantos a nivel de vacunacion, la bioinformatica también a ayudado a la
busqueda de informacién determinando asi por ejemplo, la capacidad infecciosa de un
microorganismo que viene contenida en su informaciéon genética ampliamente conocida
y estudiada en muchos de estos incluyendo T. cruzi, el estudio a fondo de los mismos

permite inferir las caracteristicas de la enfermedad. (Betancor y colaboradores., 2000).



1. INTRODUCCION

Trypanosoma cruzi (T. cruzi) es un protozoario hemoflagelado de la familia
Trypanosomatidae agente etioldgico de la enfermedad de Chagas, la cual afecta 108
millones de personas en el mundo (OMS/OPS 2006) y se encuentra distribuida en 15
paises endémicos de América Latina, entre ellos Colombia (OMS 2002) donde el nUmero
de casos anuales nuevos por transmisidon vectorial es de 5.250 aproximadamente,
4.792.000 personas estan expuestas al riesgo, 436.000 estan infectadas y de ellas
131.500 evolucionan a cardiomiopatia chagasica crénica (OMS/OPS 2006). La mayor
parte de los Géneros Trypanosoma y Leishmania son patdgenos humanos y animales
gue se transmiten mediante vectores de insectos (Morell., 2005). El impacto de la
enfermedad en la poblacién se refleja principalmente en que disminuye sustancialmente
la calidad de vida y capacidad de trabajo del individuo, y en las repercusiones
econdmicas en los sistemas de salud donde el costo de prevencién y tratamiento en un
pais como el nuestro se encuentra aproximadamente en 1.028 doélares anuales por
paciente y 11.619 ddlares para el tratamiento de por vida para un solo paciente (Castillo
y Riquelme., 2008). Si bien los tratamientos disponibles como el benzonidazol
(Rochagan ®) y el nifurtimox (Lampit ®) son efectivos en la fase aguda de la enfermedad
(Marin-Neto et al.,, 2008, Villar., 2002), los indices de parasitemia bajan
considerablemente en los sintométicos crénicos ya que los efectos colaterales
especialmente la toxicidad en rifion e higado aun persisten (Altcheh, 2005), y se siguen
presentando casos de refractariedad al tratamiento (De Castro., 2006) como resistencia
“In Vitro” e “In Vivo” al medicamento por parte del parasito (Dos Santos et al., 2008,
Nogueira et al., 2009,). Debido a esta problematica, los programas de salud publica han
implementado estrategias de prevencion a nivel del control vectorial, el tamizaje en
bancos de sangre, control de los trasplantes de érganos, el seguimiento del hijo de
madre chagasica, y de manera alterna los grupos de investigacion han empezado a
evaluar moléculas que potencialmente pueden ser usadas como vacunas o
inmunomoduladores (Camargo., 2009). Con los avances en Bioinformatica, biologia
molecular y las aplicaciones tecnolégicas como el ADN recombinante entre otras, se
abren las perspectivas de utilizar como vacunas moléculas de ADN dada la facilidad de
expresar antigenos "in vivo" para generar una respuesta inmune protectora (Motta.,
2009). Este trabajo pretende presentar de manera critica y objetiva, una revisién sobre
los avances logrados en vacunas moleculares y el verdadero alcance que pueden tener

las vacunas de ADN (llamadas vacunas inversas) en la Enfermedad de Chagas.

2. PRESUPUESTOS TEORICOS

T. cruzi es el agente etioldgico de la Enfermedad de Chagas. La transmision se realiza a

través de diversos mecanismos como el vectorial por insectos hematéfagos de la familia



Reduviidae, subfamilia triatominae y género Rhodnius, Triatoma y Pastrongylus, por via
transparentaria, transfusiones sanguineas, trasplante de érganos, leche contaminada y
hay reportes por accidentes de trabajo (OMS., 2002, Michailowsky., 2003). Clinicamente
la enfermedad se caracteriza por tener diferentes fases. La fase inicial o aguda es
autolimitada caracterizandose por signos inespecificos de caracter inmunol6gico como
fiebres, adenopatias y en algunos casos (30%) es posible observar el llamado Chagoma
o sindrome de Romafia. Para que la infeccién se establezca en un hospedero, es
necesario que existan las condiciones adecuadas y que el pardsito logre superar los
mecanismos extra e intracelulares del hospedero (Palau., 2000) y por ello solo un 30%
de los casos agudos pasa a desarrollar la siguiente fase subclinica, mal llamada
indeterminada por algunos autores, que se caracteriza por ser una fase silente donde el
Unico patrén clinico reiterativo es la seropositividad ante pruebas de laboratorio y
presencia de alteraciones electrocardiograficas (arritmias y taquicardias). A su vez, de
esta fase un 36% de infectados pasan a la tercera fase o crénica, en la cual desarrollan
miocardiopatias y problemas digestivos (Perdigao., 2002). Uno de los principales retos
en Colombia consiste en prestar mas apoyo y reforzar las capacidades nacionales y
regionales para alcanzar el objetivo de eliminar la Enfermedad de Chagas como
problema de salud publica, aunque no se ha podido erradicar del todo existen diferentes
tratamientos que se han venido utilizando alrededor de hace unos 40 afios donde se
experimento mas de cien compuestos de los cuales solo el nifurtimox Lampit®, (NFX) y
benzonidazol Rochagan ® (BNZ) han mostrado una buena respuesta contra la
enfermedad, pero también mostrando a su vez reacciones adversas al medicamento
(RAM) como son manifestaciones dermatoldégicas por hipersensibilidad,
gastrointestinales, neurotoxicidad periférica y mioartralgias, con menor frecuencia se han
registrado elevaciones en las concentraciones plasmaticas de las transaminasas
hepaticas y excepcionalmente alteraciones hematolégicas como trombocitopenia (Sosa.,
2004, Kubata., 2002, Apt B 2008, Romanha., 2010). Sin embargo, estudios alrededor de
los 90 en diferentes paises Latinoamericanos mostraron que el tratamiento en nifios y
adultos jévenes hasta los 20 afios de edad, lograron un 60% de la curacién de la
infeccién previniendo de esta manera el desarrollo de cronicidad de la infeccion (Guhl
2005). Como se han presentado RAM se han implementado sustancias para disminuir
dichos efectos y asi tener mejores resultados como lo es el acido tidctico (AT) el cual es
antioxidante y su funcion es secuestrar radicales libres, los cuales son generados en
gran medida por la accion del BNZ sobre las células del huésped mas algunos pacientes
resultan refractarios al AT (Sosa., 2004). Es por esto que el tratamiento para la fase
sintomatica cronica avanzada de la Enfermedad de Chagas generalmente se limita al
manejo de las complicaciones asociadas con la patologia encontrada en el corazén y los
organos digestivos, y hace necesario la implementacién de programas eficientes de

prevencion como la vacunacion (Reyes., 2005).



No existe para la enfermedad de Chagas un programa oficial de prevencion por
vacunacioén debido a la cronicidad de la infeccion y al propio del ciclo de vida de T. cruzi.
(Katae., 2002, Rottenberg, 1995). Se han identificado diferentes marcadores antigénicos
del parasito que podrian ser utilizados como inmundgenos protectores, que van desde el
uso de pardasitos completos muertos por métodos fisicos o quimicos, cepas atenuadas
por varios pases en cultivo, por tratamiento con agentes farmacolégicos o por radiacién
ionizante, antigenos purificados, proteinas inactivadas y diferentes estudios “In vitro”, “Ex
vivo”, “In vivo” han logrado caracterizar moléculas como inmunomoduladores o
candidatos potenciales a vacunas, siendo los mas relevantes los estudios realizados en
la glicoproteina gp60, las trans/sialidasas, la proteina Tc52, la cisteinil proteinasa, la
proteina del choque térmico de 70Kda HSP70 también muy estudiada en Trypanosoma
rangeli (Cuervo., 2004), el antigeno flagelar Rod el cual induce respuesta inmunitaria
protectora (Luhrs., 2003), el antigeno de superficie de los tripomastigotes (TSA), y la
proteina de superficie del kinetoplastido KMP-11, encontrdndose que cumplen un
importante papel antigénico dentro de la enfermedad pero que adn no reunen las
caracteristicas suficientes para ser postuladas como vacunas (Miller et al., 1996, Wizel et
al., 1997, Fernandez et al., 1998, Diez et al.,2007, Cuervo et al., 2009, Valenzuela 1998,
Andrews., 1985, Wrightsman., 1995). En la actualidad se trabaja tanto en la localizacion
de proteinas en el parasito, como en la expresion de proteinas recombinantes para su
uso tanto a nivel de investigacion y creacion de posibles candidatos vacunales como en
ensayos inmunolodgicos que permitan identificar estadios tempranos de la enfermedad
para su tratamiento eficaz. (Diez., 2004). A partir de todos estos trabajos empezd a
postularse el uso de vacunas de ADN apoyadas por el avance de la bioinformética y la
Biologia molecular. Es por ello, que este trabajo pretende realizar una revisién donde se
muestre de manera critica y objetiva el verdadero uso y aplicabilidad de las vacunas

inversas (ADN) en la enfermedad de Chagas.

3. FORMULACION DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

3.1 Formulacion del problema: ¢ Qué caracteristicas debe tener una vacuna contra la
enfermedad de Chagas?, ¢Porque no hemos obtenido una vacuna contra la enfermedad
de Chagas a pesar de los avances moleculares y la disponibilidad de herramientas de
bioinformética?, ¢Cbémo garantizar que los andlisis bioinforméticos encuentren la vacuna

idénea “in vivo™?

3.2 Justificacion: La enfermedad de Chagas es una parasitosis que repercute

clinicamente en disminuir la calidad de vida del individuo y acortar su vida laboral



productiva generando altos costos en el tratamiento tanto para pacientes como para las
entidades de salud gubernamentales que lo cubren; tratamiento que en las fases
cronicas de la enfermedad se torna refractario y dado los efectos colaterales que lo
acompafian puede ser suspendido en determinado momento en el paciente afectado.
Las vacunas surgen como una alternativa de prevencién para dichos individuos y dado
gue la bioinformética es una herramienta computacional que permite la bdsqueda de
secuencias de ADN o proteinas en una base de datos establecida, plantea la posibilidad
de realizar estudios “in silico” que permitan hacer un mayor acercamiento hacia las
posibles moléculas que potencialmente pueden llegar a ser buenos candidatos para
vacunacion. Adicionalmente, realizar una revision sobre el tema de vacunas inversas en
la Enfermedad de Chagas permitra al estudiante de doble programa
(Bacteriologia/Microbiologia) conocer las estrategias de bioinformatica para el disefio e
implementacion de vacunas inversas a nivel industrial (Competencia de Microbiologia
industrial), determinar la importancia de las vacunas dentro de los planes de prevencion
de salud publica a nivel de la enfermedad (Competencia Bacteriologia), y en conjunto, la
revision critica y objetiva de los estudios sobre vacunas en Chagas, entre ellos las
vacunas de ADN permitird inferir sobre el impacto real de la biologia molecular en la
vacunacién en esta enfermedad y sobre las perspectivas futuras que puede tener a largo

plazo.

4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo general

e Realizar una revision sobre vacunas de ADN en la enfermedad de Chagas.

4.2 Objetivos especificos
e Describir el papel de la bioinformatica en el analisis del ADN de T. Cruzi para
seleccionar moléculas como posibles candidatos a vacunacion.
e Explicar las estrategias metodolégicas que permiten el desarrollo de vacunas

inversas y el proceso de inmunizacion con ADN.

5. METODOLOGIA

La investigacion es de tipo documental en donde se hizo una revision de la
literatura, en la cual se recopilo informacién acerca creacion de vacunas inversas en

la enfermedad de Chagas.

5.1 Tipo de investigacién - La investigacion es de tipo documental en

donde se hizo una revisién de la literatura, en la cual se recopilo



informacién acerca creacion de vacunas inversas en la enfermedad de
Chagas

5.2 Poblacion estudio - Articulos y libros que se encuentren en bases de
datos reconocidas, que sean actualizados y que contengan informacion
acerca del Trypanosoma cruzi, la importancia en salud publica de la
Enfermedad de Chagas y la creacion de vacunas inversas a través de
programas bioinformaticos.

5.3 Proceso de seleccién - Para el desarrollo de esta monografia se
realizara una busqueda de articulos/libros y programas computacionales
relacionados con vacunas inversas para la Enfermedad de Chagas, en
diferentes bases de datos como: Elsevier, Hinari, Medline, MDConsult,
Medical library (proquest), Medlatina (EbscoHost), National Library of
medicine, Science direct, Scielo.

5.4 Criterios de seleccién de la informacién

5.5.1 Criterios de inclusién: Las publicaciones revisadas fueron
seleccionadas con base a los objetivos planteados y se
seleccionaron segun los siguientes parametros: Afio de
publicacién: 2000 — 2009, Idioma de la publicaciéon: Inglés /
Espafiol, Tipo de articulo: se revisaran tanto articulos de revision
de tema como de caracter experimental. Los temas académicos
que deben incluir los articulos son Prevalencia de la enfermedad
de Chagas e impacto en la Salud publica, creaciéon de vacunas
inversas a través de programas computacionales, Proteinas
conservadas de importancia para la creacion de posibles

vacunas contra la enfermedad de Chagas.

5.5.2 Criterios de exclusion de articulos: Resumenes de articulos o
comentarios personales tipo editor, Articulos divulgativos de
caracter no cientifico, Articulos en idiomas diferentes a espafiol
e inglés, Informes técnicos comerciales, Articulos que fueron
publicados antes del afio 2000, Programas bioinformaticos
diferentes a los mencionados, técnicas de biologia molecular
diferentes a las mencionadas.

5.6 Estrategia de busqueda y Recoleccién de la informacion - Para el
desarrollo de la monografia se utilizara la estrategia de busqueda mediante
la utilizacién de los encabezados tematicos, operadores y palabras de texto
relacionadas con el tema. La informacion se recolectaron por Tabulacion de

articulos: los datos para recopilar la acciéon se tabularan en un formato de



recoleccion, y los datos se extraeran a partir de la tabulacién de articulos se

dejaran Unicamente aquellos que cumplian con los criterios de inclusion.

6 RESULTADOS

6.5 CRITERIOS DE SELECCION DE LA INFORMACION

Para cumplir con el disefio metodolégico y los criterios de inclusién, se hizo una revision
de literatura en la cual se analizaron 200 articulos de los cuales 37 (19%) cumplian con
los criterios, como se muestra en la Figura. 1. (Ver Anexo 1 Articulos que cumplieron

criterios de inclusion).

CRITERIOS DE INCLUSION

N

® Cumplen con los criterios
® Mo cumplen los criterios

Figura. 1 Criterios de inclusién

De 200 articulos que se encontraron durante la busqueda, 37 (19%) entraron dentro de
los criterios de inclusion, los demas no cumplian con alguno de los requisitos y fueron
excluidos de la monografia (Figura 1). De los 37 articulos que estuvieron dentro de los
criterios de inclusion se clasifican segun el cumplimiento de cada criterio que en total
fueron 5 (Figura 2). Es de aclarar que en los presupuestos teéricos hay algunos articulos
anteriores al afio 2000 que no forman parte del disefio de la monografia y se colocaron
dentro de la referencia bibliografica solo para mostrar los antecedentes previos al
trabajo. Posterior a determinar porcentajes de cumplimiento de criterios los articulos se
clasificaron en tres grupos articulos que cumplian de 5 a 4 criterios (fueron los
seleccionados para la revisién), articulos que cumplian 3 a 2 criterios y articulos que
cumplian de 1 a O criterios de inclusion, los cuales fueron excluidos de la revision. Figura
3.



PORCENTAJE CRITERIOS DE INCLUSION

H Afo de publicacion
H Idioma
M Tipo articulo

H Proteinas conservadas
De importancia para la creacion
de vacunas

H Temas claves

Figura. 2 Porcentajes Criterios de Inclusion

PORCENTAJE CUMPLIMIENTO CRITERIOS DE
INCLUSION

cumple de 1 a0 criterio de inclusion L] B2% ——

o

cumple de 3 a 2 criterios de inclusion

cumple de 5 a4 criterios de inclusion -M -

Figura. 3 Porcentajes cumplimiento Criterios de Inclusion

6.6 VACUNAS DE ADN EN LA ENFERMEDAD DE CHAGAS

Con el fin de cumplir con el objetivo general se realizd una revision sobre los ensayos
con vacunas de ADN en la enfermedad de Chagas encontrdndose que el éxito en la
vacunacién es aun incipiente, pues depende de la respuesta inmune del huésped y no
hay un patrén Unico de respuesta ya que el pardsito presenta estadios tanto

extracelulares como intracelulares, lo que hace que la enfermedad presenta diferentes



fases clinicas y por consiguiente dificulta la obtencion de un molécula idénea para
proteger en todos los periodos que presenta la enfermedad( Fujimura AE., 2001). Es asi
como en la fase aguda se han podido encontrar anticuerpos (Acs) protectores y fijadores
del complemento, especificos de una cepa determinada, que contribuyen a la
desapariciéon de los tripomastigotes pues sirven como opsoninas para fagocitosis,
activacion del complemento y/o inductores de citotoxicidad mediada por Acs, en tanto
gue en la fase cronica por ser intracelular se estimula la citotoxicidad mediada por
células T CD8+ , la produccion de Interferén gamma (IFN y) y el factor de necrosis
tumoral alfa (TNF o) como mecanismos de resistencia a la infeccion (Katae y col., 2002),
y es por ello, que es muy dificil lograr que una sola molécula antigénica sea capaz de
estimular al tiempo una respuesta inmune celular y humoral efectora. El panorama se
complica aun més, pues se sabe que la respuesta inmune estimulada por la infeccién
natural no es eficiente para eliminar el parasito y que la persistencia de éste brinda
inmunidad concomitante al huésped (Marafion., 2000). El equilibrio que alcanza esta
relacién huésped parasito, se debe a que el parasito ha desarrollado mecanismos para
evadir la respuesta inmune (Rottenberg y col., 1995). Estas dificultades se han
convertido en el gran reto de los investigadores y diferentes tipos de vacunas han sido
ensayadas usando como Ags pardsitos completos (Andrews, 1985), antigenos
purificados (Wrigtsman, 1985), fracciones proteicas (valenzuela, 1998), hasta llegar a
proteinas asociadas al kinetoplasto (Schnapp,2002), y creacidon de moléculas quiméricas
de ADN y expresion de genes de interés vacunal transfectados en plasmidos (Quaissi
A,2002; Garg and Tarleton, 2002), hasta las moléculas de ADN vy relacionados que son

uno de los objetivos de este trabajo.

A nivel del uso de moléculas de ADN para inmunizacién, varios autores han trabajado
con genes individuales siendo relevantes entre otros, los trabajos con la inoculacion del
gen que codifica para la proteina cruzipain (Schnapp.,2002), el cual en modelos
animales induce respuestas tipo B y T citotoxica especifica después de la inmunizacién
(Schnapp y col., 2002; Rodriguez y col., 2002), trabajos con plasmidos que contienen las
proteinas ASP-1, ASP-2 y TSA-1 (Garg y col, 2002, Gill, 2009, Wizel., 1998),
inmunizaciones de ratones con plasmidos que expresaban el gen que codifica para el
antigeno de superficie de T. Cruzi (Katae y col., 2002), los cuales en modelos animales
murinos de ratones BALBc inducen respuesta T citotéxica especifica. Igualmente, se ha
reportado la induccién de anticuerpos que inhiben la actividad enzimatica Tran-sialidasa
al inmunizar con plasmidos que contienen genes para TS de T. cruzi (Fujimara y col.,
2001, Rodriguez., 1999) y se ha demostrado inmunoproteccion en modelos murinos al
inmunizar con la proteina reguladora complementaria (CRP, del inglés complement

regulatory protein) de T. cruzi (Sepulveda y col., 2000).



Una de las estrategias para el disefio de vacunas DNA se centra en el estudio de
moléculas que sean abundantes en la superficie de los parasitos y generen respuesta
inmune protectora contra la infeccién. Como T. cruzi es un parasito intracelular obligado,
este se replica en el interior de las células, lo que conlleva a una respuesta mediada por
células T CD8+ y activacion de la respuesta inmune celular, que en estudios
mencionados tienen una gran importancia también en la fase cronica de la infeccion
(Katae., 2002). Es por esto que la idea inicial de una vacuna en la Enfermedad de
Chagas apuntaria entonces a obtener una respuesta de células T CD8+. En la bisqueda
de esta vacuna contra T. cruzi se han propuesto varias estrategias incluyendo virus
recombinantes que portan Ag especificos o Ag dianas, lineas de péptidos, lipopéptidos y
las vacunas DNA. Con el fin de profundizar en los candidatos vacunales para la

enfermedad de Chagas se hace mencién de las proteinas y moléculas mas importantes

y estudiadas en la investigacion (ver tabla. 1).

Al inmunizar con plasmidos que contienen genes para las TS, en modelos
experimentales se ha encontrado una supresién de la parasitemia y creacién de
proteccion contra la infeccién letal en la enfermedad de Chagas. La respuesta celular
mediada por células T CD4+ y CD8+ induce una respuesta inmune protectora para TS lo
que indica la importancia de las mismas en la resolucion de la enfermedad (Fujimura.,
2001). Otra proteina de ha venido tomando importancia para creacion de vacunas DNA
es la proteina KMP-11 de la membrana de kinetoplastidos la cual es una glicoproteina de
11 kDa presente en todos los estadios de vida de los kinetoplastidos, con una mayor
abundancia en las formas parasitarias que interactian con el insecto vector (Diez.,
2004). Su importancia radica en la reactividad inmunolégica que posee lo que hace de
esta proteina un blanco atractivo para el desarrollo de estrategias de inmunoterapia
contra las enfermedades. La KMP-11 posee una relevancia inmunolégica debido a que
esta involucrada en tres papeles inmunolégicamente definidos: 1. Inmunoestimulacion de
células B: Estudios muestran que los Linfocitos B de pacientes con Leishmaniasis
visceral (reactividad cruzada entre la KMP- 11 de T. cruzi y de Leishmania) reconocen la
KMP-11 y dicha reactividad disminuye, ademas también demuestran la aparicién de
subclases de inmunoglobulinas IgG1, IgG3, 1gG2 e 1gG4 lo que genera una respuesta
proteccion (Thomas et al., 2001). 2. Inmunoestimulacién de linfocitos T: La KMP-11 ha
tenido gran interés, dada su capacidad de inducir la proliferacién de linfocitos T.
Estudios realizados en 2001, evidencian como la inmunizacién de ratones transgénicos
A2/Kb con una proteina de fusion, integrada por la proteina de choque térmico HSP70 y
la KMP-11 de T. cruzi, induce una respuesta citotéxica contra células humanas que
expresan la KMP-11 del parasito (Maraiién et al., 2000). 3. Inmunoproteccion en
modelos animales: La KMP-11 fusionada a la HSP70 de T. cruzi induce una respuesta

inmune tanto citotéxica como humoral en ratones, que permite la proteccién de dichos
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animales (Planelles et al., 2002). Otra proteina candidata es la cisteinil proteinasa
cruzipain, que se expresa en todas las formas de desarrollo y cepas de los parasitos,
ademas de ser un estimulador potente de la respuesta humoral y celular, lo que la
sugiere como candidata para la utilizacion en el desarrollo de vacunas DNA, estimula la
produccion de una respuesta de células T CD4 Thil, las cuales producen una gran
cantidad de Interferén gamma lo que potencializa la respuesta inmune celular (Schnapp.,
2002). Otros candidatos utilizado para la inmunizacién de ratones de diferentes cepas,
son lo genes que codifican el antigeno perteneciente a la superfamilia de antigenos de
superficie de tripomastigotes, el antigeno de superficie de tripomastigotes 1
(Trypomastigote Surface Antigen 1, TSA-1), pertenecientes al grupo | y Il de esta
superfamilia, respectivamente. El antigeno TSA-1 es uno de los blancos de los linfocitos
T citotoxicos CD8+ en la infeccion humana y experimental (Wizel y col., 1997; Wizel y
col., 1998) siendo utilizado este antigeno en inmunizacién génica. Induce produccion de
anticuerpos, citotoxicidad mediada por linfocitos T CD8+ y proteccion parcial (Wizel y
col., 1998). Como se observa en la Tabla 1 hay muchos candidatos que pueden ser
utilizados para la creacion de vacunas DNA y su estudio es amplio para cada una de

ellas.

TABLA. 1 Candidatos vacuUnales para la creacion de vacunas ADN

Autor Afo de la Molécula usada Resultado en la respuesta
publicacion para vacuha inmune

Estimula la respuesta inmune
Katae 2002 Trans/sialidasas | protectora. Estimulacion de células
Fujimura T CD4+ y células T CD8 +

La cisteina proteinasa  se
Cisteinil caracteriza por presentar un a
Schnapp 2002 proteinasa extension C-terminal. Lo que estimula
la respuesta inmune protectora.
Mediada por células T CD4+ vy
células T CD8 +
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Antigeno flagelar | Respuesta humoral y celular.

Rod (PAR) Posee impacto en la inmunidad
Luhrs 2003 protectora.
Wrightsman 1995 Participacion de las células T en la

respuesta inmune protectora en
estudios con ratones inmunizados
con PAR.

Antigeno de | Tres papeles inmunolégicos
Diez 2004, 2007 superficie del | claramente definidos:
Berberich 1998 kinetoplastido * Inmunoestimulador de células B.
Thomas 2000 KMP-11 * Inductor de linfoproliferacion y
respuesta
Citotoxica.
* Inmunoprotector en modelos
animales.

6.7 BIOINFORMATICA Y LA MOLECULA IDONEA PARA VACUNACION

Con el fin de cumplir el primer objetivo especifico se hizo una revision acerca del papel
de la Bioinforméatica para el desarrollo de vacunas a partir de moléculas de DNA. La
Bioinformética se define como una disciplina en la cual la adquisicion, procesamiento,
almacenamiento, distribucién, andlisis e interpretacion de la informacion bioldgica se
conjugan las herramientas y técnicas de tres areas del saber como son las matemaéticas,
las ciencias computacionales y las ciencias biolégicas con el objetivo de explicar el
significado biolégico de los datos (De Groot, 2007). Uno de los grandes logros
alcanzados por la Bioinformatica es tener la informacién sobre la secuenciacion completa
de los genes de diversos microorganismos patdgenos, informacion que proporciona
suficientes datos que pueden ser aplicados en el disefio de nuevas estrategias para el
desarrollo de vacunas (Flower., 2004). Estos datos han permitido el desarrollo de un
elevado numero de programas computacionales basados en algoritmos que permiten la
identificacion de moléculas candidatos a vacunas (analisis “In silico”), los cuales

implementan estrategias basadas en la informacion gendémica y que unidas a varios



algoritmos y el andlisis critico y objetivo de la informacion generada, son esenciales para
seleccionar el mejor Ag a utilizarse como molécula inmunomoduladora o de vacuna en
una enfermedad (Mora et al., 2003, Flower, 2004) ( Davies y Flower., 2007) . Entre los
programas de mayor utilizacién en el mercado y disponibles en diferentes direcciones de
internet tenemos Bases de Datos como GenBank, EMBL, EBI disponibles en

http://www.ncbi.nih.gov/Genomes/, http://www.ebi.ac.uk/embl/index.html,

http://www.ddbj.nig.ac.jp, programas para el Analisis de Similitud de Secuencias como
FASTA, Clustalwv, TIGR, GOGs, BLAST disponibles en  servidores
http://www.ncbi.nih.gov/BLAST/, http://www.ebi.ac.uk/fasta33,

http://www.sanger.ac.uk/Software/ACT, herramientas para predicciébn de caracteristicas

estructurales MOTIFS, Prosite, InterPro Scan, SignalP 3.0,PSport, DGPI disponibles en

http://www.psort/index.html, http://www.imtech.res.in/raghava/pslpred,

http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP, Servidores para identificacion de caracteristicas

inmunoldgicas como IMTECH, EpiMatrix, RANKPEP, HLA bind entre muchos otros
disponibles en http://mif.dfci.harvard.edu/Tools/rankpep.html,

http://www.jenner.ac.uk/mhcpred/, http://imtech.res.in/raghava/im.html (Ferreira y Porco.,
2008). Tabla 2.

TABLA 2. Programas y bases de datos disponibles en internet para el analisis de
secuencias de DNA y proteinas

NOMBRE DEL
PROGRAMA FUNCION DIRECCION DE INTERNET
O BASE DE
DATOS

Base de datos Por homologia
busqueda de http://www.ncbi.nih.gov/Genomes/

GenBank ORFs (open
Reading frame)

Base de datos Base de datos http://www.ebi.ac.uk/embl/index.html
secuenciacion

EMBL completa del
genoma

Base de datos Base de datos
secuenciacion http://www.ddbj.nig.ac.jp

EBI completa del
genoma
Programas para el

FASTA Analisis de http://www.ebi.ac.uk/fasta33
Similitud de
Secuencias

Herramientas para
la prediccion de
Clustalw caracteristicas http://www.sanger.ac.uk/Software/ACT
proteinicas.
Alineamiento  de
secuencias
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Davies%20MN%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Flower%20DR%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nih.gov/Genomes/
http://www.ebi.ac.uk/embl/index.html
http://www.ddbj.nig.ac.jp/
http://www.ncbi.nih.gov/BLAST/
http://www.ebi.ac.uk/fasta33
http://www.sanger.ac.uk/Software/ACT
http://www.psort/index.html
http://www.imtech.res.in/raghava/pslpred
http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP
http://mif.dfci.harvard.edu/Tools/rankpep.html
http://www.jenner.ac.uk/mhcpred/
http://imtech.res.in/raghava/im.html
http://www.ncbi.nih.gov/Genomes/
http://www.ebi.ac.uk/embl/index.html
http://www.ddbj.nig.ac.jp/
http://www.ebi.ac.uk/fasta33
http://www.sanger.ac.uk/Software/ACT

multiples

Programas de
TIGR secuenciacion http://www.tigr.org/
completa del
genoma
Programas de
GOGs secuenciacion http://www.ncbi.nlm.nih.gov/GOG/
completa del
genoma
Herramienta para
la predicciéon de la
secuencia de
proteina en http://www.ncbi.nih.gov/BLAST/
particular y
BLAST proporciona un
listado de todos
los
microorganismos
gue tienen esa
proteina.
Herramientas para
MOTIFS prediccion de http://www.mofit.genome.jp/
caracteristicas
estructurales
Servidor que
permite la http://au.expasy.org/prosite/
descripcion de
Prosite dominios de

proteina, familias y
sitios  funcionales
asi como modelo
asociado y perfiles
para identificarlos

InterPro Scan

Herramienta que
permite identificar
la proteina en
estudio y las
semejanzas  con
otras Su proteina
y sus
caracteristicas

Bioquimicas.

http://expasy.org/tools/

SignalP3.0

Permite identificar
caracteristicas de
las proteinas.
Péptidos sefial

http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP

PSport

Permite identificar
caracteristicas de
las proteinas.
Lipoproteinas.

http://www.psort/index.html

DGPI

Servidor que
permite inferir los
sitios de anclaje y
clivaje del GPI.

http://www.expasy.ch/tools/

IMTECH

Servidor para
identificacion  de
caracteristicas

http://mif.dfci.harvard.edu/Tools/rankpep.html
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http://www.tigr.org/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/GOG/
http://www.ncbi.nih.gov/BLAST/
http://www.mofit.genome.jp/
http://au.expasy.org/prosite/
http://expasy.org/tools/
http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP
http://www.psort/index.html
http://www.expasy.ch/tools/
http://mif.dfci.harvard.edu/Tools/rankpep.html

inmunoldgicas.

Permite la
EpiMatrix identificacion  de http://www.jenner.ac.uk/mhcpred/
epitropes.
Epitropes de
células T.
Permite la
RANKPEP identificacion  de http://imtech.res.in/raghava/im.html
epitropes.  Unién
al MHC 1 Y II-
Permite la
HLA bind identificacion  de  http://bimas.dcrt.harvard.edu/Tools/rankpep.html
epitropes.  Unién
al MHC 1 Y II.
Servidor en donde
Base de datos se encuentran
todos los http://ca.expasy.org/tools/
programas
Expasy Tools computacionales vy
proporciona
informacion de
cada uno.

A partir de las bases de datos el desarrollo de una vacuna comienza con la identificacion
de proteinas en las regiones codificantes dentro de la secuencia gendmica. Las
proteinas definidas por estas regiones codificantes son entonces examinadas con
herramientas bioinformatica para determinar aquellas que tengan las mejores
posibilidades como potenciales candidatos vacunales para la enfermedad que se esté
investigando. Una vez predichas las regiones codificantes, se debe realizar el andlisis de
las secuencias aminoacidicas de las proteinas seleccionadas por medio de los diferentes
algoritmos computacionales que puedan predecir con exactitud si dicha proteina cumple
con la funcion hipotética que se le esta asignando (Grandi., 2003). En el caso de
Chagas, debe analizarse inmunogenocidad, proteccion, estimulo de respuesta inmune
intracelular, localizacibn de la proteina, sistemas de secrecion de la misma,
reconocimiento de secuencias sefiales especificas, y respuesta inmune que induce.
Dado que la composicibn de la secuencia de una proteina y las caracteristicas
estructurales y funcionales arrojadas por programas computacionales no son suficientes
para predecir el potencial de una region codificante particular como candidato vacunal,
estas secuencias deben ser comparadas con bases de datos de secuencias o0 motivos
de las secuencia similares a la examinada, con el fin de realizar una aproximacién hacia
la funcionalidad que se espera obtener (Chakravarti., 2001). Sin embargo, aunque una
proteina o una regién de un gen cumpla hipotéticamente con las caracteristicas que
deberia tener una vacuna, debe asegurarse que esta una vez introducida en un huésped
por un método de inmunizacion debe cumplir su funcion In vivo y tener una respuesta

protectora. Para mirar si la molécula cumple con este requisito, el Gltimo paso en la
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http://www.jenner.ac.uk/mhcpred/
http://imtech.res.in/raghava/im.html
http://bimas.dcrt.harvard.edu/Tools/rankpep.html

obtencion de un candidato vacunal a través de la bioinformatica va muy ligado a la
respuesta inmune del huésped ante el proceso infeccioso especifico que se esté
analizando y por ello debe analizarse si el péptido/proteina seleccionado tiene funciones
inmunoldgicas de ser inmunoestimulador, inmunoregulador y/o identificar si es epitope
celular, epitope humorales, epitope citotéxico, fijador de complemento, procesamiento y
presentacion Ag dentro del contexto de HLA, y reconocimiento de receptores entre otros,
siendo estos datos los de mayor paso dentro del analisis bioinformético pues por 6ptimas
gue sean las caracteristicas estructurales y funcionales, el péptido/proteina solo debe ser

aceptado para su uso si logra una respuesta inmune efectora eficiente (Zagursky., 2003).

Aunque no forma parte de los objetivos y solo con el fin de enriquecer el trabajo se
realiz6 un ensayo con una de las moléculas que se han trabajado en la Enfermedad de
Chagas para analizar su potencial uso como vacuna y/o inmunomodular y es la proteina
KMP-11 que presenta como caracteristica relevante su capacidad de inducir
linfoproliferacién de linfocitos T, estimular producciéon de anticuerpos en pacientes
chagasicos y presentar un efecto inmunoprotector en modelos murinos (Thomas et al.,
2001, Berberich et al., 2003, De Carvalho et al., 2003, Planelles., 2002). Al aplicar el
analisis de diferentes programas sobre el gen y la proteina mencionada, se encontré que
en los diferentes tripanosomatidos esta conformada por 90-92 aminoacidos (Translate
Tool) tiene un punto isoeléctrico 5,96 y peso de 11055,4 daltons, la composicién de
aminoacidos de la proteina refleja ausencia de los aminoéacidos cisteina, triptéfano y
valina, asi como también una alta proporcibn de aminoacidos cargados

(www.expasy.ch), tiene 2-4 sitios posibles de fosforilacion, 2 dependientes de la proteina

kinasa C (PROSITE), tiene estructura secundaria conformada por dos alfas hélices
conectadas por un segmento al azar (GOR 1), es presentada dentro del contexto HLA
0201 (HLA bind), y comparada con la secuencia de otros tripanosomatidos entre si,
tiene 80-88% de similitud en su secuencia de nucleétidos y 90- 97% de identidad en su
secuencia deducida de aminoacidos (L-ALIGN, ClustalW), datos que al ser comparados
con otras proteinas de T. cruzi muestran que esta proteina puede ser un excelente

candidato para vacunacion.

Es importante puntualizar que la bioinformatica solo permite acortar el tiempo para el
descubrimiento de una vacuna limitando el nimero de candidatos a ser probados y
reduciendo costos, pero que esto no asegura la eficiencia de la misma, pues las
herramientas bioinformatica no contemplan en ningin momento la reaccién del huésped,
y por ello una vez determinada la molécula a utilizarse, esta debe ser fabricada In vitro y
experimentarse In vivo, realizando para ello pruebas de potencia, inocuidad y eficacia de
acuerdo a la respuesta inmune del huésped y las caracteristicas clinicas de la

enfermedad problema.
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6.8 METODOLOGIA DE VACUNAS INVERSAS Y PROCESO DE INMUNIZACION

Con el fin de cumplir con el segundo objetivo especifico y aplicar la competencia a nivel
de bacteriologia/microbiologia industrial se hizo una revisién de sobre las estrategias
para la inmunizacion con acidos nucleicos y la aplicacion de las vacunas reversas como
alternativa de inmunizacién. Es asi, como a partir de la secuencia de ADN se pueden
realizar andlisis que predicen si una proteina es buen antigeno, el tipo de respuesta
inmune que induce, el tipo de unién hacia el complejo mayor de histocompatibilidad
(MHCQC), la presencia de epitopes celulares y humorales, propiedades que en conjunto
van a determinar si una secuencia de ADN es codificante para una proteina que puede
llegar a ser considerada como un buen candidato a vacuna (Ferreira y Porco., 2008). A
partir de dicha secuencia deben realizarse una serie de procesos bésicos como pruebas
de amplificacibon como PCR, clonacién y construccibon de ADN recombinante con
posterior expresion de proteinas, y utilizar ya sea directamente un gen que codifica para
una proteina antigénica en las células de un animal, donde se sintetizara el antigeno que
provoca la respuesta inmune o introducir la proteina expresada a partir del ADN
amplificado y clonado (Danzing., 2005). (Figura 4). Es a este proceso que parte del ADN
para llegar a la proteina con caracter inmunizante, al que denominamos vacuna reversa

o vacuna inversa (Ferreira y Porco., 2008).
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Figura. 4 Comparacion entre vacuna convencional y inversa (Ferreira'y Porco.,
2008)

En la vacunologia inversa inicialmente debe generarse un constructo de ADN, el cual
corresponde a una molécula obtenida por la técnica del ADN recombinante, y
posteriormente, dicha molécula debe ser introducida en el huésped en el cual se busca

inmunizar.

El termino ADN recombinante hace referencia a la creacién de nuevas combinaciones se
segmentos o de moléculas de ADN que no se encuentran unidas de forma natural,
donde las moléculas de ADN producidas por la unién de segmentos que proviene de
diferentes fuentes biolégicas (Needleman., 2007). La utilizacion de ADN recombinante
se ha convertido en una herramienta muy poderosa en la Biologia molecular ya que se
pueden tener aislamientos de poblaciones puras de secuencias especificas de DNA a

partir de una poblacion de secuencias mezcladas. (Cultek., 2006, Gomez., 2000). El
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proceso basico incluye una serie de pasos (Figura. 5) los cuales permiten la obtencién
de informacién genética a partir de la hibridacion y posterior clonacién de material
genético de importancia. El desarrollo de la tecnologia del ADN recombinante y la
clonacién molecular han aportado sofisticados procedimientos que permiten el
aislamiento, purificacion y replicacion de fragmentos especificos de ADN. La finalidad de
la clonacion molecular es aislar gran cantidad de genes especificos, en forma pura.
(Gémez., 2000).
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Figura 5. Proceso de ADN recombinante (Cultek., 2006)
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Si retrocedemos en la historia de las primeras inmunizaciones exitosas fueron las
vacunas atenuadas, elaboradas mediante multiples procesos en cultivos celulares,
ejemplo de estas fueron el virus de la varicela o el virus del polio entre otros, ademas de
estas, también se elaboraban vacunas atenuadas que se inactivaban a base de calor o
con componentes quimicos, aunque esta no respondid muy bien ya que el fin de la
inmunizacion es inducir una respuesta inmunitaria tanto de tipo humoral como celular
(Cultek 2006).

Cuando se da todo el proceso de Recombinacién del ADN (Figura. 5) este es introducido
a la célula y es translocado directamente en su nucleo, donde es sintetizado y llevado al
citoplasma. Las proteinas recién sintetizadas se degradan y se transportan al reticulo
endoplasmatico mediante un sistema de proteinas transportadoras (TAP-1 y TAP-II),
posterior a esto se vinculan con las moléculas de MHC clase | donde luego entran en
vias secretorias posteriormente se da un acoplamiento con el receptor de T (TcR)
presente en la superficie de los linfocitos T citotéxicos (CD8+) para inducir su activacion.
Las proteinas exdgenas que se endocitan o fagocitan (presentacion cruzada en la
inmunizacion con ADN) entran a la via endosémica y en ella se degradan en pequefios
péptidos que luego se vinculan con moléculas del complejo principal de
histocompatibilidad (MHC) de clase Il y se translocan hacia la superficie de la célula,
donde se presentan y unen a los TcR en los linfocitos T cooperadores (CD4+); todo ello
tiene como consecuencia su activacion y expansién. De esta forma se induce la

respuesta inmunitaria tipo humoral y celular. (Mota-Sanchez., 2009).

El sistema de inmunizacién se basa en el principio basico de la sinapsis inmunoldgica.
Donde se activa una seria de vias de sefializacion cuando hay un reconocimiento de la
proteina extrafia. La sefial 1 se da entre la unién del complejo MHC-péptido y TcR, en
las Células presentadoras de antigenos (APC) vy linfocitos T, esta es insuficiente para
generar una respuesta inmunitaria, por lo que se presenta la sefial 2 inducida por
moléculas coestimuladoras presentes en la superficie de las APC (en su mayor parte
células dendriticas). Para que todas estas vias de sefalizacién se activen debe existir
una sefial 0 donde se indicen citoquinas inflamatorias, proteinas de choque térmico
(HSP), estimuladas por los antigenos del patégeno lo que conlleva la sobreexpresién de
moléculas de MHC y coestimuladoras para que se de el reconocimiento y posterior
activacion de la respuesta inmune. (Dumonteil E y col., 2004). Seguido de la etapa de
activacion se inicia la etapa efectora; los linfocitos T activados dejan los ganglios
linfaticos hacia la periferia y siguen un gradiente de quimiocinas hasta llegar al lugar
donde se necesitan y tras la unién de sus TcR con los antigenos expresados en el
contexto de MHC apropiado comienzan su etapa efectora mediante la secrecion de

sustancias toxicas, como las perférinas (células CD8+) o interleucinas con actividad
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inflamatoria como el INF-g (células CD4+).Por otro lado, los linfocitos B se activan
mediante su receptor (BCcR) por los antigenos que se sintetizan y secretan o presentan
en la superficie de las células que se transfectaron en la inmunizacién con el ADN. Con
posterioridad, los linfocitos B activados cambian de isotipo; las secuencias que codifican
a la region variable de las inmunoglobulinas sufren hipermutacién y las clonas con un
receptor con mayor afinidad por el antigeno se seleccionan y expanden. Los linfocitos B
activados se diferencian al final hacia células de memoria o células plasméticas; estas
tltimas pueden: a) continuar la sintesis de anticuerpos o b) establecerse en la medula
Osea y continuar también la produccion de anticuerpos; por lo tanto, es posible encontrar
anticuerpos presentes en el suero y mucosas por largos periodos. (Mota-Sanchez.,
2009).

7 DISCUSION

El desarrollo de una vacuna parte de la identificacion de moléculas y/o estructuras
celulares del microorganismo que potencialmente pueden ser usadas como dianas
antigénicas, que al ser introducidas en el huésped estimulan la respuesta inmunolégica
ya sea a nivel humoral y/o celular, induciendo una inmunidad adquirida activa frente a
determinadas enfermedades infecciosas (Stern y Markel.,, 2005). Con las técnicas
convencionales, éste puede ser un proceso lento y costoso, pues se basa en el ensayo y
error hasta encontrar la molécula que puede ser un candidato potencial a utilizarse como
vacuna, y los ensayos se circunscriben a verificar las dos grandes propiedades que
deben reunir las vacunas como son la eficacia o poder inmundgeno del antigeno y la
inocuidad o no patogenicidad del producto, sin tomar en cuenta las modificaciones
industriales por produccién a gran escala, la facilidad o no de obtener el antigeno (Ag) y
la respuesta efectora real al aplicarla en el huésped humano (Rappuoli, 2001). Con el
desarrollo y optimizaciéon de nuevas tecnologias se han logrado grandes progresos en la
creacion de vacunas, y muchas de la variables en su produccion han mejorado
notablemente, pero es la biotecnologia quien ha permitido obtener avances a todo nivel
tanto en la industria como en la salud, pues a partir del Proyecto Genoma Humano se
logré la completa automatizaciébn de la técnica de secuenciacion del ADN, lo que
conllevé a completar el conocimiento no solo del genoma del hombre sino de numerosos
microorganismos generando un gran ndmero de bases de datos y el surgimiento de la
bioinforméatica como una valiosa herramienta computacional para el andlisis de la
informacion bioldgica siendo un gran apoyo para la investigacion (Lesk., 2002), entre
ellos el andlisis de posibles moléculas candidatos a vacuna (Rappuoli, 2001). A pesar de
todos los avances en la investigacion y creacién de programas computacionales que
permiten estudiar las caracteristicas de una Proteina o de una molécula de ADN, no se

ha podido crear una vacuna ADN contra la enfermedad de Chagas debido a que se

22



presentan desventajas a nivel de respuesta inmunologica, y también a sus altos costos

para su produccion (Tabla. 3)

TABLA 3. Ventajas y desventajas de las vacunas DNA

VENTAJAS DESVENTAJAS

Estimulan tanto la respuesta inmune
humoral como la celular

Pocas vacunas recombinantes han sido
aprobadas para uso veterinario y ninguna
de ellas se emplea en humanos todavia.

Estabilidad de los vectores plasmidicos a
diferentes temperaturas, lo cual permite
disminuir costos en el proceso de
elaboracién, transporte y administracion

Poca reproducibilidad de modelos murinos
a humanos.

Los vectores plasmidicos utilizados para
vacunacion con DNA son fabricados con
facilidad. Facilmente modificados.

Uso de las vacunas de ADN en modelos
preclinicos muestra la induccién de una
respuesta inmunitaria baja.

Expresa in situ el antigeno clonado

Altos costos para su investigacion en un
pais en desarrollo como Colombia

La presencia de secuencias que balancea
la respuesta hacia un subtipo Thl y su
simplicidad de manipulacion expresar in
situ el antigeno clonado

Los resultados In vivo son poco
alentadores, existe el inconveniente que en
modelos animales no se ha podido
reproducir la enfermedad de Chagas en su
fase cronica

La presencia de secuencias que balancea
la respuesta hacia un subtipo Thl y su
simplicidad de manipulacién, que permite
la construccion de quimeras e introduccion
de secuencias codificantes para moléculas

Depende de la respuesta inmune del
huésped, no hay un patrén UGnico de
respuesta ya que el parasito presenta
estadios tanto extracelulares como
intracelulares, lo que hace que la

extremadamente adecuados para inducir
proteccion frente a esta parasitosis y por
tanto debe de primar su investigacion

estimuladoras  /moduladoras  de la enfermedad presenta diferentes fases
respuesta inmune clinicas
Se postulan como vehiculos Desconocimiento de las rutas de

inmunizacion, el tipo de adyuvantes y los
esquemas de inmunizacion para obtener
proteccion.

8 CONCLUSIONES Y SUGERENCIAS

Aunque las vacunas de ADN resultan ser una estrategia alternativa versatil y segura,

falta mucho por investigar para poder alcanzar un grado optimo de eficiencia y proteccion

en su aplicacién en el ser humano. Pueden disefiarse plasmidos para moléculas

potencialmente candidatas a vacunas en la enfermedad de Chagas, pero se desconoce




mucho todavia de las rutas de inmunizacion, el tipo de adyuvantes y los esquemas de
inmunizacion para obtener proteccion. La aplicacién de la tecnologia basada en la
vacunacién con ADN, para paises como Colombia donde tendrian un mayor impacto,
puede representar inicialmente un alto costo econémico porque no se posee con las
infraestructura necesaria que la soporte. Sin embargo, dichas vacunas representan una
herramienta para el disefio y desarrollo de nuevas estrategias en la lucha contra las

enfermedades infecciosas.

La investigacion nos permite inferir que muchos antigenos del parasito han sido
caracterizados y examinados para estudiar su capacidad de estimulacién del sistema
inmune, pero pocos han demostrado tener respuesta inmune protectora lo que dificulta la
busqueda de un candidato ideal para la creacion de Vacunas ADN reversas en la
enfermedad de Chagas, Aun asi, todavia queda mucho por investigar para poder
alcanzar en seres humanos el éxito obtenido en modelos animales. El gran potencial de
las vacunas de ADN residen en multiples caracteristicas como lo es en su gran parte la
versatilidad, la realidad de las vacunas reversas en la enfermedad de Chagas es
incipiente, debido a que esta muy sujeta a la respuesta inmune del huésped y no hay un
patrén Gnico de respuesta ya que el parasito presenta estadios tanto extracelulares como
intracelulares, lo que hace que la enfermedad presenta diferentes fases clinicas y por
consiguiente dificultad la obtencién de un molécula idénea para proteger en todos los
periodos que presenta la enfermedad, por esta razén las investigaciones para la
creacién de una vacuna contra la enfermedad de Chagas sigue siendo un reto en la
investigacion. Aunque es bien sabido que el descubrimiento de la vacunologia inversa,
cambié completamente la forma en la que se venian realizando el disefio de vacunas,
debido al descubrimiento de nuevos antigenos que han podido ser identificados por las
técnicas convencionales, no ha sido suficiente su utilizacién en la enfermedad de

Chagas por lo anteriormente mencionado.

Por otro lado el desarrollo de este informe permite inferir la importancia que tiene la
enfermedad de Chagas tanto a nivel clinico como Industrial, debido a su incidencia en la
poblacion mundial, por tal motivo es importante tener mecanismos de prevencion y
control de la propagacion del insecto vector responsable de la trasmision del
Trypanosoma cruzi, ademas de las importancia a nivel de salud publica que posee la
enfermedad es importante resaltarla también a nivel clinico- patologico, la relacion
hospedero- parasito, asi como el comportamiento inmunoldgico que presentan los
pacientes para de esta manera buscar la forma de atacar al parasito y eliminarlo a través
de una posible vacuna. La creacion de vacunas es una herramienta importante a nivel
del desarrollo de la investigacion industrial, ya que nos permite la creacion de disefios

bioinformatico y la utilizacion de la biologia molecular que avanza a pasos agigantados

24



en los tratamientos de enfermedades de importancia mundial como lo es la enfermedad

de Chagas y el VIH, entre otras.

Por ultimo el desarrollo de herramientas bioinformatica y el descubrimiento de las
vacunas ADN reversa han facilitado el estudio, comportamiento y caracterizaciéon antes
no conocidas de los microorganismos en este caso de Trypanosoma cruzi, aunque en
este informe se hace una revision bibliografica de la literatura encontrando diversos
estudios relacionados con la respuesta inmune y la creacion de vacunas para la
enfermedad de Chagas, no es posible concluir de una manera satisfactoria debido a que
a pesar de que se tiene muchos candidatos vacunales contra el mismo, no se ha podido
lograr de manera definitiva una vacuna contra la enfermedad. Por lo anteriormente
discutido, se sugiere profundizar mas en los candidatos vacunales ya que en este
trabajo solo se hombran algunos vy llevarlo a nivel experimental, con el fin de lograr un
mejor entendimiento del comportamiento de los mismos en modelos murinos y poder asi

de esta manera a través de la investigacion llevarlo a los seres humanos.
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