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RESUMEN

La enfermedad de Chagas es una enfermedad tropical olvidada, se estima que en
el mundo hay entre 7 y 8 millones de personas infectadas por Trypanosoma cruzi,
la mayoria de ellas proceden de América Latina. Debido a que la enfermedad
puede ser asintomética tanto en la fase aguda como crénica, muchas personas
pueden estar infectadas y no saberlo, ya que se necesita un diagnéstico especifico
como la observacion de tripomastigotes circulantes en sangre periférica mediante
microscopia, método serolégico o qPCR. Existen solo 2 medicamentos para
tratarla enfermedad, el benznidazol y el nifurtimox; sin embargo, estos
medicamentos solo actuan en la etapa aguda y son altamente hepatotoxicos. Por
tal motivo es necesario buscar nuevas alternativas en contra de T cruzi. Una de
ellas podria ser el uso de vacunas, actualmente no existe ninguna, la cual permita
erradicar o prevenir la parasitosis. Mediante ensayos bioinformaticos, se demostrd
gue la proteina recombinante enolasa de T. cruzi (rTcENO) presenta en su
secuencia de epitopes, los cuales podrian ser reconocidos por los linfocitos By T
citotoxicos. Por lo tanto, la evaluacion inmunolégica de rTcENO por via
subcutanea en un modelo murino es de importancia con la finalidad de desarrollar
una vacuna protectora contra la enfermedad de Chagas. Se establecio un
esquema de inmunizacion de 4 dosis por via subcutanea. Al realizar los
inmunoensayos se obtuvieron titulos de anticuerpos totales de 1:20,000 y al
realizar la isotipificacion, se obtuvo un predominio de
IgG1>IgG2a>IgG3>IgA>lgG2b>IgM. Estos resultados fueron examinados por un
analisis estadistico de ANOVA/tukey, confirmando que los datos son
estadisticamente significativos. En conclusion, la inmunizacion de la rTcENO por
via subcutdnea genera una adecuada respuesta inmune por lo que se puede
considerar como un inmundgeno con potencial para generar una vacuna contra T.

cruzi.
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INTRODUCCION
1.1 Enfermedad de Chagas

La enfermedad de Chagas o también llamada tripanosomiasis americana es una
infeccidn parasitaria causada por el protozoario Trypanosoma cruzi, un organismo
flagelado transmitido principalmente a humanos mediante las heces infectadas de
insectos hematofagos (vector de transmision en areas endémicas) o mediante la
transfusion de sangre infectada, donaciones de 6rganos infectados, transmision de

una madre infectada a su hijo a través del parto (Carabarin et al., 2013).

El 14 de abril de 1909, el investigador brasilefio Carlos Justiano Ribeira das
Chagas (ilustracion 1) es el primero en describir la enfermedad de Chagas al
observar un parasito flagelado (una nueva especie de Trypanosoma) en la sangre
de una nifa llamada Berenice de tres afios de la localidad de Lassance, cerca del
rio Das Velhas en Brasil. Comprobando su teoria de que este pardsito, era el
mismo que se encontraba en los intestinos de un insecto del género Triatoma,

muy comun en esa region (Lewinsohn,1979).

llustracion 1 Carlos Justiano Ribeira das Chagas. Laboratorio del Instituto Federal de Seroterapia en
Manguinhos, Rio de Janeiro (Steverding, 2014).

Sin embargo, fue hasta 1912 que el parasitdlogo francés Alexandre Joseph Emile
Brumpt proporcion6 evidencia clara de que la infeccion no se produce por
inoculacion sino por contaminacion de la herida por la picadura de la chinche,

dejando asi sus heces que contienen a los parasitos (Steverding, 2004).
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El parasito Trypanosoma cruzi fue nombrado en honor al Dr. Oswaldo Cruz,
epidemiologo brasilefio y mentor de Carlos Chagas. El Dr. Cruz se distinguié por
haber erradicado la Fiebre Amarilla en Rio de Janeiro y otras ciudades
importantes del Brasil, mediante la eliminacién del insecto vector Aedes egyptti y
el aislamiento de los enfermos, asi como ser director del instituto Oswaldo Cruz
gue se cred como consecuencia de la epidemia de peste bubdnica que asold la
ciudad de Santos en 1883 (Telleria & Tibayrenc, 2017).

En 1959 se cumplié el cincuentenario del descubrimiento de la enfermedad de
Chagas, en el cual se realizé un congreso internacional en conmemoracion que se
llevé a cabo en Rio de Janeiro. En este se trataron de confirmar tres aspectos

fundamentales:
1) La transmision congénita de la enfermedad.

2) La confirmacién de los "megas" como de etiologia chagéasica en gran

proporcion.
3) La aceptacion de la concepcion patogénica de F. Kdberle (Uriarte, 2012).

De manera reciente, la Organizacion Mundial de Salud (OMS) declara el 14 de
abril, el dia mundial de la enfermedad de Chagas en conmemoracién de su

descubrimiento por el investigador Carlos Ribeira Chagas. (OMS, 2019).

1.2 Epidemiologia

Se estima que en el mundo hay entre 7 y 8 millones de personas infectadas por
Trypanosoma cruzi, la mayoria de ellas en América Latina (WHO, 2017). La
enfermedad de Chagas es endémica en 21 paises de América Latina abarcando
desde los estados del sur de Estados Unidos hasta el norte de Argentina y Chile
(lustracion 2). Esta enfermedad, tradicionalmente se ha limitado a las zonas
rurales pobres de América Central y del Sur, donde la transmision vectorial es la

principal via de contagio. Los residentes de casas infestadas estan continuamente
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expuestos a los vectores, y la incidencia de infeccion por T. cruzi es de menos de

0.1% a 4% por afo en regiones hiperendémicas como el Chaco boliviano.

La migracion interna reciente de areas rurales a urbanas, la transmision congénita
y la donacion de sangre han permitido que la enfermedad se propague a regiones
previamente no afectadas, principalmente grandes areas urbanas, donde podrian
establecerse ciclos de enfermedades urbanas en areas periféricas (Pérez &
Molina, 2017).

De acuerdo con las estadisticas proporcionadas en el trabajo de Pérez y Molina, la
prevalencia de infeccidon por T. cruzi es mas alta en Bolivia (6.1 casos por cada
100 habitantes), Argentina (3.6 por cada 100 habitantes), Paraguay (2.1 cada 100
habitantes), Ecuador (1.4 cada 100 habitantes), El Salvador (1.3 cada 100
habitantes), Guatemala (1.2 cada 100 habitantes) y México (0.70 cada 100 mil
habitantes). En Estados Unidos, la transmisién de T. cruzi se establece en areas
seleccionadas de algunos estados del sur, aunque solo se han reportado algunas

infecciones autoctonas (Pérez & Molina, 2017; Rojo et al., 2018).

Estimacién del namero de
casos infectados por I cruzi

o <900 I s daos ¥ /'
© 900-89999

@ 90000-899999 I No aplica

@ - 900000

llustracion 2 Distribucion mundial de casos de la enfermedad de Chagas. Recuperado de: (Salazar et al.,
2016).
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México presenta 18 areas endémicas en el sur para la transmisiéon vectorial de T.
cruzi (ilustracion 3), incluyendo los estados de Oaxaca, Jalisco, Yucatan, Chiapas,
Veracruz, Puebla, Guerrero, Hidalgo y Morelos (Dumonteil, 1999), siendo los
primeros 5 estados los mas afectados respectivamente, ya que su prevalencia
excede al 10% (Dumonteil, 1999). Sin embargo, la transmision de T. cruzi ha ido
en aumento debido a la migracién de areas rurales a las areas urbanas (Monteon-
Padilla et al., 1999).

La Organizacion Panamericana de la Salud (OPS), en 2006, estim6 que en México
existian aproximadamente 1,100,000 individuos infectados y 29,500,000 en riesgo
de contraer la infeccion (OPS, 2006); en el periodo comprendido de 2000 a 2012
(Salazar et al., 2016). Por otro lado, el Instituto Nacional de Estadistica, Geografia
e Informética (INEGI) en 2010 reporta el censo nacional, afirmando que en México
hay una poblacion de 112.3 millones de personas y basado en el porcentaje de
seropositividad publicado por Cruz-Reyes y Pickering-Lopez (2006) se calcula que
5.5 millones de personas estarian potencialmente afectadas por esa enfermedad
(Cruz y Pickering, 2006).

La Secretaria de Salud (SS) registr6 5,559 casos (cifras proporcionadas por el
Centro Nacional de Programas Preventivos y Control de Enfermedades)
principalmente entre los 25 y 44 afios, los estados con mayor incidencia fueron
Veracruz, Morelos, Oaxaca, Yucatan, Chiapas, Guerrero y Jalisco, en 2013 con
762 nuevos casos y 729 en 2014, las defunciones registradas fueron 371, la
mayoria en los estados de Oaxaca (54.7%) y Guerrero (15.4%) (ilustracion 3)
(Salazar et al., 2016). En México, en dos terceras partes del territorio, existen las
condiciones para que se lleve a cabo la transmisioén vectorial con 32 especies de
triatominos. (Carabarin et al.,2013). Las poblaciones vectoriales, por su capacidad
de convivencia con el humano, se consideran domiciliadas, peridomiciliadas y

selvaticas o silvestres (Tay et al.,1981).

En Mexico, las especies intradomiciliadas son Triatoma barberi, que son
asociadas a la presencia de miocardiopatias y megadilataciones de érganos del
tracto digestivo en Colima, Guanajuato, Guerrero, Hidalgo, Jalisco, Michoacan,
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Morelos, Oaxaca, Puebla, Querétaro, Tlaxcala y Veracruz. Por otro lado, Triatoma
dimidiata esta distribuida desde los paises andinos y de Centroamérica hasta
México, asociada a cardiopatias en los estados de Campeche, Colima, Chiapas,
Estado de México, Guanajuato, Guerrero, Hidalgo, Jalisco, Nayarit, Oaxaca,
Puebla, Quintana Roo, San Luis Potosi, Tabasco, Veracruz y Yucatan (Tay et
al.,1981; Salazar et al., 2010)

2009 2010 2011

A Y \
\ ‘ " Las entidades con
¥ -‘ mayor nimero de
’!'I ’( *’I( < <7 casos son
. ; X, ‘/ Veracruz (17.9 %)
“ Yucatdn (14.8 %) y
Entidades 1 a 10 casos * Oaxaca (14.5%)

B Entidades 11 a SO casos
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llustracion 3. Estados con notificacion de casos enfermedad de Chagas. México, 2009-2013.
Recuperado en: Secretaria de Salud, 2018).

La Secretaria de Salud reporta desde el 2000 un incremento en la notificacion de
casos (ilustracion 4). En el periodo que comprende del afio 2000 al 2017 se
registraron 9,981 casos de la Enfermedad de Chagas (agudos y cronicos);
mientras que en 2017 el reporte del cierre informa de 126 casos agudos y 738
casos cronicos que fueron notificados a través del Boletin Epidemioldgico de la
Direccion General de Epidemiologia. De manera general, el grupo etario y género
mas afectado comprende de 25 a 44 afos, mayoritariamente a varones. Los
estados con mayor numero de casos reportados fueron Veracruz (17.8 %),
Yucatan (10.3 %), Oaxaca (10.5 %), Morelos (9.2 %), Chiapas (8.1 %), Jalisco (5.9

%), Estado de México (5.2 %). Sin embargo, la problemética es mayor debido a
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gue los datos reportados se encuentran subestimados, esto por las caracteristicas
de la enfermedad en la fase aguda, en la cual no hay una sintomatologia clasica y
las personas infectadas pueden morir o no ser diagnosticadas adecuadamente
(Secretaria de Salud, 2019).
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llustracion 4 Perfil epidemioldgico de Enfermedad de Chagas en México, 2000 — 2017. Recuperado de:
(Secretaria de Salud, 2019).

La mortalidad registrada de la enfermedad de Chagas del 2000 al 2016 (ilustracién
5) fue de 487 decesos en dieciocho entidades del pais; la mayoria principalmente
en el estado de Oaxaca, seguido de Guerrero y Veracruz (Secretaria de Salud,
2019).

Defunciones por Enfermedad de Chagas segin afio de
ocurrencia.
Meéxico 2000 - 2016
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llustracion 5 Defunciones por Enfermedad de Chagas segun afio de ocurrencia. México 2000-2016.
Recuperado de: (secretaria de Salud, 2019).
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En Puebla la presencia de Chagas se determiné mediante un estudio confirmando
71 casos clinicos positivos a T. cruzi, en un area endémica de la enfermedad de
Chagas con seroprevalencia de 7.7%. El diagnoéstico de la enfermedad de Chagas
se realiz6 mediante dos pruebas serol6gicas estandarizadas (ELISA, IHA)
(Sanchez-Guillén, 2006).

Los grupos se identificaron como individuos asintomaticos de forma indeterminada
(IF) sin evidencia de anormalidades presentando 34 casos; aquellos con
alteraciones gastrointestinales (12 pacientes), pacientes con manifestaciones
clinicas y cambios documentados de enfermedad cardiaca de Chagas que se
subdividié de la siguiente manera: leve (8 pacientes) cambios electrocardiograficos
leves de repolarizacion ventricular, bradicardia sinusal); moderado (6 pacientes)
bloqgueo de rama izquierda, paquete derecho bloqueo de rama asociado con
bloqueo fascicular anterior izquierdo); severos (8 pacientes) signos de
cardiomegalia, dilatados cardiomiopatia); y la forma asociada (3 casos) que incluia
la presencia tanto de miocardiopatia como megaesofago (Sanchez-Guillén, 2006).
Estas manifestaciones clinicas son practicamente inmovilizantes; asi el paciente
infectado, y en la forma cronica de la enfermedad, no tiene la capacidad fisica
para desarrollar un trabajo y esto resulta en una carga econdémica para la familia y
para los organismos de salud, asi como al estado. Por lo tanto, el tener una
vacuna que prevenga la enfermedad sera de gran beneficio para la sociedad
(Sanchez-Guillén, 2006).

En suma, la situacién actual de la enfermedad de Chagas en México es la de un
padecimiento sub-registrado, distribuido practicamente en todo el territorio
nacional y que por la falta de mejoras en el diagnostico, disponibilidad de
medicamento y el registro de casos, cada afio revela una magnitud creciente,
donde la mayor proporcion de enfermos se encuentran en la fase clinica aguda
asintomatica por haber estado en contacto con el agente sin desarrollar
enfermedad aparente y para el que se debera mejorar el seguimiento clinico,
epidemioldgico, de laboratorio y gabinete; es un padecimiento cuyo riesgo de

transmision por la via transfusional, va en descenso pero que pudiera verse
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incrementado por via congénita y del que no tenemos informacién de infecciones
por via alimentaria, y es un padecimiento que mantiene tasa de mortalidad baja y

estable en los dltimos trece afios (Secretaria de salud, 2018).

1.3 Vector de transmisién

Actualmente, se sabe que 40 especies de triatominos estan infectadas
naturalmente por T. cruzi en América del Norte. Los triatominos pertenecientes a
los géneros: Rhodnius (R. prolixus), Triatoma (T. infestans) y Panstrongylus (P.
megistus) son los mas importantes desde el punto de vista epidemiolégico
(carabarin et al., 2013). Veintiocho especies se encuentran exclusivamente en
México, y 8 se comparten con los Estados Unidos (ilustracion 6) (Ibarra-Cerdena
et al., 2009).

Panstrongylus
Triatoma

Rhodnius
Paratriatoma
Eratyrus

Dipetalogaster

® @ © O © @ ©

Belminus

llustracion 6 Distribucion de hemipteros en México. Recuperado en: (secretaria de Salud,2014).

En México, se cree que mas del 96% de la transmision de la enfermedad ocurre a
través de la ruta del vector (Ramsey et al.,, 2003). México alberga una de las
poblaciones de triatominos mas diversas, con 39 especies documentadas en el

pais, al menos 21 de las cuales han sido infectadas por T. cruzi, lo que indica que
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son vectores potenciales de la enfermedad de Chagas (Bargues et al., 2008; Cruz-

Reyes y Pickering-Lopez, 2006).

Recientemente, diferentes informes han revelado informacion sobre los principales
vectores en areas endémicas de México. En el estado de Veracruz, los principales
vectores reconocidos son Triatoma dimidiata y R. prolixus, y solo se ha
identificado T. dimidiata en el estado de Chiapas. Sin embargo, Triatoma
phyllosoma se ha informado solo en el estado de Oaxaca y se considera el vector
de transmisién mas importante de la enfermedad de Chagas en la parte sur de
este estado (Villalobos et al., 2011; Zarate y Zéarate, 1985).

“n

En el estudio “’se identifico dos especies de Triatoma en la region sur del Estado
de Meéxico: Triatoma pallidipennis (97.4%) y T. dimidiata (2.6%), de estos, el
28.94% de los triatominos estaban infectados con T. cruzi (Medina-Torres et al. al.,

2010).

En otro estudio, T. barberi, T. dimidiata y Triatoma mexicana se identificaron en
tres regiones del estado de Hidalgo, con una tasa de infeccién por T. cruzi que
oscila entre 6% y 10.3% (Becerril-Flores et al., 2007). En cambio, T. pallidipennis
fue la Unica especie encontrada en el Valle de Iguala del estado de Guerrero,
donde el 38.2% de los triatominos recolectados estaban infectados con T. cruzi. El
mayor porcentaje de triatominos infectados se observé en las zonas rurales en
comparacion con las zonas urbanas (Becerril-Flores y Valle-De La Cruz, 2003).
Ademas, T. mexicana, Triatoma longipennis, T. pallidipennis y T. barberi fueron las
principales especies recolectadas entre 1998 y 2002 en varias comunidades del
estado de Guanajuato, que no se considera un area endémica (Lopez-Cardenas et
al., 2005). Por ultimo, T. pallidipennis, T. barberi, Triatoma picturata y T. dimidiata
se identificaron en el estado de Puebla en 2006 con tasas de infeccién por T. cruzi
del 75%, 50%, 41% y 37%, respectivamente (Romero-Cabello et al, 2006).

México cuenta con el programa “Prevencion y control de la enfermedad de Chagas
2013-2018", en el cual uno de los objetivos es controlar la transmision vectorial

intradomiciliaria por medio de estrategias (tabla 1) (Secretaria de Salud, 2018).
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Controlar la transmision vectorial intradomiciliaria

Estrategia 1 Estrategia 2 Estrategia 3
Aplicar rociado residual de

Realizar serologias Promover programas de forma intra domiciliar, en

a menores de 5 mejora con materiales dos ocasiones por
afos. locales en paredes y techo. localidad confirmada como
positiva.
Lineas i ) Eliminar sitios de refugio Realizar encuestas
Seleccionar  areas ) _ o o
de - de triatominos | entomoldgicas iniciales y
. prioritarias de | o _ _
accion » intradomiciliarios 'y en posteriores al rociado
intervencion. _ o ) _ o
peridomicilios residual intradomiciliar
Actualizar el : »
’ Promover la instalacion de
catalogo de _
o pabellones mosquiteros en
distribucion de

_ _ 5 camas 0 en cualquier otro
triatominos en areas

- sitio de reposo
prioritarias

Tabla 1 Objetivo, estrategias y lineas de accion para controlar la transmision vectorial
intradomiciliaria. Prevencion y control de la Enfermedad de Chagas 2013-2018 (Secretaria de Salud, 2018).

El uso de insecticidas en viviendas y sus alrededores ha disminuido el vector
transmision de T. cruzi; sin embargo, estos esfuerzos no han sido suficientes
porque la enfermedad no se ha controlado en &reas con ciclos domiciliados (Dias
y Schofield, 1999). Las desventajas en la aplicacion de insecticidas incluyen los
costos operativos resultantes de la aplicacién constante en las casas de areas
endémicas, y aunque, el uso de insecticidas ha reducido las poblaciones de
triatominos en los hogares en algunas regiones, esto no ha impedido la movilidad
continua de los vectores entre areas silvestres y domésticas con la consiguiente
reinfestacion de los edificios tratados con pesticidas (Vassena et al., 2000;
Ramsey et al., 2003) o la aparicion de poblaciones de triatominos resistentes a

productos quimicos (Zerba, 1999). Otro inconveniente es el dafio causado a
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muchas otras especies de insectos que deben protegerse mediante estrategias
dirigidas especificamente contra especies dafiinas. En México, el control de la

transmision vectorial todavia esta en las etapas iniciales (Coura y Vifas, 2010).

1.4 Transmisién no vectorial

Tanto en areas endémicas como no endémicas, la transmisién puede ocurrir
mediante trasplante de 6rganos, transfusion de sangre, transmision congénita, via

oral o como resultado de un accidente de laboratorio (Dias, 2000).

En la transmisién no vectorial, la transfusién de sangre y la enfermedad congénita
de Chagas han resurgido como dos factores muy importantes para la transmisiéon
en areas no endémicas. Estos métodos de transmision no vectoriales son los mas

problematicos en las zonas urbanizadas. (Gutiérrez et al., 2009).

La prevalencia de la enfermedad de Chagas en los bancos de sangre se ha
observado en varios paises de América Latina, como Argentina (4.9-17.6%),
Bolivia (51%), Brasil (2.9-14.6%), Chile (3.7-14.5%), Honduras (11.6%), Paraguay
(11.3%), Uruguay (4.7-7.7%), Venezuela (1.3%), Colombia (2.5-7.5%), Costa
Rica (1.6%), Ecuador (3.2%) y Peru ( 12,9%) (Moncayo, 2003).

Segun las estimaciones realizadas por Petherick, en México existen 69,000
nuevas infecciones anualmente, y solo el 30% de la sangre donada se analiza

antes de la transfusiéon (Petherick, 2010).

Algunos esfuerzos para controlar la propagacion de la enfermedad de Chagas a
través de la transfusién de sangre estan en curso. De acuerdo con la regulacion
oficial de donacion de sangre se debe realizar obligatoriamente una prueba para la
para la enfermedad de Chagas a todos los donantes y este requisito esta incluido
en la Norma Oficial Mexicana (NOM-003-SSA2-1993) "Para la disposicion de
sangre humana y sus componentes con fines terapéuticos” Sin embargo, la
prueba solo se realizaba en donantes de sangre con antecedentes de residencia u
origen en areas endémicas de T. cruzi (Carabarin et al., 2013). Afortunadamente,

esta norma se actualizé y queddé como la NORMA Oficial Mexicana NOM-253-

Pagina |24



SSA1-2012 donde se establece incluir obligatoriamente la deteccion de

Trypanosoma cruzi en todos los donantes de sangre.

La transmision congénita de la enfermedad de Chagas actualmente tiene efectos
epidemiolégicos de importancia porque es parcialmente responsable de la
diseminacién de la enfermedad en areas no endémicas en todo el mundo. De
acuerdo con la estimacion de la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS)
hay mas de 15,000 casos por afio de infeccion congénita por T. cruzi en América
Latina (OPS, 2006).

En México, hay exadmenes de rutina de mujeres embarazadas; sin embargo, una
prueba de la enfermedad de Chagas no esta incluida en ese examen. En este
caso, el Ministerio de Salud y los laboratorios clinicos deben estudiar y evaluar la
incorporacion de una prueba de la enfermedad de Chagas. Estos estudios
confirman el riesgo potencial de transmision de la enfermedad de Chagas por
formas no vectoriales en areas no endémicas, lo que demuestra que la
transmision congénita y la transfusion de sangre son formas importantes de
propagacion de la enfermedad de Chagas, lo que representa un grave problema
de salud (Carabarin et al. 2013).

Otra via de transmision es la oral que se presenta por contaminacion de alimentos
0 bebidas con deyecciones o trituracion de vectores infectados. Actualmente no se
han reportado casos de transmision por esta via en México, sin embargo, se han
descrito brotes importantes con periodo de incubacién de 3 a 22 dias desde el afio
2005 en Brasil, Venezuela y Bolivia (Shikanai-Carvalho, 2012; Hotez et al., 2013).

Recientemente se ha discutido otra via de transmisidén no vectorial, se sugiere que
T. cruzi puede propagarse por transmision sexual (Chagas, 1909; Vianna, 1911).
Los estudios experimentales en animales de laboratorio revelaron la presencia de
nidos de amastigotes de T. cruzi en los tubos seminiferos, el epididimo y el
conducto deferente, asi como en las células de utero, trompas y ovario de ratones
con infeccion aguda (Carvalho et al.2009). Curiosamente, el ciclo de vida de T.

cruzi se observé en la eyaculacion de un ratén chagasico. También se observo la
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transmision sexual de los parasitos de ratones infectados con T. cruzi a receptores
sin tratamiento previo (Alencar et al. 1991). Ademas, la amplificacion del ADN del
parasito de las células de la linea germinal de los huéspedes humanos infectados
y sus descendientes indican que las infecciones por T. cruzi pueden transmitirse

sexualmente (Hecht et al. 2010).

En otro estudio realizado por Araujo y colaboradores se determiné si T. cruzi
puede transmitirse sexualmente en humanos analizaron cuatro familias con
enfermedad de Chagas aguda. Se obtuvieron células mononucleares de sangre y
muestras de suero de cada sujeto de estudio una vez al afio durante tres afos
consecutivos. El ensayo de inmunoabsorcion enzimatica (ELISA) y los examenes
serolégicos de inmunofluorescencia indirecta se utilizaron para detectar
anticuerpos especificos contra T. cruzi. Ademas, la reaccién en cadena de la
polimerasa del ADN de T. cruzi revel6 bandas de 188 nucleétidos, que se
hibridaron con una sonda radiomarcada especifica y se confirmaron mediante
clonacion y secuenciacion. Por dltimo, se concluyo que las infecciones por T. cruzi
se pueden transmitir a través del coito. Ademas, la progenie mostré discrepancias
entre las proporciones de huellas de ADN nuclear y anticuerpos especificos que
pueden explicarse por la tolerancia alcanzada durante el crecimiento embrionario

temprano (Araujo, 2017).

1.3 Agente etioldgico, T. cruzi

T. cruzi es un protozoario flagelado el cual presenta varias transformaciones
morfologicas dentro de mamiferos e insectos hospedadores, se identifican tres
etapas principales de desarrollo: epimastigotes, tripomastigotes y amastigotes
(ilustracién 7) (Pech-Canul, 2017).
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Amastigote

Epimastigote Trypomastigote

llustracion 7 Las diferentes etapas de Trypanosoma cruzi. La imagen representaba las etapas de
amastigote, epimastigote y tripomastigote de T.cruzi y sus dominios de membrana: nucleo (N), cinetoplasto
(K), flagelo (F), bolsillo flagelar (FP) y cuerpo celular (CB). Recuperado en: (Pech-Canul, 2017).

Las etapas de desarrollo de T. cruzi alternan entre formas no infecciosas e
infecciosas. Los epimastigotes y amastigotes son etapas no infecciosas pero
replicativas en el intestino del vector de insectos y dentro de la célula de mamifero,
respectivamente. Sin embargo, el tripomastigote es la etapa infecciosa pero no
replicativa y se subdivide en otras dos etapas de desarrollo diferentes: los
tripomastigotes del torrente sanguineo; se encuentran en la sangre del huésped
vertebrado, y los tripomastigotes metaciclicos; se encuentran en el recto del

insecto vector (Souza, 2002; Queiroz et al., 2014; De Souza et al., 2010).
1.4 Ciclo de vidade T. cruzi

El ciclo de vida de T. cruzi (ilustracion 8) comienza cuando los insectos succionan
la sangre del huésped mamifero infectado con los tripomastigotes del torrente
sanguineo, los tripomastigotes ingeridos se transforman en epimastigotes en el
interior de los insectos y se reproducen en el intestino medio. Después estos se
transforman en tripomastigotes metaciclicos y se alojan en el intestino posterior
del huésped intacto que se eliminan en las heces. La infeccién generalmente tiene
lugar a través de la inoculacion directa de tripomastigotes metaciclicos que se
forma en la piel lesionada causada por la picadura del vector hematéfago. Una vez
dentro del huésped mamifero, las formas de tripomastigotes metaciclicos invaden
las células hospederas en el sitio de inoculacién y se transforman en amastigotes
replicativos. Tras completarse el ciclo replicativo como amastigotes intracelulares,

se transforman en tripomastigotes del torrente sanguineo rompiendo la célula
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eucaridtica del hospedero e infectando a otras células que se encuentren en el

torrente sanguineo (Pech-Canul, 2017).

En tnatominos En humanos

La chinche ingiere sangre y defeca
tripomastigotes metaciclicos, que
penetran por sitio de mordida oymucosas z. -

(ej. conjuntiva) /

Trnpomastigotes megé’ncll'oos en = '/\

895(100 erior A ©
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testmo medio

0 Los tripomastigotes metaciclicos
penetran diferentes tipos celulares y
se transforman en amastigotes

Los amastigotes se
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Los tripomastigotes pueden
infectar otras células y
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A\~ Infectante tripomastigotes sanguineos que al ser destruida la célula
A. Diagndstico ingresan a la comriente sanguinea

llustracion 8 Ciclo de vida de T. cruzi. Se muestra las diversas formas del protozoo en los hospedadores de
invertebrados (triatominos) y vertebrados (mamiferos) Modificado de: (De Souza et al., 2010).

1.5 Etapas de la enfermedad de Chagas

La enfermedad de Chagas se divide en dos fases: la fase aguda y la fase cronica,
ambas pueden ser asintomaticas. La fase aguda usualmente es subclinica, muy
probablemente porque la carga del parasito es bastante pequefia. La mayoria de
los casos agudos son asintomaticos, duran entre 6 y 12 semanas y ocurren en la
nifiez. La enfermedad presenta una sintomatologia general incluyendo: fiebre,
dolor de cabeza, dolor en articulaciones y musculos, anorexia, vomito, diarrea,
somnolencia, apatia, linfadenopatia, hepatosplenomegalia, edemas vy
convulsiones, existen sintomas caracteristicos en esta fase los cuales son:
inflamacién con ulceracién en el sitio de inoculacion (chagoma) y edema palpebral
unilateral (signo de romafia), cuando el vector deyecta en la zona ocular. Esta fase
se resuelve espontaneamente de 2 a 4 cuatro meses; sin embargo, en algunos
casos graves (2-6%) pueden llegar a la muerte lo cual es principalmente debido a
miocarditis y meningoencefalitis severas. Su diagndstico clinico es dificil debido a

los hallazgos clinicos heterogéneos y no especificos, o que sugiere que la
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mayoria de los casos agudos no se diagnostican y solo se informan

esporadicamente (Carabarin et. al., 2013).

En el caso de la fase cronica se observa en dos formas, una indeterminada,
también conocida como latente, y una sintomatica. Un alto porcentaje de pacientes
con la enfermedad de Chagas permanece en la forma indeterminada durante 10 a
30 afios o incluso por toda su vida. Estos pacientes usualmente permanecen
asintométicos, con signos de la enfermedad no clinicos o fisicos, pero con una
serologia positiva. Algunas veces el corazén y el tracto gastrointestinal revelan
hallazgos no patologicos cuando se utiliza electrocardiografia, ecocardiografia y/o
radiologia, pero en otros pacientes, la forma cardiaca temprana de la fase cronica
aparece como cambios en el electrocardiograma. Los pacientes asintomaticos
solo son diagnosticados por deteccién de anticuerpos circulantes de T. cruzi.
Aproximadamente el 30 a 40% de los individuos infectados desarrollan sintomas
clinicos, varios afios después de la exposicion inicial, los cuales se caracterizan
por un crecimiento exacerbado de los 6érganos digestivos (Megacolon y
Megaesoéfago) y del corazdn (cardiopatia chagésica crénica) lo que imposibilita a
la persona a desarrollar actividades fisicas (Carabarin et al., 2013b).

1.6 Diagndstico

El estdndar de oro para el diagndstico de la enfermedad de Chagas sigue siendo
la microscopia convencional, es decir, la visualizacibn de tripomastigotes
circulantes en sangre periférica o frotis de leucocitos, tanto en los casos agudos
como en recién nacidos infectados congénitamente. Sin embargo, no es muy
sensible y requiere personal altamente capacitado (Freilij y Altcheh, 1995; Gomes,

Lorenay Luquetti, 2009).

Otro posible diagnostico es por medio de un método seroldgico llamado ensayo
inmunoadsorbente ligado a enzimas (ELISA), utilizando fracciones antigénicas de
parasitos purificadas bioquimicamente. Entre estos se encuentran: TESA

(Trypomastigote Excreted / Secreted Antigens) y F2/3, mucinas de tripomastigotes
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altamente O-glicosilados obtenidos por particiones de solventes secuenciales
(Balouz et al., 2017).

Un diagnostico mas novedoso es la Reaccion en Cadena de la Polimerasa
cuantitativa en tiempo real (qQPCR) que permite la deteccion y cuantificacion del
ADN del parasito a partir de muestras clinicas con niveles variables de

confiabilidad, complejidad, selectividad y sensibilidad analitica (Duffy et al., 2013).
1.7 Tratamiento

En la actualidad, existen solo dos medicamentos, benznidazol y nifurtimox, que
estan autorizados para el tratamiento de la enfermedad de Chagas. Ambos han
sido el pilar del tratamiento parasiticida durante casi 50 afios, aunque su perfil de

seguridad y eficacia dista mucho de ser ideal (Pérez & Molina, 2017).

El benznidazol (derivado de nitroimidazoles) actua a través de la union covalente
de compuestos intermedios de nitroreduccion a moléculas de parasitos, ADN,
lipidos y proteinas. En comparacion con el nifurtimox (compuesto de nitrofurano)
sSu mecanismo de accién es a traves de la produccion de metabolitos de oxigeno
reducidos para los cuales los parasitos tienen menor capacidad de
desintoxicacion, en comparacion con las células de vertebrados (Bern, C. 2011).

Dado que la efectividad del tratamiento parece disminuir con el tiempo desde la
infeccidn primaria, la deteccion temprana y la intervencion son cruciales. El
nifurtimox fue el primer farmaco utilizado y se administra por via oral en tres a
cuatro dosis durante 60 a 90 dias. Generalmente se prefiere el benznidazol sobre
el nifurtimox debido a su mejor perfil de tolerabilidad, penetracién en el tejido vy,
posiblemente, su eficacia. Se administra por via oral en dos o tres dosis,
generalmente durante 60 dias (tabla 2). Se recomiendan dosis mas altas de hasta
15 mg/ kg en casos de meningoencefalitis. El benznidazol tiene una actividad
considerable durante las fases aguda y temprana de la infeccion por T. cruzi, la

curacion seroldgica se alcanza en hasta el 100% de los pacientes con enfermedad
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congénita tratados durante el primer afio de vida y en el 76% de los pacientes con

enfermedad aguda (Pérez & Molina, 2017).

Dado que la persistencia de parasitosis y la inflamacién crénica concomitante
subyacen a la miocardiopatia chagasica cronica, el tratamiento parasiticida
generalmente se ofrece a pacientes con enfermedad de Chagas crénica (tabla 1).
A comparacion con el tratamiento en la fase aguda, el tratamiento en la fase
cronica con beznidazol las tasas de curacién son mucho mas bajas: de 60 a 93%
en nifos de hasta 13 afios y de 2 a 40% en adultos con enfermedad cronica
tardia, aunque estos valores mejoran con un seguimiento mas prolongado.
Ademas, los resultados de una revision sistematica y un metanalisis (Pérez et al.,
2009) mostraron que el tratamiento con benznidazol tenia poco beneficio, y que el
efecto observado podria ser marginal en comparacion con placebo o ningdn
tratamiento en la fase crénica. En el ensayo BENEFIT, el tratamiento con

benznidazol no redujo significativamente el deterioro clinico cardiaco en pacientes

con miocardiopatia moderada a severa (Morillo et al., 2015).

Beznidazol

‘ Nifurtimox
Dosis/Medicamento
Fase aguda Fase cronica | Fase aguda | Fase cronica
8-10 mg/kg 10 mg/kg =
Nifios (menores de = 15 mg/kg cada 24 cada 24 cada 24 57145 T
~ . 24 horas por
12 afos) horas por 60 dias.  horas pr 60  horas por 60 60 dias
a 90 dias. dias. :
10-15 mg/kg cada S mgh) | S MILG | 5 5 mg/kg
cada 24 cada24
Adultos 24 horas por 60 a 24 horas por
: horas pr 60 @ horas por 60 .
90 dias. . . 60 dias.
a 90 dias. dias.

Tabla 2 Tratamiento de la enfermedad de Chagas segun la fase de la enfermedad. (Pérez & Molina,

2017).

1.8 Necesidad de una vacuna

A nivel mundial, las enfermedades tropicales desatendidas (NTD) comprenden 17
infecciones parasitarias cronicas. Es importante destacar que no solo afectan

negativamente la salud de las personas infectadas, sino que también mantienen a
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las personas en la pobreza, debido a su impacto a largo plazo en el crecimiento
infantil y el desarrollo cognitivo, el resultado del embarazo y la productividad
laboral (Hotez et al., 2007).

Las vacunas para combatir las NTD también se conocen como "vacunas contra la
pobreza" debido a su impacto potencial en el desarrollo econémico, ademas de
mejorar la salud (Hotez & Ferris, 2006; Hotez, 2011)

La enfermedad de Chagas se considera una NTD segun la ONU, actualmente no
existe una vacuna capaz de contrarrestar, ni prevenir la enfermedad y su
diseminacién en el organismo. Recientemente, se realizan esfuerzos para
desarrollar una vacuna efectiva por el Sabin Vaccine Institute PDP y el Texas
Children's Center for Vaccine Development en colaboracion con los Institutos
Nacionales de Salud de EE. UU. y tres instituciones mexicanas, la Universidad
Auténoma de Yucatan (UADY), CINVESTAYV y Birmex (sector publico de México,
fabricante de vacunas) (Dumonteil et al., 2004). La vacuna que se ha desarrollado
en estas instituciones es una vacuna bivalente que se compone de dos proteinas
recombinantes de T. cruzi formuladas en aluminio. Se compone de 2 antigenos, el
primero es un antigeno Unico de T. cruzi de 24 kDa (Tc24) y el otro pertenece a
una familia de transialidasas de superficie de T. cruzi (TSA-1) (Zapata et al., 2006;
Sanchez et al., 2007; Limoén et al., 2010).

La vacuna de Chagas se propone como una vacuna terapéutica para el
tratamiento de individuos que han sido infectados con T. cruzi. Los grupos
destinatarios son los adultos, en particular las mujeres embarazadas para mejorar
los resultados del parto y prevenir la infeccidon congénita, y los nifios mayores de
dos afios, en areas endémicas de la enfermedad de Chagas. Esta vacuna se
encuentra en la etapa de fabricacion piloto bajo cGMP (buenas practicas de

fabricacion actuales) o en el desarrollo clinico temprano (Hotez, 2011).

1.9 Enolasa como inmunégeno.

En 1934, Lohman and Mayerhof descubrieron a la enolasa, también llamada

fosfopiruvato hidratasa, es una de las proteinas citolicas mas abundantes en
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muchos organismos (Diaz et al., 2012). Las enolasas de bacterias e invertebrados
mas grandes, muestran secuencias de aminoacidos altamente conservadas, lo
gue es particularmente evidente en el sitio catalitico, en consecuencia, ha
conducido a que enzimas de diversas especies compartan propiedades cinéticas

similares (Pancholi, 2001).

En vertebrados, la enzima puede estar en 3 isoformas: a-enolasa (Enol) en casi
todos los tejidos humanos, B-enolasa (Eno3) es predominante en tejidos
musculares y y-enolasa (Eno2) solo se encuentra en neuronas Yy tejidos

neuroendocrinos (Diaz et al., 2012).

La enolasa (ilustacién 9) es una metaloenzima que requiere el ibn magnesio para
catalizar la deshidratacion del 2-fosfo-D-glicerato (PGA) hacia el fosfoenolpiruvato
(PEP) en direccion directa o catabdlica en la segunda mitad de la via glucolitica
Emden-Mayerhoff-Parnas. En la reaccion inversa (via anabdlica) que ocurre
durante la gluconeogénesis, la misma enzima cataliza la hidratacion de PEP a
PGA (Pancholi, 2001).

Enzimaticamente, la enolasa activa se encuentra en una forma dimérica (homo o
heterodimero) estd compuesta de 2 subunidades enfrentadas de forma
antiparalela. La estructura cristalizada de la enolasa de la levadura y humanos ha

sido determinada y se han propuesto mecanismos catabdlicos (Diaz et al., 2012).

llustracion 9 Estructura cristalina de la enolasa de T. cruzi. Recuperado en: (RCSB PDB, 2012).
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Por otra parte, se ha demostrado que la enolasa se expresa en la superficie de
una variedad de células eucariotas como un fuerte receptor de unién al
plasminégeno (Miles et al., 1991). La importancia bioquimica y la relevancia
biol6gica de la enolasa permiten su posible aplicacion como candidato a vacuna
en diversas enfermedades parasitarias, ya que es un componente clave de los
productos secretores excretores (ESP) de muchos parasitos como Ascaris suum o
T. cruzi. Se han reportado un niamero considerable de informes describiendo a la
enolasa expresarse en la superficie celular de varios organismos no patégenos y

patégenos. (Wang et al., 2014).

El plasminégeno es uno de los componentes clave del sistema fibrinolitico y se
une a una variedad de células sanguineas. Estudios realizados por Miles y Plow
mostraron que el aumento de la union del plasmindgeno a las células plaquetarias
estimuladas por la trombina se debe al aumento de la expresion de ciertas
integrinas y al reclutamiento de fibrina adicional que sirve como receptor del
plasminégeno. Sin embargo, no se sabia como otras células sanguineas que no
expresan integrinas de union a fibrina podrian unirse al plasminégeno con gran
afinidad. Posteriormente, el mismo grupo de investigacion utilizé las células
monociticas U937 como sistema modelo y encontr6 que la a-enolasa era un
receptor de plasmindégeno candidato en las células sanguineas nucleadas (Plow y
Miles, 1991). Se utilizo el anticuerpo monoclonal especifico de a-enolasa 9C12, los
investigadores identificaron su epitopo expuesto a la superficie en neutroéfilos y
células U937 utilizando el método de visualizacion de fagos. Este epitopo
expuesto a la superficie, que abarca un tramo de 16 aminoacidos (257-272,
257DLDFKSPDDPSRYISP272), se encuentra en el bucle central de la enolasa
humana (Arza et al. 1997). Ahora se sabe que esta presente en la superficie de las
células hematopoyéticas, como los monocitos, las células T y las células B, las
células neuronales y las células endoteliales (Radlitz et al., 1995). Se ha
descubierto que la expresion de a-enolasa en la superficie de los neutréfilos
humanos, las células T, las células B y las células monocitoides depende de las

condiciones fisiopatoldgicas de estas células (Giallongo et al, 1986).
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Diferentes estudios han mostrado que la enolasa es una proteina la cual posee
propiedades antigénicas y esta presente en la pared celular de ciertos organismos
invasivos como Plasmodium falciparum (PalBhowmick et al., 2007), Candida
albicans (Li et al., 2011) y Ascaris suum (Chen et al., 2012). En algunos patégenos
bacterianos, como Bacillus anthracis, Streptococcus pneumoniae y Streptococcus
mutans, la enolasa superficial se ha destacado como un importante factor de
virulencia. En Entamoeba invadens, la expresion de enolasa es inducida por
sefiales ambientales, y muestra asociacién con estructuras similares a vesiculas
citoplasmaticas que transportan la proteina a la pared del quiste, donde
desempefia una funcion esencial, pero hasta ahora desconocida (Avilan, L. et al
2011).

En el trabajo de Pal-Bhowmick y colaboradores se evalu6 a la enolasa de
Plasmodium falciparum como antigénica, se analizaron sueros de residentes de
una regiéon del este de la India donde la malaria es endémica contra la proteina
recombinante de P. falciparum enolasa (r-Pfen). Alrededor del 96% de las
muestras de sueros inmunes adultos reaccionaron con r-Pfen por encima de los
controles seronegativos. Los anticuerpos anti-r-Pfen de conejo inhibieron el
crecimiento de cultivos in vitro de P. falciparum. Los ratones inmunizados con r-
Pfen mostraron proteccién contra un desafio con la cepa letal 17XL del parasito de
la malaria de ratén Plasmodium yoelii. Los anticuerpos generados contra r-Pfen
fueron especificos para Plasmodium y no reaccionaron a los tejidos del huésped.
La inmunofluorescencia y los examenes microscopicos electronicos revelaron la
localizacion de la proteina enolasa en la superficie celular del merozoito. Estas
observaciones establecen que la enolasa es un posible antigeno protector (Pal-
Bhowmick et al., 2007).

En afos posteriores, en 2011 Quinj Li y colaboradores evaluaron a la enolasa de
Candida albicans. En ese trabajo se clond, purificO y caracterizé por clonacion
molecular. Ademas, se inmunizaron ratones C57BL / 6J con enolasa recombinante
por via subcutanea cada dos semanas, y se evaluo el efecto protector contra la

exposicién sistémica mediante el reto fungico en o6rganos diana, titulos de
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anticuerpos especificos para enolasa y por niveles de citocinas en suero. Después
del desafio con las cepas SC5314 y 3630 de C. albicans, los retos fungicos en el
higado, rifidn, cerebro, bazo y pulmoén disminuyeron significativamente en ratones
inmunizados. La evaluacion histopatolégica demostré que la enolasa protegia la
estructura del tejido y disminuia la infiltracién de las células inflamatorias. Los
titulos de 1gG1l e IgG2a especificas de enolasa en el suero inmune alcanzaron
hasta 1. 51,200. Ademas, la opsonizacion con suero inmune dio como resultado
una mayor destrucciéon de 3630 y SC5314 por neutréfilos murinos. Los niveles de
IL-12 e IL-8 en el suero inmune aumentaron, mientras que la concentracién de la
citocina Th2, IL-10, fue significativamente mayor en los ratones inmunizados en
comparacion con el grupo de control. Se concluyé que la enolasa recombinante
protegi6 efectivamente a los ratones contra la candidiasis diseminada, y puede ser
un objetivo prometedor para la vacunacion contra diferentes cepas de C. albicans
(Quinj et al., 2011).

Otro modelo que utilizo a la enolasa como inmundgeno se reportd en el trabajo de
Chen y colaboradores en el 2012, el gen que codifica a la enolasa de Ascaris
suum (As-enol-1) fue amplificado, clonado y secuenciado. El alineamiento de la
secuencia de aminoacidos indic6 que As-enol-1 estaba altamente conservado
entre diferentes nematodos y compartia la identidad mas alta (87%) con enolasa
de Anisakis simplex s.I. EI pVAX-Enol recombinante se expresd con éxito en
células Marc-145. La capacidad del pVAX-Enol para inducir respuestas
inmunitarias protectoras contra la infeccién de desafio con A. suum L3 se evaluo
en ratones Kunming. La respuesta inmune se evalu6 mediante un ensayo
linfoproliferativo, mediciones de citocinas y anticuerpos, y la tasa de reduccion de
las larvas de recuperacion. Los resultados mostraron que los ratones inmunizados
con pVAX-Enol desarrollaron un alto nivel de respuestas de anticuerpos
especificos contra A. suum, una fuerte respuesta linfoproliferativa y niveles
significativos de produccion de IFN-y, IL-2, IL-4 e IL-10, en comparacién con los
otros grupos inmunizados con plasmido vacio o controles, respectivamente. Hubo

una reduccién del 61.13% en la recuperacion de larvas en comparacion con la del
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grupo de control. Los datos indican que la enolasa de A. suum es un posible

candidato a la vacuna contra la infeccion por A. suum (Chen et al., 2012).
1.10 Via de administracion, subcutanea.

La administracion de sustancias por via subcutanea o también Illamada
hipodérmica (ilustracion 10) consiste en la administracién de pequefas cantidades
de medicamento que, tras ser inyectado, queda alojado en la hipodermis o tejido

celular subcutaneo desde donde es absorbido lentamente (Soriano et al. 2009).

Epidermis
Dermis

Tejido celular
subcutanco

Musculo

llustracion 10 Via de administracion subcutanea. La administracion se debe realizar en un angulo de 450
grados para lograr una efectiva administracion en el tejido celular subcutaneo (Paneagui & Saez, 2016).

La via proporciona una lenta liberacién, evitando el metabolismo de primer paso
por el higado (Morton et al.,, 2001). La administracion de farmacos por via
subcutanea supone una técnica muy util, permitiéndonos usar diferentes principios
activos y en casos necesarios proporcionar una hidrataciéon adecuada (Soriano,
20009).

1.10.1 Factores que influyen en la absorcion de farmacos por via

subcutanea

Los principales factores que intervienen en la absorcién de farmacos son:
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e Flujo sanguineo de la zona: Se puede incrementar la velocidad de
absorcion, por ejemplo, afiadiendo hialuronidasa, con el masaje, el

ejercicio y la aplicacion de calor en el punto de inyeccion.

e Caracteristicas del farmaco: Los farmacos deben ser soluciones neutras o
isoténicas, pues si no seran irritantes, pudiendo provocar dolor y/o
necrosis. Las soluciones oleosas pueden producir un absceso. También

puede influir el peso molecular y la concentracién del farmaco.
e Volumen administrado: El volumen maximo es de 2 mL por bolo.

e Eficacia. Los niveles alcanzados en plasma son similares a los obtenidos
via intramuscular y via intravenosa. Se asume de modo general que los
farmacos administrados por via subcutanea se absorben de modo
completo, tal y como sucede con la via intramuscular, teniendo una
biodisponibilidad cercana al 100% (Soriano et al. 2009).

1.10.2 Ventajas y desventajas
Entre las ventajas que presenta la via subcutanea son:

e Es una técnica poco agresiva: solo se introduce el tejido celular subcutaneo
con agujas de pequefio calibre.
e Es una técnica sencilla y poco dolorosa.

e Presenta menos efectos secundarios que la via intravenosa.

Las complicaciones derivadas del uso de la via subcutanea son escasas. Los

inconvenientes mas frecuentes son:

e Irritacion local. Es la complicacion mas frecuente. Suele resolverse
cambiando el lugar de puncion.

e Edema.

e Hematoma.

e No se pueden utilizar todos los farmacos (Soriano et al. 2009).
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ANTECEDENTES GENERALES

En un estudio realizado por Pereira y colaboradores llamado “Respuestas de
isotipo de anticuerpo en ratones BALB/c inmunizados con el antigeno citoplasmico
repetitivo y el antigeno flagelar repetitivo de Trypanosoma cruzi” se inmunizaron
en tres ocasiones a ratones BALB/c por via subcutanea con un antigeno
recombinante repetitivo T citotoxico (CRA) y un antigeno repetitivo flagelar (FRA).
El CRA recombinante gener6 altos niveles de 1gG3 e IgG1, mientras que solo la
IgG1 fue inducida por FRA recombinante. Continuando con su investigacion,
sugirieron que el isotipo 1gG3 juega un papel importante en la proteccién. La
complejidad o estructura del antigeno puede generar una respuesta humoral
diferente. En la enfermedad de Chagas, la respuesta inmune humoral es
importante porque los anticuerpos pueden proteger a los animales, reduciendo asi

la parasitemia y la mortalidad (Pereira et al, 2003).

En otro estudio se produjeron proteinas de barra paraflagelar recombinante (PFR),
se analizo la secuencia del gen PFR-2 en siete cepas muy diversas de T. cruzi y
descubrieron que estan muy conservada. Una vez obtenidas las PFR se
iInmunizaron ratones y se infectaron con T. cruzi, estos animales mostraron
proteccién asociada con un perfil de citoquinas Thl. La inmunizacion con PFR-1,
PFR-2, PFR-3 o una mezcla equimolar favorecié una reduccion del 70%, 73%,
51% y 74% en la parasitemia, respectivamente. Es importante identificar nuevos

epitopos protectores para optimizar el disefio de las vacunas (Lursh, 2003).

La proteina enolasa se ha evaluado como inmundgeno en diferentes modelos
como Ascaris suum y P. falciparum debido a que posee propiedades antigénicas y
esta presente en la pared celular de ciertos organismos invasivos. De acuerdo con
el estudio de Chen y colaboradores, el gen que codifica a la enolaa de Ascaris
suum (As-enol-1) fue amplificado, clonado y secuenciado. ElI pVAX-Enol
recombinante se expreso con éxito en células Marc-145. Se evaluo la capacidad
del pVAX-Enol para inducir respuestas de proteccion inmunitaria contra la
infeccion por desafio con A. suum L3 en ratones Kunming. Los resultados

mostraron que los ratones inmunizados con pVAX-Enol desarrollaron un alto nivel
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de respuestas de anticuerpos especificas contra A. suum, una respuesta
linfoproliferativa fuerte y niveles significativos de producciéon de IFN-y, IL-2, IL-4 e
IL-10 en comparacién con los otros grupos inmunizados con plasmido vacio o
controles blanco, respectivamente. Estos datos indicaron que A. suum enolasa es
un potencial candidato de vacuna contra la infecciébn por A. suum (Chen et al,
2012). Por otro lado, Pal-Bhowmick y colaboradores evaluaron los sueros de
residentes de una region del este de la India donde la malaria es endémica, se
analizaron los sueros con la proteina recombinante P. falciparum enolasa (r-Pfen).
Alrededor del 96% de las muestras reaccionaron con r-Pfen por encima de los
controles seronegativos. Los anticuerpos de conejo anti-r-Pfen inhibieron el
crecimiento de cultivos in vitro de P. falciparum. Los ratones inmunizados con r-
Pfen mostraron proteccion contra un desafio con la cepa letal 17XL del parasito
malarial del ratébn Plasmodium yoelii. Los anticuerpos producidos contra r-Pfen
fueron especificos para Plasmodium y no reaccionaron a los tejidos del huésped.
La inmunofluorescencia, asi como los examenes de microscopia electronica,
revelaron la localizacion de la proteina enolasa en la superficie celular del
merozoito. Estas observaciones establecen que la enolasa de la malaria es un

posible antigeno protector (Pal-Bhowmick et al, 2007).
2.1 Antecedentes directos

En el estudio realizado por Carabarin y colaboradores, “Enfoque in silico para la
identificacion de propiedades inmunolégicas de la enolasa de Trypanosoma cruzi y
su posible utilidad como vacuna en la enfermedad de Chagas” se evalua a la
enolasa de T. cruzi como una proteina inmunogénica para desarrollar una posible
vacuna candidata contra la enfermedad de Chagas, en su procedimiento se cloné
el gen de la enolasa de T. cruzi, se expreso la proteina recombinante (rTcCENO) y
se realizaron ensayos bioinforméticos, como resultado mostré que la secuencia de
rTcENO tiene epitopes que podrian ser reconocidos por las células B y linfocitos T
citotoxicos (CTL), ademas, un ensayo de transferencia de western blot mostré que
los sueros de humanos con la enfermedad de Chagas y los ratones infectados
experimentalmente de T. cruzi reaccionaron contra rTcCENO. Con estos resultados,
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se concluye que rTcENO es un candidato potencial para desarrollar una vacuna

contra la enfermedad de Chagas (Carabarin et al., 2014).

La construccion del plasmido fue gracias a la extraccién de RNA de los parasitos,
seguido de la sintesis de cDNA que codifica para la TcENO, este gen fue
amplificado con un par de oligonucle6tidos que confieren sitos de corte para las
enzimas de restriccion Kpnl y Hindlll. Este amplificado fue clonado en el vector
pCR®4-TOPO invitrogen™, y transformado en E. coli DH50. Esta cepa tiene tres
mutaciones, la mutacion endAl que inactiva la endonucleasa intracelular que
degrada el DNA plasmidico, la mutacion hsdR17 elimina la endonucleasa de
restriccion del sistema de modificacién-restriccion EcoK1, por lo tanto, los
fragmentos de DNA que poseen metilaciones en los sitios EcoK1l no son
degradados y la mutacién recA elimina la posibilidad de la recombinacién
homdloga (Maria Soledad Brea, 2013). Posteriormente, se obtuvo el DNA
plasmidico y usando los dos sitios de restriccion se subcloné en pRSETB (vector
de expresion procariota) (ilustracion 11), este tiene la capacidad de ayudar con la
expresion de la proteina a través del promotor T7, dando estabilidad, asi como la
fusiobn de la proteina de interés a una bandera de histidinas que facilita su
purificacién en columna de niquel y le confiere resistencia a ampicilina. Por ultimo,
fue transformado en E. coli BL21(DE3)pLysS, cepa que confiere buenos
rendimientos en cuanto a expresion de proteina por su gen que codifica parala T7
RNA polimerasa, y una resistencia a cloranfenicol; dando asi al vector
PRSETB::tcENO(Carabarin et al., 2014).
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/
@ RBS ATG 6xHis Xpress~ Epitope EK MCS @

llustracion 11. Vector de expresion pRSET-B rTcENO. Modificado de: Addgene, 2019.

En 2018, Arce y colaboradores utilizaron a la enolasa recombinante de la cepa T.
cruzi H8 (MHOM / MX / 1992 / H8 Yucatan) (rTcENO) y su ADN codificante
(pPBKTCENO) para inmunizar ratones por via intraperitoneal y evaluar sus efectos
protectores en un modelo murino experimental de infeccién de fase aguda. Sus
resultados mostraron que los ratones vacunados con rTcENO o su ADN
codificante podian generar anticuerpos especificos tipicos (IgG1, lgG2a e IgG2b),
lo que sugiere que se indujo una respuesta inmune mixta Thl / Th2. La carga de
parasitos en la sangre se redujo a 69.8% y 71% en ratones vacunados con
rTCENO y pBKTCcENO, respectivamente. El grupo vacunado con rTcENO logré un
75% de supervivencia, en contraste con el grupo vacunado con pBKTcENO que
no mostré supervivencia en comparacion con los grupos control. Ademas, la
inmunizacion con rTcENO elevo la produccion de IFN-y e IL-2 después del desafio
del parasito, lo que sugiere que la respuesta inmune de tipo Thl estaba presente.
Estos resultados indicaron que rTcENO podria usarse como una vacuna contra la
enfermedad de Chagas (Arce et al., 2018).
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2.2 Justificacion

El desarrollo de una vacuna humana eficaz contra la enfermedad de Chagas ha
tenido muchas dificultades, y el progreso ha sido muy lento debido a que todavia
hay controversias sobre su etiologia autoinmune y el desinterés de las autoridades
en paises endémicos donde existe este NTD (Hotez et al., 2007). La complejidad
genética de T. cruzi, asi como el conjunto limitado de técnicas de ingenieria
eficientes para la manipulacion del genoma contribuyen significativamente a la
falta de progreso relativa en la comprensién del microorganismo. A pesar de varios
estudios protedmicos de T. cruzi, la evaluacion del perfil de tripomastigotes del
torrente sanguineo permanece sin explorar. El enfoque de los estudios
bioinformaticos para desarrollar vacunas que incluyan antigenos tanto de forma
intracelular (amastigote) como extracelular (tripomastigote) es necesario. El uso de
antigenos nativos definidos purificados de T.cruzi es conveniente y aceptable,
pero es dificil obtener estos antigenos en los volumenes necesarios para realizar
los estudios. La produccion de anticuerpos monoclonales y los avances en los
métodos para obtener proteinas han mejorado la identificacion, el aislamiento y la
purificacion de las proteinas parasitas definidas, pero han aumentado la dificultad

en el rendimiento y la produccion sostenible de vacunas (Rodriguez et al., 2015).

La vacunacion profilactica ideal seria aquella que no permita el establecimiento del
parasito o reduzca la carga del parasito, por lo que tiene una base cientifica para
el uso de la inmunizacion en humanos y reservorios domésticos en areas
endémicas para la prevencion y el control de la enfermedad de Chagas
(Rodriguez et al., 2015).

La enolasa se propone como un candidato al desarrollo de una vacuna contra T.
cruzi, ya que estudios anteriores sefialan que esta proteina es capaz de generar
una respuesta inmune en el hospedero y estd presente en la pared celular de

ciertos organismos invasivos (Carabarin et. al, 2014).
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2.3 Hipétesis

Las caracteristicas estructurales de la enolasa recombinante de Trypanosoma
cruzi (rTcENO) podrian generar una respuesta inmune favorable con la produccién

de anticuerpos policlonales protectores.
2.4 Objetivo general

Evaluar las propiedades inmunogénicas de la proteina recombinante enolasa de
Trypanosoma cruzi (rTcENO) para determinar su uso potencial como vacuna en la

enfermedad de Chagas.
2.5 Objetivos especificos

e Purificar la proteina rTcENO a homogeneidad mediante columna de
afinidad a niquel.

e Disefar un protocolo de inmunizacién de la proteina rTcENO en un modelo
murino por via subcutanea.

e Evaluar la inmunogenicidad de los anticuerpos policlonales generados.

e Cuantificar los anticuerpos policlonales mediante inmunoensayos.

e Determinar el isotipo de los anticuerpos generados por la inmunizacion con

la enolasa recombinante de T. cruzi.
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3.2 Extraccién de plasmido pRSETB::TcENO

El plasmido pRSETB::TCENO se purifico de la cepa E. coli DH5a. En tubo
Eppendorf se centrifugaron las células de E. coli DH5a a 13000 RPM durante 2
minutos. Se agregé 700 uyL de solucion 1 (Tris-HCI 25mM, Sacarosa al 15%,
EDTA 10mM) y lisozima, dejandolo reaccionar a temperatura ambiente durante 20
minutos. Posteriormente, se agregaron 300 uL de solucién 2 (SDS al 1%, NaOH
0.2M) se mezcl6 suavemente para incubarse en hielo durante 5 minutos. Pasado
los 5 minutos se agregaron 200 pL de la solucion 3 (Acetato de potasio 3MpH5.5)
y se mezclé en el vértex durante 3 minutos. Se volvié a incubar en hielo por 10
minutos. Pasado este tiempo, se centrifugd 15 minutos a 12,0000 RPM. Se paso6
el sobrenadante en otro tubo Eppendorf y se agregaron 500 uyL de isopropanol
para posteriormente dejarlo reaccionar a temperatura ambiente durante 10
minutos. Después, se volvio a centrifugar a 12,000 RPM durante 15 minutos. La
pastilla se lavé con 1 mL de etanol al 70%. Se centrifug6 por ultima vez a 12,000
RPM durante 2 minutos, se decantd el sobrenadante y se resuspendio la pastilla
en 50 yL de agua tridestilada. La electroforesis se realizd en un gel de agarosa al
1% con buffer TAE 1X a un voltaje de 90 V por 40 minutos, usando un marcador
de peso molecular con un rango que va de 200 a 12000 pb, GeneRulerTM,
posteriormente el gel se tiid con Bromuro de Etidio (BET) para ser observado en

el foto-documentador Minibis Pro, Bioimaging System.

3.3 Células competentes

A partir de una placa de E. coli BL21(DE3) pLysS se tom06 una asada y se coloca
en un tubo de ensayo con 5 mL de medio LB adicionado con cloranfenicol (Cm) a
34 ug/mL y se dej6 incubar en a 37°C por 24 horas (precultivo). Pasadas las 24
horas, el precultivo se adicion6é a un matraz con 50 mL de medio LB con Cm, se
dej6 incubar a 37°C con agitacion de 250 RPM hasta alcanzar una densidad 6ptica
(D.O.600 nm) de 0.4 a 0.6. Al alcanzar la D.O. deseada se colocé el matraz en hielo
durante 30 minutos. Después, se centrifug6 en 2 tubos tipo Falcon estériles a 4°C
a 6000 RPM por 6 minutos. Se decanté el sobrenadante y se resuspendio

suavemente las pastillas en 10 mL de CaCl2(200mM) cada uno y mantenerlo en
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hielo durante 1 hora. Se centrifug6b a 4°C a 6000 RPM por 6 minutos y se
resuspendio en 5 mL de CaClz en cada tubo. Se resguardo 800 pL en tubos tipo

Eppendorf que contengan 200 uL de glicerol.

3.4 Transformacion

Se colocé en hielo las células competentes obtenidas durante 15 minutos, se
agrego 5 uL del plasmido pRSETB:: TcENO directo a las células competentes y se
colocé en hielo durante 30 minutos. Pasado los 30 minutos, se colocd a 42°C por
1 minuto y rpidamente se regresa a hielo por 10 minutos. Posteriormente, se
agregé 1 mL de medio LB y se dejo incubando a 37°C por 1 hora. Posterior a la
hora, se centrifugé a 3000 RPM por 2 minutos. Se decantd el sobrenadante, se
resuspendié con 100 uL de medio LB, se plaqueo en medio LB soélido adicionado
con ampicilina (Amp) a 100 pg/mL y cloranfenicol (Cm) 34 pg/mL y se dejé
incubando a 37°C durante 24 horas.

3.5 Induccién de rTcENO

A partir de una placa de E. coli BL21(DE3) pLysS conteniendo el plasmido
PRSETB::TcENO se tomé una asada y se coloco en un tubo de ensayo con 5 mL
de medio LB adicionado con Amp a 100 pg/mL y Cm a 34 ug/mL y se dejo
incubar a 37°C por 24 horas (precultivo). Pasadas las 24 horas, el precultivo se
adiciona a un matraz con 50 mL de medio LB, ademas de Amp y Cm, se dejé
incubar a 37°C con agitaciéon de 250 RPM hasta alcanzar una densidad éptica
(D.O.600 nm) de 0.4 a 0.6. Al alcanzar la D.O. deseada se agreg6 al matraz el
isopropil-B-ditiogalactésido (IPTG) 1mM e se incubo6 durante las primeras 3 horas
a 37°C, las 21 horas restantes se incubaron a 30°C. Por ultimo, las células se

obtuvieron centrifugando a 8,000 RPM por 5 minutos a 4°C.

3.6 Sonicacion de las células bacterianas

Las células bacterianas se resuspendieron en 20 mL de solucién de lisis (50mM
Tris HCI pH 8, 4M tiocianato de guanidina y 10mM NacCl). Se adicion6 200-250 uL

de inhibidores de proteasas. Después se sonicO (Amplitud 50; Pulsos 10
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segundos) durante 1 hora y media aproximadamente hasta que la solucién se
lograra apreciar trasparente. Al tener la solucidon transparente se centrifugé a
10,000 RPM durante 10 minutos a 4°C. Obteniendo el sobrenadante.

3.7 Purificacion de la proteina

La proteina rTCENO esta marcada con una etiqueta de histidinas, se purifico
mediante una cromatografia de afinidad de Ni-NTA-agarosa (Qiagen, Hilden,
Alemania) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Se realiz6 un andlisis
de expresion de la proteina rTcCENO mediante una electroforesis en gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE) a una concentracion del 12% y se tifié el gel con azul

de Coomasie.
3.8 Didlisis

La proteina rTcENO obtenida en la purificaciéon se dializé durante 2 horas en 200
mL de solucién (20mM Tris HCI pH 8 y 50 mM NacCl), pasado este tiempo, se
cambio la solucién y se dejo 24 horas a 4°C.

3.8 Precipitacion de la proteina

La proteina rTCENO recuperada se recolectdé en un tubo tipo Falcon, se le
adicion6 acetona fria (proporcion 1:1) y se dejo a 4°C toda la noche. Pasado este
tiempo, se centrifugd a 6,000 RPM durante 10 minutos a 4°C. Finalmente se

decanto el sobrenadante y se agrego PBS estéril a 1X.

3.9 Western Blot

Se realiz6 una electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) a una
concentracion del 12% que se transfiri6 a una membrana de nitrocelulosa a 100V
durante 40 minutos. Para bloquear la membrana se utilizo leche sin grasa al 5%
(p/v) en PBS estéril durante una hora. Al pasar la hora, se lavo la membrana tres
veces con PBS Tween 20 (PBST) al 0.05% agitando a 20 RPM durante 10
minutos cada lavado. Después de los 3 lavados, se coloco el anticuerpo Anti-
histidinas (diluciéon 1:5000 con PBS estéril) y se incubé a 37°C por 2 horas. Se
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realizaron otros tres lavados con las mismas condiciones antes descritas. A
continuacion, se coloco el segundo anticuerpo IgG anti-ratén en cabra acoplado a
fosfatasa alcalina (dilucion 1:5000 con PBS estéril) y se volvié a incubar la
membrana a 37°C por una hora. Se volvieron a realizar 3 Ultimos lavados. Se
concluy6 con el revelado de la membrana usando el sustrato de fosfatasa
BCIP/NBT.

3.10 Cuantificacion de la proteina rTcENO por el método de Bradford

La curva estandar de albumina se realiz6 bajo a las siguientes concentraciones
(0.25 pg/uL, 0.5ug/uL, 2.5ug/uL, 5pg/ul, 10pg/ul,15ug/ul), después se coloco 1
ML de la muestra de rTcENO y 399 pL de agua, a continuacion, se agregé 100uL
del reactivo Bradford. Se agité e incubd a temperatura ambiente por 5 minutos.
Por altimo, se ley6 la densidad Optica a 595 nm en un lector de microplacas ELISA
(lector Multiskan MS, Labsystems, Finlandia). Las absorbancias fueron graficadas
con respecto a las concentraciones de albumina, se realizo la curva estandar y se
obtuvo la ecuacion de la recta, despejando para obtener la concentracion de todos

los eluidos.

3.11 Inmunizacién por via subcutanea

Se adquirié 6 ratones hembras BALB/C (de 8 semanas de edad y con un peso
promedio de 22 gramos) del Bioterio Claude Bernand de la Benemérita
Universidad Autbnoma de Puebla quienes los tuvieron en condiciones de limpieza
con comida y agua “ad libitum”. EI manejo de los animales se llevo a cabo acorde
a la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z0O0-1999.Los 6 ratones se dividieron en 2

grupos, 4 ratones como grupo problema y 2 como control negativo.

Con la ayuda de los trabajadores del Bioterio, a los 6 ratones se les sangro,
previamente anestesiados por via intraperitoneal con Ketamina 80 mg y Xilacina

10 mg en relacion con su peso para obtener el suero preinmune.

Se realizd un esquema de vacunacion (tabla 3) en el cual se administraron 4

inmunizaciones en un periodo de 7 dias entre cada una. Se administré 10 ug/uL
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de la proteina rTcENO (a proporcion 1:1 con el adyuvante de Freud) por via
subcutanea a los ratones del grupo problema, la primera inmunizacién fue con el
adyuvante completo de Freund y las siguientes 3 inmunizaciones se realizaron con
el adyuvante incompleto de Freund.Para el grupo control negativo se realizaron las
mismas inmunizaciones sin la proteina recombinante, solo el adyuvante de Freund

(a proporcion 1:1 con PBS estéril).

Al terminar las inmunizaciones y pasando 30 dias,los ratones fueron anestesiados
por via intraperitoneal con Ketamina 80 mg y Xilacina 10 mg en relacion con su
peso. Posteriormente, se realizé una puncion cardiaca a los ratones con ayuda de
personal del Bioterio Claude Bernand, los animales fueron sangrados recolectando

el suero inmune con el fin de obtener los anticuerpos policlonales anti-rTcENO.

Periodo de | Primera Tercera Cuarta Post-

Segunda

inmunizacién inmunizacién inmunizacién inmunizacién inmunizaciéon inmunizacién

ITCENO  con | rTcENO con | ITcENO con  rTcENO  con

;C);rr;tr))l(;ma adyuvante adyuvante adyuvante adyuvante Sangrado de

(4 ratones) completo  de | incompleto de | incompleto de | incompleto de | los ratones.
Freund (1:1). Freund (1:1). Freund (1:1). Freund (1:1).

Grupo control PBS estéril con PBS estéril con PBS estéril con PBS estéril con

. adyuvante adyuvante adyuvante adyuvante Sangrado de

?ze?;t;\rlis) completo de incompleto de incompleto de incompleto de  los ratones.

Freund (1:1). Freund (1:1). Freund (1:1). Freund (1:1).

Tabla 3 Esquema de inmunizacién por via subcutanea. Composicién de las inmunizaciones.

3.12 Analisis de interaccion del extracto total de T. cruzi con los anticuerpos

policlonales generados por larespuesta de larTcENO

Al realizar la electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) a una
concentracion del 12% se coloca de muestra 10 yL de extracto de T. cruzi en 5
pozos, se electrotransfirid a una membrana de nitrocelulosa a 100V durante 40
minutos. Para bloquear la membrana se utilizé leche sin grasa al 5% (p/v) en PBS
estéril durante una hora. Al pasar la hora, se lavd la membrana tres veces con
PBS Tween 20 (PBST) al 0.05% a 20 RPM durante 10 minutos cada lavado.
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Después de los 3 lavados, se divide la membrana en 5 tiras y se colocé 5 mL de
anti-rTcENO de raton (diluciones 1:1000, 1:5000, 1:10,000 y 1:20,000 con PBS
estéril), el control negativo se hizo con anti-rTcENO de suero preinmune y se
incubaron a 4°C durante 24 horas. Al dia siguiente, se realizaron otros tres
lavados con PBST al 0.05% a 20 RPM durante 10 minutos cada lavado para
continuar colocando el segundo anticuerpo Anti-raton acoplado a fosfatasa
alcalina (dilucién 1:5000 con PBS estéril) y se incub6 la membrana a 37°C por una
hora. Se realizaron los 3 ultimos lavados con PBST al 0.05% a 20 RPM durante 10
minutos cada lavado para concluir con el revelado de la membrana usando el
sustrato de fosfatasa BCIP/NBT.

3.13 Cuantificacion de anticuerpos policlonales

Se recubrié una placa de MICROELISA de 96 pozos con la proteina rTcENO (10
Mg/uL), incubar a 4°C por 24 horas. Posteriormente, se realizan 3 lavados con
Tween al 0,5% (PBST) y se incubaron durante 1 hora a 37°C con solucién de
bloqueo (PBS que contenia 5% de leche sin grasa). Pasando los 3 lavados con
PBST, se adicionaron 100 pL de los sueros de los ratones inmunizados por pozo
(diluciones 1:100, 1:1000, 1:5000, 1:10,000 y 1:20,000 en PBS) incubando 2 horas
a temperatura ambiente. Después de las 2 horas, se volvieron a realizar 3 lavados
con PBST. Se adicionaron 50 pyL de anticuerpo IgG anti-ratdbn hecho en cabra y
acoplado a peroxidasa de rabano por pozo, se incub6é 30 minutos a temperatura
ambiente, se decantd y se dieron 3 lavados con PBST. Por ultimo, se adicion6100
ML de la solucién de sustrato por pozo TMB (3,3', 5,5'-tetrametilbencidina),
incubandose 15 minutos a temperatura ambiente y se leyd la densidad Optica a
630 nm en un lector de microplacas ELISA (lector MultisKkan MS, Labsystems,

Finlandia).

3.14 Determinacién del isotipo de inmunoglobulina

Una vez que los titulos de anticuerpos estén por igual o encima de 1: 10,000 se
analizaron los isotipos de inmunoglobulina. Los niveles de IgG (IgG1l, 1gG2a,

IgG2b, 1gG3), IgA e IgM se evaluaron mediante el método ELISA de acuerdo con
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las instrucciones del fabricante (Zymed, ZymedLabs, San Francisco, CA, EE. UU.).
Brevemente, las placas se recubrieron con rTcENO (10 ug/uL) y se incubaron
durante 24 horas a 4 ° C. Las placas se lavaron con PBS que contenia Tween al
0,5% (PBST) y se incubaron durante 1 hora a 37°C con solucion de bloqueo (PBS
gue contenia 1% de leche sin grasa). Después, las placas se lavaron con PBST, y
se incubaron con 100 pl de anti-rTcENO de raton (dilucion 1:1000 en PBS). Se
llevaron a cabo otras etapas de lavado y se afiadieron los anticuerpos anti-lgG de
ratbn hechos en cabra y marcados con peroxidasa de rabano. Todos los
anticuerpos se diluyeron (1:1000) en PBS y se incubaron durante 1 hora a
temperatura ambiente. Después de cuatro lavados como se describio
anteriormente, se afiadieron 100 ul de TMB (3,3',5,5'-tetrametilbencidina) (Zymed,
ZymedLabs, San Francisco, CA, EE. UU.) como sustrato y después de 10 minutos
la reaccion se ley6 a 630 nm en un lector de microplacas ELISA (lector MultisKan
MS, Labsystems, Finlandia).

3.15 Anélisis estadistico

Con la ayuda del programa Minitab® 18, se realiz6 un analisis estadistico de los
datos obtenidos de los inmunoensayos de ELISA en la determinacién de los

isotipos de inmunoglobulina. El analisis que se realizo fue ANOVA/tukey.
RESULTADOS
4.1 Extraccion de plasmido pRSETB:: TcENO

El plasmido pRSETB:: TcENO esta contenido en la cepa de mantenimiento E. coli
DH5a. A partir de esta cepa se obtuvo el plasmido utilizando el método de
miniprep. La digestion del plasmido pRSETB:rTcENO con las enzimas Kpnl y
Hindlll liber6 un fragmento con un peso molecular de 1.1 Kb, que corresponde con
el gen de la rTcENO reportada por Carabarin en 2014 (Carabarin et al., 2014)
(ilustracion 12).
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llustracion 12 Electroforesis de Agarosa al 1%. Extraccion de DNA plasmidico (pRSETB::TcENO),
digestion con Kpnl y Hindlll en una doble reaccion enziméatica. Carril 1: Fragmento liberado; carril 2: marcador
de peso molecular GeneRuler™,

4.2 Expresion, purificacion y obtencion de la rTcENO

Al confirmar que el plasmido era pRSETB::TCENO, se trasformaron las células
competentes E. coli BL21(DE3)pLysS. Con el fin de asegurar que la cepa
transformada contenia el gen que codifica para la enolasa se siembra en un medio
selectivo de LB adicionado con Amp a 100 yg/mL y Cm a 34 pg/mL (ilustracion
13).

llustracion 13 Trasformacion de las células competentes E. coli BL21(DE3)pLysS::rTcENO.Las células
E. coli BL21(DE3)pLysS se transformé con el plasmido pRSETB:: TcENO y se sembré en medio LB adicionado
con Ampy Cm.
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Posteriormente, se realizé la induccion de la proteina recombinante mediante la
adicion de IPTG 1 mM, dejandose incubar a 30°C en agitacion a 250 RPM por 24
horas. Al terminar el tiempo transcurrido, se recuperd por centrifugacion, se
resuspendio en buffer de lisis, se sonico y se purific6 mediante cromatografia de
afinidad de Ni-NTA agarosa. Se realizé un SDS-PAGE al 12% para la visualizacion

de la rTcENO, posteriormente fue tefiido con azul de Comassie G250 de Merck™.

La rTcENO se muestra con un peso molecular de 46.5 KDa, ademéas se logra
apreciar una banda de menor peso molecular debido a que la enolasa es

susceptible a la protedlisis enzimatica (ilustracion 14).
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llustracion 14 SDS-PAGE de la purificacion de rTcENO. La proteina rTcENO fue inducida con IPTG y
migrada mediante electroforesis SDS-PAGE al 12% tefida con azul de Commassie. La flecha azul indica la
ubicacion de la proteina recombinante. carril 1: marcador de peso molecular; carril 2: Inducido; carril 3: Pastilla;
carril 4: lavado 1; carril 5: lavado final; carriles 6,7, 8: eluciones de rTcENO.

La purificacidon se realiz0 varias veces hasta obtener la cantidad necesaria para
realizar el esquema de inmunizacion y se confirmd la presencia de nuestra
proteina de interés mediante un Western Blot, utilizando como primer anticuerpo
Anti-histidinas y posteriormente, el segundo anticuerpo IgG Anti-ratén hecho cabra
y conjugado con fosfatasa alcalina. Se observa una segunda banda de menor
peso molecular que es la degradacién de nuestra proteina de interés (ilustracion
15).
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o
llustracion 15 Western Blot de la purificacién de rTcENO. La proteina rTcENO fue inducida con IPTG,
migrada mediante electroforesis SDS_PAGE al 12% y transferida a una membrana de nitrocelulosa. El primer
anticuerpo es Anti-histidinas y el segundo es IgG Anti-ratdon hecho cabra y acoplado a fosfatasa alcalina. La

flecha azul indica la ubicacion de la proteina recombinante. Carril 1: Marcador de peso molecular; carril 2: no
inducido; carril 3: induccion; carril 4: pastilla; carril 5: lavado final; carriles 6,7, 8: eluciones de rTcENO.

4.3 Cuantificacion de larTcENO

Se realiz6 la cuantificacion de 16 eluidos obtenidos de la purificacion por
cromatografia de afinidad a Niquel. Cada eluido contenia 1 mL de la proteina
rTcENO. La cuantificacion se realizé a partir de una curva estandar de BSA en 7
concentraciones y un blanco. (0 pg/uL, 0.5 ug/uL, 1 pg/pL, 2 pg/uL, 3 ug/uL, 4
Mg/uL, 5 ug/uL, 6 pg/ul, 7 ug/ul). Se graficd y se realizé un ajuste por minimos
cuadrados para obtener la ecuacion general de la recta de esta gréafica (ecuacion
1).

y=mx+b

Sustituyendo los valores, y corresponde al valor de la absorbancia a la cual se
leyd, 595 nm; m es igual a la pendiente de la recta, 0.1237; b es la ordenada en el

origen, 0.0008 y x es la concentracion de proteina de interés.
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También se calculd el coeficiente de correlacién (R?), con el fin de determinar la

calidad del modelo para replicar los resultados y la proporcion de variacion de los

resultados. Obteniendo un resultado de 0.9689 (Grafica 1).

ABSORBANCIA 600 NM

Curva estandar de BSA

3

4

y =0.1237x + 0.0008

R*=0.9689

CONCENTRACION (MG/ML)

Gréafica 1 Curva patron de BSA. Se realiz6 a 7 concentraciones diferentes (0.5 pg/uL, 1 pg/uL, 2 pg/uL, 3
Mg/pL, 4 pg/pL, 5 pg/pL y 6 pg/pL).

Al obtener la ecuacién de la recta se despeja x para obtener las concentraciones

de la proteina rTcENO recolectada de distintas purificaciones, siendo la mas alta

concentracion 7.91 pg/pL (Tabla 4).

Concentracion

Concentracion

Concentracion

Concentracion

Proteina | final pg/uL final pg/pL final pg/pL final pg/pL
| 1ra purificacion = 2da purificacion = 3ra purificacion | 4ta purificacion
Eluido 1 5.818108327 6.335489086 7.919967664 7.19240097
Eluido 2 3.287793048 4.945028294 6.392077607 5.721099434
Eluido 3 3.166531932 3.64349232 5.818108327 4.120452708
Eluido 4 0.143088116 0.151172191 0.620048504 0.506871463

Tabla 4 Concentraciones obtenidas de la rTcENO. Concentraciones de la proteina rTcENO en diferentes

purificaciones.

4.4 Protocolo de inmunizacién y sangrado de los ratones

Se establecio el protocolo de inmunizacion con un tiempo de duracion de30 dias,

contemplaba 4 inmunizaciones de la proteina rTcENO en el grupo problema, la

primera

inmunizacion fue con adyuvante de Freud completo y

las 3
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inmunizaciones restantes con adyuvante de Freud incompleto. En el caso del

grupo control negativo se inmunizo PBS estéril y adyuvante de Freud.

El manejo de los animales se llevé a cabo acorde a la Norma Oficial Mexicana
NOM-062-Z00-1999.E| peso de cada uno de los ratones oscilaba entre los 20 a

25 gramos.

El animal se sujeto realizando una pinza en el pliegue cutaneo dorsal del cuello
con los dedos indice y anular. El animal debe permanecer en posicion horizontal
sobre una mesa y con el resto de la mano se debe hacer una leve fuerza para
garantizar la inmovilidad del animal. Luego el pliegue dorsal debe dirigirse
levemente con los dedos en direccion vertical con lo cual se formara un triangulo
cutaneo con la piel estirada y el aspecto dorsal del cuello (Pontificia Universidad
Javeriana, 2009).

Una vez el animal este inmovilizado, se sujetd la jeringa con la mano libre. Para
ello se tomo la jeringa con los dedos indice y anular en direccién latero medial, el
dedo pulgar debe ubicarse en el mango del embolo. Con esta ubicacion se
observé que el embolo de la jeringa este hacia arriba, asi la jeringa debe dirigirse
en angulo de 45 grados con relacion al aspecto dorsal del animal, se realizé un
movimiento suave de la mano que sostiene la jeringa en direccion caudal y se
percibe como la aguja atraviesa las capas de la piel que ofrecen una leve
resistencia. Cuando se han penetrado estas capas la aguja se siente libre en el

espacio subcutaneo.

Una vez esté ubicada la jeringa, se inici6 la administracion de la sustancia, esta se
hizo a una velocidad media observando si hay algun tipo de reaccién anormal en
el animal (ilustracién 16). Si durante la administracion se empieza a formar un
abultamiento debe detenerse el procedimiento y reubicar la aguja a un espacio
subcutaneo libre (el abultamiento indica que el inoculo estd acumulandose en las
capas de la piel o en las fascias musculares). Una mala administracion de la
sustancia puede desarrollar un seroma en donde se perdera el efecto deseado por

la inoculacion.
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Una vez se termine la instilacion, la jeringa debe ser retirada del animal, esto no

suele presentar complicaciones (Pontificia Universidad Javeriana, 2009).

llustracion 16 Via de administracion subcutanea en ratén. Administracion de una sustancia por via
subcutanea en ratén (Pontificia Universidad Javeriana, 2009).

En las inmunizaciones realizadas por via subcutanea (ilustracién 17) no se
presentd ningun inconveniente ni complicacion, los ratones presentaban una
conducta normal antes y después de ser inmunizados. La inmunizacion no causo
alguna reaccion que pudiera afectar con el estudio, los animales no sufrieron dafio
visible (caida de pelo, cojera temporal, inflamacion) ni su peso se vio afectado

durante el tiempo del estudio.

Tres dias después de concluir con las inmunizaciones, se sangro de la cola para
comprobar que se tenia un buen titulo de anticuerpos (1:10,000). El rendimiento

de suero fue de 100 uL.

llustracion 17 Inmunizacion por via subcutanea en ratén BALB/C hembra. Inmunizacion de la rTcENO
con adyuvante de Freud incompleto.
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Al pasar 30 dias después de la ultima inmunizacion, los ratones fueron sangrados
por una puncidn cardiaca, previamente sedados por via intraperitoneal con
Ketamina 80 mg y Xilacina 10 mg en relacidon con su peso, obteniendo de cada
raton aproximadamente 600 pL de sangre y 200 pL de suero (ilustracion 18).

llustraciéon 18 Puncién cardiaca en raton BALB/c hembra.

4.5 Analisis de interaccion del extracto total de T. cruzi con los anticuerpos
policlonales generados por la respuesta de la rTcENO vy titulos de
anticuerpos policlonales

Después de obtener el suero hiperinmune de los 6 ratones mediante un Western
Blot se realizd la interaccion del extracto total de T. cruzi con los anticuerpos
policlonales generados por la respuesta de la rTcENO, al igual que se observé los
titulos de anticuerpos que estén presentes en el suero hiperinmune. Se colocé el
extracto total de T. cruzi como muestra, se corrid6 en un gel de poliacrilamida

SDS.PAGE, se realiz6 la electrotransferencia a una membrana de nitrocelulosa.

Previamente se realizaron 2 pools, el primero con 10 yL de suero hiperinmune de
cada ratén del grupo problema y el segundo pool fue con el grupo control negativo.
Después se realizé 4 diluciones con el primer pool (1:1000, 1:5000, 1:10,000 y
1:20,000 con PBS estéril a 1x) siendo estos los anticuerpos anti-rTcENO y con el

segundo pool se hizo una dilucién (1:1000 con PBS estéril a 1x).
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En el caso del grupo problema se observa una banda de 46.01 KDa en todas las
diluciones lo que indica la presencia de anticuerpos anti-rTcENO, por el contrario,
en el grupo control no hay presencia de anticuerpos (ilustraciéon 19).

llustracion 19 Western Blot, interaccion del extracto total de T. cruzi con los anticuerpos policlonales
generados por larespuesta de la rTcENO y titulos de anticuerpos policlonales. La proteina rTcENO fue
inducida con IPTG, migrada mediante electroforesis SDS_PAGE al 12% y transferida a una membrana de
nitrocelulosa. El primer anticuerpo es Anti-rTcENO y el segundo es IgG Anti-ratdbn en cabra acoplado a
fosfatasa alcalina. Carril 1: Marcador de peso molecular; carril 2: dilucién 1:1000; carril 3: 1:5000; carril 4:
1:10,000; carril 5: 1:20,000; carril 6: control negativo (1:1000).

Al colocar extracto total de T. cruzi (enolasa nativa) se corrobora que los
anticuerpos generados en la inmunizacion de rTcENO son altamente especificos y
alcanzan un titulo de anticuerpos 1:20,000.

4.6 Cuantificacion de anticuerpos policlonales

Con el fin de corroborar los datos obtenidos anteriormente y conocer si existia
diferencia entre el suero preinmune e hiperinmune de los 4 ratones del grupo
problemay los 2 ratones del grupo control negativo se realizé un ELISA, en el cual
fueron evaluados por separado junto con un blanco los titulos de anticuerpos
(1:100, 1:1000, 1:5000, 1:10,000, 1:20,000), esto se hizo por triplicado. Ademas,
se calcul6 la desviacion estandar de ambos grupos en los titulos de anticuerpos
totales (tabla 5).
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Titulos de anticuerpos 1:100 1:1000 1:5000 1:10,000 | 1:20,000

Preinmune 0.130 0.131 0.109 0.104 0.105
Hiperinmune 2.19 1.92 1.73 1.68 1.51
Desviacion estandar 0.03 0.23 0.19 0.18 0.26

Tabla 5 Cuantificacion de anticuerpos policlonales mediante ELISA. Se observa las absorbancias de los
titulos de anticuerpos en los dos grupos, el preinmune y el hiperinmine, ademas de la desviacion estandar

entre estos dos grupos.

Al graficar la absorbancia de los sueros preinmunes e hiperinmunes acorde con
los titulos de anticuerpos policlonales que se evalué (1:100, 1:1000, 1:5000,
1:10.000, 1:20,0000) se observo que el suero hiperinmune es mucho mayor en
absorbancia que el suero preinmune en todos los titulos. Se obtuvo la desviacion
estandar de los datos antes reportados para ver qué tan dispersos estan estos con
respecto a la media (Gréfica 2).

Titulos de anticuerpos totales
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Grafica 2 Titulos de anticuerpos totales. Evaluacion del grupo preinmune y del grupo hiperinmune a los
diferentes titulos de anticuerpos policlonales mediante ELISA, la desviacion estandar de cada uno fue: 1:100
(0.03), 1:1000 (0.23), 1:5000 (0.19), 1:10,000 (0.18) y 1:20,000 (0.26).

4.7 Determinacién del isotipo de inmunoglobulina

El ensayo para determinar el isotipo de los anticuerpos generados por la

inmunizacion de rTcENO fue mediante un ELISA (tabla 6).
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Blanco 0.1475 0.1475 0.1475 0.1475 0.1475 0.1475
Preinmune 0.0945 0.1325 0.0965 0.1105 0.1325 0.1265
Control 1 0.1845 0.2185 0.1995 0.2175 0.2095 0.2175
Control 2 0.1885 0.2015 0.2185 0.2215 0.1985 0.2465
Raton 1 1.7015 1.3475 0.9305 1.1625 1.2235 0.4355
Raton 2 1.8925 1.4155 0.9355 1.2465 1.1845 1.2305
Raton 3 1.8055 1.5045 1.3935 1.2685 1.2975 1.4045
Raton 4 1.8245 1.6195 1.7295 1.6975 1.6225 1.8235

Tabla 6 Evaluacion de isotipo de inmunoglobulina de los sueros preinmunes, controles negativos y
sueros obtenidos de lainmunizacién de rTcENO. En los datos obtenidos se resté el blanco.

Al realizar el andlisis estadistico ANOVA se ocup6 el programa Minitab® 18que
proporcioné la hipétesis nula y alternativa para determinar si las diferencias entre

las medias de los grupos son estadisticamente significativas (tabla 7).

N Todas las medias son
Hipotesis nula .
iguales
Hipotesis No todas las medias
alterna son iguales
el a=0.05
significancia

Tabla 7 Hipotesis nula e hipétesis alternativa. Esta tabla fue recuperada de un analisis estadistico
realizado en Minitab® 18, Se presupuso igualdad de varianzas para el andlisis.

En el andlisis de varianza se calcul6 mediante este programa los grados de
libertad (GL), el ajuste de suma de cuadrados (SC Ajust), el ajuste de cuadrados
medios (CM), valor F y el valor p (tabla 8). El valor p da un resultado de 0.001,
siendo menor que el valor del nivel de significancia, 0.05 rechazando la hipétesis

nula, no todas las medias de poblacion son iguales.

| R o Sot et oy

~ Anticuerpos 5.066 \ 0.6332 6.31 0.001
. Emor 18 \ 1.806  0.1003 |
| Total 26 6.871 | |

Tabla 8 Analisis de Varianza. El valor p es menor al nivel de significancia (a), lo que indica que la diferencia
de los datos proporcionados es estadisticamente significativa y se rechaza la hipétesis nula de la prueba.

De misma manera se obtuvo las medias de los anticuerpos generados, el suero

preinmune y el control negativo. La desviacion estandar (Desv. Est.) también fue
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reportada de cada uno como la agrupada que dio un valor de 0.3167, el nUmero

de datos de cada grupo de datos (N) y el intervalo de confianza de 95% (tabla 9).

|___Anticuerpos | __N__|__Media | Desv.Est. | IC de 95%

pd

Control negativo 1 0.2125 0.013 (-0.4529, 0.8770)
Control negativo 1 0.2078 0.021 (-0.4576, 0.8732)
IgA 4 1.3320 0.20 (0.9993, 1.6647)
lgG1 4 1.8060 0.08 (1.4733, 2.1387)
lgG2a 4 1.5398 0.12 (1.2070, 1.8725)

lgG2b 4 1.247 0.39 (0.915, 1.580)

lgG3 4 1.344 0.24 (1.011, 1.676)

IgM 4 1.224 0.58 (0.891, 1.556)
Preinmune 1 0.1155 0.012 (-0.5499, 0.7809)

Tabla 9 Medias de los grupos hiperinmune, preinmune y blanco. Se reportan los nimeros de datos (N), la
desviacion estandar (Desv. Est.) y el intervalo de confianza de 95% de cada uno de los grupos.

De acuerdo con la tabla 8, las medias de los isotipos de los anticuerpos fueron:
lgG1>1gG2a>lgG3>IgA>IgG2b>IgM (grafica 3).

Isotipos de anticuerpos
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Gréafica 3 Evaluacion de los isotipos de los anticuerpos. Se encuentran diferencias estadisticamente
significativas entre los sueros del control negativo y los hiperinmunes, inmunizados con la rTcENO *(p=0.001).

En el ensayo Tukey (grafica 4) se muestra una grafica que incluye los intervalos
de confianza simultaneos de Tukey. Los rangos no incluyen cero, lo que indica

gue la diferencia entre estas medias es significativa.
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ICs simultaneos de 95% de Tukey
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5i un intervalo no contiene cero, los medios correspondientes son significativamente
aiferemntes.

Gréafica 4 Método Tukey delosisotipos de inmunoglobulina de los sueros preinumes, controles
negativos y sueros obtenidos de la inmunizacion de rTcENO.Ningun intervalo contiene 0, las medias
correspondientes son significativamente diferentes.

DISCUSION DE RESULTADOS

La enfermedad de Chagas es una parasitosis causada por el protozoario
Trypanosoma cruzi, es transmitido principalmente a humanos mediante heces
infectadas de insectos triatominos hemat6fagos o mediante la transfusién de
sangre infectada, trasplante de d6rganos infectados, transmision de una madre
infectada a su hijo via connatal (Carabarin et al., 2013). Se estima que en el
mundo hay entre 6 y 7 millones de personas infectadas por Trypanosoma cruzi, la
mayoria de ellas proceden en América Latina, por lo cual se considera una
enfermedad de importancia para su tratamiento (WHO, 2017). Actualmente, solo
dos medicamentos, benznidazol y nifurtimox estan autorizados, aunque su
efectividad solamente es en la fase aguda (Pérez y Molina, 2017). Debido a esto,
es necesario una vacuna contra la enfermedad de Chagas, basandonos en el
estudio “Enfoque in silico para la identificacion de propiedades inmunoldgicas de la
enolasa de Trypanosoma cruzi y su posible utilidad como vacuna en la

enfermedad de Chagas” realizado por Carabarin-Lima y colaboradores se
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concluye que la enolasa de T. cruzi es un potenciable inmundégeno para

desarrollar una vacuna candidata (Carabarin et al.,2014).

En lo ya descrito anteriormente, este trabajo se estudid las propiedades
inmunogénicas de la proteina recombinante enolasa de Trypanosoma cruzi
(rTcENO) para determinar su uso potencial como vacuna en la enfermedad de

Chagas.

En este trabajo se obtuvo el plasmido pRSETB::TCENO de la cepa de
mantenimiento E. coli DH5a. Se realizé una digestion enzimatica con las enzimas
Kpnl y Hindlll que liberé6 un fragmento con un peso molecular de 1.1 Kb, que
corresponde con el gen de la rTcENO reportada por Carabarin en 2014 que se

muestra con una flecha azul en la ilustracién 12 (Carabarin et al., 2014).

Al purificarse la rTcENO se visualizé en un SDS-PAGE al 12% con un peso
molecular de 46.5 KDa como se habia reportado previamente (Carabarin et al.,
2014) como se muestra en la ilustracion 14 hay una banda de menor peso que
corresponde a protedlisis de la proteina recombinante, esto puede deberse por el
exceso de sonicacion, cambios de temperatura en la columna y protedlisis por
metaloproteasas. Sin embargo, se confirmé mediante western blot utilizando el
anticuerpo anti-histidinas; debido a que la proteina esta fusionada a una etiqueta
de histidinas (His-tag). En este resultado se observa una banda de peso menor
gue muestra la degradacion de la rTcENO como se muestra en la ilustracion 15 ya
gue también esta fusionada con la His-tag, se confirma que es nuestra proteina
degradada. El peso observado en la rTcENO coincide con los pesos de las
enolasas de V. parahaemolyticus (48 kDa), S. iniae (47 kDa), C. albicans (47 kDa),
T. cruzi (46.01 kDa.) A. actinomycetemcomitans (47 kDa) (Hara et al., 2000) (Jiang
et al., 2014; Wang et al.,, 2015; Sundstrom et al., 1992; Carabarin-Lima et al.,
2014), de tal manera que el aumento en el peso de la recombinante, es debido a
la etiqueta de histidinas fusionada al extremo N-terminal, una secuencia
estabilizadora de transcripcidén del gen 10 del fago T7, el epitope Xpress™ vy la

secuencia de reconocimiento de escision de la enteroquinasa, las cuales se
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encuentran rio arriba del inserto de ADN y son codificadas por el plasmido
(Carabarin-Lima et al., 2014).

Las etiquetas de afinidad son herramientas altamente eficientes para purificar
proteinas de extractos crudos. Se realizé la cuantificacion de nuestra proteina
gracias a una curva estandar de BSA que se muestra en la grafica 1, al ajustar por
minimos cuadrados se obtuvo la ecuacion general de la recta, por ende, se
despejé la ecuacion y se obtuvo las concentraciones que hubo en los eluidos de
diferentes purificaciones como se muestra en la tabla 4, siendo la concentraciéon

mas alta 7.91 mg/mL.

En el trabajo “Comparison of affnity tags for protein purification” de Lichty y
colaboradores publicado en 2005 comparan la eficiencia de ocho etiquetas de
afinidad eluibles para purificar proteinas de extractos de Escherichia coli, levadura,
Drosophila y HelLa para facilitar la seleccion de etiquetas de afinidad para
proyectos de purificacion. Sus resultados muestran que las etiquetas de péptido
HIS, CBP, CYD (péptido NorpD covalente pero disociable), Strep Il, FLAG, HPC
(cadena pesada de proteina C) y los sistemas de etiqueta de fusion de proteinas
GST y MBP difieren sustancialmente en rendimiento y pureza como se muestra en
la tabla 10 La etigueta CBP produjo proteina de pureza moderada a partir de
extractos de E. coli, levadura y Drosophila, pero mejor pureza a partir de extractos
de Hela. Las etiquetas basadas en epitopos como FLAG y HPC produjeron la
proteina de mayor pureza para todos los extractos, pero requieren resina costosa
y de baja capacidad. Esos resultados sugieren que la etiqueta Strep Il puede
proporcionar un compromiso aceptable de excelente purificacion con buenos
rendimientos a un costo moderado. A comparacion con las otras etiquetas de
afinidad, la etiqueta de HIS proporciona buenos rendimientos de proteina marcada
de resinas econdémicas y de alta capacidad, pero con una pureza moderada de los
extractos de E. coli y una purificacion relativamente pobre de los extractos de
levadura, Drosophila y HelLa (Lichty et al., 2005). La rTcENO en su rendimiento

mas alto fue de 7.9 mg/mL y los eluidos tuvieron una pureza buena como se
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muestra en la ilustracién 14. Por lo tanto, la His-tag es una alternativa viable para

la purificacion de la enolasa recombinante de T. cruzi.

Etiqueta Tamafio Resina Agente
eluyente

Rendimiento Fuente

Glutation-S- GSH- Glutation 10 mg/mi Amersham
transferasa Sepharose
(GST)
Histidinas 6 Ni-NTA Imidazol 5-10 mg/mi Qiagen
(HIS)
Proteina de 396 Amilasa Maltosa 3 mg/ml Biolabs
union a
maltosa
(MBP)
Péptido de 28 Afinidad de Acido 2 mg/ml Stratagene
union a la egtazico
calmodulina calmodulina
(CBP)
Estreptividina 8 Strep- Destiobiotina 50-100 IBA
(STR) Tactin- nmol/ml
Sepharose
Cadena 12 Matriz de EDTA 2—-10 nmol/ml Roche
pesada de MADb anti-
proteina C proteina C
(HPC)
FLAG 8 Anti-FLAG Péptido 0.6 mg/ml Sigma
M2 MAb FLAG
agarosa
Péptido 5 InaD Dicloro >0.2 mg/ml N/A
NorpD difenil
covalente tricloroetano
pero
disociable
(CYD)

Tabla 10 Comparacién de las tecnologias de etiquetas afinidad. Modificado de: (LIchty et al. 2005).

A continuacion, se realizé el esquema de inmunizacion que se muestra en la tabla

3 junto con los componentes de cada una, se realizaron un total de 4

inmunizaciones y se dividieron al azar los 6 ratones hembra BALB/C; 4 como
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grupo problema y 2 como control negativo. Todas las inmunizaciones fueron por

via subcutanea como se observa en la ilustracion 17.

Esta via se administra en la capa subcutédnea sobre el musculo y debajo de la piel.
Después de que se inyecta un medicamento, se mueve hacia pequefios vasos
sanguineos (capilares) y se lo lleva el torrente sanguineo. Alternativamente, un
medicamento llega al torrente sanguineo a través de los vasos linfaticos. La ruta
subcutdnea se usa para muchos medicamentos proteicos porque dichos
medicamentos se destruirian en el tracto digestivo si se tomaran por via oral (Le,
2019).

Realizando una comparacién con otras rutas de administracién se sabe que la via
intradérmica es muy dificil en el raton debido a su piel delgada por lo cual no se
recomienda en general y deberia restringirse a casos de absoluta necesidad
(Saloga et al.,1993). Se vera una ampolla dura después de una inyeccién
intradérmica exitosa e incluso una pequefia cantidad de fluido (Suckow et al.,
2000).

Por ejemplo, en la via intramuscular, la absorcion aun puede ser impredecible si
las periferias son mal perfundidas, ademéas pueden causar hematomas. Aunque
tiene una mejor absorcion de la sustancia inyectada. Finalmente, en la via oral
tiene una absorcion muy lenta e impredecible debido a la degradacién por el acido

del estomago y enzimas (Shimizu,2004).

Las administraciones subcutdneas son faciles, ya que es raramente doloroso y
generalmente, se puede usar un ratén consciente (Wolfensohn y Lloyd, 1994)
Encontraste, la tasa de absorcién es menor que las inyecciones intraperitoneales o

intramusculares (Simmons y Brick, 1970).

Sin embargo, la via de administracién subcutdnea se ha utilizado en diversos
estudios para administrar una vacuna que proteja contra la enfermedad de
Chagas. En el estudio “Respuestas de isotipo de anticuerpo en ratones BALB/c

inmunizados con el antigeno citoplasmico repetitivo y el antigeno flagelar repetitivo
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de Trypanosoma cruzi” realizado por Pereira y colaboradores se inmunizaron en
tres ocasiones a ratones BALB/c machos de 6 a 8 semanas de edad por via
subcutanea con un antigeno recombinante repetitivo T citotoxico (CRA) (20ug) y
un antigeno repetitivo flagelar (FRA) (12 ug) a intervalos de 20 dias. La primera
dosis se emulsioné en adyuvante completo de Freud y la siguiente en adyuvante
incompleto de Freud. Se usé el mismo programa para ratones de control que
recibieron solo adyuvante. EI CRA recombinante generd altos niveles de IgG3 e
IgG1, mientras que solo la IgG1 fue inducida por FRA recombinante. Concluyendo
su investigacion, sugirieron que el isotipo 1gG3 juega un papel importante en la

proteccion (Pereira et al, 2003).

En otro estudio realizado por Luhrs y colaboradores, llamado “La inmunizacién con
proteina de barra paraflagellar recombinante induce inmunidad protectora contra la
infeccion por Trypanosoma cruzi”, se clond, purificé e inmunizo6 por via subcutdnea
a ratones hembra C57BL/6 de seis a ocho semanas de edad, la proteina de barra
paraflagelar recombinante (PFR), estos animales mostraron proteccion asociada
con un perfil de citoquinas Thl. La inmunizaciéon con PFR-1, PFR-2, PFR-3 0 una
mezcla equimolar favorecié una reduccion del 70%, 73%, 51% y 74% en la

parasitemia, respectivamente (Lursh, 2003).

Estos estudios nos confirman que la via subcutanea es una buena opcion para
administrar una vacuna contra la enfermedad de Chagas, ya que en ambos

estudios se report6 una respuesta inmune Th1.

Los sueros preinmunes e hiperinmunes (los inmunizados con la rTcENO vy los
inmunizados con PBS estéril) se realizaron inmunoensayos. El primero fue en
analisis de interaccion del extracto total de T. cruzi con los anticuerpos policlonales
generados por la respuesta de la rTcENO vy titulos de anticuerpos policlonales
mediante western blot, en la ilustracion 19 se muestra la interaccion del extracto
total con los anticuerpos policlonales generados por la respuesta de la rTcENO
ademas de analizarse los titulos de anticuerpos que estén presentes en el pool de
suero hiperinmune y el pool del grupo control negativo, dando como resultado en

los sueros hiperinmune una banda de 46.5 KDa en las diluciones 1:1000, 1:5000,
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1:10,000 y 1:20,000, en cambio en el grupo control negativo no se observa
ninguna banda por lo que se concluye que los anticuerpos policlonales generados

por las inmunizaciones de la rTCENO son altamente especificos.

Los titulos de anticuerpos policlonales generados y el suero preinmune fueron
analizados mediante un ELISA obteniendo las absorbancias a 630 nm que se
muestran en la tabla 5. Se adicion6 un analisis estadistico mostrando la desviacion
estandar de ambos grupos y se observa su dispersién con respecto a la media y
dando una diferencia estadisticamente significativa. Al graficar los datos, en todos
los titulos analizados se aprecia una gran diferencia entre los sueros preinmunes y
los sueros hiperinmunes de todos los titulos (1:1000, 1:5000, 1:10,000 y 1:20,000).
Se observo la induccién de titulos altos de anticuerpos policlonales a 1:20,000 en
contra de rTcENO. En los sueros preinmunes se observan las absorbancias muy
bajas en todos los titulos. Con este experimento se confirma que las
inmunizaciones con la rTcENO tienen una buena inmunogenicidad con respecto a

los sueros preinmunes.

La rTcENO tiene un alto nivel de titulos de anticuerpos en comparacién de una
vacuna de ADN-prime / MVA-boost (TcVac3) realizada por Gupta y Garg en 2013,
en el cual su nivel de titulos de anticuerpos es de 1:100 a 1:1000 (Gupta y Garg,
2013).

En la tabla 6 se muestran los isotipos de anticuerpos generados por rTCENO, del
suero preinmune y del grupo control negativo que fueron evaluados mediante un
ELISA. Para este experimento se realizé un andlisis estadistico en el programa
Minitab® 18, para realizar un analisis de varianza (ANOVA) el cual ayudo a probar
las diferencias en los resultados entre todos los grupos que recibieron diferentes
esquemas de inmunizacion. Ademas, se utilizd el método Tukey para crear
intervalos de confianza para todas las diferencias en parejas entre las medias de
los niveles de factores mientras controla la tasa de error por familia en un nivel

especifico.
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El programa proporciona 2 hipétesis: una nula (las medias son iguales) y una
alternativa (las medias no son iguales) que se muestra en la tabla 7. En la tabla 8,
se muestra p el con un valor de 0.019, siendo menor que el nivel de significancia;
al ser menor se rechaza la hipétesis nula y se acepta la hipétesis alternativa

concluyendo que las inmunoglobulinas tienes medias diferentes.

En la tabla 9, se muestran las medias, la desviacion estandar y el intervalo de
confianza de los anticuerpos generados, el suero preinmune y el blanco. De
acuerdo con esto, el isotipo de anticuerpos fue:
1gG1>1gG2a>IgG3>IgA>IgG2b>IgM.

Al tener altos niveles de produccion de IgG se puede inferir que la expresion de
estos isotipos sugiere la induccion de una respuesta inmune mixta Th1/Th2, lo que
indica una respuesta humoral y celular. El subconjunto Thl tiene a su cargo
muchas funciones mediadas por células, por ejemplo, hipersensibilidad de tipo
tardio activacion de células T citotoxicas y la produccion de anticuerpos 1gG que
promueven la opsonizacion, los anticuerpos se unen a receptores Fc de alta
afinidad de fagocitos e interactian con el sistema del complemento. Este
subconjunto también interviene en la promocién de inflamacién y lesién tisular
excesiva. El subconjunto Th2 estimula la activacion y diferenciacion de eosinofilos,
proporciona ayuda a células B y favorece la produccidon de cantidades
relativamente grandes de IgM, IgE e isotipos de IgG que no activan complemento
(Kindt, T. J. et al., 2007).

La produccién de los anticuerpos IgG2a e IgG2b se debe a la proliferacién
policlonal de linfocitos B de memoria, la presencia de estos en mayor cantidad
causados por una respuesta Th2, los anticuerpos IgGl e IgG3 dan como
respuesta Thl para la eliminacién del parasito. Tras la presentacion antigénica a
las células Th y su diferenciacién a células Th2, las citocinas interleucina-10 (IL-
10), IL-4 y el factor de crecimiento transformante beta (TGF-B) estan involucradas
en la maduracion preferencial de las células B (cambio de isotipo y diferenciacion)
comprometidas en la produccion de IgA. La IgM es el primer tipo de
inmunoglobulina sintetizada en respuesta a una infeccién (Arce et al., 2018).
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En los estudios realizados en este trabajo antes descritos, los estudios
experimentales e in silico realizados por Carabarin y colaboradores en 2014 nos
ayudo a confirmar la hipotesis que las caracteristicas estructurales de la rTcENO
generaron una respuesta inmune favorable con la produccién de anticuerpos
policlonales protectores contra el agente etiolégico, T. cruzi que causa la infeccién

parasitaria llamada enfermedad de Chagas (Carabarin et al., 2014).

La via subcutdnea se ha utilizado para otros estudios de inmunizacién, en el
estudio de Pereira y colaboradores el CRA recombinante generé altos niveles de
IgG3 e IgG1, mientras que solo la IgG1 fue inducida por FRA recombinante. En la
enfermedad de Chagas, la respuesta Thl es importante porque los anticuerpos
pueden proteger a los animales, reduciendo asi la parasitemia y la mortalidad
(Pereira et al, 2003).

Al igual que CRA y FRA recombinante, la proteina de barra paraflagelar
recombinante (PFR)ha demostrado previamente que es altamente efectiva para
reducir la parasitemia aguda y proporciona una protecciéon del 100% contra un
desafio letal con una cepa altamente virulenta de T. cruzi. Esta inmunidad
protectora se caracteriza por una respuesta inmune Thl altamente polarizada,
demostrada por la produccion de altos niveles de IFN y niveles indetectables de
IL-4 por células T CD4+ especificas de PFR en respuesta al antigeno PFR en

presencia de células presentadoras de antigeno (Lursh, 2003).

Sin embargo, ninguno de estos 2 estudios obtuvo una respuesta mixta Th1l/Th2

como la rTcENO, confirmando que es un buen candidato como inmundgeno.

Por ultimo, Arce y colaboradores en el 2018, reporta haber obtenido resultados
similares a este trabajo en el cual el sistema inmune fue capaz de generar
anticuerpos especificos tipicos (IgG1, IgG2a e 1gG2b). Se considera obligatoria la
respuesta Thl para la eliminacién del parasito, la cual se comprobé con los niveles
altos de anticuerpo IgG1 y al haber una proliferacion de linfocitos B de memoria,
una caracteristica importante es la produccion de anticuerpos IgG2a e 1gG2b, los

cuales fueron causados por una respuesta de tipo Th2. Esto sugiere que la
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respuesta inmune de citocinas es mixta Th1/Th2, indicando una respuesta inmune
humoral y celular, lo cual es ideal para la eliminacién del parasito (Arce et al.,
2018).
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llustracién 20 Mecanismo inmunoldégico de la rTcENO.
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CONCLUSIONES

La purificacion de la proteina rTcENO se logro purificar a homogeneidad
mediante columna por afinidad a niquel.

Se elaboro un protocolo de inmunizacion por via subcutdnea en un modelo
murino.

Los anticuerpos policlonales generados demostraron ser especificos al
reconocer a la TCENO nativa.

Se determiné Los isotipos 1gG1, 1gG2a, IgG2b, 1gG3, IgA e IgM de los
anticuerpos generados por la inmunizacion con la rTcENO.

Estos resultados indican que rTcENO administrada por via subcutanea
podria ser un candidato potencial para el desarrollo de una vacuna en

contra de T. cruzi.

PERSPECTIVAS

Disefiar un protocolo mas eficiente de purificacion para la rTcENO para
posteriormente, escalarlo.

Retar a un biomodelo con una dosis letal del parasito para evaluar la
protecciéon que confiere la inmunizacion con rTcENO por via subcutanea
mediante curvas de sobrevivencia.

Determinar y caracterizar el tipo de citocinas producidas mediante

citometria de flujo.
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ANEXOS

Proyecto ganador del programa BECAS — TESIS CONCYTEP 2019 por parte del
Gobierno del Estado de Puebla, a través de la Secretaria de Educacion Publica y

el Consejo de Ciencia y Tecnologia del Estado de Puebla. 25 de octubre de 2019.

Dia del biotecnélogo, organizado por la facultad de Ciencias Biologicas de la
Benemérita Universidad Autonoma de Puebla, el dia 18 de junio del 2018 en
modalidad cartel. “Induccion y purificacion de la enolasa de Trypanosoma cruzi

para la inmunizacion en el modelo murino por diferentes vias de administracion”.

CVIl Reuniéon Anual de Profesores de Microbiologia y Parasitologia A.C. y el
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Inmune Humoral en el modelo murino inmunizado con la enolasa recombinante de
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