y wog’uimos Mﬁ}aﬁ_
™

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MEXICO

MAESTRIA Y DOCTORADO EN CIENCIAS
AGROPECUARIAS Y RECURSOS NATURALES

INMUNIZACION CON UNA VACUNA HETEROLOGA,
ADN/PROTEINA RECOMBINANTE (TCVAC2),
COMO ALTERNATIVA EN LA PROFILAXIS DE LA
ENFERMEDAD DE CHAGAS EN UN MODELO CANINO

TESIS
QUE PARA OBTENER EL GRADO DE
MAESTRO EN CIENCIAS AGROPECUARIAS

Y RECURSOS NATURALES

PRESENTA:
M.V.Z. JOSE ANTONIO ZEPEDA ESCOBAR

TOLUCA, ESTADO DE MEXICO, ENERO 2013



= woﬁ]ﬂ?ﬂbg ‘I_\Tii_i]E;I&.a
D

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MEXICO

MAESTRIA Y DOCTORADO EN CIENCIAS
AGROPECUARIAS Y RECURSOS NATURALES

INMUNIZACION CON UNA VACUNA HETEROLOGA,
ADN/PROTEINA RECOMBINANTE (TCVAC2),
COMO ALTERNATIVA EN LA PROFILAXIS DE LA
ENFERMEDAD DE CHAGAS EN UN MODELO CANINO

TESIS
QUE PARA OBTENER EL GRADO DE
MAESTRO EN CIENCIAS AGROPECUARIAS

Y RECURSOS NATURALES

PRESENTA:

M.V.Z. JOSE ANTONIO ZEPEDA ESCOBAR

COMITE DE TUTORES:
PH. D. JUAN CARLOS VAZQUEZ CHAGOYAN
DR. ALBERTO BARBABOSA PLIEGO
DR. JOSE GUILLERMO ESTRADA FRANCO

TOLUCA, ESTADO DE MEXICO, ENERO 2013



El siguiente trabajo forma parte del proyecto de investigacion titulado ““ Testing DNA
Vaccine Against T. cruzi Large Animal Model (Dogs)” con financiamiento externo
(UTMB) con clave 2681/2008E” .



AGRADECIMIENTOS

A la UAEM y la Secretaria de Investigacion
Por brindar un espacio académico, en el cual desarrollar habilidades y adquirir conocimientos para
alcanzar las metas fijadas.

Al CONACYT
Por la beca proporcionada durante el periodo de estudios de Maestria.

A mi esposa
Por su apoyo incondicional, comprension y paciencia.

Al equipo de trabajo CIESA — UAEM

José Esteban Aparicio Burgos

Viridiana Camacho Sierra

César Gonzalez

Laucel Ochoa Garcia

Lidia Serrano Jaimes

Por la colaboracion brindada durante el desarrollo de los trabajos encaminados a la realizacién de
los objetivos planteados.

A mis asesores

Dr. Alberto Barbabosa Pliego

Dr. José Guillermo Estrada Franco

Por el apoyo brindado en la realizacién del proyecto.

A mi tutor

Ph. D. Juan Carlos Vazquez Chagoyan

Por la guia y el consejo en cada etapa del proceso para la conclusién del proyecto. Sin él no
hubiera sido posible.



TiTULO

Inmunizacién con una vacuna heteréloga, ADN/Proteina recombinante (TcVac2), como

alternativa en la profilaxis de la enfermedad de Chagas en un modelo canino
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1. RESUMEN

La Tripanosomiasis americana también conocida como enfermedad de Chagas es producida por el
pardsito Trypanosoma cruzi el cual puede ingresar al organismo por diversas vias (vectorial y no
vectoriales) produciendo en el organismo del hospedero vertebrado una serie de reacciones que
van desde los sintomas que produce un resfriado comun hasta una enfermedad debilitante que
conlleva el riesgo de muerte subita (Carrada-Bravo 2004a;de Jogna Prat 1997;Diario Oficial de la

Federacién 2001).

Algunos de los inconvenientes mas graves de este padecimiento es que en la actualidad se carece
de un tratamiento que sea efectivo e inocuo (Urbina 2010), por otro lado, si bien se ha trabajado
en la busqueda de una vacuna que prevenga los dafios ocasionados por T. cruzi con resultados
esperanzadores, todavia no existe una vacuna capaz de detener la infeccidon (Aparicio-Burgos et al.

2011;Cazorla et al. 2009;Garg and Bhatia 2005;Gupta and Garg 2010).

A lo largo de los ultimos afios se han estudiado diferentes antigenos del Trypanosoma cruzi tanto
en su estadio extracelular como en su estadio intracelular, ademas de metodologias de
inmunizacion que exhiben un buen potencial como vacunas, esto se ha hecho de forma
experimental in vivo, in vitro e in silico (Bhatia et al. 2004). En este Ultimo caso, Bhatia y
colaboradores analizaron la base de datos de la secuencia de T. cruzi e identificaron 71 candidatos
Unicos para T. cruzi, entre los cuales, ocho eran filogenéticamente conservados en las cepas de T.
cruzi de importancia clinica. Entre estos ultimos, tres (TcG1, TcG2 y TcG4) son expresados en las
fases presentes en el hospedero mamifero (Tripomastigote y amastigote) y provocan niveles
significativos de anticuerpos liticos en ratdén (Bhatia and Garg 2008) por lo que sugieren ser una

alternativa importante para su estudio en otras especies, tal es el caso del perro.

Los trabajos realizados en el estudio de los antigenos antes mencionados incluyen desde las
vacunas tradicionales con cepas atenuadas del parasito, utilizacion de otros parasitos
emparentados que comparten epitopes antigénicos (T. rangeli), hasta las nuevas generaciones de
vacunas en las que se encuentran las vacunas génicas y las de proteinas recombinantes (Garg &

Bhatia 2005).

Paralelamente se ha trabajado en la seleccidn de adyuvantes para mejorar la respuesta inmune
protectora, en estos podemos encontrar proteinas de bacterias como Mycoplasma, aluminio,

saponina, interleucinas, entre muchos otros (Cazorla, Frank, & Malchiodi 2009).



En lo referente a las vacunas de nueva generacion se ha demostrado que las compuestas de ADN
son capaces de ofrecer proteccion ante un desafio con cepas patégenas de T. cruzi, ademas, se ha
demostrado que cuando se inmuniza con ADN utilizando un antigeno especifico, y se administra
posteriormente un refuerzo con el mismo antigeno pero como proteina recombinante, se estimula
la respuesta inmunitaria humoral y celular de mejor forma, en comparacion con el uso solo de

ADN (Mota-Sanchez 2009).



2. ABSTRACT

American trypanosomiasis also known as Chagas’ disease is caused by the parasite Trypanosoma
cruzi which can enter the body through various means (vector and non-vector) occurring in the
body of the vertebrate host a series of reactions ranging from symptoms that produces a common
cold to a debilitating condition that carries the risk of sudden death (Carrada-Bravo 2004a of Jogna

Prat 1997 Official Journal of the Federation 2001).

Some of the most serious drawbacks of this condition is that at present no treatment that is
effective and safe (Urbina 2010), on the other hand, while we worked on finding a vaccine to
prevent damage from T. cruzi with encouraging results, there is still no vaccine to stop the
infection (Aparicio-Burgos et al. 2011; Cazorla et al. 2009; Garg and Bhatia 2005; Gupta and Garg
2010).

Over recent years the study of different T. cruzi antigens in both their extracellular stage in its
stadium as intracelular, also immunization methodologies exhibiting good potential as vaccines,
this has been done experimentally in vivo, in vitro and in silico (Bhatia et al. 2004). In the latter
case, Bhatia et al analyzed the database sequence of the T. cruzi and identified 71 candidates only
for T. cruzi, of which eight were phylogenetically conserved among strains of T. cruzi clinically
important. Among these, three (TCG1, TcG2 and TcG4) are expressed in the phases present in the
mammalian host (trypomastigote and amastigote) and cause significant levels of lytic antibodies in
mice (Gupta & Garg 2010) suggest therefore be an important alternative for study in other

species, as in the case of the dog.

The work done in the study of the above antigens ranging from traditional vaccines with
attenuated strains of the parasite, using other related parasites that share antigenic epitopes (T.
rangeli), until the new generation of vaccines that are in vaccines gene and the recombinant

proteins (Garg & Bhatia 2005).

Parallel work has been done in the selection of adjuvants to enhance protective immune
responses, these can be found in bacteria such as Mycoplasma proteins, aluminum, saponin,

cytokines, among many others (Cazorla, Frank & Malchiodi 2009).

In terms of new generation vaccines has shown that DNA composite are able to provide protection

against a challenge with pathogenic strains of T. cruzi also been shown that when immunized with



DNA using a specific antigen, and later given a booster with the same antigen but as recombinant
protein, stimulates the immune response of humoral and cellular better way, compared with the

use DNA alone (Mota-Sanchez 2009).



3. INTRODUCCION

A pesar de que la Tripanosomiasis Americana ha sido ampliamente estudiada desde su
descubrimiento en 1909 (Chagas 1909) todavia representa un problema muy grave de salud
publica en América, debido en parte a los altos costos que representa el control del vector; asi
como a los tratamientos largos y con efectos adversos, y a la falta de una vacuna que brinde una

profilaxis efectiva.

La importancia de la enfermedad de Chagas radica en la asociacién de diversos factores, que
incluyen sociales, culturales, politicos y econdmicos (Mitelman JE 2012); ademas, de los
relacionados a la salud publica. Lo que convierte a esta enfermedad en uno de los problemas de
salud mas importantes en el continente americano (Lopez-Orddiiez et al. 2009), responsable por la
mortalidad de 12,500 casos reportados cada afio; 8 millones de personas en Latinoamérica estan
en riesgo de contraer la enfermedad; la aparicion de 41,000 nuevos casos por afio (World
Organitation Health 2010); y de la presencia de nuevos casos en otras partes del mundo como en
Espafia, Italia, Francia, Japdn, Australia, solo por mencionar algunos, debido a la migracion de
personas de zonas endémicas a zonas no endémicas, esto se ilustra en la Figura 1 (Schmunis

2007;World Organitation Health 2010).

Los gastos derivados por la enfermedad de Chagas son muy elevados, tanto que el banco mundial
la ha catalogado en el cuarto lugar de las patologias que causa mas pérdidas econdémicas, solo por
detras de las enfermedades agudas, las diarreas y el VIH/SIDA; considerando la morbilidad medida
en anos de vida perdidos por discapacidad, debido a que los mas afectados por sus complicaciones
y consecuencias son los hombres y mujeres entre 30 y 40 afos, los cuales ven limitada su

capacidad laboral y su calidad de vida (Mitelman J and Giménez L 2012;World Bank 1993).
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Figura 1. “Flujo de migraciones de América latina hacia regiones no endémicas para la enfermedad de Chagas” (Schumis, G.



4. MARCO TEORICO

4.1.La enfermedad

La Tripanosomiasis Americana también llamada enfermedad de Chagas entre otros nombres mas
(Godinez 2012), es el resultado de la infecciéon del parasito Trypanosoma cruzi, un protozoo,
hemoflagelado que pertenece al Orden Kinetoplastida, Familia Trypanosomatidae; de forma
natural, la infeccion es transmitida a través de la contaminacién de mucosas o laceraciones en la
piel a partir de las deyecciones de chinches hociconas, hematéfagas del genero Triatoma spp,
Familia Reduviidae, Subfamilia Triatominae (triatominos) (Carrada-Bravo 2004b). Dependiendo en
donde circulen estos vectores se pueden diferenciar tres ciclos: doméstico (cuando los triatominos
se encuentran dentro de las casas y participan humano y animales); peridoméstico (los
triatominos circulan en los alrededores de las casas y participan hospederos como perros, gatos y
roedores); y silvestre (se presenta alejado de asentamientos humanos y con la participacion
exclusiva de reservorios silvestres -marsupiales y roedores principalmente-) (Guzman-Bracho
2001). Ademas de la transmisidn vectorial, la infeccion puede ocurrir a través de la transfusién de
sangre y tejidos de donadores infectados, por accidentes de laboratorio y por via transparentaria
(Guzman-Bracho 2001), aunque también se ha descrito la infeccidn por la ingestion ya sea de
alimentos contaminados o bien en el caso de animales por el consumo de vectores positivos a la

enfermedad (TOSO et al. 2011;World Organitation Health 2008).

La patogenia de las infecciones adquiridas dependerd por una parte del polimorfismo del parasito,
el tropismo, la virulencia, la constitucion antigénica y de la dosis de inoculo; y por otra, del
hospedero, la constitucion genética, el sexo, la edad, la especie, la raza, las infecciones
oportunistas, la respuesta inmunoldgica, la temperatura, el estado nutricional y la dieta (Salazar-

Schettino and Marin 2006).

Las formas agudas suelen pasar desapercibidas, excepto por el signo de Romafia y el chagoma de
inoculacién, presentdandose en ocasiones la muerte subita por falla cardiaca. Las formas crénicas
mas frecuentes son la miocarditis crénica y/o las megaformaciones (Naquira Velarde et al. 2001).

Algunos de los signos asociados a las etapas de la enfermedad se muestran en el Tabla 1.



Fase Aguda

Fase Cronica

Fiebre

Reaccion inflamatoria alrededor de las

células parasitadas

Dolores de cabeza

Muerte subita por falla cardiaca

Alteraciones del sistema nervioso

Megaesoéfago

Megacolon

Cardiomegalia

Alteraciones cardiacas

Presencia escasa del parasito

Del 30 al 40% de infectados entran en esta

etapa

Tabla 1. “Etapas de la enfermedad de Chagas.”
Modificado de (Diaz-Limay et al. 2004;Dumonteil 1999;Vega Chirinos and Naquira Velarde 2006).

4.2.El agente etioldgico

Trypanosoma cruzi es un protista de la clase Kinetoplastea, familia Trypanosomatidae,

caracterizado por la presencia de un solo flagelo y una sola mitocondria, dentro de la cual su

genoma se encuentra ordenado en una compleja y compacta red denominada kinetoplasto. Es un

parasito intracelular con un ciclo de vida que involucra vertebrados e invertebrados.

Reino: Protista

filo: Euglenozoa

clase: Kinetoplastea
Orden: Trypanosomatida
Género: Trypanosoma
Especie: Trypanosoma cruzi

Tabla 2.”Clasificacion taxonémica del Trypanosoma cruzi”
Modificado de (Tanowitz et al. 1992).

Durante su ciclo de vida, el pardsito presenta tres estadios morfolégicamente diferenciados, que

involucran cambio de tamafio, de forma y la posicidn del kinetoplasto en relaciéon con el nicleo:

amastigote, epimastigote y tripomastigote (ver Tabla 3 y Figura 2).




Caracteristicas

Amastigote

Epimastigote

Tripomastigote

Organelo Kinetoplasto cerca del | Kinetoplasto cerca del | Kinetoplasto en
nucleo nucleo extremo posterior
Movimiento Inmovil Movil Movil
Tamaiio 1.5-4 micrémetros 20-40 micrometros ~20 micrémetros
Forma Redondo Delgado alargado vy | Alargado fusiforme
fusiforme
Organelo para | Sin flagelo Membrana ondulante | Flagelo libre
movimiento y flagelo libre
Presencia en el | Intracelular Extracelular Extracelular
organismo
Multiplicacion en las | Vive en el vector Circula en sangre
células del huésped
Nidos en tejidos | Multiplicacion en el | Invasién de  células
lesionados intestino medio del | blanco del huésped
vector

Tabla 3. “Morfologia de T. cruzi”
Modificado de (Carrada-Bravo 2004a;Naquira Velarde, Huapaya, Espinoza Blanco, & Vega Chirinos 2001;Vega Chirinos & Naquira

Velarde 2006).

Amastigote

Epimastigote

Tripomastigote

Figura 2. “Formas celulares de Trypanosoma cruzi”
Tomado de (TOSO, VIAL, & GALANTI 2011).




Con respecto al ciclo de vida, el vector después de alimentarse, defeca y con el material excretado
las formas infecciosas (tripomastigotes metaciclicos) contenidas en el intestino medio son
liberadas. Las formas metaciclicas pasan a las deyecciones del vector, desde donde puede
penetrar los tejidos subcutdneos del huésped. El tripomastigote invade las células del huésped
desplazandose por medio de la circulacidn sanguinea para llegar a las células blanco
especialmente las del corazén y musculos. Luego de penetrar las células se diferencia otra vez en
amastigote. El pardsito penetra en los tejidos subcutaneos en los cuales se multiplica en el sistema
reticuloendotelial y es enseguida fagocitado por los macréfagos del huésped. Cuando se encuentra
en la sangre, T. cruzi migra hacia las células cardiacas y a las células musculares lisas (tubo
digestivo) en donde pierde su flagelo para entrar en el estadio amastigote y se multiplica. Es asi
como consigue formar un pseudoquiste. Una cantidad de pardsitos se diferencian en
tripomastigotes para aparecer en la circulacidn sanguinea e infectar otros tejidos. Si un vector se
alimenta de sangre de un sujeto infectado, los tripomastigotes llegan al intestino medio del nuevo
vector y se diferencian en epimastigotes para multiplicarse. La poblacidon de parasitos aumentada
se diferencia en tripomastigotes metaciclicos en el recto del vector en espera de una nueva
infeccién contaminante a través de la defeccion (Figura 3.) (de Jogna Prat 1997;Naquira Velarde,
Huapaya, Espinoza Blanco, & Vega Chirinos 2001;Ramsey and Schofield 2003;Vega Chirinos &
Naquira Velarde 2006).
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CICLO BIOLOGICO DEL Trypanosoma cruzi

Vector Triatoming : o

Vaso Sanguineo

I. Epimastigote
2. Tripomastigote Metariclico
5. Tripomastigote Sanguinen

4, bmastigote

Figura 3. “Ciclo bioldgico de Trypanosoma cruzi”
Modificado de (Naquira Velarde, Huapaya, Espinoza Blanco, & Vega Chirinos 2001).
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4.3.El vector

Mds del 85% de la transmisién de la enfermedad se lleva a cabo a través del vector denominado
chinche besucona, chinche picuda, y una variedad de palabras indigenas como Pic (Maya), Msin o
bidi (Zapoteco) (Ramsey et al. 2003). Estos insectos se han adaptado de manera paulatina a su
alimentacion del bosque, luego al peridomicilio y hoy en dia lo encontramos en zonas urbanas
(intradomiciliario) conviviendo con humanos y animales domésticos (Martinez-lbarra et al. 2001).
En México se reconocen de 27 a 31 especies de Triatoma hematdfagos, incluso hay autores que
proponen la existencia de 32 especies, entre éstas, 23 se encuentran distribuidas exclusivamente
en territorio mexicano (Espinoza-Gémez et al. 2002;Ramsey & Schofield 2003;Zarate and Zarate
1985).

Las especies mas importantes en México (en cuestidn de transmisién vectorial) mencionadas por
Martinez y colaboradores en 2001 son: Triatoma barberi, T dimidiata, T pallidipennis, T picturata, T
lecticularia, Rhodnius prolixus y el complejo T phyllosoma. Reportandose la aparicién de por lo
menos alguno de ellas en todo el territorio nacional, siendo la de mas presencia T dimidiata en las
zonas centro y sur de México, T pallidipennis en la zona norte (Cruz-Reyes and Pickering-Lopez
2005;Salazar-Schettino & Marin 2006).

Clasificacién taxondmica del vector
Reino — Animalia - Animal
Phylum — Artropoda — Patas articuladas
Superclase — Hexapoda — Seis patas
Clase — Insecta - Insectos
Subclase — Pterigota — Insectos con alas
Orden — Hemiptera — Chinches verdaderas
Familia — Reduviidae — Chinches asesinas
Genero —Triatoma — Chupadoras de sangre, nariz cénica

Especies- Trypanosoma cruzi

(Tomado de lowa State University Entomology).

La subfamilia Triatominae (Reduviidae) contiene numerosas especies que actlan como vectores
de la enfermedad de Chagas, causada por Trypanosoma cruzi. Todas las especies de triatominos
requieren sangre de vertebrados para su desarrollo completo, la mayoria de las especies se
alimentan de mamiferos terrestres o arbdreos especialmente didélfidos y roedores; otras se
encuentran asociados con murciélagos y algunas con aves (Ramsey et al. 2003, INS, 2000; Vega y
Naquira, 2005).
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Un factor para la colonizacidn, proliferacion y mantenimiento de las chinches son las condiciones
de edificacion de viviendas en las que construcciones las observan hendiduras, rajaduras y grietas,
en las paredes y techos de barro o cemento, asi mismo en las uniones entre los adobes y ladrillos,
los espacios entre tablas, techos de hojas de palmera lo que crean un micro habitat apropiado por
lo que varias especies de triatominos han podido colonizar las habitaciones humanas (Ramsey et
al., 2003; Espinoza-Gomez, 2002; Vega y Naquira, 2005).

4.3.1. Ciclo biolégico

Los triatominos son insectos hemimetdbolos, es decir de metamorfosis incompleta. De cinco
estadios ninfales, muy parecidos a los adultos pero carecen de alas y son de menor tamafio
(Ramsey et al., 2003), la duracidn del ciclo de vida es variable dependiendo de la especie y de la
disponibilidad de fuente alimenticia. En la mayoria de las especies se completa el ciclo entre 5y 12
meses en condiciones dptimas (Salazar-Schettino et al., 2006).

Transicion de estadio Dias transcurridos
De huevo a 12 ninfa 35 dias
12 ninfa a 22 ninfa 37 dias
22 ninfa a 32 ninfa 48 dias
32 ninfa a 42 ninfa 56 dias
42 ninfa a 52 ninfa 59 dias
52 ninfa a Adulto 73 dias

Tabla 4. “Ciclo de vida de Triatoma pallidipennis”
Modificado de Tay et al., 2008

Huevo

Los huevos son ovipositados entre 5 — 10 dias postcépula. Algunas hembras pueden poner huevos
no fertilizados. La cantidad de huevos y la frecuencia de oviposicién dependen de la cantidad de
sangre ingerida. En la mayoria de los casos la hembra pone entre 100 y 600 huevos durante su
vida. Los huevos son de forma oval, presentan un opérculo en uno de sus extremos, son de color
blanco a rojizo segln la edad del embridn. La eclosién varia de 10 — 30 dias después de la postura
(Ramsey et al., 2003; Salazar-Schettino et al., 2006; Vega y Naquira, 2005; Martinez et al., 2001;
Tay et al., 2008).

Ninfa

Presenta cinco estadios ninfales, transcurridos dos o tres dias después de eclosionar, las ninfas se
pueden alimentar, pueden pasar varias semanas sin hacerlo. En condiciones adecuadas las ninfas
pueden ingerir hasta nueve veces su peso, mientras que los adultos de dos a cuatro. Todas las
etapas de ninfa, hembras y machos pueden vivir hasta once meses sin ingerir alimento (Ramsey et
al., 2003; Salazar-Schettino et al., 2006; Vega y Naquira, 2005; Martinez et al., 2001; Tay et al.,
2008).
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Adulto

Los triatominos adultos se diferencian de la ninfa por sus alas anteriores y posteriores bien
desarrolladas y por ser sexualmente maduros, con genitales completamente desarrollados. La
hembra copula una sola vez y después de ser fecundada comienza la postura, se han observado
hasta 40 posturas que sobrepasan los 200 huevos. Los adultos tienen un par de ocelos sensibles a
la luz en la parte posterior de la cabeza, justo detras de los ojos. Lo que las ninfas no poseen
(Ramsey et al., 2003; Salazar-Schettino et al., 2006; Vega y Naquira, 2005; Martinez et al., 2001;
Tay et al., 2008).

Figura 4. Ciclo biolégico de Triatoma pallidipennis
Tomado de Tay et al., 2008
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5. ANTECEDENTES

Existen diferentes estrategias para el control de la enfermedad de Chagas, entre las que se
encuentra, el tamizaje en bancos de sangre. La importancia de este, radica en el hecho de que, en
la mayoria de las ocasiones, la infeccién en zonas no endémicas de la enfermedad es debido a
transfusiones sanguineas, con base en reportes de casos en paises como: Espafia, Italia, Japon y
Australia (Bricefio-Leén and Galvan 2007;Schmunis 2007;World Organitation Health 2010). El
control se logra con el andlisis serolégico para la deteccidon de pacientes infectados evitando asi la

donacidn de sangre y tejidos de estos individuos (Guzman-Bracho 2001).

Asimismo, se encuentra el control quimico del vector, el cual ha demostrado que es eficaz para
bloquear la transmisidn vectorial, ejemplo de ello es la iniciativa del cono sur iniciada en 1991 por
seis paises endémicos a la enfermedad (Uruguay, Chile, Brasil, Argentina, Paraguay y Bolivia) con
lo cual se redujo la incidencia en un 70% en nifios y adultos jovenes, ademas Uruguay y Chile se

declararon libres de la transmision vectorial y transfuncional (Moncayo and Silveira 2009).

En relacidon a la medicacidn, se cuenta con quimioterapéuticos nitrofuranos y nitroinidazoles
(Nifértimox y Benznidazol respectivamente) con una eficacia de entre el 60% y 70% de cura en
pacientes en fase aguda, pero con un porcentaje mas bajo en el caso de los pacientes en fase

cronica (Docampo 2001;Michailowsky et al. 2003).

Debido a que los esfuerzos empleados hasta ahora distan todavia de resolver la problematica que
envuelve a la enfermedad de Chagas, el uso de herramientas profilacticas se presenta como una
alternativa (Gupta & Garg 2010) prometedora para minimizar la transmisién, reducir costos, y
efectos adversos, con la probabilidad de alcanzar con mas eficiencia a individuos de zonas en

riesgo.

Desde hace mas de 30 afios se han realizado esfuerzos en el desarrollo de vacunas para la
prevencion de la enfermedad, con un éxito limitado. En los Ultimos diez afios, estos esfuerzos se
han encaminado al estudio de vacunas a base de proteinas recombinantes y vacunas génicas,
basadas en proteinas antigénicas importantes del pardsito, tales como: cruzipaina, trans-sialidasas,
proteina se superficie de amastigotes y proteina de baston paraflagelar, entre otras. Mas
recientemente se han evaluado vectores modificados genéticamente para la expresidon de los
genes antes mencionados, estos vectores incluyen bacterias y virus. También se han estudiado

diversos adyuvantes para modular una respuesta inmune, ya sea, de tipo Thl o Th2 dependiendo
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de varios factores liberados en presencia de las células del sistema inmune al cual se presentan
(Cardoni et al. 1999). Algunos ejemplos de estos adyuvantes son: CpG-oligodesoxinucleétidos,
macroéfagos activados, lipopéptido de Mycoplasma fermentans, glicolipido alfa-galactosilceramida,
factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos, IL.-12, ademads de otras citocinas y

quimiocinas (Cazorla, Frank, & Malchiodi 2009).

A lo largo del tiempo, en lo que a la produccién de vacunas se refiere, existen dos estadios del
pardsito que han sido blanco de los esfuerzos por encontrar la mejor opcién para detener la
enfermedad, estos son: el tripomastigote, el cual entra al hospedero después de ser contagiado
por un triatomino infectado o bien por la exposicidn a este mediante alguna de las formas de
trasmisidn ya antes mencionadas, el objetivo de las vacunas enfocadas a este estadio, es bloquear
la infeccion de las células diana una vez que el parasito ingresé al organismo; por otro lado, estd el
estadio de amastigote, en el cual se pretenderia detener la propagacion del pardsito y su posterior
ingreso al torrente sanguineo. Estos dos tipos de objetivos, pretenden frenar o atenuar el
desarrollo de la enfermedad, tanto en los humanos como en los reservorios; esto ademas de
beneficiar al individuo infectado, propiciaria la ruptura del ciclo en el que interviene el triatomino,
ya que disminuiria la parasitemia y con esto se disminuiria la transmisién vectorial entre humanos

y reservorios mamiferos.

La evolucion de la investigacion en pro de las vacunas contra T. cruzi comienza con pardsitos
muertos o inactivados por calor, parasitos atenuados o bien, fracciones subcelulares del parasito
en modelos animales, entre los que se encuentran: ratones, cobayos, perros y monos (Bhatia et al.
2009;Garg & Bhatia 2005), estos trabajos utilizaron epimastigotes de T. cruzi, lo que propicié un
limitado éxito en el desarrollo de este tipo de vacunas, ya que en la fase infectiva del parasito
(tripomastigote y amastigote) encuentra otros antigenos, ademas de que se cree que durante la

inactivacion del parasito se pierden proteinas inmunogénicas (Vazquez-Chagoyan et al. 2011).

Mas adelante se utilizaron vacunas con parasitos vivos atenuados por diversas vias, entre las que
se incluyen: tratamiento con agentes farmacoldgicos (timerosal, formalina), o bien atenuados
mediante pasajes en cultivos celulares, ademas de bloque de genes potencialmente virulentos
mediante knockouts genéticos; estas fueron probadas tanto en ratones como en perros,
encontrando buena efectividad en infecciones subsecuentes de cepas virulentas, sin embargo,
estas vacunas se juzgaron poco practicas debido al riesgo que existe de la reversion de estas cepas

atenuadas a cepas virulentas o patdégenas y comprometer a individuos con deficiencias
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inmunoldgicas (Bhatia, Wen, Zacks, & Garg 2009;Garg & Bhatia 2005). No obstante, estos estudios
mostraron que una vacuna capaz de inducir inmunidad protectora con un minimo de riesgo de
reversion bioldgica a fenotipo virulento seria util en el control de la infeccién de T. cruzi, ademas
proporcionaron una base para la identificacion de los antigenos que son blanco del sistema
inmune y con ello el desarrollo de subunidades vacunales (Vazquez-Chagoyan, Gupta, & Jain Garg

2011).

Con las nuevas tecnologias de secuenciacion mediante las que se puede conocer la totalidad del
genoma del parasito (El-Sayed et al. 2005), es viable investigar cudles de sus proteinas son las mas
factibles para el desarrollo de vacunas a partir de las subunidades capaces de despertar la
respuesta inmune. Con la adquisicidn de datos sobre los mecanismos de proteccidon inmunes y las
caracteristicas de dianas antigénicas potenciales, los investigadores han dirigido sus esfuerzos de
investigacion a la identificacién de antigenos eficaces y sistemas de administracién de antigenos
para provocar respuestas inmunes potentes para el control de T. cruzi (Vdzquez-Chagoyan, Gupta,

& Jain Garg 2011).

La mayoria de los estudios de vacunas se han centrado en antigenos derivados de las trans-
sialidasas, que es una de las familias mdas grandes de proteinas del parasito; compuesta de
alrededor de 1400 miembros, que representan mas del 10% de las proteinas codificadas por los
parasitos (El-Sayed, Myler, Bartholomeu, Nilsson, Aggarwal, Tran, Ghedin, Worthey, Delcher, &
Blandin 2005). También existe una inmunodominancia muy fuerte de las proteinas trans-sialidasa,
lo que resulta en hasta un 30% de IFN-y secretado por las células T CD8 + que responden a un solo
epitope (Martin et al. 2006;Tzelepis et al. 2008), lo que representa uno de los mas fuertes

dominios descrito hasta ahora (Dumonteil 2009).

Vacunas con base en trans-sialidasas y cruzipaina como: ADN, proteina recombinante, y sus
combinaciones, han probado ser eficaces como vacunas profilacticas y terapéuticas contra la
infeccién por T. cruzi en ratones (Cazorla et al. 2008;Dumonteil et al. 2004;Garg and Tarleton
2002;Hoft et al. 2007;Machado et al. 2006;Miyahira et al. 2005a;Sanchez-Burgos et al. 2007). Una
evaluacién mas profunda de estas vacunas en modelos animales adicionales, tales como perros
(Quijano-Hernandez et al. 2008) se ha iniciado, proporcionando datos clave para el posterior
desarrollo de estas vacunas (Tabla 5) . Sin embargo, como se sefialé antes (Martin, Weatherly,
Laucella, Cabinian, Crim, Sullivan, Heiges, Craven, Rosenberg, & Collins 2006), no esta claro si los

antigenos basados en trans-sialidasas son tan buenos candidatos vacunales (Dumonteil 2009).
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Modelo Antigeno Régimen Proteccion | Referencia

experimental vacunal

Raton C57bl/6 | ASP-1, ASP-2 and | Profilaxis Buena (Garg & Tarleton 2002)

TSA-1 ADN

Ratdon A/Sn ASP-2 en varias | Profilaxis Buena (Aradjo et al. 2005;de Alencar
formulaciones et al. 2007)

Ratén C57bl/6 | ASP-2, TS en | Profilaxis Buena (Machado, Cardoso, Claser,

y BALB/C vector viral Rodrigues, Gazzinelli, & Bruna-

Romero 2006)

Raton C57bl/6 | Epitope de TSSA | Profilaxis Buena (Miyahira, Takashima,
CD8+ T en vector Kobayashi, Matsumoto,
viral Takeuchi, Ohyanagi-Hara,

Yoshida, Ohwada, Akiba, &
Yagita 2005a)
Raton BALB/C | TS en proteina | Profilaxis Buena (Hoft, Eickhoff, Giddings,
recombinante vy Vasconcelos, &  Rodrigues
ADN 2007)
Ratén C3H Cruzipaina en | Profilaxis Buena (Cazorla, Becker, Frank,
varias Ebensen, Sartori, Corral,
formulaciones Malchiodi, & Guzman 2008)
Raton BALB/C | TSA-1, Tc24 en | Terapéutica | Buena (Dumonteil, Escobedo-Ortegon,
y CD1 ADN Reyes-Rodriguez, Arjona-
Torres, & Ramirez-Sierra
2004;Zapata-Estrella et al.
2006)

Ratén BALB/C | Tc52 en ADN Terapéutica | Buena (Sanchez-Burgos, Mezquita-
Vega, Escobedo-Ortegon,
Ramirez-Sierra, Arjona-Torres,
Rodrigues, Ouaissi, &
Dumonteil 2007)

Perro TSA1-Tc24 ADN Terapéutica | Regular (Quijano-Hernandez, Bolio-

Gonzadlez,  Rodriguez-Buenfil,

Ramirez-Sierra, & Dumonteil

2008)

Tabla 5. ”Vacunas de ADN contra la enfermedad de Chagas”

ASP: Proteina de superficie de Amastigote; Tc24: Antigeno T. cruzi de 24 kDa; Tc52: Antigeno T. cruzi 52 kDa; TS: Trans-sialidasa; TSA-1:
Trans-sialidasa-1; TSSA: Antigeno pequefio de superficie de tripomastigote. Modificado de (Dumonteil 2009).

En lo referente a vacunas de subunidades, estudios iniciales examinaron el potencial de proteinas

purificadas de T. cruzi, que incluyen: GP90, GP82, GP56, cruzipaina (Cz), bastén del rodete
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paraflagelar (PFR), TC52, proteina reguladora del complemento (CRP), entre otras; algunas de las
cuales fueron probadas también como proteinas recombinantes (Tabla 6). Muchos de estos
antigenos exhibieron una serie de propiedades atractivas como candidatos para vacunas, lo que se
expresa abundantemente en la fase infecciosa y en la fase intracelular de T. cruzi, ademas de ser

altamente inmunogénicos en la infeccidén natural.

Estos estudios se disefiaron para estimar la eficacia protectora de las vacunas candidatas
basandose en la supervivencia de los individuos después del desafio con una infeccién letal,
pronto se hizo claro que las vacunas proteicas fueron mdas adecuadas para la induccién de
respuestas de anticuerpos y no eran eficaces en producir la inmunidad mediada por células, que es
esencial para el control de la etapa de un patdgeno intracelular. Se acepta generalmente que el
uso de un enfoque de vacunacidn, que presente el antigeno por las vias de la clase | y clase |l
provoca una respuesta de anticuerpos especifica ante este antigeno y la actividad de los linfocitos
T cototoxicos podria ser mas eficaz contra las fases extracelulares e intracelulares de T. cruzi. Por
lo tanto, el enfoque de la inmunizacion de ADN fue favorecido y adoptado facilmente por su
capacidad para producir anticuerpos, citocinas Thl y de células T CD8 (Donnelly et al.
2005;Dumonteil 2007;Huygen 2005) necesarios para el control de T. cruzi; ademas de su facilidad
de construccion y produccién en los vectores, de la estabilidad del ADN y su capacidad de

aumentar la respuesta inmune mediante la co-administracidon de genes que codifican citocinas.

Varias proteinas de T. cruzi se han probado como vacunas de ADN en modelos experimentales,
estos incluyen los miembros de la familia trans-sialidasa (por ejemplo TSA1, ASP1, ASP2 y TS),
TSSA, KMP11, LYT1, CRP, Cz, PFR y otros). Muchos de estos candidatos fueron identificados como
dianas de la respuesta de anticuerpos y células T CD8 o linfocitos T citotdxicos en ratones y seres
humanos infectados. Cuando se ensayé como una vacuna de ADN en ratones, estos antigenos
provocaron diversos niveles de citocinas Thil, la actividad de linfocitos cototoxicos CD8 vy las
respuestas de anticuerpos que se correlacionaban con el grado de control de la parasitemia y la
supervivencia del ratén ante un desafio de una infeccién letal (Tabla 6). Teniendo en cuenta que
los genes completos se incorporaron en los vectores de ADN, los epitopes fueron capaces de ser
presentados por el MHC. En consecuencia, varios de los genes de la prueba (por ejemplo, ASP-2,
TSA-1, TSSA y TC24) proporcionaron inmunidad protectora en muchos, aunque no todas las cepas
de ratdn. Algunas de las vacunas, también bloquearon o disminuyeron las reacciones inflamatorias

del musculo esquelético y el corazdén, y las necrosis de tejidos en ratones inmunizados (por
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ejemplo, ASP-2, TSA-1 y TS), caracteristicas de la enfermedad de Chagas en su etapa crénica

(Vazquez-Chagoyan, Gupta, & Jain Garg 2011) (Tabla 6)

Se ha encontrado que no todos los blancos antigénicos son Utiles como vacunas de ADN; por
ejemplo, los genes que codifican FCaBP, TCb3, TC13, mucinas y CCL4/MIP-1b, no proporcionaron
proteccion alguna frente a la infeccidn por T. cruzi (Fralish and Tarleton 2003;Garcia et al.
2008;Katae et al. 2002;Roffe. et al. 2006), aunque es interesante que FCaBP y TCb3 fueron
reconocidos por los linfocitos citotoxicos en ratones infectados y provocé una respuesta inmune
mediada por células en ratones cuando se administra como una vacuna de ADN, un hallazgo que
implica que la mera estimulacién de respuesta de células T CD8 por un antigeno no es indicativo
de su potencial de vacuna. Tc13 despertd una respuesta inmune que se asocié con patologia en
lugar de proteccion (Garcia, Arnaiz, Esteva, Laucella, Garavaglia, Ibarra, & Ruiz 2008). Por otro
lado, los genes que mostraron proteccién en una cepa de ratédn no fueron protectores en otras
cepas de ratones. Los ejemplos incluyen ASP1, ASP2 y tSA1 que fueron probados individualmente
o en combinacién, TSSA (Katae, Miyahira, Takeda, Matsuda, Yagita, Okumura, Takeuchi,
Kamiyama, Ohwada, & Fukuchi 2002) y antigeno repetitivo citoplasmatico CRA y antigeno
repetitivo flagelar FRA (Pereira et al. 2005). Todos estos genes proporcionan una mejor proteccion
en ratones C57BL/6 que en ratones Balb/c o ratones C3H, un hallazgo que puede implicar que la
restriccion genética del huésped también puede contribuir a la ineficacia de las vacunas
candidatas. A la inversa, isoformas de ASP-2 y TS, aisladas de cepas de parasitos diferentes,
contenian epitopes de reaccidn cruzada. Sin embargo, la vacunaciéon con ASP-2 y TS despierta
inmunidad protectora Unicamente de la cepa especifica de T. cruzi después de una infeccién
desafio (Claser et al. 2007;Haolla et al. 2009). Estos resultados alertan a la comunidad
investigadora a ser cautelosos en la seleccidn de genes / proteinas que tienen variantes de cepas y
gue en consecuencia no pueden proporcionar protecciéon frente a diversas cepas clinicamente

relevantes.

A la vez que se realizan trabajos en pos de la identificacidon de antigenos candidatos a vacunas, se
han probado adyuvantes para mejorar o afectar la respuesta inmune dirigiéndola a la deseada
respuesta tipo Thl. El uso de adyuvantes para aumentar la inmunidad protectora contra el T. cruzi
se remonta a 1965 (Menezes 1965), cuando la saponina, un derivado de la corteza de Quillaja
saponaria, se inyectd en ratones para mejorar la eficacia protectora de inmundgenos. Estudios

recientes han examinado la utilidad de las citocinas (IL-12), moléculas coestimuladoras (por
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ejemplo, GM-CSF, CD40, HSP70) y CpG-ODN para aumentar la respuesta Th1 a las vacunas de los
antigenos seleccionados. GM-CSF fue elegido como un adyuvante genético debido a que es una
potente citoquina que puede aumentar la capacidad de expresién de antigenos por las células
presentadoras de antigeno, tales como células dendriticas. Ademas, facilita inmunidad mediada
por células B y T (Warren and Weiner 2000). IL-12 es una citoquina clave involucrada en la
activacion y proliferacién de células T CD8 y dirige la respuesta inmune al tipo Th1l (Pan et al.,,
1999). De manera similar, otros adyuvantes fueron elegidos por su capacidad, ya sea para mejorar
la inmunidad innata, o para sesgar la respuesta inmune al tipo Thl a través de diferentes
mecanismos (Singh and O'Hagan 2002). IL-12 y GM-CSF, coadministrado como adyuvantes de
ADN, mejoré la respuesta de anticuerpos, la actividad de linfocitos T citotoxicos y la secrecion de
IFN-y en los ratones inmunizados con solo LYT1 o mezclado con antigeno en plasmidos (por
ejemplo, ASP-2, TSA- 1 y TSA-2) (Tabla 6). El aumento de la amplitud y el nivel de respuestas
inmunes correlacionadas con una mejor proteccidon contra la infeccidon por T. cruzi, quedan en
evidencia por el control de la carga parasitaria, tanto en sangre como en tejidos, un aumento de la

longevidad y reduccién de la inflamacién tisular.

Otros estudios realizados mostraban la capacidad para mejorar la inmunogenicidad de la
Cruzipaina usando adyuvante de Freund o con la administracién de IL-12 (mds neutralizante anti-
IL-4 de anticuerpos) (Schnapp et al. 2002) y CpG-ODN (Frank et al. 2003) dio respuestas inmunes
mejoradas y sesgadas hacia Th1 con anticuerpos especificos IgG2a, la activacién de laIL-2y / o
IFN-y produciendo macréfagos y una resistencia sustancial a T. cruzi, resultando en una
supervivencia mayor al 80% en la infeccién aguda. Sin embargo, un andlisis cuidadoso por
investigadores también reveld que la inmunizacidn con Cruzipaina generd diversos grados de
lesidn del tejido cardiaco que depende de los tipos de linfocitos T cooperadores y el adyuvante
utilizado, por lo que es evidente la necesidad de establecer adecuadamente la estrategia que se
utilizard para la inmunizacidn, asi como, el modo de presentacién del antigeno y el adyuvante a

usar.

Teniendo en cuenta que un aumento en el nivel y la diversidad de las respuestas inmunes
especificas para T. cruzi podrian mejorar la capacidad protectora de las vacunas, algunos
investigadores probaron la inmunizacion con multiples genes que codifican miembros de las
familias de TS o0 mucinas. La capacidad de los genes mixtos para provocar respuestas inmunitarias

protectoras dependia de (l) la cantidad de un plasmido dado que fuera suficiente para provocar
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respuestas protectoras y (ll) la cantidad total de ADN que puede ser inyectado sin toxicidad
(Vazquez-Chagoyan, Gupta, & Jain Garg 2011). La inmunizacion con diversas diluciones de
miembros de la familia (por ejemplo, TS ASP1, ASP2 y tSA1) con y sin adyuvantes IL-12 y GM-CSF
(en rango: 1 ng-33 mg cada uno) mostré que el nivel de resistencia a la infeccion por T. cruzi esta
relacionado con la cantidad de ADN administrado y mejoré mediante la adicion de las citocinas
como adyuvantes. La dosis mas alta de cada antigeno (total 150 mg de ADN) no produjo toxicidad
(Garg and Tarleton 1998) . No se observé un efecto inhibidor sobre la estimulacidon de antigenos
especificos de la respuesta inmune cuando los ratones fueron vacunados con la mezcla de
pldsmidos, lo que indica que multiples genes con o sin citocinas como adyuvantes se pueden
utilizar en estrategias de inmunizacidn en desarrollo de inmunogenos para el control de la

infeccidén por T. cruzi .

El nivel de proteccion contra la infeccidon por T. cruzi inducida en ratones inmunizados con una
mezcla de miembros de la familia TS, no fue significativamente mejor que la inducida en ratones
inmunizados con los miembros individuales de la familia (Fralish & Tarleton 2003;Garg & Tarleton
2002) (Tabla 6). Los intentos para mejorar la eficacia protectora de miembros de la familia de TS
con un enfoque de sensibilizacidn con ADN y un refuerzo de proteina, tampoco fueron exitosos
(Vasconcelos et al. 2003). No se observé proteccion en los ratones inmunizados con un grupo de
genes que codifican miembros de la familia de mucina (Fralish & Tarleton 2003). Los resultados de
la mejora de la inmunidad protectora eran pequefios o incluso nulos, con un cdctel de vectores
que codifican diferentes antigenos; esto se atribuye al hecho de que los genes de las familias

grandes pueden expresar epitopes compartidos que no presentan efectos protectores en ratones.

Mediante el uso de la base de datos de secuencia de T. cruzi (El-Sayed, Myler, Bartholomeu,
Nilsson, Aggarwal, Tran, Ghedin, Worthey, Delcher, & Blandin 2005), se tiene el potencial de llevar
a cabo una evaluacion imparcial del genoma de T. cruzi, para la identificacién de genes de interés.
Sofisticados programas bioinformaticos estan disefiados para evaluar las funciones de genes con
base en las homologias de los genes caracterizados en otros organismos y la presencia de “motifs”
de focalizacion, localizacidon celular, expresién y caracteristicas funcionales del gen. Estos
programas, por lo tanto, ahorran las laboriosas técnicas experimentales que consumen mucho
tiempo, permitiendo pasar directamente de la informacion secuencial a la identificacidn antigénica
objetivo y disefio de vacunas. Bhatia et al. (2004) han utilizado herramientas bioinformaticas,

junto con una estrategia experimental para identificar los genes que codifican las proteinas
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ancladas a GPI o proteinas de superficie secretadas por T.cruzi y se han considerado antigenos

muy buenos candidatos para el desarrollo de vacunas.

La caracterizacidon molecular y bioquimica de ocho de las secuencias seleccionadas mediante este
enfoque, identificaron a tres candidatos (TCG1, TcG2, TcG4) que son secuencias que se conservan
en el genoma de las cepas de T. cruzi de importancia clinica. Estos se expresan en diferentes
etapas de desarrollo del pardsito y despiertan inmunidad en varios hospederos. Los candidatos
seleccionados fueron reconocidos por anticuerpos liticos y células T CD8 en ratones infectados
(Bhatia & Garg 2008) y por anticuerpos en perros y en humanos (observaciones no publicadas).
Este estudio validd la hipdtesis de que una base de datos con la secuencia de T. cruzi y una
apropiada estrategia de busqueda, seria un recurso eficiente para la identificacion de candidatos

potenciales para la vacuna.

Desde entonces, se ha examinado la eficacia protectora de TCG1, TcG2 y TcG4 (individualmente o
en combinacidn con y sin IL.-12 y GM-CSF) como adyuvantes en ratones. Estos datos claramente
establecen que la administracidn de los antigenos despierta una buena inmunidad y la protecciéon
contra la infeccion por T. cruzi con los candidatos de manera individual (Bhatia & Garg 2008);
adicionalmente, una estrategia de vacunacién que incluye una inmunizacién primaria con estos
antigenos, seguida de un refuerzo con los mismos antigenos pero en forma de proteina
recombinante (TcVac2), demostré obtener una mejor inmunidad protectora en ratones vacunados
(Gupta & Garg 2010) que la administracion de estos antigenos en forma uUnicamente de ADN

(TcVacl) (Bhatia & Garg 2008).

Nuestro equipo de trabajo se ha encaminado al desarrollo de vacunas génicas (TcVacl) ADN/ADN
dando como resultado una respuesta inmune preferentemente de tipo Thl (Aparicio-Burgos,
Ochoa-Garcia, Zepeda-Escobar, Gupta, Dhiman, Martinez, de Oca-Jiménez, Arreola, Barbabosa-
Pliego, & Vazquez-Chagoyan 2011), lo cual nos plantea la necesidad de promover una respuesta
tipo Th2 para mejorar la proteccién conferida por la vacuna de manera mas balanceada en perros.
Esto se consigue con la estimulacion de la respuesta inmune de tipo Th2 adicionando proteinas
recombinantes en el protocolo de vacunacidn (TcVac2) como lo establecido por Gupta y Garg, en

el 2010, en otros modelos animales.
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Algunos de los trabajos antes descritos se presentan en la siguiente tabla para ejemplificar la
evolucidn de las vacunas contra T. cruzi a lo largo del tiempo, mostrando algunos de sus alcances y

el grado de éxito de cada una.

Modelo
experimental %
Adyuvante
Antigeno Sobrevivencia Referencia
(si se usa)
cepa Raton (cepa (dpi®)
T. cruzi)
Vacuna de proteina
CBA, Marmoset
GP90 Saponina 60 (100)° (Scott et al. 1985)
(Y)
No
Aluminio o (Eickhoff et al. 2010;Santori et
GP82 Balb/c (CL) determinado €
CpG-ODN al. 1996)
020%
Adyuvante
GP56 Swiss-Webster (Y) 40 (12) (Harth et al. 2006)
de Freund
(Frank, Petray, Cazorla,
Mufoz, Corral, & Malchiodi
C3H/HeN (RA),
X IL-12, CpG- 67-80 (60— 2003;Laderach et al.
Cruzipaina Balb/c
ODN 100)° 1996;Schnapp, Eickhoff,
(Tulahuen)
Sizemore, Curtiss I, & Hoft
2002)
(Luhrs et al. 2003;Miller et al.
Aluminio,
. C57BL/6, Balb/c 83-100 (30- 1996;Wrightsman et al.
PFR1, PFR2 Freund, IL-
(Peru) 60)° 2002;Wrightsman and
12
Manning 2000)
Aluminio,
TC52 Bordtella Balb/c (Y) 62 (120)° (Ouaissi et al. 2002)
pertusis
Adyuvante
CRP Balb/c (Y) 10 (40)° (Sepulveda et al. 2000)
de Freund
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Aluminio, .
ASP2 A/Sn (Y) 53 (60) (Araujo et al. 2005)
CpG-ODN
(Giddings et al. 2010;Hoft,
100 (84), 80 Eickhoff, Giddings,
TS CpG-ODN Balb/c (Tul) .
(48) Vasconcelos, & Rodrigues
2007)
Adyuvante
TS mutant
completo de Balb/c (Tul) 100 (60)° (Fontanella et al. 2008)
engineered
Freund
Vacunas de ADN
C3H/Hel, Balb/c
CRP 100 (40)° (Sepulveda et al. 2000)
(Y)
BALB/c,
X IL-12 b GM- . (Garg and Tarleton
TSA1 C3H/HeSnJ, 60 (140)
CSF 2002;(Wizel et al. 1998)
C57BL/6 (Brazil)
X IL-12 b GM- C3H/HeSnJ, .
ASP1 <60 (140) (Garg and Tarleton 2002)
CSF C57BL/6 (Brazil)
X IL-12 b GM- C3H/HeSnJ, .
ASP2 80 (140)“ Garg and Tarleton (2002)
CSF C57BL/6 (Brazil)
ASP2 Balb/c (Y) 63 (60)*' (Vasconcelos et al. 2004)
ASP9 Balb/c (Y) 100 (60)° (Boscardin et al. 2003)
ASP-3 A/Sn (Col) 80 (120)° (Silveira et al. 2008)
TSA1 C57BL/6 (Tul) 60 (60)° (Chou et al. 2008)
TSb Balb/c (Y) 100 (50)% (COSTA et al. 1998)
(Katae, Miyahira, Takeda,
BALB/c, C3H/HelJ, Matsuda, Yagita, Okumura,
. IL-12, RANK-
TSSA C57BL/ 6, B6 80-100 (40)° Takeuchi, Kamiyama,
L
(Tulahuen) Ohwada, & Fukuchi
2002;Miyabhira et al. 2003)
KMP11 HSP-70 Balb/c (Y) 50 (70)° (Planelles et al. 2001)
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IL-12 p GM-

LYT1 CSE C57BL/6 (Brazil) 80 (75) (Fralish and Tarleton 2003)
IL-12 b GM- _
FCaBP CSE C57BL/6 (Brazil) 0(75) (Fralish and Tarleton 2003)
IL-12 b GM-
TCB3 C57BL/6 (Brazil) 0(75) (Fralish and Tarleton 2003)
CSF
PFR2 or .
HSP70 Balb/c (Y) 100 (35) (Morell et al. 2006)
PFR3
TcG1 IL-12 b GM- C57BL/6/Sylvio (Bhatia et al. 2004; Bhatia and
CSF Garg 2008)
TcG2 IL-12 b GM- C57BL/6/Sylvio (Bhatia et al. 2004; Bhatia and
CSF Garg 2008)
TcG4 IL-12 b GM- C57BL/6/Sylvio (Bhatia et al. 2004; Bhatia and
CSF Garg 2008)
TcG1 TcG2 IL-12 b GM- (Bhatia et al. 2004; Bhatia and
C57BL/6/Sylvio
TcG4 CSF Garg 2008)
ASP2 p TSA1 None A/Sn (Y) 86 (60)°' (Vasconcelos et al. 2004)
C3H/HeSnJ,
ASP1 ASP2 | IL-12 p GM- | C57BL/6 (Brazil)
83 (140)° (Garg and Tarleton 2002)
TSA1 CSF
Miembros de la familia TS C57BL/6 (Brazil) 75 (75) (Fralish and Tarleton 2003)
Miembros de la familia de
C57BL/6 (Brazil) 25 (75) (Fralish and Tarleton 2003)
mucinas
PELI-TcT-E C3H/HeN (RA) 80 (50)° (Tekiel et al. 2009)
Vacunas de virus recombinante
Ad-
MVA-RANK- C57BL/6
TSSA/MVA- 100 (50)° (Miyahira et al. 2005)
L (Tulahuen)
TSSA
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rAD-ASP2 Balb/c (Y) 80 (160)° (Machado et al. 2006)

rAD-TS Balb/c (Y) 50 (160)° (Machado et al. 2006)
rSeV-ASP2 C57BL/6 (Tul) 90 (50)d Duan et al. (2009)
rADASP2 p

rAD-TS Balb/c (Y) 100 (160)° (Machado et al. 2006)

Vacunas inmuno-terapéuticas de ADN

X Balb/c (H4),
TSA1 70 (45)~ (Dumonteil et al. 2004)
modelo agudo

CD1 (H1), modelo

TSA1 100 (140)° (Dumonteil et al. 2004)
crénico
ICR (H1) modelo . (Sanchez-Burgos et al. 2007,
TSA1 70 (50)“
agudo Zapata-Estrella et al. 2006)

) Balb/c, ICR (H1) f
Tc24 100 (50)~ (Sdnchez-Burgos et al. 2007)
modelo agudo

ICR (H1) modelo

TS 50 (50)° (Sdnchez-Burgos et al. 2007)
agudo
ICR (H1) modelo
Tc52 75 (50)° (Sanchez-Burgos et al. 2007)
agudo
ASP9 50 (50)° (Sanchez-Burgos et al. 2007)
C57BL/6, Balb/c,
TSAL1 + Tc24 80 (180)° (Limon-Flores et al. 2010)
ICR (H1)
Dosis sub-letal
SA85-1.1 C57BL/6 (CL) ur (Duthie et al. 2007)
(90)™

Tabla 6. “Evolucidn de las vacunas contra la enfermedad de Chagas”
a Animales en experimentacién fueron observados por n dias post-infeccion.
b Estos antigenos mostraron varios grados de proteccion en diferentes cepas de ratén (los datos mostrados son de los animales que
exhibieron mejor proteccion).
c—e Una vez los animales fueron desafiados con la infecciéon mostraron niveles de parasitemia muy bajos (-10%) moderados (_50%) o
similares a las detectadas en animales no inmunizados/infectados (los datos mostrados son de los animales que exhibieron mejor
proteccion).
f La inmunizacidn con este antigeno fue efectivo en disminuir la severidad de la enfermedad crénica, evaluado por andlisis
histopatoldgicos y biopsias de tejido cardiaco.
Tomado de (Vazquez-Chagoyan, Gupta, & Jain Garg 2011)
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6. HIPOTESIS

La inmunizacién con la candidata a vacuna, ADN/Proteina recombinante (TcVac2), serd mas
eficiente para montar una respuesta inmune capaz de defender al organismo contra una infeccién

experimental con una cepa patdgena de T. cruzi (Sylvio X 10/4) que TcVacl en un modelo canino.
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7. OBIJETIVOS

7.1.0bjetivo general

Evaluar la proteccion que induce una vacuna candidata que incluye la inmunizacién con,
ADN/Proteina recombinante (TcVac2), contra la infeccidn experimental con T. cruzi causante de la

enfermedad de Chagas en un modelo canino.
7.2.0bjetivos especificos
Evaluar posibles cambios en perros inmunizados y desafiados en:
Parasitemia (microscopia dptica y xenodiagndstico),
Respuesta inmune celular y humoral,
Estudios electrocardiograficos,
Hallazgos patoldgicos e histopatoldgicos,
Signologia clinica,

Comparar la vacuna TcVacl con TcVac2.
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8. JUSTIFICACION

Si bien en el area de la inmunizacién en contra de la enfermedad de Chagas se cuenta con avances
importantes y alentadores, en la actualidad se carece de una vacuna que sea efectiva para
prevenir los dafios provocados por este padecimiento; por otro lado, el costo que puede llegar a
alcanzar el tratamiento de esta enfermedad es muy elevado, el Banco Mundial considera a esta
patologia como la cuarta causa de pérdida econdmica por la morbilidad que ocasiona, sélo
superada por las enfermedades agudas, las diarreicas y el VIH/SIDA. Por lo anterior se hace

imperativo encontrar una vacuna que bloquee la enfermedad.

El grupo de investigacién ha trabajado en la busqueda de una vacuna que sirva como alternativa
en la profilaxis de la Enfermedad de Chagas con la elaboracién del protocolo denominado como
TcVacl, el cual plantea una inmunizacidn con plasmidos que contienen genes que codifican para
las proteinas TcG1, TcG2 y TcG4 con la adicién de un adyuvante comprendido por pldsmidos que
codifican para IL 12 y GM-CSF y reforzando la inmunizacién con la misma vacuna, esto con
resultados que sugieren que se montd preferentemente una respuesta inmune de tipo Thl, lo que
nos plantea la necesidad de estimular una respuesta que incluya de manera equilibrada la

respuesta inmune de tipo Th2.

La estrategia de vacunacién consistird en aplicar una vacuna génica a base de plasmidos que
expresan los antigenos TcG1, TcG2 y TcG4, utilizando como adyuvantes plasmidos de expresion de
las citocinas IL 12 y GM-CSF, seguido de una vacuna de refuerzo a base de proteina recombinante
de las mismos antigenos. La primo-inmunizacidon tendrd por objetivo estimular la respuesta
inmune tipo Thl y la vacuna de refuerzo estimular la respuesta tipo Th2 y asi producir una

respuesta inmunolégicamente balanceada que permita eliminar una infeccion experimental.
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9. MATERIAL Y METODOS

El presente trabajo se realizé en el laboratorio de biologia molecular del Centro de Investigaciones
y Estudios Avanzados en Salud Animal (CIESA) de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia,
perteneciente a la Universidad Auténoma del Estado de México, el cual se encuentra situado a una
altura de 2660 msnm, entre las coordenadas 19°, 24" latitud norte y 99°, 40°de longitud oeste del
meridiano de Greenwich. El CIESA se localiza en el kildmetro 12.5 de la carretera Panamericana en

su tramo Toluca—Atlacomulco.

El estudio consta de la evaluaciéon una de la capacidad protectora de una vacuna TcVac2 y se
compard con un control positivo (No inmunizado-Desafiado), un control negativo (No inmunizado-
No desafiado) y con la vacuna TcVacl (Aparicio-Burgos, Ochoa-Garcia, Zepeda-Escobar, Gupta,

Dhiman, Martinez, de Oca-Jiménez, Arreola, Barbabosa-Pliego, & Vazquez-Chagoyan 2011);

9.1.Animales

Veintiin perros criollos jovenes (menores a un afio de edad), once machos y diez hembras,
divididos de la siguiente manera: seis perros elegidos aleatoriamente integrados en un grupo
experimental (TcVac2), seis perros elegidos aleatoriamente integrados en un grupo experimental
(TcVacl), seis perros elegidos aleatoriamente conformaron un grupo control positivo, y por ultimo,

tres perros elegidos aleatoriamente en un grupo control negativo (no vacunado y no desafiado).

Estos perros fueron incluidos al experimento una que vez se determinaron libres de anticuerpos
especificos para Trypanosoma cruzi evaluados por las técnicas de haemoaglutinacién indirecta
(HAI), ensayo por inmunoabsorcién ligado a enzimas (ELISA) y examen de gota gruesa. Antes del
inicio del experimento, los animales fueron sometidos a un periodo de adaptaciéon a las
instalaciones y al manejo, ademas de un entrenamiento para toma de muestra sanguinea y
estudios electrocardiograficos y ecocardiograficos. En cuanto al estado de salud, fueron evaluados
mediante monitoreo de constantes fisioldgicas y seguimiento del comportamiento normal de cada
individuo, utilizando las técnicas conducentes de un examen fisico general; de manera profilactica,
cada individuo fue desparasitado contra parasitos intestinales, vacunados contra enfermedades
infecciosas propias de la region (parvovirus canino, distemper canino, adenovirus canino tipo I,
leptospira spp., bordetella bronquiseptica, coronavirus y rabia) y tratados con productos para

control de pulgas.
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Todos los animales fueron provistos de agua a libre acceso y alimentados de manera individual,
con una dieta de alimento comercial de acuerdo a los requerimientos de su talla y estado
fisiolégico, dividida en dos raciones. Los puntos anteriores, fueron seguidos tomando en cuenta lo
establecido por la Norma Oficial Mexicana (NOM-062-Z00-1999) referente a las especificaciones

técnicas para la produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio.
9.2.Parasitos y células

Los tripomastigotes de la cepa Silvio X 10/4 de T. cruzi, para el desafio, fueron mantenidos y
propagados en pases continuos en monocapas de células NIH 3T3, en medio de cultivo DMEM
con 10% de suero fetal bovino (HyClone, USA) a un pH de 6.8, a 37°C, 5% CO2 y en una

atmosfera saturada de humedad.
9.3.Inmunizacion y desafios

La vacunacion propuesta como TcVac2 se disefid con base en un protocolo que involucré una
primera inmunizacidn, incluyendo una dosis de antigeno compuesto por plasmidos integrados en
un vector de expresion para células de mamifero: para los antigenos TcG1, TcG2 y TcG4
(pCDNA3.TcG1, pCDNA3.TcG2 y pCDNA3.TcG4) (Gupta & Garg 2010) y plasmidos de expresidn
para interleucina 12 (IL-12) (pcDNA3.1.IL-12), asi como, factor estimulante de colonias de
granulocitos y monocitos (GM-CSF) (pCMV1.GM-CSF) (Saldarriaga et al., 2006) 200 ug de cada
uno por perro (Nash et al., 1991), repetida nuevamente transcurridas dos semanas; pasadas otras
dos semanas, se aplicaba un refuerzo constituido por proteina recombinante TcG1, TcG2, TcG4
incluyendo 50ug de saponina como adyuvante, finalmente dos semanas después se repetia la
dosis de proteina recombinante, para cada uno de los sujetos del grupo experimental, mientras
que el grupo control positivo se inmunizé con vectores vacios. Cada una de las vacunas, se aplicé
en una suspensién que contenia todos los antigenos y los adyuvantes en un mililitro, del cual, el

90% fue inyectado de forma intramuscular y el restante 10% por via intradérmica.
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Xenodiagnostico

ADN ADN Prot Prot Desafio Fin fase Aguda  Fin Fase Cronica
.—.—.—*
Dia0 Dia14 Dia28 Dia42 Dia0 Dia 30 Dia 60 1 Afo

Y 2 Semanas |

. - D '
Inmunizacion esafio

Figura 5. Planeacion del experimento

Con los plasmidos recombinantes se transformaron células competentes E. coli DH5-a, que se
cultivaron en caldo LB (Luria Bertani) con 100 mg / ml de ampicilina y purificados mediante
intercambio aniénico de cromatografia usando un de kit Maxi preps de Qiagen (Qiagen,
Chatsworth, CA) de acuerdo a las especificaciones del fabricante; mientras que la interleucina 12 y
el factor estimulante de colonias de granulocitos y monocitos, fueron donados por el Dr. Peter

Melby.

El desafio se realizd dos semanas después de la ultima inmunizacion con la inoculacidon
intraperitoneal de una dosis de 3.5 X 10* por kilogramo de peso corporal de tripomastigotes de
Trypanosoma cruzi de la cepa Sylvio X10/4 producidos y mantenidos mediante consecucién de

pases en linea celular de células NHI 3T3 (fibroblastos de embrién de ratén).

Una vez desafiados los animales fueron monitoreados diariamente para verificar su estado de
salud y a intervalos de dos semanas se realizaron estudios electrocardiograficos y ecocardigraficos

para seguir la evolucidn de la enfermedad.
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9.4.Toma de muestras

Aunado a lo descrito anteriormente, previo a cada inmunizacién, se colectaron muestras de sangre
y a intervalos de dos semanas después del desafio para realizar una evaluacidn seroldgica, en

busca de niveles de anticuerpos a través de las pruebas de ELISA y HAL.

Ademas, se colectaron muestras de sangre para la cuantificacion de parasitos mediante la técnica
de gota fresca, iniciando el dia cinco post-infeccidn, y cada tercer dia (Brener, 1962), continuando
asi hasta el dia cincuenta, posterior a éste, la toma de muestra se realizd cada dos semanas hasta

el final del experimento (fase crdnica).
9.4.1. Serologia

Se obtuvieron 5 mL de sangre por puncidn de la vena cefdlica en tubos vaccutainer y cada muestra
fue clasificada con un nimero de identificacién y registrada. El suero fue separado de la sangre
permitiendo que la muestra coagulara, o bien, mediante centrifugacién a 2500 rpm durante 15
minutos. Se prepararon alicuotas de 500 plL de suero en tubos Eppendorff de 1.0 mL rotulados con

su numero de identificacidn y almacenados en congelacién (-20 2 C) hasta su uso.
9.4.1.1. Determinacion de anticuerpo por el método ELISA

Las muestras de suero obtenidas se analizaron por el método de ELISA (Barbabosa et al., 2009).
Brevemente, los sueros fueron analizados con anticuerpos anti-T. cruzi por la prueba de HAI
(Polychaco, Laboratorio-Lemos SRL, Buenos Aires, Argentina) y ELISA (Laboratorio-Lemos SRL,
Buenos Aires, Argentina) siguiendo las instrucciones del fabricante. La peroxidasa de suero/caballo
(HRP)-lavada con anti-lgG humano en el kit de ELISA fue reemplazada con anticuerpos anti-dog-
IgG. El punto de corte para HAI fue una dilucion de 1:8 y para ELISA se utilizé el valor de OD 450
nm promedio de 30 sueros negativos *+ 2 desviaciones estandar. Las placas fueron cubiertas con
lisado de T. cruzi, bloqueado con 5% leche sin grasa, después se aplico el suero de perro sobre la
proteina de la placa lavando el exceso de anticuerpos contenidos en el suero y luego aplicando los
anticuerpos de conejo anti perro (todos los anticuerpos fueron de Bethyl Labs). La lectura se hizo

en un equipo para microplacas SpectraMax microplate.
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9.4.2. Evaluacion clinica y electrocardiograma

Las evaluaciones electrocardiografias fueron tomadas a 25 mm /sy 1 mV / cm por 1 minuto, cada

dos semanas antes del desafio y después de éste, con el Burdick Stylus, EK-8, USA.

9.4.3. Parasitemia

La parasitemia se determind cada tercer dia a partir del quinto dia post infeccion segun Brener
1962, hasta que se hicieron negativos. De cada perro se colectaron 5 pl de sangre, se colocaron en
un portaobjetos con cubreobjetos (18 mm x 18 mm) y se observd en un microscopio dptico a

400X.

9.4.4. Xenodiagndstico

Se utilizaron seis ninfas de Triatoma longipennis/perro, y fueron alimentadas al dia treinta post

infeccién y evaluadas al dia sesenta post alimentacion (Basso et al. 2007).

9.5.Estudios de necropsia e histopatolégicos

Se realizaron necropsias a los animales que murieron a causa de la infeccion o que fueron
sacrificados humanitariamente, seguin la Norma Oficial Mexicana (NOM-033-Z00-1995), para
observar los cambios macroscépicos y microscépicos en los drganos afectados. Los tejidos fueron
fijados con formalina al 10 % por 24 horas, deshidratados en etanol e incluidos en parafina. Se
realizaron cortes de 5 um de espesor, tefidos con hematoxilina y eosina, y se evaluaron con un

microscopio dptico.
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10.1.

ELISA

10. RESULTADOS

Las muestras fueron colectas antes de cada inmunizacién y post- infeccién, para ver el

desarrollo de la respuesta de anticuerpos inducida por cada una de las vacunas administradas

por la técnica de ELISA. Se evaluaron los cambios en las inmunoglobulinas desde la toma basal

(Previo a cualquier tratamiento) hasta el dia 60 post- desafio (Ya sea que muriera a causa de la

infeccidn o por eutanasia. Todos los perros fueron seronegativos antes de la aplicacion de la

vacuna. No se presentaron cambios significativos durante el periodo vacunal en ninguno de

los grupos, sin embargo, después del desafio se puede apreciar tendencias a favor en los

grupos vacunados, a pesar de que no existe diferencia significativas (Grafica 1A y 2A). No se

detectaron niveles de la inmunoglobulina M (IgM) durante el periodo vacunal. En el periodo

post- desafio se observa cambios discretos el todos los grupos, sin diferencia significativas

(Gréfica 1B). En el grupo Control negativo no se detectaron anticuerpos durante todo el

experimento.

Por otro lado, los titulos de anticuerpos IgG se incrementaron considerablemente después de

la inmunizacién, esto se conservaron también durante el periodo post- infecciéon, no se

observaron diferencia significativas entre grupos (Grafica 2B).

Grafica 2. Niveles de 1gG antes (A) y después del desafio (B)
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10.2. Electrocardiogramas

Antes de incluir a cualquier animal en el experimento se verifico su actividad cardiaca mediante el
uso del electrocardiograma para asegurar que ninguno de los perros tuviera algin tipo de
alteracion; al inicio de las inmunizaciones, durante y al final de estas se tomaron pruebas
electrocardiograficas a todos los individuos y se les asignd una calificacion subjetiva mediante una
escala de 0 a 10 (donde O=normal — 10 = la anormalidad mas severa). Después del desafio, los
perros vacunado/desafiados y los perros no vacunados/desafiados no mostraron alteraciones
electrocardiogréficas al dia 30, excepto por dos perros que murieron al dia 36 y 42 post infeccién y
presentaron una calificacién de 7 y 8 respectivamente. El promedio de los grupos después del dia
60 para el grupo control negativo fue 0, para el grupo control positivo de 6, para el grupo TcVacl
de 4.3 y finalmente para el grupo TcVac2 fue de 4 (Tabla 7). Las alteraciones encontradas también
se describen para cada uno de los perros en la Tabla siguiente.

Control positivo TcVacl TcVac2
Evaluacién | Diagnodstico | Evaluacidn | Diagndstico | Evaluacidn | Diagndstico
. . Dilatacion Dilatacion
Perro 1 9 Miocarditis 7 i 7 i
ventricular ventricular
Dilatation
Perro 2 9 Miocarditis 0 Normal 7 ventricular
izquierda
Problemas de
Perro 3 9 Pericarditis 8 repolarizacion 0 Normal
ventricular
Dilatacion
Perro 4 1 normal 2 Normal 4 ventricular
ligera
Problemas de
Perro 5 0 normal 0 Normal 4 o
repolarizacién
Necrosis, Problemas de
Perro 6 8 lesion 9 Pericarditis 2 repolarizacion
coronaria ligeros
Promedio de grupo 6 4.3 4

Tabla 7. “Evaluacion electrocardiografica por grupos (calificacion final y diagndstico)”

Adicionalmente a los dos perros que murieron, el grupo TcVacl tiene un perro mas con un
dia 60, vy
electrocardiograficamente normales. Del grupo de TcVac2 dos perros fueron clasificados como

problema cardiaco critico el los animales restantes tenian corazones

estado critico y de los animales restantes 2 fueron sdélo ligeramente afectado y dos eran

practicamente normal. Del grupo de control cuatro perros se encontraban en estado critico y los
dos restantes fueron electrocardiograficamente normales.
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La siguiente grafica muestra los niveles alcanzados en promedio entre los grupos control positivo,

TcVacl y TcVac2 evidenciando el grado de dafio electrocardiograficamente.

7
6
6
5
4
4 Promedio TcVac2
3 . M Promedio TcVacl
B Promedio Control
2
1 4
0
Grupo
Grafica 3. “Comportamiento de los promedios electrograficos por grupos de perros”
10.3. Parasitemia

La medicién de parasitemia mostré que en todos los perros infectados se pudo detectar
cuando menos un parasito, los grupos control positivo y TcVacl mostraron parasitemias
relativamente altas y mas prolongadas (22 y 20 dias respectivamente) en comparacion a las

presentadas por el grupo TcVac2 en donde el pico de parasitemia fue mas bajo y los dias
parasitemia fueron solamente 10 (Gréfica 4).

de

PROMEDIO DE PARASITOS POR CADA 5 pL SANGRE POR
GRUPO

A

; \

< /—/ \ /\ —— CONTROL+
4 / y \ —— TCVACL
/ /\ \ TCVAC2

N° PARASITOS / 5 uL SANGRE

Grafica 4. Medicion de los promedios de las parasitemias de los grupos
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10.4. Xenodiagndstico

En el xenodiagndstico la proporcién de insectos alimentados al dia 60 post-alimentacion, se
encontré un porcentaje de Triatoma longipennis positivas en el grupo control positivo de
88:46 % (23/26) y grupo TcVacl 52.63 % (10/19) y en el grupo TcVac2 de 82.76% (24/29)
respectivamente (Grafica 5). EIl numero entre paréntesis refleja el nimero de triatominos
infectados del total de triatominos alimentados y que sobrevivieron hasta el dia del andlisis.

Xenodiagnostico

HCONT mTCVAC1 TCVAC2

88.46%

82.76%

Grupos

Grafica 5. Porcentaje de triatominos infectados vivos/infectados

10.5. Hallazgos anatomopatoldgicos e histopatologicos

10.5.1. Anatomopatolégico

La mortalidad durante el curso del experimento fue mas elevada en el grupo TcVacl (2/6)
mientras que los otros dos grupos no presentaron muertes prematuras, como era de esperarse los
animales del grupo control negativo no mostraron alteraciones cardiacas de ningun tipo.
Asignamos un valor subjetivo a los hallazgos a la necropsia en una escala de 0 a 10 (donde
O=normal — 10 = la anormalidad mds severa) tomando en cuenta los aspectos generales del
corazon al ser analizado.

Los animales con mayores afectaciones en fase aguda fueron los del grupo control positivo (4.25)
seguido de los grupos TcVacl y TcVac2 con 3.5 y 3.33 respectivamente, en su fase conica (365 post
infeccién) todos los perros tenian un corazén en forma ronda aunque los valores en términos
generales se comportaron asi; el grupo control fue el pero con 3.5, seguido del grupo TcVac2 y
finalmente el TcVacl con 2.41 y 2.08 respectivamente. De manera global el grupo control positivo
presento la mas alta calificacion (mads dafio) seguida de TcVac2y de TcVacl respectivamente.
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Anadlisis anatomopatolégico

Control positivo TcVacl TcVac2
Perro 1 4.75 2.25 2.5
Perro 2 2.75 2 4
Perro 3 2.5 2 3.5
Perro 4 5.25 2.75 2.5
Perro 5 3.75 5.75 1.75
Perro 6 4.25 1.25 3
Promedio de grupo 3.87 2.66 2.87
Promedio fase aguda 4.25 3.5 3.33
Promedio fase crénica 3.5 2.08 2.41

Tabla 8. “Calificacion final del andlisis anatomopatolégico (se evaluaron aspectos generales de la condicion del corazén)”

Figura 6. “Aspectos anatomopatolégicos de corazones observados en la necropsia”
En la figura se muestra los corazones de perros a) control-, b) control+ c) TcVacl y c) TcVac2 en
fase aguda. La flecha negra indica dilatacién del ventriculo derecho y también se puede observa la
forma del corazén redonda, en c) la flecha también indica manchas blanquecinas. e) control-, f)
control+ g) TcVacl y h) TcVac2 en fase crdnica. Las flechas negras indican hemorragias, en g son
mas evidentes aunque mas localizadas, mientras que en f las hemorragias estan mas diseminadas,
finalmente en h ademas muestra una pequefia distencién en ventriculo derecho.

10.5.2. Histopatoldgico

En los estudios histopatoldgicos del grupo control positivo se observd la presencia en el epicardio
infiltracidn mononuclear moderada con distribucion multifocal y zonal, con presencia de pequefias
areas de hemorragia. En el miocardio se aprecié fuerte infiltracién multifocal y zonal de células
mononucleares, donde prevalecen los macrdfagos y linfocitos. También se encontraron multiples

focos de necrosis coagulativa acompafiados de infiltracion de células mononucleares y en algunos
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casos hay pocos focos de necrosis con infiltrado de polimorfonucleares (neutrdfilos). En
endocardio se aprecia endocarditis mural multifocal, las células que infiltran son
fundamentalmente células mononucleares. El grado de infiltracion mononuclear, es de ligera a
moderada en el ventriculo izquierdo, moderada en el septo interventricular y de moderada a
severa en el ventriculo derecho. Fundamentalmente en el ventriculo derecho se aprecié
plegamiento de moderado a severo en fibras miocardicas. El corazén de los perros tratados con
TcVacl y TcVac2, mostraron en epicardio infiltracion mononuclear moderada con distribucion
multifocal y zonal, con presencia de dreas de hemorragia. En el miocardio se aprecié severa
infiltracién multifocal y zonal de células mononucleares, donde prevalecen los macrdéfagos y
linfocitos. Se observaron mayor nimero de focos de necrosis con infiltrado de polimorfonucleares
(neutrdfilos) y presencia de abundantes detritus celulares. En endocardio se aprecia endocarditis
multifocal, las células que infiltran son fundamentalmente células mononucleares. El grado de
infiltracién mononuclear es moderado en el ventriculo izquierdo y en el septo, y de moderada a
severa en el ventriculo derecho. En el ventriculo derecho se aprecié plegamiento leve a moderado

de fibras miocardicas.

Figura 7. “Hallazgos histopatoldgicos en fase aguda”
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Corte transversal en las tres diferentes camaras del corazén; a) ventriculo izquierdo Control-, al)
Septo ventricular control-, a2) ventriculo derecho control-; b) ventriculo izquierdo Control+, bl)
Septo ventricular control+, b2) ventriculo derecho Control+; c) ventriculo izquierdo de TcVacl, cl)
Septo ventricular de TcVacl, c2) ventriculo derecho de TcVacl; d) ventriculo izquierdo de TcVac2,
d1) Septo ventricular de TcVac2, d2) ventriculo derecho de TcVac2 . Tefidas con H&E, secciones de
5 um de didmetro. Las flechas muestran los nidos, necrosis o infiltracion, fase aguda.

Después de un afio pos- infeccion en el corazén de los perros control+ seguian observando en
epicardio infiltracidn mononuclear moderada con distribucion multizonal. En el miocardio se
aprecié una moderada infiltracion multifocal y zonal de células mononucleares, donde prevalecen
los macréfagos y linfocitos. También hay presencia de pocos focos de necrosis activa
acompafiados de infiltracidon de células mononucleares. El grado de infiltracion mononuclear, es
de leve a moderada en el ventriculo izquierdo, leve a moderada en el septo interventricular y de
moderada en el ventriculo derecho. Fundamentalmente en el ventriculo derecho se aprecid
plegamiento leve de fibras miocardicas. En endocardio se aprecia endocarditis multifocal, las
células que infiltran son fundamentalmente células mononucleares.

Por otro lado, en ambos tratamientos TcVacl y TcVac2, presentaron en epicardio infiltracion
mononuclear leve con distribucion multifocal. En el miocardio se aprecidé leve infiltracion
multifocal y zonal de células mononucleares, donde prevalecen los macréfagos y linfocitos,
ademas se encontraron células plasmaticas. Se observaron menor nimero de focos de necrosis
activa con infiltrado de polimorfonucleares neutréfilos y presencia de detritus celulares. En
endocardio se aprecia endocarditis multifocal, las células que infiltran son fundamentalmente
células mononucleares. El grado de infiltracién mononuclear es leve a moderada en el ventriculo
izquierdo, leve en el septo y en el ventriculo derecho.
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Figura 8. “Hallazgos histopatoldgicos en fase cronica

Corte transversal en las tres diferentes cdmaras del corazén; a) ventriculo izquierdo Control-, al)
Septo ventricular control-, a2) ventriculo derecho control-; b) ventriculo izquierdo Control+, b1)
Septo ventricular control+, b2) ventriculo derecho Control+; c) ventriculo izquierdo de TcVacl, cl)
Septo ventricular de TcVacl, c2) ventriculo derecho de TcVacl;d) ventriculo izquierdo de TcVac2,
d1) Septo ventricular de TcVac2, d2) ventriculo derecho de TcVac2. Tefiidas con H&E, secciones de
5 um de didmetro. Las flechas blancas muestran la necrosis/infiltracion de células mononucleares,
fase crénica.
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Abstract

Twenty-one mongrel dogs were immmmzed with TcWac? vaccine Dogs were
observed daily for general physical condition, at weekly intervals for climical
condition, and at 2-week intervals for cardiac fimction, monitored by
electrocardiography. Sera samples were obtamed before each mmmumization and at
two-week intervals thereafter. Two-weeks after the last immumization, dogs were
challenged intrapenitonelally with culture-derived T. cruzi, Syphao X10/4 strain (3500
trypomastigotes kg body weight). Four experimental dog groups were formed:
Negative control group (no vaccine, no challenge infection; n=3), positive control
group (Vector only, challenge infection; n=6), TeVacl group (DNA prime and DNA
boost vaccine plus challenge infection; n=6) and TcVac2 group (DNA prime protein
boost plus challenge infection; n=6). Dogs were immunized with DNA (200 pg of
each plasmid DNA/dog) and or recombinant protein (rProteim) (200 pg of each
1Protein/dog). Sera samples were analyzed for IgM and IgG by using the Chagas
diagnostic kits for ELISA parasitennia was evaluated by microscopy beginming day 5
pL on altemate days up to 50 dpi and at two-week intervals thereafter.
Anatomopathologic studies and histopathologic studies of the heart were conducted
m all amimals after death DNA-prime/recombmant protemn-boost vaccmation in
experimentally T. cruzi infected dogs induces a moderate level of protection because
this vaccine is able to reduce parasitemia and cardiac tissue parasite burden, as well

as reduce heart tfissme damaged evaluated throwgh electrocardiography and
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postmortem studies.

Keywods: TcWVac?, Dna-prime/protemn Boost vaceine, dog T cruzi

Introduction

Irypanosoma cruzi, a protozoan of the trypanoscmatidae family, is the eticlogical
agent of Chagas disease, and has been responsible for thousands of human deaths in
Latin American countries in the last decades, despite huge intemational efforts to
reduce the prevalence through vector comtrol. Unforhmately reemergence of the
disease has been reported m some areas of South Amenca [1-3]. Official data
estimates that more than 10 million people are infected with this parasite and that 25
million pecple are at msk of infection [1). This parasite is transmutted by blood
sucking Reduvind, an insect known as kissing bug, endemuc of the Amencas. Infected
people can be treated reasonably effectively with benzmidazole or mifirtimox during
the acute phase of infection, and much less effectively as the infection develops
towards the chromc stage [1]. In the vast majonty of patients the acute phase of the
disease goes unperceived by not being recognized, due to the scarcity or absence of
climical manifestations (immune response depression promoted by the parasites, to
facilitate their imvasion and reproduction) [4,5]. Vaccines could help to prevent

infection. Unfortunately no effective vaccine has been developed up to date.

In previous studies, owr group has identified potential vaccine candidates (TcGl,

TeG2 and TeG4) by computational screening of T. cruz sequence database. These

hitp-lfmc_manuscriptcentral.comivetrec

Page 4 of 34

49



Page 5 of 34

[ =1 = R TN

76

7

78

9

BO

81

BZ

83

B4

B

B6

B7

BE

B9

90

91

92

93

94

95

96

Veterinary Record

are phylogenetically conserved in climically important strains of T. cruzi and
expressed i the infective and intracellular stages of the parasite [6]. When delivered
as a plasmid DNA (pCDNA3 . TcGl, pCDNA3 . TeG2 and pCDNA3 TeG4) vaccine in
mice, these antigens elicited a significant trypanoclytic antibody and Thl cytokine
(IFN <) response, a property associated with immome control of T. cruzi [7]. Then we
tested the efficacy of this multicomponent DNA vaccine in dogs and found that after
challenge with a pathogenic strain of T cruzi, also a Thl type Immune response was
mduced. However the immmume response elicited by this vaceme in dogs was non-
protective, probably due to an immmme cytolytic over response that induced damage
to cardiac tissue, after experimental infection with Sylvie X10/4 strain [8].

Several investigators have reported that a stromg Iytic antibody response, cytotoxic T
lymphocytes activity, and Thl cytokines are necessary to elicit a protective imnmumne
mechamsm agamst T. cruzi [9-13]. It has been documented that DNA vaccines are a
good option for pnming the immmme system, however it has been observed that in
large animal models, even after several boost doses, that DINA vaccines are unable to
trigger a protective humoral response but that if a protem boost is given after DNA
prime vaccine, the lnmoral response in greatly enhanced and protection is sensitively
mproved [14,15].  TcVael is a DNA vaccine, compnsed of three antigens
expressing plasmids (TeG1, TeG2 and TeG4) plus two genetic adjuvants (GM-CSF
and I1.12) admmistered i four repeated doses two weeks apart, and we found the

same type of response frequently reported for DNA only vaccines in large amimal

hitp-lfmc_manuscriptcentral.comivetrec

50



[ =1 = R TN

97

98

99

100

10

102

103

104

105

106

107

108

109

110

111

112

113

114

115

116

117

Veterinary Record

models. Therefore, we hypothesized that if the vaccine should induce a more balance
Thl-Th? immumne response, to optimize the protective response and prevent
cardiomiocytes inmmmogenic damage after mfection and mvestigated the protective
efficacy of a multicomponent DNA-prime/protein-boost vaccine (TcVac)
constituted of the selected candidates (TcG1, TeG2 and TeG4) and cytokine (IL-12
and GM-CSF) expression plasmids in a murine model [16]. As expected, TcVac2
mnduced a strong antigen-specific antibody response (IgG2b=IgG1) and a moderate
level of lymphocyte proliferation in mice. Upon challenge infection with a pathogenic
strain of T. cruz, TeVac2-vaccinated mice expanded the IgG2b/IgGl antibodies and
elicited a substantial CD8+ T cell response associated with type 1 cytokines (IFN-y
and TWNF-o) that resulted in control of acute parasite burden and durmg chrome
phase, antibody response persisted, splemic activation of CD8+ T cells and IFN-
#TNF-a cytokines subsided, and IL-4TL-10 cytokines became domunant in
vaccinated muce. The tissue parasitism, inflammation, and fibrosis m heart and
skeletal mmsele of TeWVac2-vaccinated chronic mice were undetectable by histological
techmiques [16). To test if TcWac? elicits an equivalent immume response in a large
animal model we decided immumizing dogs with DNA-prime/Protein-boost strategy,
and to examine the efficacy of this vaccine to elicit antigen-and parasite-specific
antibody and T cell mmumty, and determime if vaccination with TeWVac? modulates
the host towards balanced protective type | and type 2 immume response upon T.

crezi infection We also examined the efficacy of TcWVacl m confrolling acute
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parasitemia and preventing clinical severity of chronic disease.

Materials and Methods

This experiment aimed to study the protective capacity and the immume response
elicited by TcVac? compared to TcWacl.

Animals

Twentyone mongrel dogs (3—4 months cld, 11 males and 10 female) were acquired
locally and kept at the animal facility at the UAEM Research Center until they were
mncloded in experiment, at eight months of age (8-12 kg body weight). Dogs were
confirned free of T. cruz infection by serclogical evaluation of anti-T. cruzm
antibodies using an indirect haemaglutmation assay (THA) and enzyme-lmked
imnmmosorbent assay (ELISA) [17,18]. Before inclusion in expenmental studies,
dogs were treated with anti-helminthes and vaceimes against regional infectiouns
diseases (canine distemper, parvovirus infection, canine hepatitis. leptospirosis, and
rabies). All dogs received water ad hibitum, and commercial dog food fed twice a day
according to their age and development requirements. Experimental protocols were
conducted under the technical specifications for the production, care, and use of lab
amimals from the Norma Official Mexicana [19], and the Council for Intemational
Organizations of Medical Science [19,20]. The research protocol was submitted and
approved by the Laboratory Animal Care Commuttee at the Umniversidad Nacional

Automoma de México.
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Antigen expression plasmid and recombinant proteins

Sequences for TeGl, TeG2 and TeG4 have previously been submutted to Genbank
(AYT27914, AYT27913, and AY 727917, respectively). TeGl is 76% 1dentical to the
Leishmamia donovan 23-kDa cell surface protein. TeGl, TeG2 and TeG4 have been
1dentified n CL Bremner sequence database, and exiubit 99-100% homeology to
XM 206323 and XM 816308, respectively [7]. Genes encoding TeGl, TeG2 and
TeG3 T. cruzni antigens were cloned in eukaryotic expression plasmids
(pCDNA3 TeGl, pCDNA3TeG? and pCDNA3.TcG4) [6] and dog cytokines
expression plasmid (TL-12 and GM-CSF) were a kind gift from Dr. Peter Melby [21].
For DNA vaccines, all recombimant plasmids were transformed into E. coll DH3-a
competent cells, grown in LB-broth contaming 100 mg/ml] ampicilling and punfied by
anion exchange chromatography using the Qiagen maxi prep kit (Qiagen
Chatsworth, CA) according to the mamufacturer’s specifications. Fecombinant
protems for vaccination were produced as previously described [16], briefly: cDNAs
for TeGGl, TeGG2, and TeG4 were cloned m pET-22b plasmid (Novagen, Gibbstown,
NI such that the encoded proteins were in-frame with a C-terminal His5-tag. For the
punification of recombinant proteins, plasmids were transformed m BL21 (DE3)
pLysS competent cells (Invitrogen, Carlsbad CA) and recombinant proteins purified
using the poly-histidine fusion peptide-metal chelation chromatography system
(Novagen). After purification, proteins were exchanged out of elution buffer by
dialysis, and we validated that LPS contamination in the proteins was, 1.0 EU/ml
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determined by toxin sensor limmlus amebocyte lysate (LAL) assay kit (Genscript,
USA Inc). All cloned sequences were confirmed by restmction digestion and

sequencing at the Recombinant DNA Core Facility at UTMB.

Immunization and challenge infection

Dogs were observed daily for general physical condition, at weekly intervals for
climcal condition, and at 2-week imtervals for cardiac fimetion, monitored by
electrocardiography. Sera samples were obtained before each immumization and at
two-week intervals thereafter. Two-weeks after the last immumization, dogs were
challenged with culture-denived T. cruzi, Syhie X10/4 stram (3500 trypomastgotes
kg body weight, intraperitoneal). The selected dose of the parasites was sufficient to
weeks post-infection [18]). After challenge infection, in addifion to sera samples,
blood samples for parasitemia diagmostics were collected beginning day 5 pi, on
altemate days up to 50 dpi and at two-week intervals thereafter.

Four expenimental dog groups were formed: Negative control group (no vaccine, no
challenge mfection; n=3), positive confrol group (Ne vaccine, challenge infection;
=6}, TeWVacl group (DNA prime and DNA boost vaccine plus challenge infection;
=) and TcVac? group (DNA prime protein boost plus challenge infection; n=86).
Dogs were mmumized with a total volume of 1 ml of plasoud DNA (200 pg of each

plasmid DNA/dog) or recombinant protein (rProtein) (200 pg of each rProtein/dog)
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divided into intramuscular (0.9 ml} and intradermic (0.1 ml} applications. Each
vaccinated dog had four vaccine doses, either four of DNA (TcVacl) or two of DNA
and two of proteins (TcVac2). In this experiment all DNA vacenes meluded DNA
adjuvants (IL-12 and GM-CSF expression plasmids) at the same dose as all other

plasmids and rProtein vaccine included 50 micrograms of saponin as adjuvant.

Parasites.

Trypanosoma cruzi (Sylvie-X10/4) was purchased from Amenican Tissue Culture
Collection Trypomastigotes were maintained and propagated by continuous in vitro
passage in NIH3T3 monolayer cells at 37°C, 5% CO2 mm DMEM media (pH 6.8)

supplemented with 2% FBS, 30 pg/ml ampicillm and 0.1 mgml pymuvate
(Gibeo/Invitrogen, Grand Island, NY).

Parasitological measures

We measured blood parasiterna using hemacytometer counts of 5 pl blood mixed
with equal volume of ACK red blood cell lysis buffer. Xenodiagnostic analysis was
performed as previously described [22—24]. Brnefly, stage 4 naive tmatomime (T.
pallidipenis) nymphs (6 per dog) were fed on vaccinated and control dogs on day 30
and day 60 pi. Fecal samples were collected from tnatomines at day 60 after feeding,
and analyzed by light microscopy to detect epimashigote and metacychic
trypomastigotes. At least 10 microscopic fields were analyzed for each fecal sample,

and triatomines were considered T. cruzi positive when =1 parasites were detectad.
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Serology

Blood samples were obtained by venopuncture of the cephalic ven, and immediately
processed to separate sera, using standard methods [17,18]. Sera samples (1:100
dilution)) were analyzed for IsM and IgG by using the Chagas diagnostic kits for
peroxidase (HEP)-labeled anti-buman-IzG in ELISA kit was replaced with HEP-
conjugated goat-anti-dog IgM- or IgG-specific secondary amtibody (Bethyl
Laboratomies, cmdad) and antibody response was momnitored at 430 nm using an
Epoch. microplate reader (Epoch, Biotek) [17.18]. Sera samples from chromically
infected dogs with confirmed T. emzi infeetion and from healthy domestic dogs were
used as positive and negative controls, respectively. To amalyze the impact of
vaccines, as well as parasite challenge on antibody levels, we measured the change of
antibody titer from day zero to day of challenge to day of amimal death.

Electrocardiography

Changes in cardiac rhythm and conduction in all dogs was monitored before inclusion
in the study, and after challenge mnfection. at 2-week intervals up to 8-weeks and at
monthly intervals thereafter, in surviving dogs. We used electrocardiograph (Stylus,
EE-8. USA) setting at 120 V. 60 Hertz, 20 amps. and 25 Watt in all expenments. 5ix
leads of the electrocardiogram were considered at 25 mm/sec at 1-mV, standardized

to 1 cm for the present study.
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Necropsy and histological studies

Necropsy was performed the day animals died due to mfection or after hmmamitanan
sacrifice at day 60 (acute phase) and day 365-pi (chronic phase). Dogs were sedated
with xylazine (1-3 mgkg body weight) and then enthamized according to the Norma
Official Mexicana [19,20], using protocols approved by the Laboratory Animal Care
Committee at the Universidad Nacional Autonoma de Mexico. A macroscopic and
microscopic analysis of affected organs was performed Postmortem studies were
conducted using standard protocols with emphasis on macroscopic findings related to
Chagas disease in heart tissue [17]. For histological amalysis, tissue samples were
fized in 10°% buffered formaln for 24 b, dehydrated i absolute ethanol, cleared in
xylene, and embedded in paraffin. Tissue sections (5-pum thick) were stained with
hematoxylin-ecsin, and evaluated by light microscopy at 100x and 400z Tissues
were scored 0 to 4 in blind studies, according to the extent of mflammation and tissue

damage from normal to total wall involvement [17,18,25].

Statistical analysis

Data are expressed as means + 5D, and derived from duplicate experiments (n=6
animals/group/experiment) with at least duplicate observations per sample. Results
were analyzed for significant differences using ANOVA procedures and Student’s t-
tests. The level of significamce was accepted at *P= 0.05 (vaccmated versus non-

vaccinated).
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Results

Parasitemia

Control and TeWVael groups showed a relatively high level of parasitermia while
TcVac? remains throughout the acute phase of the disease with barely detecl
paraitemias. Also TcVac? showed the shortest period of parasitemia (days 26 — 36 pi)
while TeVacl parasiternias lasted from day 16 to 36 and the contrel group from day

22 to 44 (Table 1A).

ELISA

The development of antibody response induced by the vaccnes and infection was
determined by enzyme linked mmwmmumoscrbent assay (ELISA). We measured the
change Im immumoglobuling every other week flom day cero (previous to
imnmmization) to the day of death either caused by infection or euthanasia. All dogs
were seronegative before vaccination was imitiated The T. cuzi-specific Ighd
response was not detected in sera of the animals from any group during the
imnmmization period. After challenge discrete changes m IsM were observed m all
challenged groups. IzM antibodies is shown in Figure 1, no differences among groups
were observed. Negative control, as expected, had no antbody level changes
throughout the expeniment No changes in total IgG antibody levels we observed n
any group in the vaccination period. Total IgG levels increased considerably after

challenge infection in the three groups, however no differences were observed among

hitp-lfmc_manuscriptcentral.comivetrec

58



[ =1 = R TN

239

260

261

262

263

264

265

266

267

268

269

270

271

272

273

274

275

276

277

278

279

Veterinary Record

14

groups (Figure 1.

Electrocardiography

Nommal electrocardiographic readings were noted in all dogs included in the study,
before and after immumization Electrocardiograms were graded with a subjective
value (0 = npormal — 10 = severe abnormality). After challenge infection
vaccinated/mfected and non-vaccinated! mfected dogs exhibited no cardiac
alterations up to 30 dpi, except for two dogs from group Tc'WVacl who died on 36 and
42 dpi and who had developed cardiac conditions graded as 7 and 8 respectively.
Average grading for groups at day 60 was; for negative control group 0, for TcVac2
group 4. for TeVacl group 4.3 and for control group 6 (Table 1B). Included among
electrocardiographic alterations were seen reduced P-E interval, reduced or increased
E wave voltage, amis rotated to the nght 5-T segment line elevation from the
isoelectric line (0.2 mV), long QT segment. J wave elevation, and simus tachycardia
with presumed diagnostic of myocarditis, pencarditis, and ligh degree of
myocardiocyte necrosis. Two vaccinated/mfected dogs died on days 36 and 42 pi,
respectively, due to high electnical conductance problems and arhythmia
Additionally to the two death dogs. TcVacl group has one more dog with a eritical
heart condition by day 60, and the remaining ammals had electrocardiographically
normal hearts. From group TeWVac2 two dogs were graded as critical condition and
from the remaining animals 2 were only slightly affected and two were practically

normal.  Of control group four dogs were n cotical condition and the two remaming
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animals were electrocardiographically normal.

Necropsy and histological studies

Mortality was highest for Te'Vael group (2/6) while no amimals died from the other
groups. As expected. animals from the negative contrel group showed normal hearts
at necropsy. In imfected animals anatomo-pathological analysis of the heart
performed at day 60 pi. showed dilated cardiomyopathy (bi-ventricular dilation) and
focal, zonal and diffused myocarditis with different degrees of intensity in vaccinated
dogs as well as in dogs injected with vector alone. We gave histopathology and
necropsies a subjective value (0 = normal — 10 = most severe abnormalities) to each
heart considering its general aspect. Most affected animals in histopathology were
those from the vector alone group (4.6) followed by TcVac2 (3.7) and the least
affected group was TcWVacl group (2.8) (Table 1B and Figures 2A and 2B)
Anotomopathological evaluation showed that animals from the vector only averaged
the worst condition (4.25) while vaccinated dogs had 3.3, and 3.3 average values for
TeVac? and TeWVacl groups, respectively (Table 1B and figure 3). Amastigote nests
were more frequently found in amimals from the control group than n the other two
groups, whose parasite load was half the values found in the animals from the control

group (Table 1B and figure 3).

At one-year post-challenge infection, all dogs had round shaped hearts But the
general aspect value of the hearts was worst for the TcWael (2.6) and control groups
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(2.6), and the least affected hearts were those of the group TcWVac? (2.4). Main
histopathological in heart tissue at one year of infection were mononuclear cell
mfiltrates, necrosis and amastigotes nest Infilirations affected more severely to
TcVacl (2.6) and Control (2.6) groups and the least affected was group TcVac2 (2.4).

No differences were found among infected groups in necrotic cardiomyocites.

Discussion

Tryopanosoma cruzi, the causative eticlogic agent of Chagas disease, is endemic of
Latin America and southemn regions of the United States. Official data estimates that
more than 10 million people are infected with this parasite and that 25 nmllion people
are at risk of fection Treatment and prevention of this disease has been very
difficult because on one hand therapeutic dmgs are not completely safe and are not
completely effective there are not effective vaccines, and pesticides, who have
played an important role in vector control, have not been able to completely eradicate
the vector from endemic areas and there are reports of re-emergency of triatomines in
areas that were though to be under control [1]. Chagas disease prevalence is higher in
pauperized populations, where dogs are one of the most important reservoirs for
human infection in the domestic eyele. Dogs are naturally infected because they prey
on and are preyed by mnfected tnatomines and therefore mamtain active the parasite
[26]. It has been reported that a reduction in prevalence of infected dogs
significantly reduces the nisk of human infection [27]. Therefore, it is mmportant to

search for additional methods to prevent infection and to block parasite transmission.
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Vaccines could be important tools to accomplish this target, and therefore the aim of
the present study was to test a vaccine candidate in a dog model to find out if it is
possible to prevent active infection in expenimentally infected dogs and aof it is
possible to block parasite transmission.

Durng the last two decades there has been a huge effort m the development of a
vaccine aiming to prevent T. crozi infection (Teferencias de vacunas contra T cruzi),
however even if promising results have been reported there are shll no vaccines
commercially available, because no vaccime has been found to induce stemle
immmmity. Our group has cloned in expression vectors a set of T. cruzi genes (TeGl,
TeG2 and TeG4) that have been testing as vaccine candidates, first as recombinant
protein and later as DNA vaccine. TeGl, TeG2 and TcG4 encoded antigens are
expressed in plasma membrane of the mammalian stages of T. cruz (rypomastigote
and amastigote) and elicited significant levels of anti-parasite lytic antibody response
i mice. A dominant IgG2b/IgGl antibedy response was mamtamed after a challenge
infection and was associated with 30 to 90% control of the acute-phase tissue parasite
burden and an almost imdetectable level of tissue parasites dunng the chronic phase,
as determined by a sensiive T. cruzi 185 ENA gene-specific real-time PCR
approach [6,7]. Next we tested a DNA vaccine (TcVacl) constituted of antigen-
encoding plasmuds (pCDNA3 TeGl, pCDNA3 TeG2 and pCDNA3 TeG4) and IL-
12- and GMCSF-expression plasmids, as described in the previous study [7]. In that
study we reported TcVacl elicited parasite-and antigen-specific IsM and IgG
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(IgG2IgG1) respomses. Upon challenge imfection TcVacl-vaccinated dogs, as
compared to non-vaccinated controls dogs, responded to T. cruzi with a mapid
expansion of antibody response, moderately enhanced CD8+ T cell proliferation and
IFN-c production, and suppression of phagocytes” activity evidenced by decreased
myeloperoxidase and nitrite levels. Subsequently, vaccinated dogs controlled the
acute parasitemia by day 37 p1 (44 dpi in non-vaccinated dogs), and exhubited a
moderate decline in mfectivity to toatomines. TcVacl-immmumized dogs did not
control the myocardial parasite burden and electrocardiographic and histopatholgic
cardiac alterations that are the hallmarks of acute Chagas disease. Duning the chromie
stage, TcWVacl- vaccinated dogs exhibited a moderate decline in cardiac alterations
determined by EKG and anatomo-‘histo-pathological amalysis while chromically-
mfected/'non-vaccimated dogs contimmed to exhibit severe EEG alteratioms [2].
However, TcVacl was not able to produce sterile immumity, and therefore further
studies were considered necessary. TeVacl was designed as DINA-pnme/DNA-boost

VACCIne.

The DNA delivery system, used in that study, 15 known to drve a low level of antigen
expression. Several investigators have reported that needle delivery of DNA vaccines
mn muscle nduce low Immume response in large animals and homans, even when
1000-fold lugher doses of DNA than those proved to be effective n rodents were
given [28]. Other DNA vaccine delivery systems such as gene gun (biolistic gumn)

[29,30], adenovirus or vaccimia virus delivery vectors [31], replicating attenuated
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strains of intracellular microorganisms, such as Salmonella [32] have shown
promising results in eliciting antigen expression Additionally, heterologous DNA-
prime/protein-boost approaches are noted to be more effective in eliciting stromger,
long-term immumity against infracellular pathogens. DNA vaccine elicits a robust T
cell response that is able to pnime antigen-specific memory B cells, which can be
boosted by a protein in order to improve the protective imnmme respense [14,15 33—
33]. Therefore, in the following studies owr group focused on this system and
performed a protocol with this approach in mice model. TcWVac2 (pCDNA3 TeGl,
pCDNA3 TeG2 and pCDNA3 . TeG4 and I1L- 12- and GMCSF-expression plasmuds /
TeGl, TeGG2 and TeG4 recombinant proteins plus saponin as adjuvant) induced a
strong antigen-specific antibody respomse (IgGXb/IgGl) and a moderate level of
lymphocyte proliferation Upen challenge infecton, TeWVac2-vaccinated mice
expanded the IgG2b/IgG] antibodies and elicited a substantial CD&+ T cell response
associated with type 1 cytokmes (IFN-y and TNF-c) that resulted in control of acute
parasite burden. During chronic phase, antibody response persisted. splenic activation
of CD8+ T cells and IFN-y /TNF-zx cytokines subsided, and IL-4/TL-10 cytokines
became dominant in vaccinated mice. The tissue parasitism, inflammation and
fibrosis in heart and skeletal muscle of TcWVacl-vaccinated chromic mice were
undetectable by histological techmiques. In comparison, mice injected with vector or
cytokines only responded to T. cruzi by elicitation of a mixed (type li'type 2)
antibody, T cell and cytokine response, and exhibited persistent parasite burden and
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immunopathology n the myocardium [16].

In the present study we studied TcVac? vaccine strategy in a canine model. We found
that TcVac2 induced a low level of IgG antibodies in the immmmization period and
that after challenge infection this antibody increased rapidly but it was not different
than the conirol groups (TeWVacl and Vector only). However, here we report a
reduction in the lapse of parasitemia as well as a significant reduction in parasite
burden in blood and heart tissue, and a reduction in heart tissue damage in TcWVac2
immumized infected amimals. The type of immime response elicited may explain these
results. The IzG antibody isotypes have been reported to affect the level of protection
induced by the immume system during T ez infection in dogs. Guedes et al. (2008)
reported that in experimentally infected dogs that animals presenting cardiomegaly
showed a lower or absent levels of IgGl dunng the chronic phase of infection in
contrast to those that did not showed an increase in heart weight In mice models,
Dhimonteil et al., (2004) reported that after vaccination with a therapeutic DNA
vaccine, reorientation and'or potentiation of the immume response from a non-
protective Th? response to a protective Thl response could be respomsible for an
improved survival of experimentally infected animals and Gupta and Garg (2010)
reported that IeG2b/IzgG1 ratio =1 (Thl type response), when testing TcVac2 vaccine
In mice, was associated to the control of the parasite burden and the level of damage
n cardiac tissue during the acute phase of infection n mice. Gupta and Garg also

found that control amimals had a more balanced Thl/Th? immmwme response that
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resulted non-protective. However, it is necessary to consider that the Thl response
can also be harmful if it 15 persistent, since Socares et al. (2001) found in murine
model that L4 knockout ammals had a strong Thl biased immune response that
resulted i the comfrol of accute T. crizi infection parasite burden, but induced an
exacerbated inflammation in their hearts. Here we report that TcVacl (DNA-
pnmeDNA boost) immunized and infected dogs had an exacerbated monomuclear
mfiltration in infected dogs, which is likely associated to an extremely biased Thl

type iImmune response.

In agreement with the observed lower parasitennia and lower heart parasite load in
TeVac? immumized animals in comparison with control animals, we observed that the
hearts of TcWVac? immunized animals had fewer heart electric conductivity problems
and less infection associated damage of heart tissue. Other studies have found similar
results. Rodnguez-Morales et al, (2012) reported that immumizmg with pBCSP
plasmid avoided heart rate increases in both stages of the infection and prevented
severe heart conduction abnormalities such as myocardial infarction, second-degree

AV block or left BBE.

We conclude that DNA-prme'tecombinant protein-boost vaccination in
expermmentally T. cruzi infected dogs induces a moderate level of protection because
this vaccine is able to reduce parasitemia and cardiac tissue parasite burden. as well
as reduce heart tisspe damaged evaluated throwgh electrocardiography and

postmortem stondies. Further studies should be conducted m order to more accurately
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determine the type of immune response elicited in dogs by the TeWVac2 immumization

protocol.
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Table 1A. Blood Parasitemia Parasite counts were determined reading 1000
microscopic fields at 4030 in 5 pl of fresh blood, every other day from day 5 until day

50 pi Each +=1-2 trypomastigotes.

Table 1B: Numeric scale of electrocardiograms, histological and morphological
analysis of infected dogs with or without previous immunization. Values
represent the condition that each dog had at the time of analysis in a subjective scale
0-10 where O—normal and 10=most severe abmormality. Numbers with in each
treatment (Vector only, TeVacl, TcWVac2) are ordered from left to right as indicated
in the top of the table. Dogs 1-3 either died as consequence of infection (day 36% or
42+}mmkﬂ]edat60pmthfecﬁmmddug4—6wemkﬂledl}tﬂpmtiuﬁcﬁm
Electrocardiograms represent the last value taken before death and were estimated by
the degree of electric comductivity abmormalities associated to cardiac diseases.
Morphological evaluations were performed during necropsy the day of death and
considered the general aspect of the heart (presence of white spoting, hemorrhages,
dilatation of chambers and organ consistency and shape). Histological evaluation was
estimated after micToscopic analysis of 30 fields (400 X)) from 5pm thick heart tissne
section shdes, stained with Hematoxylin-Eosine. Shides were prepared from the wall
of each chamber and the septum from each animal. Parameters considered to assign
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the values, were the average of the degree of necrosiz or fibrosis, monomclear
mnfiltration and mumber of amastigotes nests found in evaluated fields from each dog

at the time of death.

Figure 1. IgG and IgM antibody levels after experimental challenge infection.
Diogs were vaccinated with vector only, TeWacl or TeVac2, and sera were collected
two weeks until day 60 pi (only post infection results are shown). An ELISA was
performed to monitor the sera levels (1:50 diluticn) of parasite-specific IsM and IgG.
Live pathogemic straim of T. crazi (Syplvie X10/4), was determined using recombinant
antigens. Data are presented as mean 6 SD (*p,0.03, vaccinated versus non-
vaccinated, n = 6 per expeniment).

Figure 2a. Histological analysis of hearts 60 days post infection. Dogs were
vaccinated, and challenged with T. cruzi. Heart tissue sections (5-uM) from left
ventricle, septum, and right ventricle were obtained at 60 days post- infection (acute
phase), and stained with hematoxylin-eosin. Shown are representative micrographs of
negative control (a), Vector only (b) and TeVac2 (c). Columms of images rom left to

right show sections of the walls of right ventricle, left ventricle and septum. Arrows
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show amastigote nests, lymphocyte infilration, and cardiomyocytes destruction or

DECTOSIS.

Figure 2B. Histological analysis of hearts one year post post infection.
Dogs were vaccinated, and challenged with T. cruzi. Heart tissue sections (3-pb)
from left ventricle, septum, and nght ventricle were obtaimed one year post-mfection
(Chromic phase), and staned with hematoxylin-eosin Shown are representative
micrographs of negative control (), Vector only (b) and TcWVac2 (c). Columms of
images rom left to night show sections of the walls of nght veniricle, left ventricle and
septum. In Vector only armows show focal Iymphocyte infiltration, In TeVac2 arrows

show diffise lymphocyte infiltration.

Figure 3. Morphological evaluation of infected dog hearts at 60 days post
infection. Dogs were vaccinated and infected with T. cruzi as above. Shown are
representative morphologic alterations of the heart duning the acute infection phase
(60 dpi) n dogs from negative control (a), Vector only (b), TeVac21(c) and TeVac2
(d). Images of normal heart are shown for companison. Amows show right ventncle

wall thinning characteristic of ventricle dilation (in a, b, ¢ and g), pale stmated
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epicardium characteristic of necrosis produced after inflammatory response to

mfection (in ¢ and d), hemomhages (in £ g and h)
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Table 1 A
DAYS POST
INFECCION 16 18 22 M 26 28 30 32 34 36 40 42 44 46 48 50
TCVAC1 + o+ L S S S s S = = =2 = = =
TCVAC2 - - - -+ + + + + 4+ N
Control positive - - + + - - + + L L e
Control negative 0 O o o0 a0 i] a a o a o o0 0 0 OO O
Table 1B
Histopathological f Morphological / Electrocardiographical evaluations
Vector only TcVacl TeWac2

Dog 1 45 48 90 20 23 70 i3 25 70

Dog 2 53 28 90 40 20 00 40 40 40

Dog 3 2.6 25 9.0 26 2.0 8.0 4.0 15 7.0

Dog 4 4.0 5.3 1.0 33 28 2.0 2.0 2.5 4.0

Dog 5 2.6 38 0.0 4.6 58 0.0 20 18 0.0

Dog 6 26 43 8O0 40 13 90 33 30 00

Group average 36 39 6.0 3.4 2.7 4.3 31 29 4.0

Acute average 456 43 90 42 35 50 37 33 &0

Chronic average 2.6 35 30 2.6 18 36 24 2.4 20
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12. DISCUSION

Trypanosoma cruzi es el agente etioldgico de la enfermedad de Chagas, es endémico para
Latinoamérica y zonas de la regidn sur de Estados Unidos. Datos oficiales estimas que hay 10
millones de personas infectadas y 25 millones estarian en riesgo de contraer la enfermedad. El
tratamiento y la prevenciéon de esta enfermedad han sido muy dificiles, debido por un lado a que
los farmacos utilizados para tratar la enfermedad no son ni del todo seguros ni del todo eficaces,
no hay vacuna efectiva existente al momento y tampoco pesticidas que jueguen un rol importante
en el control del vector; No ha sido completamente erradicado el vector de areas endémicas y
existen reportes de re-emergencia de triatominos en areas que se encontraban ya en control
(World Organitation Health 2012). La prevalencia de la enfermedad de Chagas es alta en
poblaciones empobrecidas, donde los perros son uno de los mdas importantes reservorios dentro
del ciclo domestico en la infeccion humana. Los perros son naturalmente infectados debido por un
lado a que los triatominos se alimentan de ellos y por otro lado a que ellos consumen triatominos
potencialmente infectados y de esa manera mantienen activo al parasito (Gurtler et al. 2007). Esta
bien documentada la reducciéon en la prevalencia de perros minimiza el riesgo de la infeccién
humana(Gurtler et al. 1997). Ademas es importante la bisqueda de métodos adicionales para
prevenir la infeccién y bloquear la transmisidon parasitaria, las vacunas pueden ser una
herramienta importante para completar esta meta, adicionalmente en el presente estudio se
probaron candidatos vacunales en modelo canino para encontrar si es posible prevenir la infeccion
activa en perros experimentalmente desafiados con el parasito y de ser asi es posible bloquear la
transmisién vectorial.

Durante las ultimas décadas ha habido grandes esfuerzos en el desarrollo de vacunas para
prevenir la infeccién de T. cruzi (Bhatia, Wen, Zacks, & Garg 2009;Bhatia & Garg 2008;Cazorla,
Frank, & Malchiodi 2009;Donnelly, Wahren, & Liu 2005;Dumonteil 2009;Garg & Bhatia 2005),
aunque los resultados son prometedores no existen al momento vacunas comercialmente
disponibles ya que no se ha podido inducir una respuesta inmune con la inocuidad necesaria.
Nuestro grupo de investigacién ha clonado en vectores de expresidon un conjunto de genes de
importancia clinica presentes de manera conservada en los diferentes formas celulares infectantes
en hospedero mamifero (tripomastigote y amastigote) de T. cruzi (TcG1, TcG2, TcG4) los cuales
han sido probados como candidatos a vacuna primeramente como proteinas recombinantes y
después como vacunas de ADN. Los antigenos TcG1l, TcG2 y TcG4 han estimulado respuestas
inmunes con niveles significativos de anticuerpos liticos anti-T. cruzi en ratones. La respuesta
dominante de anticuerpos fue IgG2b/IgG1 la cual fue mantenida después de la infeccidn (desafio)
y fue asociada con el control de la carga parasitaria en tejido durante la fase aguda en 50 a 90% y
niveles casi indetectables de parasitos en tejidos durante la fase crénica determinado por la
prueba de PCR en tiempo real con el gen 18s rRNA especifico para T. cruzi (Bhatia, Sinha, Luxon, &
Garg 2004;Bhatia & Garg 2008). El siguiente paso fue probar la vacuna de ADN (TcVacl)
constituida de plasmidos que codifican antigenos (pCDNA3.TcG1, pCDNA3.TcG2 y pCDNA3.TcG4) y
IL-12-y-GMCSF, como se describe en el estudio anterior (Bhatia & Garg 2008). En ese estudio se
informd que TcVacl provoca respuestas para parasitos y antigenos especificos de IgM e IgG
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(IgG2.1gG1). Tras la infeccién de prueba, perros vacunados TcVacl, en comparacidon con los no
vacunados (perros controles), respondié a T. cruzi con una rapida expansion de la respuesta de
anticuerpos, moderadamente mayor produccion linfocitos T CD8 + y la proliferacion de IFN-y vy la
supresion de la actividad de los fagocitos evidenciada por disminucion de mieloperoxidasa y los
niveles de nitrito. Posteriormente, los perros vacunados pudieron controlar la parasitemia aguda
en el dia 37 pi (44 dpi en perros no vacunados) y mostraron una disminucion moderada en la
infectividad de triatominos. Los perros inmunizados con TcVacl no controlaron la carga parasitaria
de miocardio y las alteraciones cardiacas, tanto electrocardiograficas como histopatolégicas que
son el sello distintivo de la enfermedad de Chagas aguda. Durante la fase crdnica, los perros
vacunados TcVacl mostraron una disminucidn moderada en alteraciones cardiacas determinadas
por electrocardiograma y andlisis anatomo e histopatoldgico mientras que los perros
cronicamente infectados y no vacunados mostraron graves alteraciones ECG (Aparicio-Burgos,
Ochoa-Garcia, Zepeda-Escobar, Gupta, Dhiman, Martinez, de Oca-Jiménez, Arreola, Barbabosa-
Pliego, & Vazquez-Chagoyan 2011). Sin embargo, TcVacl no era capaz de producir inmunidad
inocua, y por lo tanto estudios adicionales se consideraron necesarios. TcVacl fue disefiado como
vacuna DNA-prime/DNA-boost. El sistema de entrega de ADN, que se utiliza en ese estudio, se
sabe que produce un bajo nivel de expresidon de antigeno. Varios investigadores han informado de
gue la inyeccidon de vacunas de ADN en el musculo induce baja respuesta inmune en grandes
animales y en los seres humanos, incluso con 1000 veces las dosis mas altas do lo que se han
reportado que funciona en roedores (Endmann et al. 2010).

Otros sistemas de administracién de vacunas de ADN, tales como gene gun (pistola biolistica)
(Sakai et al. 2008;Weinberg et al. 2003), adenovirus o vectores de virus vaccinia (Miyahira et al.
2005b), cepas atenuadas de microorganismos, tales como Salmonella (Cazorla, Becker, Frank,
Ebensen, Sartori, Corral, Malchiodi, & Guzman 2008) han demostrado resultados prometedores en
la obtencidn de antigeno expresion. Ademas, enfoques de ADN heterdlogo como sensibilizacion y
proteina recombinante como refuerzo han mostrado ser mas eficaz en la obtencién de una
respuesta mas fuerte y con una inmunidad a largo plazo contra patdgenos intracelulares. Las
vacunas de ADN provoca una respuesta agresiva de linfocitos T que es capaz de sensibilizar a
linfocitos B de memoria a antigenos especificos al cual puede ser reforzado por una proteina
recombinante con el fin de mejorar la respuesta inmunitaria protectora (Gilbert et al. 2006;Moore
and Hill 2004;Pal et al. 2006;Scheerlinck et al. 2001;Sepulveda, Hontebeyrie, Liegeard, Mascilli, &
Norris 2000). Por lo tanto, los siguientes estudios de nuestro grupo de investigacion se centraron
en este sistema y realizé un protocolo con este enfoque en un modelo de ratones. TcVac2
pldsmidos de expresion de (pCDNA3.TcGl, pCDNA3.TcG2 y pCDNA3.TcG4 vy 12-IL -
GMCSF/proteinas recombinantes TCG1, TcG2 y TcG4 mas saponina como adyuvante) indujo una
fuerte respuesta de anticuerpos antigeno especifica (1gG2b/IgG1l) y un nivel moderado de
proliferacidn de linfocitos. Tras la infeccion de prueba, ratones vacunados TcVac2 ampliaron los
anticuerpos 1gG2b/1gG1 y provocaron una sustancial respuesta de linfocitos T CD8+ asociadas a
citocinas tipo 1 (IFN-y y TNF-a-) que dieron como resultado el control de la carga parasitaria
aguda. Durante la fase crdnica, la respuesta de anticuerpos persistieron, disminuyo la activacion
esplénica de células T CD8 + y citocinas IFN-y / TNF-a, mientras que las citocinas IL-4/IL-10 se
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convirtieron en dominante en ratones vacunados. Parasitos en tejidos, inflamacion vy fibrosis en
corazédn y musculo esquelético de ratones vacunados con TcVac2 en fases crénicas eran
indetectables por técnicas histoldgicas. En comparacion, los ratones inyectados sdlo con el vector
o citocinas respondieron anta la infeccion por T. cruzi produciendo una respuesta mixta de
anticuerpos (tipo 1/tipo 2) y exhibieron una carga parasitaria persistente e inmunopatologia en el
miocardio (Gupta & Garg 2010).

En el presente trabajo se estudié TcVac2 como estrategia de vacuna en un modelo canino. Se
encontré que TcVac2 indujo un nivel bajo de anticuerpos de IgG en el periodo de inmunizacién y
que después de la infeccién por inoculacion del pardsito este inmunoglobulina aumenté
rapidamente, pero no era diferente de los grupos de control (TcVacl y control positivo). Sin
embargo, los datos muestran una reduccidn en el periodo de la parasitemia, asi como una
reduccion significativa de la carga de pardsitos en la sangre y en el corazén, ademdas de una
reduccion en el dafio al tejido cardiaco en animales inmunizados con TcVac2 e infectados. El tipo
de respuesta inmunitaria provocada pueden explicar estos resultados. Los isotipos de anticuerpos
IgG se ha informado que afectan el nivel de proteccidn inducida por el sistema inmune durante la
infeccién por T. cruzi en perros. Guedes et al. (2008) informaron que en perros infectados
experimentalmente, los animales que presentaron cardiomegalia mostraron niveles mds bajos o
ausentes de IgG1l durante la fase crénica de la infeccidon en contraste con aquellos que no
mostraron un aumento en el tamafo del corazén. En modelo ratéon, Dumonteil et al., (2004)
informaron que después de la vacunacion con una vacuna terapéutica de ADN, la reorientaciény /
0 potenciacién de la respuesta inmune de una respuesta no protectora Th2 a una respuesta
protectora Thl podria ser responsable de una mejora de la supervivencia de los animales
infectados experimentalmente y Gupta y Garg (2010) informaron que la relacion 1gG2b/IgG1 > 1
(Th1 respuesta de tipo), cuando se prueba la vacuna TcVac2 en ratones, se asocié con el control de
la carga parasitaria y el nivel de dafio en el tejido cardiaco durante la fase aguda de la infeccién en
ratones. Gupta y Garg también encontraron que los animales control tuvieron una respuesta
inmune Th1/Th2 mas equilibrada que como resultado no protegié a los ratones. Sin embargo, es
necesario considerar que la respuesta Thl también pueden ser perjudicial si es persistente, ya
Soares et al. (2001) encontraron en modelo murino que los animales knockout IL-4 tenia una
fuerte respuesta inmune sesgada a Th1l que dio como resultado el control de carga parasitaria en
la infeccion aguda de T. cruzi, pero indujo una inflamacién exacerba en sus corazones. Con nuestro
equipo de investigacion mostramos que TcVacl (ADN sensibilizacién / DNA refuerzo) en perros
inmunizados e infectados tenian un infiltrado mononuclear exacerbado, que probablemente se
asocie a un extremadamente sesgada respuesta inmune tipo Th1.

De acuerdo con la menor parasitemia observada y menor carga de parasitos del corazén en
animales inmunizados con TcVac2 en comparacién con animales del grupo control, se observé que
los corazones de los animales inmunizados con TcVac2 tenian menos problemas de conductividad
eléctrica de corazén y menos dafio asociado infeccién del tejido cardiaco. Otros estudios han
encontrado resultados similares. Rodriguez-Morales et al., (2012) reportaron que la inmunizacidn
con plasmidos PbCSP evitaron un aumento frecuencia cardiaca en ambas etapas de la infeccién y
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evitaron graves alteraciones de la conduccién eléctrica del corazén, como infarto de miocardio, el
bloqueo atrio-ventricular de segundo grado o el bloqueo completo de rama izquierda.
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13. CONCLUSIONES

Llegamos a la conclusién de que la vacunacidn con en perros con TcVac2 (sensibilizacién de ADN y
refuerzo de proteina recombinante) e infectados experimentalmente con T. cruzi induce un nivel
moderado de proteccidn, ya que esta vacuna es capaz de reducir la parasitemia y la carga
parasitaria en el tejido cardiaco, asi como reducir el dafiado en el tejido cardiaco evaluado a través
de electrocardiografia y estudios post mortem. Los estudios adicionales deben llevarse a cabo con
el fin de determinar con mayor precision el tipo de respuesta inmune provocada en los perros por
la TcVac2 inmunizacidon protocolo.
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Anexo 1. Mapa del pldsmido pcDNA3.TcG-1, en donde se clono en el sitio de restriccion Bam
Hi/Xba I, el gen TcG-1 de 499 bp y con numero de acceso del GenBank AY727914. Disefiado on
el programa DNAMAN version 3.0 (Lynnon BioSoft. Copyright©). 1 pcDNA3. TcG-1 5982bp
CVM TcG-1 Ampicilina Col E1 Neomicina SV40 SV40BamHI Xbal Bsml Nrul 81
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Anexo 2. Mapa del plasmido pcDNA3.TcG-2, donde se clono en el sitio de restriccion Hind
Ill/Xba 1, el gen TcG-2 de 662 bp y con nimero de acceso del GenBank AY727915. Disefiado
con el programa DNAMAN version 3.0 (Lynnon BioSoft. Copyright©). 1 p cDNA3 .TcG-2 6309
bp CMV TcG- 2 SV40 Neomicina Ampicilina Col E1 SV40 Nrul Hindl Il Xbal Bgl | | Bsml 82
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Anexo 3. Mapa del plasmido pcDNA3.TcG-4, donde se clono en el sitio de restriccién Bam
Hi/Xba I, el gen TcG-4 de 276 bp y con niumero de acceso del GenBank AY727917. Disefiado
con el programa DNAMAN version 3.0 (Lynnon BioSoft. Copyright©). 1 pcDNA3. TcG-4 6046bp
ColE1 SV40 Ampicilina Neomicina CMV TcG-4 BamHI Xbal Nrul Bgl | | Bsml 83
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Anexo 4. Mapa del plasmido pcDNA3.1L-12, donde se clono en el sitio de restriccion Kpn I/
Xho I, los genes fusionados la subunidad p40 de 1015 bp (N° de acceso GenBank U49100)
y la subunidad p35 de 665 pb (N° de acceso GenBank U49085). Disefiado con el
programa DNAMAN versién 3.0 (Lynnon BioSoft. Copyright©). 1 pcDNA3. IL- 12 7130bp
CMV SV40 Fusion I1L12p40-p35 SV40 Neomicina Col E1 Kanamicina Nrul Kpnl Xhol Bgl | | Bsml
Smal 85
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Anexo 5. Mapa del plasmido pCMV1.GM-CSF, donde se clono en el sitio de restriccion Bam
HI/Pst I, el gen GM-CSF de 850 bp y con nimero de acceso del GenBank $49738.1. Disefiado
con el programa DNAMAN version 3.0 (Lynnon BioSoft. Copyright©). 1 p CMV1 .GM-CSF 5150

bpCMVGM-CSFSV40p AfloriPblaPSV40Kanamicina TK p Ap UC o ri Ba mHI Pst | Eco
RV

99



