Revista de la Facultad de Ciencias Médicas. Universidad Nacional de Rosario. Vol 1. (2020). REVISIONES
Cientifica fcmcientifica.unredu.ar CIENTIFICAS

Desarrollos preclinicos de vacunas
profilacticas contrala Enfermedad de Chagas
basadas en Transialidasa.
Pre—clinical development of Trans—sialidase based
prophylactic vaccines against Chagas disease.

BrendaDinatale*, Camila Bulfoni Balbi*, Florencia B. Gonzalez, AnaR. Pérez, Maria F. Pacini.
*Autoria compartida

Instituto de Inmunologia Clinica y Experimental de Rosario (CONICET—UNR). Rosario; Argentina.

Autor por correspondencia: Maria Florencia Pacini — pacini@idicer—conicet.gob.ar
Conflicto de intereses: no presenta.

Resumen

La Enfermedad de Chagas (ECh), ocasionada por el parasito flagelado Trypanosoma cruzi (T.
cruzi), es una de las parasitosis de mayor impacto en la Salud Piblica de Latinoamérica. Si bien
actualmente existen medidas de prevencién como el tamizaje en bancos de sangre, el control a
las embarazadas y el control vectorial, ain se requiere de estrategias mas eficaces para evitar
nuevos casos. Una de estas posibles estrategias es el desarrollo de una vacuna profilactica contra
T. cruzi. Desde el descubrimiento de la enfermedad en 1909, se han evaluado diferentes vacunas
experimentales, pero aiin no se ha logrado el desarrollo clinico de una formulacién efectiva
contra el parasito. En este articulo realizamos una revisién bibliografica acerca de las distintas
estrategias de vacunaciéon que se evaluaron hasta la actualidad y, particularmente, el uso de
la enzima Transialidasa (TS) como antigeno vacunal. También abordamos distintos aspectos
de la superfamilia de la TS, como la clasificacién de las distintas proteinas, sus caracteristicas
funcionales y su rol en la infeccién por T. cruzi.

Alolargodel00afios se han abordadoy perfeccionadounagran diversidad de estrategias vacunales
contra T. cruzi, lo cual permite augurar el salto desde el campo pre—clinico al desarrollo clinico de
una vacuna efectiva en un futuro cercano.

Palabras claves: Vacuna. Transialidasa. Enfermedad de Chagas.

Abstract

Chagas disease (ChD) is caused by the flagellated parasite Trypanosoma cruzi (T. cruzi), representing
a serious public health in Latin America. Currently, there are prevention measures such as blood
screening, control of pregnant women and vector control, but more effective strategies are still
required to prevent new cases. One of these strategies is the development of a prophylactic vaccine
against T. cruzi. Since the discovery of the disease in 1909, different experimental vaccines have been
evaluated, but the clinical development of an effective formulation against the parasite has not yet
been achieved. Here, we review the different vaccination strategies that have been evaluated to date,
and particularly, the use of the enzyme Trans—sialidase (TS) as a vaccine antigen.
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We also address different aspects of the TS superfamily, such as the classification of the different
proteins, their functional characteristics, and their role in T. cruzi infection.

Over 100 years, a great diversity of vaccine strategies against T. cruzi have been approached and
refined, auguring that in the near future it will be possible to cross from the pre—clinical to the
clinical field.

Keywords: Vaccine. Trans—sialidase. Chagas disease.

Generalidades acerca de l1a Enfermedad de Chagas

La Enfermedad de Chagas (ECh), ocasionada por el parasito flagelado Trypanosoma cruzi (T. cruzi),
es una de las parasitosis de mayor impacto en la Salud Pablica de América Latina. Sumado a esto,
los actuales fenémenos de globalizacién y flujo de personas entre dreas endémicas y no endémicas
provocaron la expansion de esta enfermedad a otras regiones del mundo (1).

Los registros méas recientes reportan que aproximadamente 8 millones de personas estan
infectadas, con un promedio de 28 mil nuevos casos y 12 mil muertes cada afio, mientras que 90
millones se encuentran en riesgo de contraer la infeccién (1).

La ECh es una zoonosis, transferida naturalmente a mamiferos (hombres, animales domésticos y
salvajes) por insectos triatominos, que constituyen los vectores de la enfermedad. Estos potenciales
vectoresalcanzan masdel30especies, yes Triatomainfestans, cominmente conocidocomovinchuca,
el vector predominante en Argentina (2,3). Este tipo de transmisién representa aproximadamente el
70% de las infecciones en las 4reas endémicas, el resto de los casos se deben a transmisiéon congénita
o vertical (26%); transfusiéon sanguinea o trasplante de érganos desde un donante infectado (1%);
consumo de alimentos o bebidas contaminadas con heces del vector (1%); o accidentes de laboratorio
(1%) (4). Si bien la via de infeccién oral es la menos estudiada y posiblemente subestimada, suele
causar brotes en los que se evidencia una forma aguda muy sintomaética con una alta mortalidad (5).

El parésito a lo largo de su ciclo de vida alterna entre el insecto vector y huéspedes mamiferos.
Segun el hospedero en el que se encuentre, T. cruzi adopta diferentes formas biolégicas, las cuales se
caracterizan por las posiciones relativas del flagelo, el cinetoplasto y el nticleo; y son funcionalmente
distintas (6,7). La forma epimastigote se localiza en el tracto digestivo del vector, se identifica por
presentar un cinetoplasto alargado y es una forma replicativa (7,8). La forma tripomastigote se
caracteriza por presentar un cinetoplasto localizado por detras del nicleo, el flagelo nace en su
proximidad y emerge por un costado del cuerpo del parasito. Los tripomastigotes estdn presentes en
la circulacién de mamiferos y es la forma que ingiere el vector. Otra forma, llamada tripomastigote
metaciclico, se encuentra solo en la ampolla rectal del vector y representa la forma infectiva en
mamiferos. Estas Gltimas dos formas tripomastigote carecen de capacidad replicativa (7,8). Por
ultimo, la forma amastigote, de localizacion intracitoplasmatica, carece de flagelo libre, es de forma
esférica u ovaladay se replica por fisién binaria en mamiferos (7).

Una vez dentro del intestino del vector, los epimastigotes tienen la capacidad de replicarse y
diferenciarse a tripomastigote metaciclico, que es la forma infecciosa para el mamifero. En el huésped
mamifero puede invadir diferentes células nucleadasy una vez alli se diferencia a la forma amastigote.
El estadio amastigote puede replicarse y diferenciarse en tripomastigote sanguineo, el cual puede
seguir invadiendo otras células del huésped o ser ingerido por el vector dando inicio nuevamente al
ciclo (Figural).
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Figura 1. Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi. En el esquema se ilustra el ciclo de vida de Trypanosoma cruzi, que incluye su
estadio en el insecto triatomino y en los mamiferos (en este caso los seres humanos). A lo largo del mismo se detallan las diferentes
formas bioldgicas de este patégeno: epimastigote, tripomastigote metaciclico (triatomino), amastigote y tripomastigote

sanguineo (mamifero).

En su mayoria, las personas infectadas por transmisién vectorial desarrollan una fase aguda
asintomaética y solo alrededor del 1% de ellos experimenta sintomas especificos severos (4). Después de
un tiempo variable (que puede ir de10 a 30 afios), entre el 20—30% de las personas infectadas progresan a
la ECh crénica, que se caracteriza por mega sindromes que involucran el corazén y/o el tracto digestivo.
Estas condiciones son responsables de las discapacidades y muertes observadas en los individuos
infectados (9).

El tratamiento de los pacientes infectados requiere de la administraciéon prolongada de drogas
conocidas como Benznidazol o Nifurtimox, las que suelen presentar severos efectos adversos y
que ademas sélo son probadamente eficaces durante la fase aguda de la enfermedad (10). Si bien
actualmente existen ciertas medidas de prevencién como el tamizaje en bancos de sangre, el control a
lasembarazadasy el control vectorial, aiin se requieren de estrategias méas eficaces para evitar nuevos
casos. Una de estas posibles estrategias es el desarrollo de una vacuna profilactica contra T. cruzi (11).

Cuando el parasito invade a las células del huésped, juegan un papel importante las células de la
inmunidad innata, como los macréfagos, células natural killer o asesinas naturales (NK) y células
dendriticas (CDs); las cuales producen citocinas proinflamatorias o de tipo T helper o cooperadoras
1 (Thl), como Interleucina (IL)—12, Factor de Necrosis Tumoral (TNF)—a e Interferén (IFN)—y y
moléculas efectoras (entre ellas las especies reactivas del nitrégeno u oxigeno) que se encargarian
de controlar la replicacién del parésito. Estas células innatas, principalmente las CDs, promueven
la diferenciacién y la expansion clonal de células T CD4, T CD8 y células B plasmaticas, a partir
de la secrecién de IL—12. A su vez, las células T CD4 y CD8 secretan al medio IFN—y que activa
los mecanismos efectores en los macréfagos para destruir los amastigotes y los tripomastigotes
fagocitados, mientras que la actividad citotdxica de las células T CD8 destruye las células infectadas
por amastigotes intracelulares. Ademas, los anticuerpos de tipo IgG2a producidos por las células B
opsonizan al parasito facilitando su fagocitosis (12). Recientemente se observé que las células Thl7
pueden proteger directamente las células infectadas con T. cruzi a través de la induccién de NADPH
oxidasa dependiente de IL—17A en macréfagos, y a su vez proporcionar ayuda indirecta a través de
la activacion dependiente de IL—21 de las células T CD8. Por lo tanto, para alcanzar una inmunidad
protectora contra T. cruzi se necesitan mecanismos de la inmunidad innata y de la adaptativa. En
lineas generales, se considera que una respuesta protectora efectiva debe ser del tipo Th1/Th2/Th17 y
comprender tanto una respuesta celular como humoral especifica (12).
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Figura 2. Historia del desarrollo de vacunas profilacticas para la Enfermedad de Chagas. Esquema cronoldgico sobre las

estrategias evaluadas para el desarrollo de vacunas profilacticas contra T. cruzi, desde su descubrimiento hasta la actualidad.

Laidea de desarrollar una vacuna contra T. cruzi surgié en 1912, cuando Blanchard demostré que los
animales que sobrevivian a la fase aguda eran resistentes a las re—infecciones. Desde ese entonces se han
probado a lo largo de los afilos numerosas estrategias con el objetivo de desarrollar una vacuna contra
esta enfermedad (Figura 2).

Las primeras inmunizaciones se llevaron a cabo con tripanosomas muertos, obtenidos por distintos
métodos tanto quimicos como fisicos, dentro de los cuales podemos mencionar diversas estrategias
desarrolladas a lo largo de los afios como el tratamiento con Timerosal o Formalina (quimicos),
sonicacién, congelado y descongelado, pulverizacion, irradiacién y diferencia de presién (fisicos).
Los primeros intentos de inmunizacién dieron resultados desalentadores ya que estas vacunas
proporcionaban bajo grado de proteccién. En parte, esto podria haber estado relacionado con la pérdida
de epitopes protectores durante la inactivacién y/o el fraccionamiento (13).

A finales del siglo XX, se llevaron a cabo inmunizaciones experimentales con tripanosoméatidos
relacionados como T. rangeli o parasitos con cierta similitud antigénica como Phytomonas serpens,
los cuales no son patogénicos para seres humanos. Estos estudios mostraron una reduccién
significativa de la parasitemia y un aumento en la supervivencia ante la infeccién posterior con T.
cruzi (14,15).

Entre la década de los 80 y los 90, se intent6 identificar porciones inmunogénicas, proteinas o
glicoproteinas del parasito capaces de inducir una respuesta inmune protectora. En una primera
instancia se realizaron diversos estudios de fraccionamiento celular. Asi, se identific6 que una
fraccion flagelar de T. cruzi era capaz de disminuir la parasitemia (16), y mas adelante se lograron
aislar diferentes glicoproteinas (GP) de la superficie del parasito que exhibieron un buen grado
de proteccidn, tales como las GP90, GP70 (17) y las proteinas 45 kDa y de 68 kDa emulsionadas en
un derivado de saponina llamado Quil A (18). Incluso, una proteina 72 kDa obtenida a partir de
epimastigote gener6 un titulo elevado de IgG, inmunidad celular especifica y una disminucién
significativa de la parasitemia (19). También se identificaron los antigenos de la superfamilia de
la transialidasa (TS) (737 genes), las mucinas (662 genes), las proteinas de superficie asociadas a
mucinas (MASP, 944 genes), GP63 (174 genes) (20), la proteina reguladora del complemento (CRP)
(21), 1a cisteina proteasa lisosomal cruzipaina (Cz) (22), la proteina de unién a calcio flagelar (FCaBP
o0 Tc24) (23,24), GP90, GP82 (25) y TC52 (26).

Hoy en dia y gracias al desarrollo de la tecnologia del ADN recombinante muchas de estas proteinas
pueden sintetizarse para su posterior uso en el desarrollo de vacunas (27-30).

Asimismo, también se han utilizado diversos microorganismos o patdégenos recombinantes como
vehiculos para la administracién del inmunégeno, los cuales suelen conocerse como “sistemas de
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delivery”. Enestesentido, sehan probadosistemasde “delivery” basadosenadenovirusrecombinantes
de tipo 5 humanos no replicantes (Ad5), Salmonella y Lactococcus lactis. (31,32).

Mas recientemente, el desarrollo de las “6micas” (tales como genémica y protedmica), junto con
distintas herramientas bioinformaticas, permitieron detectar nuevos y potenciales inmunégenos.
Esteenfoqueseconoceactualmente como “vacunologiainversa” (33). Con esta estrategia se detectaron
nuevas proteinas secretadas o ancladas alamembrana que podrian funcionar como buenos antigenos
vacunales (34).

La familia de la Transialidasa

Uno de los inmundégenos mas importante de T. cruzi es la enzima TS, considerada un factor de
virulencia clave. Esta enzima participa en el proceso de trans—sialidacién, que consiste en la
transferencia de residuos de acidos sialicos (AcsS), especificamente el monosacarido de los sialil—
glicoconjugados, desde la superficie de las células de mamiferos hacia f—galactosas terminales
localizadas sobre su propia superficie (35,36). Los AcsS son una familia de monosacaridos que estan
presentes en la superficie de todas las células de mamiferos y que confieren diversas actividades
bioldgicas a glicoproteinasy glicolipidos, tales como la promocién de las interacciones célula—célula
o el enmascaramiento de ciertos sitios debido a su elevada carga negativa (37). A diferencia de otros
microorganismos, T. cruzi no puede sintetizar “de novo” AcsS y por tal motivo los recupera de las
células del huésped.

Las TSs son una superfamilia codificada por 1430 genes, entre ellos se encuentran genes que
codifican para TSs enzimaticamente activas (en donde el dominio catalitico estd altamente
conservado) y genes que codifican para formas inactivas, ya que carecen del dominio catalitico o bien
que constituyen pseudogenes (20,38). Las TSs se distribuyen en diferentes regiones del paréasito como
puede ser a lo largo del cuerpo celular, el flagelo y el bolsillo flagelar (39,40).

Recientemente, esta gran familia fue subdividida en ocho grupos en funcién de la similitud de
secuencias y las propiedades funcionales, asi como también de la presencia o ausencia de varios
motivos muy conservados. Uno de ellos es el motivo VTVXNVXLYNR, localizado en el extremo C—
terminal, caracteristico de todos los miembros de TS. Otros dos motivos, FRIP (xRxP) y caja ASP
también se pueden encontrar en varios grupos de la superfamilia de la TS. El motivo FRIP, que
estd mas cerca del N—terminal, participa en la unién del grupo carboxilato del AcsS (41). Si bien
se desconoce su funcidn, cabe sefialar que la caja ASP se encuentra en proteinas secretadas y en
proteinas que actian sobre los carbohidratos o interactiian con ellos (42). En esta clasificacion las
TSs activas se encuentran reunidas en el grupo I y el resto de los miembros de la familia distribuidos
en los grupos restantes (Figura 3A) (43).
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Figura 3. Transialidasa (TS). A) Clasificacion de la superfamilia de la TS. Esquema comparativo de las secuencias de las TS
pertenecientes a los grupos I a VIII, en donde se visualizan la Caja Asp y el motivo VTVXNVXLYNR. Los nimeros entre paréntesis
indican el nimero de apariciones de un motivo dado. Adaptado de Freitas, et al 2011 (43). B) Mecanismos de evasion del sistema
inmune mediado por TS: B—1). El parésito cubre su superficie de moléculas de 4cidos sialicos (AcsS), mediante la accién
Transialidasa, lo cual le confiere cargas negativas. B—2). La cubierta protectora de moléculas de AcsS elude los efectos del sistema
del complemento. B—3) Supresién de la produccion de IL—12 en las CDs al interactuar a través de sus motivos Siglec—E con los
AcsS de la superficie de T. cruzi. B—4) T. cruzi invade las células del hospedador y su internalizacién conduce a la formacion
de la vacuola parasitéfora, cuya membrana interna se encuentra enriquecida de proteinas LAMP altamente sialidadas. El pH
acido de esta vacuola favorece la transferencia de AcsS de las proteinas LAMP a la superficie del parasito, lo que genera una
mayor susceptibilidad a la lisis de la vesicula mediada por Tc—Tox, una proteina del parésito que forma poros en la membrana,
permitiendo asi que T. cruzi escape desde la misma hacia el citoplasma celular. B—5) La regién SAPA de la enzima TS promueve
la produccién de anticuerpos (Ac) no neutralizantes contra sitios distantes a la region catalitica. En paralelo se produce una
activacion policlonal de los linfocitos B. Los AcsS transferidos a la superficie del parasito repelen los anticuerpos generados debido
a su carga negativa. B—6) La TS es capaz de activar en forma policlonal a los linfocitos T CD4. Ademas, la TS es capaz de sialidar la
superficie de los linfocitos T CD8 activados, lo cual limita su capacidad efectora. B—7) La TS no solo se encuentra en la superficie
de T. cruzi, sino que durante la infeccién puede escindirse el ancla GPI que la une a la superficie del mismo, y en consecuencia se
libera TS soluble. Esta tltima seria capaz de formar inmunocomplejos con Ac especificos anti—TS, lo que conduce a disminuir la

concentracién efectiva de Ac circulantes (¢[Ac]) (94,95). Figura adaptada de Nardy, et al 2016 (77).

Elgrupo I est4 constituido por enzimasactivas, estas pueden poseer no sélo actividad transialidasa
sino también neuraminidasa, funcién que consiste en la remocién del 4cido sidlico mediante la
incorporacién de una molécula de agua. Los miembros del grupo I son: TcNA (neuraminidasa),
TS—SAPA (antigeno de excreciéon de fase aguda), y TS—epi (44-46). Las enzimas TS—SAPA y TcNA
tienen funciones activas de transialidasa y neuraminidasa y se expresan en los tripomastigotes
sanguineos (47). Estas enzimas contienen dos regiones principales, unaregion catalitica N—terminal
y una extensién C—terminal, caracterizada por la presencia de repeticiones de 12 aminoécidos en
tdndem denominada justamente SAPA, la cual difiere en tamafio entre TS—SAPA y TcNA (48). Ambas
proteinas estdn ancladas en la membrana plasmatica por glicosilfosfatidilinositol (GPI) (47,49).
A diferencia de estas dos, TS—epi s6lo se expresa en la forma epimastigote, carece de repeticiones
SAPA y no estd anclado a la membrana por GPI. En este caso, su anclaje depende de la presencia de un
dominio transmembrana seguido de una seccién hidréfila en C—terminal (50).

El grupo II comprende glicoproteinas de superficie GP85 denominadas: ASP—1, ASP—2, TSA—I1,
Tc85, SA85, GP82 y GP90. Estas no tienen actividad transialidasa ya que presentan mutaciones en los
residuos de la regidn catalitica (la mutacion mas frecuente es Tyr342 por His342) (51,52). Sin embargo,
son capaz de unirse a f—galactosa, laminina (53), fibronectina (54), colageno (44,55) y citoqueratina
(56), y estan involucradas en la adhesién e invasién a las células del huésped (54,57-59). Estas
proteinas tienen motivos de Caja Asp completas o modificadas (SxDxGxTW); VTVXNVXLYNR es un
motivo caracteristico de todos los miembros de TS, y una secuencia de sefial para la escisién/adicion
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del anclaje GPI en la regién C—terminal (37,57,60). ASP—1 y ASP—2 son proteinas de superficie
del amastigote, mientras que TSA—I1 es un antigeno de superficie de tripomastigote (61,62). Las
glucoproteinas SA85 se expresan en las formas amastigote y tripomastigote sanguineo. Por ltimo,
la glicoproteina Tc85 se expresa densamente en tripomastigotes sanguineos (45).

El grupo III est4 formado por proteinas de superficie presentes en tripomastigotes sanguineos:
CRP, FL160, CEA y TESA (63). Estas proteinas son reconocidas por sueros de pacientes con ECh y
son capaces de inhibir la activacién del complemento tanto por via clasica como por via alternativa
(57,60,63-66), por lo cual representan un importante mecanismo de evasiéon del parasito. Las
proteinas TESA son antigenos secretados/excretados de tripomastigotes y se distribuyen en toda la
membrana celular de T. cruzi (64,67) mientras que CRP, FL160 y CEA son proteinas de membranas
asociadas al flagelo (68-70).

Por wltimo, el grupo IV estd compuesto por genes que codifican antigenos de superficie
del tripomastigote cuya funcién bioldgica es atin desconocida. Este grupo esta incluido en la
superfamilia dela TS, ya que contiene el motivo conservado VTVXxNVxXLYNR, el cual es compartido
portodoslosmiembrosde TS(35,45,46,71,72). El péptido B5delaproteina TS—Tcl3, unrepresentante
del grupo IV, es muy inmunogénico y est4 presente en la forma tripomastigote metaciclico (43).

Estos primeros cuatro grupos fueron descritos hace mas de 20 anos. Sin embargo, Freitas y
colaboradores evidenciaron cuatro grupos mas (V—VIII) en los cuales encontraron diferencias en
las secuencias y observaron que los grupos V y VI estan relacionados con el grupo II ya que son los
Unicos que no tienen un motivo llamado FRIP, mientras que las secuencias consenso del motivo
VTVxNVXLYNR son muy similares. Por otra parte, los grupos VII y VIII estarian estrechamente
relacionados con el grupo III, ya que ninguno presenta Caja Asp y tienen motivos similares
(43). Recientemente se ha comprobado que una versién de este motivo (VTVTNVFLYNRPLN),
denominado motivo FLY, puede actuar como factor de virulencia (73,74). Ademaés, FLY interactiia
con las células endoteliales del corazén, lo que sugiere que podria contribuir al tropismo del
parésito en este 6rgano (73). Este motivo FLY se ha reportado en miembros del grupo Iy IV (43).

También se evidencié que el motivo FRIP (xRxP) se encuentra en el grupo I, III, IV, VII y VII[; y
aunque esta implicado en la unién del AcsS, se ha demostrado que los miembros enzimaticamente
inactivos de la familia de las sialidasas en T. cruzi aun conservan las propiedades de unién a
carbohidratos (75,76).

Rol de la Transialidasa en la invasion celular y la evasion del sistema inmune

Para que un proceso infeccioso se pueda establecer, el agente causal, en este caso el parasito, debe ser
capaz de evadir su detecciéon temprana, es decir, impedir que la respuesta inmune del huésped sea
capaz de eliminarlo (77).

La TS activa representa un importante factor de virulencia del parasito, ya que los niveles mas
altos de actividad enzimatica se asocian con procesos tales como la penetracién de la célula huésped
o la patogénesis tisular (45). Se sabe que la TS, ademés de su rol clave en los mecanismos de invasion,
tiene un papel muy importante en los mecanismos de evasiéon del sistema inmune (Figura 3B).
Cuando el parasito ingresa al huésped, se encuentra en un entorno rico de células con AcsS, por lo
que el parasito es capaz de cubrir su superficie de cargas negativas, a través de la reaccién catalizada
por la TS (Figura 3B—1). Esta capa actila como una cubierta protectora para eludir los efectos de
algunos compuestos séricos (78) (Figura 3B—2), y se observé que cuando dicha cubierta se elimina
por tratamiento con sialidasa, los tripomastigotes son mas susceptibles a la lisis mediada por el
complemento (66). Ademas, en la superficie del parasito se encuentran sialilglicoconjugados como
consecuencia de la actividad TS, los que permiten la unién a AcsS de lectinas de tipo Ig (Siglec—E)
en las CDs, conduciendo a la supresiéon de la producciéon de IL—12 por parte de estas células, una
citocina clave en la interconexién entre el sistema inmune innato y adaptativo (79) (Figura 3B—3).

Como se mencioné anteriormente, T. cruzi invade cualquier célula nucleada del huésped, tanto
células fagociticas (como los macréfagos) como no fagociticas. Independientemente del mecanismo
de penetracién, la internalizacién del parasito conduce a la formacién de una vacuola llamada
vacuola parasitéfora, cuya membrana interna se encuentra enriquecida de proteinas de membrana
asociada a lisosomas (LAMP) altamente sialidadas (71,80,81). Esta vacuola posee pH &cido, lo cual
favorece la transferencia de AcsS de las proteinas LAMP a la superficie del parasito, lo que genera
una mayor susceptibilidad a la lisis de la vesicula mediada por Tc—Tox, una proteina derivada del
parasito que forma poros en la membrana, permitiendo asi que el parasito escape desde la misma
hacia el citoplasma celular (81-84) (Figura 3B—4).
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Los mecanismos de evasion mediados por TSs también impactan sobre a la respuesta inmune
adaptativa. Se considera que la regién SAPA de la TS actiia como un sefiuelo distractor, ya que la
presenciadeepitopes Binmunodominantesen su estructura promuevenlaproduccién deanticuerpos
no neutralizantes contra regiones distantes del sitio catalitico (48). Normalmente, en individuos
infectados se detecta una respuesta robusta de anticuerpos contra la regiéon C—terminal y N—
terminal de TS. Sin embargo, estudios pre—clinicos demostraron que los anticuerpos que reconocen
el sitio catalitico de la TS, son capaces de conferir inmunidad pasiva a animales infectados, mientras
que los anticuerpos dirigidos contra el dominio C—terminal no son protectores, ya que no logran
bloquear la actividad enzimaética (85). Asi, es posible que el antigeno SAPA haya evolucionado para
evitar la produccién de anticuerpos protectores dirigidos contra la regién catalitica N—terminal,
esencial para la transferencia de AcsS. Por esta razon, la incorporacién en formulaciones vacunales
de TSs que carezcan del fragmento SAPA seria una estrategia prometedora para incrementar la
produccioén de anticuerpos protectores (86,87). La TS también puede activar en forma policlonal a los
linfocitos B (88), y probablemente esto conduzca a restringir el tamano del nicho requerido para un
desarrollo 6ptimo de linfocitos especificos y protectores, al incrementar la competencia por sefiales
de activacién y supervivencia en los 6rganos linfoides (89,90) (Figura 3B—5). Ademas, la superficie
del tripomastigote es rica en a—galactosilmucinas, objetivos de los anticuerpos liticos (es decir
anticuerpos que median reacciones de citotoxicidad). Sin embargo, T. cruzi evita la muerte inducida
por estos anticuerpos debido a que logra repelerlos por tener una superficie cargada negativamente
debido a la presencia de AcsS (91,92) (Figura 3B—5).

Por otra parte, un estudio ha demostrado que la TS es capaz de activar los linfocitos T CD4, y de
sialidar la superficie de los linfocitos T CD8 activados, lo cual limitaria su capacidad de inducir una
respuesta efectora especifica. Este mecanismo es también una importante estrategia de evasiéon
parasitaria que influye indirectamente en la supervivencia de T. cruzi dentro de las células del
huésped, ya que evita de esta manera el control inmunitario mediado por las células T CD8 (93)
(Figura 3B—6).

Durante la infeccién por T. cruzi, la TS no solo se encuentra anclada en la superficie del parésito,
sino que tras la escisién del GPI1a TS es liberada en forma soluble al torrente sanguineo. Esta tltima
seria capaz de formar inmunocomplejos con anticuerpos especificos anti—TS, lo que provocaria
un descenso en la concentracién efectiva de anticuerpos neutralizantes circulantes (Figura 3B—7)
(94,95).

Uso de Transialidasa como inmundgeno en formulaciones
vacunales contra Trypanosoma cruzi

Numerosos estudios pre—clinicos han centrado su interés en la utilizacién de miembros o derivados
de la superfamilia de la TS para el desarrollo de distintas estrategias de profilaxis contra T. cruzi,
los que se resumen en la Tabla 1 (96-100). Aqui nos centraremos en algunos de estos ensayos, y
particularmente se mencionaran las estrategias utilizadas en los Gltimos afios.
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Antigeno Ady Infeccion Resultados Referencia
ADNTS Intramuscular Intraperitoneal; Tripomastigotes 11gG1, t1gG2a, tDHT 1Proliferacion Fabio Costa,
sanguineos in vitro. etal. 1998
Lparasitemia tsupervivencia (111)
Plasmidos con TS y/o TS -/6xido de aluminio intramuscular/ Intraperitoneal, Tripomastigotes o José Ronnie
recombinante intraperitoneal sanguineos de la cepa Y 119G1, 11gG2a, 1INF-y in vitro Vasconcelos,
etal. 2003
Subcutanea Intraperitoneal; tripanosomas 119G, 1INF-y in vitro. Alexandre V.
Ad5+T: Ad5+ASP-2
d5+TS y/o Ad5+AS sanguineos cepa Y |parasitemia fsupervivencia Machado, et
al. 2006 (113)
TS binant CpG ODN Intranasal e Oral, T. cruzi metaciclico derivado 119G, 1INF-y in vitro, Daniel F. Hoft,
recombinante intramuscular de insecto tsupervivencia/tlgG,TIgA, et al. 2007
Lparasitemia tsupervivencia (107)
n Subcutanea Intraperitoneal; Tripomastigotes 119G, |parasitemia, 1supervivencia, German H.
TS recombinante Adyuvante de Freud cepa Tulahuén | dafio tisular Fontanella, et
completo/incompleto al. 2008 (87)
TS recombinante Oligonucleétidos con Intranasal Ocular con Tripomastigotes 11gA, tProliferacion in vitro, 1INF-y in 0O.K.
motivos CpG derivados de cultivo vitro, 1supervivencia Giddings, et
. Plasmido IL-15 Intramuscular Tripomastigotes sanguineos cepa o o Christopher S.
Plasmido TS Tulahuén tINF-y in vitro, tsupervivencia Eickhoff 2010
(85)
Mutante ISCOMATRIX o Subcutanea Intraperitoneal; Tripomastigotes 11gG1, 11gG2a, 1DHT, 1INF-y e IL-10  Ivan Alejandro
glicosilada de TS inactiva Adyuvante de Freud sanguineos cepa Tulahuén in vitro, | parasitemia, tsupervivencia, Bontempi, et
(TSm) completo Lcarga parasitaria tisular al. 2015 (86)
11gG1, tDHT, tProliferacién in vitro. Andrés
Trasapaina di-AMP-c e Intraperitoneal; Tripomastigotes 1INF-y, TNF-a, IL-2, IL-4 in vitro Sanchez
p: sanguineos cepa RA |parasitemia fsupervivencia, | dafio Alberti, et al.
tisular/ Th17, |carga parasitaria e 2017 (110)
inflamacion crénica
ISPA (Particulas . Intraperitoneal; Tripomastigotes 11gG1, 11gG2a, 1DHT 1INF-y in vitro Estefania
TSf . . Subcutanea . ) S . 5
inmunoestimulantes) sanguineos cepa Tulahuén |parasitemia fsupervivencia Prochetto, et
al. 2017 (108)
L. lactis TS L. lactis di-AMP-c Oral . DHT Ingrid
L. lactis TS+di-AMP-c 1 Quintana, et
al. 2018 (32)
Salmonella enterica Dos dosis orales de . o . t1gG1, 1DHT, tProliferacion in vitro. Andrés
serovar Typhimurium di-AMP-c/CpG SaroA + dos dosis '""ap::r:ozie:e'g';":Tjﬁgmes 1 INF-y, IL-17, IL-2, L4 in vitro, Sanchez
aroA 7207 (SaroA) + nasales de Trapaina 9 P |parasitemia tsupervivencia, | dafio  Alberti, etal.
plasmido Traspaina tisular 2020 (114)

Tabla 1. Estudios sobre vacunas profilacticas contra Trypanosoma cruzi realizadas a lo largo de los afios basadas en
Transialidasa. Tabla resumen sobre el uso de Transialidasa en diversas estrategias vacunales desarrolladas a lo largo de los afios.
Aqui se detalla el antigeno y adyuvante de la formulacién, la via de administracién, los resultados observados y las referencias
correspondientes. Dentro de los resultados se puede observar el incremento (t) o la disminucion (+) de los parametros estudiados

como resultado del diagrama experimental empleado.

En una primera instancia, se utilizaron en las formulaciones vacunales formas enzimaticamente
activas de la TS. Sin embargo, se demostré més tarde que la utilizacién de las formas activas genera
en ratones una serie de efectos adversos tales como toxicidad hepatica y alteraciones a nivel del
miocardio y del bazo (101,102), sin cambios significativos en la tasa de proteccién (101), razén por la
cual se considero6 que este tipo de formulaciones no eran lo suficientemente seguras como para ser
probadas en humanos (103).

A partir de estos resultados, se tendi6 a utilizar miembros inactivos de la familia de la TS. Aqui
comenzaron ajugar otros aspectos que podrian influir negativamente en el proceso de inmunizacién,
tales como la expresion diferencial de los mismos en las distintas etapas de la vida del parésito o la
posibilidad de inducir anergia en la respuesta inmune (59,87,104). En funcién de esto, las estrategias
més prometedoras fueron el uso de mutantes inactivos de las TS del grupo I, o bien fragmentos
recombinantes inactivos que no incluyeran la regién SAPA (87), debido a que la utilizacién de estos
inmunogenos aseguraria el mantenimiento de la inmunogenicidad y disminuiria la posibilidad de
presentar reacciones adversas. Diversos estudios pre—clinicos han utilizado estas estrategias, tal
como se describe a continuacién.

Proteinas recombinantes derivadas de Transialidasa

En la era de la ingenieria genética, surgieron las vacunas basadas en proteinas recombinantes. La
vacuna contra la hepatitis B fue la primera vacuna autorizada para su uso en humanos producida
en base a esta tecnologia. Estas vacunas estan formadas por fragmentos del antigeno que son
altamente inmunogénicos. Una ventaja de este tipo de vacunas es que son seguras (no inducen
infeccién) y su probabilidad de inducir reacciones adversas severas es potencialmente menor (105).
Sin embargo, este tipo de vacunas requieren de adyuvantes para lograr una respuesta inmunitaria
protectora (106).

En este contexto y durante el afio 2007, un estudio pre—clinico probd una proteina recombinante
derivada de TS (TSr) junto al adyuvante CpG (agonista del TLR—9). Esta TSr presenta una mutacion
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puntual en el aminoécido 342 que provoca un cambio de histidina por tirosina, lo cual conduce a
la pérdida de la actividad catalitica. Esta TSr fue administrada tanto de forma intramuscular como
intranasal (dosdosisseparadasporl5diasencadaunodeloscasos). Ambosesquemasdeinmunizaciéon
proporcionaron un buen nivel de proteccién. La administracién intramuscular proporcioné buenos
niveles séricos de IgG especifica, indujo un perfil Thl (caracterizado por la secrecién de INF—y), e
increment6 la supervivencia de losanimales. A nivel nasal, suadministracién indujo niveles elevados
de inmunoglobulinas especificas (IgG sérica e IgA en extractos fecales), controld la parasitemia y
logré una mayor activaciéon de células T CD4 y CD8 (107).

En otro estudio donde también se administré TS+CpG por via intranasal, se observd un sesgo
hacia Thly unarespuesta de linfocitos T CD8 especifica dirigida contra el epitope inmunodominante
IYNVGQVSI. Esta inmunizacién también provocé el desarrollo de inmunidad humoral especifica en
mucosas, a juzgar por la aparicién de IgA anti—TSr en heces y lagrimas. Posteriormente, el desafio
fue realizado tanto con tripomastigotes metaciclicos como sanguineos, los que fueron inoculados
de forma subcuténea o en la mucosa conjuntiva. Independientemente del esquema utilizado de
infeccién, los animales que habian sido previamente inmunizados con TS+CpG mostraron una
mayor tasa de supervivencia (85).

Investigadores de nuestro instituto llevaron a cabo un estudio pre—clinico en donde se administré
una TSr glicosilada que poseia una mutacién en el sitio activo (TSm) y que carecia las repeticiones
inmunodominantes SAPA, emulsionada en adyuvante de Freund. En los animales inmunizados se
observaron titulos elevados de anticuerpos especificos y esto se acompaiié de una mayor tasa de
supervivencia, asociada a la falta de evidencia clinica o tisular de infeccién en comparacién con los
ratones no vacunados e infectados (87). Unos anos mas tarde, Bontempi y col., utilizaron la TSm
junto al inmunopotenciador ISCOMATRIX en un esquema de 3 dosis. Esta formulacién indujo a
nivel sistémico la apariciéon de IgG2a contra TS. La respuesta celular hacia la TSm se evidenci6 por la
positividad de las pruebas de hipersensibilidad retardada (DHT), la secrecion equilibrada de IFN—y
e IL—10 por esplenocitos desafiados in vitro con TS y una fuerte produccién de IFN—y en linfocitos
T CD8. El grado de efectividad de la vacuna fue alto, ya que un alto porcentaje de los animales que
recibieron TSm+ISCOMATRIX sobrevivieron, mientras queel resto presentd unaelevada mortalidad.
Esta formulacién vacunal logré un mejor control de la carga parasitaria tisular no sélo durante la
etapa aguda sino también durante la crénica (100 dias post—infeccién). A nivel cardiaco, también
indujo una disminucién del infiltrado inflamatorio y menor grado de lesiones (86).

Maés recientemente, se evalué un nuevo inmunégeno derivado de TS, que consistia en un fragmento
de tamafio reducido (TSf) expresado en E. coli, junto a un adyuvante similar al ISCOMATRIX
llamado ISPA. En términos de inmunogenicidad, esta formulacién generd un sesgo hacia el perfil
Thl caracterizado por un incremento en la relacién IgG2a/IgGl con presencia de anticuerpos liticos,
una evidente reactividad celular especifica, como también una mayor produccién de IFN—y por
los linfocitos T CD8 esplénicos. En cuanto a la eficacia, esta formulacién vacunal logré disminuir
significativamente la parasitemia. En parte, la importancia de este estudio radica en el hecho que,
si bien ya previamente se habia demostrado que la inmunizacién con una TSr de longitud completa
logra buenos niveles de proteccién, disponer de una TSr de tamano reducido con capacidad protectora
como la TSf, representa una herramienta valiosa para facilitar el desarrollo de una vacuna, teniendo
en cuenta que la expresién heterdloga de antigenos mejora cuando el tamaiio de la secuencia de ADN es
inferior a 1000 pares de bases (108).

En un trabajo realizado recientemente, se evalué la administracién nasal de Traspaina, un
ingenioso antigeno quimérico trivalente que conjuga el dominio N—terminal de la Cz, la regién
central de ASP2 y una porcién de una TS inactiva (iTS), formulada junto al adyuvante diAMPc (109).
La administracién de la quimera adyuvada con el nucleétido diciclico condujo a un elevado nivel de
anticuerpos IgG especificos con capacidad neutralizante. En cuanto a la respuesta celular, se observd
un incremento en el nivel de citocinas con un perfil compatible con Th1/Th17 tras la re—estimulaciéon
in vitro con el antigeno. Incluso se observé el desarrollo de linfocitos T CD8 con capacidad citotéxica
dirigidos contra el epitope inmunodominante de ASP2. La efectividad vacunal de la formulacién
Traspaina+diAMPc fue elevada, ya que los ratones inmunizados evidenciaron un menor score clinico
durante la infeccién y lograron controlar las lesiones tisulares clasicas de la fase créonica (110).
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Transialidasa en vacunas de ADN

Las vacunas de ADN consisten en una secuencia de este dcido nucleico, que codifica para el antigeno
de interés. Tras ser captado por las células del individuo vacunado, el ADN se copiara a ARN y luego
se traduciré a proteina, la que estimulara de forma artificial al sistema inmune. Estas vacunas son
simples de producir, relativamente econémicas y estables, lo cual facilita su produccién a gran escala
(105,106). Diversas vacunas de ADN se encuentran en fase pre—clinica y clinica, y hasta el momento
ninguna ha sido aprobada para su uso en humanos. Sin embargo, la gran cantidad de estudios
que evaltan vacunas de ADN en relacién a la COVIDI19, sugieren que podrian ser a corto plazo
ampliamente utilizadas contra diversos patégenos, al igual que las vacunas de ARN, que se basan en
una tecnologia similar.

Los primeros estudios pre—clinicos que utilizaron esta estrategia consistieron en la
administracién de un ADN plasmidico que codificaba un fragmento del dominio catalitico de la TS.
Losensayos deinmunogenicidad comprobaron que esta vacuna inducia tanto una respuesta humoral
(mayoritariamente IgG1) como celular especifica (mediante DHT). Incluso, los anticuerpos presentes
en el suero mostraron capacidad neutralizante, ya que podian reconocer in vitro a la enzima nativae
inhibir su actividad. Finalmente, los estudios de proteccién demostraron una reduccién significativa
en la parasitemia y la mortalidad (111).

Posteriormente se evalud si la inmunizacién combinada con ADN y TSr (ambas estrategias basadas
en la regidn catalitica de TS), otorgaba mejores resultados en términos de inmunogenicidad y eficacia
vacunal. Los resultados de estos estudios mostraron que los animales inmunizados exclusivamente
con el plasmido p154/13—TS desarrollaron una respuesta inmune predominantemente Thl, mientras
que, lainmunizacién con TSr emulsionada en 6xido de aluminio (A1203) generé un perfil de respuesta
Th2. La administracién simultdnea de ambos inmunégenos también favorecid el desarrollo de un perfil
Th2. Posteriormente se evalud una estrategia de “prime—boost”, la cual consisti6 en la administracién
secuencial de los inmundgenos: dos dosis con el plasmido p154/13—TS seguida de dos dosis de TSr, tras
lo cual se observo el desarrollo de un perfil Thl. Sin embargo, los ensayos de proteccién que utilizaban
esta estrategia “prime—boost” mostraron una eficacia relativamente baja (112).

Utilizando nuevamente el plasmido p154/13—TS (aqui llamado pTS), Eickhoff y col. evaluaron su
efectividad cuando era co—adyuvado por IL—15 (pIL—15), citocina que promueve la supervivencia
de los linfocitos T de memoria. Los resultados mostraron que pTS generd buenos niveles de
proteccién, independientemente si era o no co—adyuvada por pIL—15 cuando el desafio con T. cruzi
se realiz6 un mes post—inmunizacién. Sin embargo, cuando los animales se infectaron 6 meses
post—inmunizacién, solo aquellos que habian recibido también pIL—I15 mostraron buenos niveles
de proteccion (99), lo cual demostraba efectivamente la necesidad de contar con IL—15 para generar
memoria a largo plazo.

Elsistema de entrega o “delivery” del ADN que se utilice en este tipo de vacunas es también un factor
muy importante ala hora de sudisefio. E1 ADN se puede vehiculizar dentro de las células del hospedero
en forma desnuda (“naked DNA”), mediante un plasmido como se mencioné anteriormente, o bien
utilizando un vector viral o bacteriano. Los adenovirus son uno de los vectores mas utilizados en
el diseno de vacunas, ya que, entre otras propiedades, tienen la capacidad de inducir una respuesta
celular de tipo Thl. En un trabajo realizado por Machado y col., se evalué el uso combinado de
dos Ad5 modificados genéticamente que codificaban fragmentos de TS o ASP—2. Los estudios de
inmunogenicidad reportaron niveles elevados de anticuerpos especificos, un sesgo hacia el perfil Thl
y una respuesta de linfocitos T citotéxicos sustancial. La efectividad vacunal de esta formulacién fue
elevada, ya que logré muy buenos niveles de proteccién. Ademas, se demostré que la proteccién era
dependiente de linfocitos T CD8, ya que cuando la inmunizacién se realizé en ratones deficientes en
este tipo celular, se present6 un fallo en la inmunidad protectora. Estos resultados sugieren que los
Ad5 podrian ser una buena opcién para el desarrollo de una vacuna contra T. cruzi (113).

Una estrategia de “prime—boost” prometedora consistié en la administracién de dos dosis de un
vector bacteriano (Salmonella enterica serovar Typhimurium aroA 7207) que transportaba el plasmido
que codificaba para el antigeno quimérico Traspaina, seguida de dos refuerzos de la quimera
recombinante emulsionada en di—AMP—c. Este esquema vacunal logré una fuerte reduccién de los
parésitos en sangre, una respuesta celular especifica sesgada al perfil Th1/Th17, y una reduccién del
dano cardiaco (114).

Por otra parte, recientemente nuestro grupo utilizé bacterias L. lactis modificadas genéticamente
como un sistema dual de “delivery” y de expresién. Estas bacterias recombinantes co—producen
un fragmento C—terminal de la TS (TScf) y el adyuvante diAMPc. Los estudios pre—clinicos de
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inmunogenicidad demostraron que la administracién oral de esta formulacién induce una fuerte
respuesta celular especifica (por DHT) e inmunidad humoral sistémica. Este tipo de sistema vacunal
podria representar una plataforma simple, econémica y sin riesgos respecto a su seguridad, ya que
emplea una bacteria no patogénica habitualmente utilizada en la industria alimenticia (32).

Consideraciones finales

Desde el descubrimiento de la ECh en 1909 por Carlos Chagas hasta la actualidad se han evaluado
diferentesvacunasanivel pre—clinico paraevitarestaenfermedad, sin embargo, ainno se halogrado
el desarrollo de una vacuna efectiva contra el parasito (115,116). Uno de los principales impedimentos
ha sido el hecho que con ninguna de las vacunas evaluadas se ha logrado inmunidad esterilizante.

Sibien en estas Gltimas décadas se han desarrollado distintas plataformas que permiten el disefo
de vacunas mas seguras, estas requieren generalmente de adyuvantes y de un mayor niimero de
dosis para conferir memoria a largo plazo. Por otra parte, si bien la mayoria de las vacunas confieren
proteccién a través de anticuerpos neutralizantes, cada vez es més evidente que para ciertos
patégenos de vida intracelular es ademds imprescindible generar una adecuada respuesta celular,
preferentemente Thl (117). En el contexto del desarrollo de una vacuna para prevenir la ECh, los
candidatos vacunales deben ser moléculas cruciales para el patégeno y altamente inmunogénicas;
expresarse en las formas presentes en el hospedero mamifero (amastigote y tripomastigote); estar
conservadas y, de ser posible, que junto al adyuvante induzcan respuestas humorales acompanadas
de una respuesta Th1l/Thl7 (110,115). Por otra parte, la inmunizacién mucosal presenta una serie
de ventajas comparada con la ruta parenteral, dentro de las cuales se puede mencionar que la
administracién es facil e indolora, presenta bajo riesgo de contaminacién cruzada y de efectos
secundarios, no requiere de personal capacitado para su aplicacién y es una via que presenta
buena aceptacién por el ptiblico (118). El hecho que T. cruzi utilice como punto de entrada algunas
mucosas (como la conjuntival, bucal y gastrointestinal), sugiere que la administraciéon de antigenos
a nivel mucosal podria representar la estrategia ideal de inmunizacién, debido a la posibilidad de
inducir proteccién no sélo a nivel local sino también a nivel sistémico. Esta via de inmunizacién esta
comenzando a ser evaluada en mayor profundidad, junto a una nueva generacién de adyuvantes
especificos de mucosa, con resultados promisorios.

En la presente revisién realizamos un recorrido a través de distintas estrategias de inmunizacién
profilactica que se han evaluado a nivel pre—clinico utilizando particularmente la enzima TS o sus
fragmentos como antigeno vacunal. Cabe remarcar que, dado que actualmente se acepta que el dafio
tisular depende en parte de la persistencia del parasito, se ha comenzado a evaluar el posible uso
de vacunas terapéuticas, a fin de minimizar la carga del agente infeccioso una vez que la Ech se ha
establecido. Esto permitiria evitar o reducir las comorbilidades propias de la fase crénica de esta
enfermedad y prolongar la vida de los pacientes (119). Asimismo, este tipo de vacunas presentaria
ciertas ventajas, tales como tasas mas elevadas de seroconversion, e incluso podrian potencialmente
utilizarse en embarazas para prevenir el Chagas congénito (120).

Es evidente que las estrategias vacunales que se han abordado a lo largo de mas de 100 afios han
sido muy diversas, se han ido perfeccionado y los resultados obtenidos hasta el momento podrian
llevarse al campo clinico en un futuro cercano.
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