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Prologo

ESTE libro se enfrenta a un problema que permanece ignorado
por las sociedades occidentales desarrolladas pero que representa
un reto importante a nivel mundial. Los cientificos y clinicos que
trabajan en este tipo de enfermedades saben que estas represen-
tan un problema, no solamente para las poblaciones afectadas en
los paises en desarrollo, cientos de millones, sino también para las
sociedades desarrolladas que se creen a salvo de las mismas. Un
mundo interdependiente como el actual no presenta barreras para
estas enfermedades y sus agentes causales. Por ello, el concepto de
responsabilidad para ayudar a las sociedades menos favorecidas se
esta viendo complementado por el de la necesidad, pues nuevas
poblaciones que se creian a salvo en su mundo desarrollado se
estdn viendo afectadas por las mismas. En este contexto, la Funda-
cion BBVA en octubre de 2009 promovié una reunién de expertos
con el fin de determinar el estado del conocimiento, tanto clinico
como de investigacion cientifica, de estas enfermedades y hacer
una llamada de atencion sobre estas enfermedades de la pobreza
que ya no solo afectan a los paises nominalmente pobres, sino que
son una realidad en los sistemas de salud occidentales y muy en
primer plano en el sistema nacional de salud espanol.

Existe al menos una docena de patologias asociadas al con-
cepto de enfermedades de los pobres. Se estima que solo las en-
fermedades respiratorias provocan cuatro millones de muertes al
ano en el mundo, y The Lancet acaba de publicar un informe de
la Organizacion Mundial de la Salud que cifra en 1,5 millones las
muertes anuales por diarrea. También la malaria y la tuberculosis
superan ya el millon de muertes cada ano.

El 60% de los casos de malaria se presentan en el 20% de la
poblacién mas pobre del mundo. Un tercio de los casos de malaria
clinica se sitian en Asia y un 3% en Ameérica, pero el 80% de las



muertes por malaria se concentran en el Africa subsahariana y la
mayoria son ninos menores de cinco anos. La malaria se consi-
dera el paradigma de las enfermedades parasitarias en mujeres
embarazadas, que tienen especial riesgo de contraerla.

Segtun datos aportados por la Red de Enfermedades Tropicales
del Instituto de Salud Carlos III espanol, la malaria le cuesta al
continente africano 12.000 millones de délares al ano, aunque los
expertos calculan que controlar eficazmente la malaria en los 82
paises que concentran el mayor nimero de casos costaria 3.200
millones de dodlares al ano. Un problema reciente para quienes lu-
chan contra esta enfermedad es que han detectado nuevas formas
del parasito que la provoca, el Plasmodium falciparum, resistentes a
los tratamientos actuales.

Aunque estas enfermedades de implantacién mundial siguen
concentradas en zonas geograficas marcadas por la pobreza, tam-
bién estan apareciendo o reapareciendo en paises occidentales,
bien como consecuencia de los movimientos migratorios o por-
que surgen bolsas de pobreza en dareas desarrolladas. Es el caso
de la enfermedad de Chagas. Se calcula que cada ano 200.000
personas la contraen en el mundo y 14.000 mueren por su cau-
sa. Considerado un problema de salud publica en el continente
latinoamericano, los movimientos migratorios han traido la en-
fermedad a Europa y concretamente a nuestro pais, como en la
Regién de Murcia, donde se han detectado 418 casos, lo que su-
pone, junto con el foco de Barcelona, la mayor concentracion de
pacientes con enfermedad de Chagas del mundo fuera de la zona
endémica. Estas personas requieren un tratamiento por parte del
Sistema Nacional de Salud.

Las infecciones tropicales y subtropicales, también presentes
en Europa, se estan estudiando con detalle analizando mecanis-
mos basicos de sus agentes causales, algunos de ellos emergentes.
Asimismo, se esta llevando a cabo una aproximacion al desarrollo
de nuevas vacunas y a la utilizaciéon de las modernas técnicas de
la genémica en el estudio de nuevos desarrollos de firmacos y
vacunas, como es el caso de la leishmaniosis, con 15 millones de
afectados y dos millones de nuevos casos cada ano.



En algunos casos se trata de enfermedades doblemente aban-
donadas porque se ubican en dreas pobres y su prevalencia no
es tan alta. Asi ocurre, por ejemplo, con la cisticercosis, una
enfermedad tropical que afecta a los mas pobres de los paises en
desarrollo.

El titulo de este libro ha sufrido una ligera variacion sobre el
original de la reuniéon de Madrid de octubre de 2009. Este cam-
bio es consecuencia de las conclusiones que se obtuvieron entre
los médicos y cientificos participantes. El curso se planteaba una
pregunta sobre la lucha por parte de los paises occidentales frente
a estas enfermedades: ¢responsabilidad o necesidad? La respuesta
que surgio del debate no dejaba lugar a dudas: responsabilidad
y necesidad. Las enfermedades siguen siendo de los pobres pero
no solo de los llamados paises pobres. Las sociedades opulentas
de occidente se estan viendo cada vez mas afectadas y no solo por
las poblaciones emigrantes, sino también en sus crecientes bolsas
de pobreza. El lector encontrard en las paginas de este libro bas-
tantes datos sobre el avance mundial de las enfermedades de los
pobres y como se esta intentando utilizar las técnicas de la ciencia
moderna para mejorar en la prevencion y el tratamiento de las
mismas. Hay que agradecer la vision y el interés de la Fundacion
BBVA y de sus reponsables por este tipo de problemas ante los
que no cabe cerrar los ojos.

VICENTE LARRAGA RODRIGUEZ DE VERA
Director del Centro de Investigaciones Biologicas, CSIC






Introduccion

La expresion enfermedades de los pobres recoge un conjunto de en-
fermedades infecciosas que afectan en su mayoria a poblaciones
con un grado de desarrollo social mas bajo. Se trata de un concep-
to sin duda occidental que tiende a mirar estas situaciones desde
el punto de vista de los paises desarrollados. No obstante, hay que
considerar que estos paises desarrollados hace un tiempo, hasta
mediados del siglo XX, cumplian todas las condiciones para alber-
gar estas enfermedades que fueron erradicadas gracias a la accion
combinada de las vacunas, los nuevos medicamentos y las medidas
higiénicas que supusieron una auténtica revolucién en la lucha
contra las enfermedades infecciosas. Cabe recordar aqui que la
malaria, hoy considerada paradigma del subdesarrollo, fue endé-
mica en Europa hasta los anos sesenta del siglo pasado y que las
epidemias de una enfermedad como el célera, considerada ahora
exotica, todavia aparecian esporadicamente en brotes hasta hace
una veintena de anos.

Con todo, el mundo desarrollado ha conseguido acabar como
problema importante con estas enfermedades que, a su vez, se
resisten a desaparecer, no solo de los paises en vias de desarrollo,
sino también en bolsas de pobreza en los paises industrializados.
Por otra parte, la aparicion del fenémeno de la emigracion masi-
va por motivos laborales ha supuesto una ayuda adicional para el
transporte a grandes distancias de agentes infecciosos que hasta
hace muy poco tiempo tardaban anos en extenderse. Baste re-
cordar que la gripe que acabaria llamandose espanola se origino
alrededor de 1907 en la cercanias de Shanghai y tardé unos diez
anos en llegar, a través del puerto de esta ciudad, a Estados Uni-
dos, San Francisco, y de ahi a Fort Riley, Kansas, donde aparecio
el primer brote oficial en marzo de 1918, trasladandose a con-
tinuacion, con el cuerpo expedicionario norteamericano, a una

[17]
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Europa desnutrida y asolada por la guerra, donde caus6 una de
las mayores pandemias conocidas hasta entonces con 40 millones
de muertes. Cien anos después, el brote reciente de gripe A se
ha trasladado de América a Europa y al resto del mundo en unas
pocas semanas. Asi pues, las circunstancias son radicalmente dife-
rentes y hay que adaptarse a ellas.

Este libro lleva a cabo una visiéon general de este tipo de en-
fermedades, haciendo hincapié tanto en aquellas que tienen una
distribucion general como en otras que constituyen un problema
muy importante para amplias regiones del planeta, esencialmente
el centro y el sur de América y Africa, con apariciones creadas por
la nueva situacion social en Europa. Los autores no solo estudian
los aspectos epidemiologicos de los agentes causales de las enfer-
medades, sino también se refieren a los nuevos conceptos bdsicos
de su fisiopatologia que permiten el desarrollo de nuevos farma-
cos y vacunas, esenciales en la lucha frente a las mismas.

A'lo largo de los diferentes capitulos se muestran distintas vi-
siones de enfermedades que suponen uno de los grandes retos
de la medicina tropical y de la llamada salud internacional. Asi
el doctor Benito, director del Centro Nacional de Medicina Tro-
pical y Salud Internacional, hace un repaso de la situacion actual
de uno de los problemas con los que se encuentran los médicos
que luchan contra la malaria: las resistencias a los tratamientos. Se
trata de una enfermedad con una incidencia de entre trescientos
y quinientos millones de personas al ano, con un millén de muer-
tos. Esta enfermedad cuenta con un arsenal terapéutico bien es-
tablecido que incluye no solo la cldsica quinina o la cloroquina de
los anos treinta del siglo xx, sino mezclas de farmacos usados en
combinaciéon como los antifolatos. No obstante, la presion selec-
tiva contra el parasito ha hecho que este desarrolle mecanismos
de resistencia que inutilizan la accion de los farmacos que ademas
son diferentes en funcién de la especie del parasito de la que se
trate.

Una de las epidemias que causan mayor mortalidad en la ac-
tualidad es la originada por las enfermedades respiratorias. Por
una parte el recrudecimiento de las infecciones clasicas como la
de la tuberculosis y, por otra, la apariciéon de nuevas entidades cli-
nicas con una gran infectividad y gravedad en los sintomas obligan
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a plantearse este tipo de infecciones como un problema clinico de
primera magnitud. El doctor Luis Enjuanes, profesor de Investi-
gacion del Centro Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC)
en el Centro Nacional de Biotecnologia y con una amplisima ex-
periencia en infecciones provocadas por virus, nos muestra c6mo
pueden ser las emergencias creadas por enfermedades originadas
por virus. Existen diversas infecciones originadas por virus que
presentan una gran movilidad y mortalidad, aunque, afortunada-
mente, todavia se presentan en dreas localizadas. La mayor parte
de ellas tienen nombres exoticos: Lassa, Valle del Rift, Chikun-
gunya, Ebola, etc. Los vectores de transmisién son variados: mos-
quitos, murciélagos, cerdos, zorros o mapaches, entre otros. Estas
zoonosis presentan un peligro cierto para la poblacion que en
muchos casos, cuando se infecta, presenta una mortalidad cer-
cana al 50%. Después de una vision histérica general, presenta
como ejemplo el virus SARS-CoV, el causante del la infeccion del
Sindrome Respiratorio Agudo Grave (SARS). Esta infeccién, con
una mortalidad del 10% pudo ser detectada mediante el estudio
de sueros procedentes de vendedores de animales, de verduras y
personas sanas del drea de Hong Kong que habian donado sangre
previamente a la aparicion de la infeccion. De esta forma se pudo
deducir que el agente causal estaba relacionado con animales,
en concreto con las civetas que son consideradas un manjar en
algunas provincias de China. La prohibicién de su consumo con-
tribuy6 a la detencion de la extension de la epidemia. El virus se
transmite por via aérea. Las estrategias para combatir las infeccio-
nes virales también se detallan en este capitulo.

Existen, ademas, enfermedades olvidadas entre las olvidadas.
Este es el caso, sin duda, de la cisticercosis. El profesor Parkhouse,
antiguo director del Centro Nacional de Biotecnologia y miem-
bro de los Laboratorios Gulbenkian, presenta un interesante tra-
bajo sobre esta enfermedad, presente en América Latina, Africay
Asia que tiene una gran incidencia en poblaciones pobres y con
unos sistemas de depuracion de aguas deficientes. Producida por
la Taenia soliumy con una variante neurologica de especial grave-
dad, representa un problema en amplias poblaciones de paises
subdesarrollados. La mejora en los métodos diagnosticos y sobre
todo el control sobre los animales (cerdos) son las herramientas



[20] LA LUCHA FRENTE A LAS ENFERMEDADES DE LA POBREZA

indispensables para la lucha frente a esta enfermedad que era co-
rriente en Europa y Estados Unidos hace cien anos pero que ha
desaparecido practicamente después de la mejora de la situacion
sanitaria (tratamiento de aguas fecales) y de la educacion de la
poblacién. El desarrollo de vacunas de ADN se presenta como un
reto alcanzable a medio plazo para prevenir la enfermedad.

Una parte importante de estas enfermedades estan producidas
por parasitos unicelulares que se han mostrado inmunes al gran
desarrollo que tuvieron las vacunas frente a las enfermedades bac-
terianas y viricas durante la segunda mitad del siglo xx. Entre estas
se hace referencia en este libro a varias infecciones producidas
por tripanosomatidos. La primera de ellas, la enfermedad de Cha-
gas o tripanosomiasis americana.

El doctor Pedro Albajar, responsable de esta enfermedad en
la Organizacion Mundial de la Salud en Ginebra, hace una in-
teresante reflexion sobre la misma refiriéndose a ella como una
enfermedad silenciosa y silenciada atin después de que hace cien
anos de su descubrimiento por el doctor Carlos Chagas, respon-
sable del control de la malaria entre los obreros que construian
el ferrocarril central de Brasil. Describi6 su agente causal, el tri-
panosoma, su vector y los reservorios animales. Esta enfermedad
afecta a unos diez millones de personas desde México a Argentina
y esta ligada a la pobreza (el vector anida en las paredes de ado-
be o ladrillo perforado de las casas pobres). LLos movimientos de
poblacién han trasladado la enfermedad a los paises desarrolla-
dos con los trabajadores emigrantes. El doctor Albajar hace pro-
puestas revolucionarias que suponen aplicar el sentido comun a la
lucha frente a esta enfermedad que incluyen desde el control, la
informacion y la atenciéon médica a nivel del sistema primario de
asistencia hasta el cribado sistematico de la sangre y los tejidos
para transfusiones y trasplantes.

Como complemento de este trabajo, el profesor Manuel Segovia
nos muestra el caso de la Regién de Murcia, donde se encuentra
localizado el mayor foco, junto con el de Barcelona, de la enferme-
dad de Chagas fuera de las zonas endémicas. Dadas las caracteris-
ticas de la enfermedad, con una fase aguda y otra crénica silente,
el desarrollo de marcadores eficaces para detectar el estado de
desarrollo de esta enfermedad aparece como una necesidad pe-
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rentoria. Actualmente el paciente puede transmitir la enferme-
dad a través de transfusiones de sangre que no estén controladas
y normalmente no presenta su fase aguda, que ya ha sufrido en su
pais de origen, sino que debuta con una afectacion cardiaca o gas-
trointestinal grave que necesita cuidados muy importantes para
mantener en una condicion estable al paciente. La existencia de
casos de enfermedad congénita también son objeto de estudio y
control.

Dentro de los estudios que se estan llevando a cabo sobre esta
enfermedad, el doctor Manuel C. Lopez, del Instituto de Parasi-
tologia Lopez Neyra del CSIC, nos muestra la importancia de la
respuesta inmune en estos pacientes y la accion de unas células
muy especializadas del mismo, los linfocitos CD8+, encargados de
enfrentarse al pardsito, controlarlo y eliminarlo si es posible. Se
trata de un ejemplo de la llamada investigacion traslacional que
intenta trasladar al paciente los beneficios de una investigacion
basica sobre el mecanismo de resistencia frente a la infeccién. El
desarrollo de marcadores que permitan detectar la evolucion de
la enfermedad dentro de su estadio silente y el desarrollo de vacu-
nas preventivas de ADN frente a la infeccién son aspectos que se
muestran en este capitulo.

El capitulo de la doctora Alarcon, de la Universidad Central
de Venezuela, muestra un aspecto muy novedoso en el estudio
de la enfermedad de Chagas. Se trata de una enfermedad que se
acepta que se transmite por la picadura de un insecto hemato-
fago. Sin embargo, la doctora Alarcon describe un brote agudo
de la enfermedad en Caracas en los ninos y profesores de un co-
legio de clase media de la ciudad, en el que aparece una via de
transmision poco conocida hasta el momento: la via oral, a través
del zumo de frutas que se tomaba en el colegio. La deteccién del
brote, su filiacién y el descubrimiento de esta via excepcional de
transmision hacen que el capitulo muestre que las ideas que han
prevalecido durante un siglo se pueden modificar por el cambio
en las condiciones sociales.

En la ultima parte del libro se muestran los estudios mas basi-
cos que se plantean en los agentes infecciosos responsables de di-
versas enfermedades. En general protozoos parasitos bien cldsicos
como los tripanosomas ya mostrados y la Leishmania responsable
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de una infeccion que causa unas cincuenta mil muertes y mas de
15 millones de enfermos anuales. La esquistosomiasis se recoge
también aqui.

Laaparicion de nuevos protozoos emergentes que actian como
agentes infecciosos en estas enfermedades también se tratan en la
parte final del libro. La frontera entre los protozoos parasitos y los
de vida libre es muy tenue. Dependiendo de las circunstancias, un
mismo protozoo puede adoptar una u otra forma de vida produ-
ciendo infecciones importantes que son dificiles de diagnosticar.
El género Acanthoamoeba incluido dentro de estas especies de
vida libre se estd mostrando como el causante de infecciones que
no eran consideradas como probables. El profesor Valladares, direc-
tor del Instituto de Enfermedades Tropicales y Salud Publica de
Canarias, hace un estudio de este tipo de infecciones causadas por
amebas que son consideradas como patégenos emergentes por el
Instituto de Control de Enfermedades Infecciosas de Atlanta, EE.
UU. (CDC). Muestra los mecanismos utilizados por las mismas
para la infeccion, asi como los métodos moleculares de control.

Dentro de los estudios de los mecanismos basicos utilizados
por los protozoos en la infeccion, el movimiento de fragmentos
del genoma entre protozoos presenta un gran interés. La docto-
ra Thomas, del Instituto Lopez-Neyra de Parasitologia y Biome-
dicina del CSIC, hace un estudio pormenorizado en el caso de
Trypanosoma cruzi de uno estos fragmentos genomicos llamados re-
trotransposones. Estos elementos moviles, es decir, que pasan de
un individuo a otro haciéndole adquirir o perder funciones con el
fragmento de ADN ganado o perdido, pueden considerarse como
simbiontes aunque, en el caso no infrecuente de que lo que se
adquiera o pierda sea la capacidad de infectar, se les puede llamar
elementos pardsitos.

Los estudios basicos se completan en este libro con un estudio
llevado a cabo por el profesor E. Martinez, de la Universidad de La
Laguna, sobre la DEXH Helicasa de Leishmania, en la que muestra
el mecanismo molecular de la expresion génica en estos protozoos,
muy peculiar, y su control bajo condiciones de estrés. Este tipo de
estudios son de gran interés para la busqueda de dianas para far-
macos en unos organismos que escapan al control farmacologico
creando resistencia al tratamiento.
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En un libro dedicado a la lucha frente a las enfermedades
de los pobres habia que hacer una puesta al dia de las nuevas
herramientas que se estan utilizando para el desarrollo de nue-
vas vacunas preventivas o farmacos efectivos para el tratamiento.
Entre estas aparece el desarrollo de vacunas fente a un pardsito
pluricelular, Schistosoma mansoni, reponsable de la esquistosomia-
sis y el uso de la genémica masiva para la deteccion de dianas
terapéuticas y vacunas especificas en Leishmania infantum, un pro-
tozoo responsable de la leishmaniosis visceral que es mortal sin
tratamiento.

En el primer caso, el doctor Noya, del Instituto de Medicina
Tropical de Caracas, Venezuela, hace una exposicion del desarro-
llo de una vacuna utilizando, por una parte, la busqueda de an-
tigenos protectores del estadio cercaria del pardsito y, por otra,
el desarrollo de antigenos portectores basados en secuencias de
proteinas conservadas y que se mimetizan mediante la sintesis de
péptidos comprobando su utilidad frente a la infeccion.

En el caso de las vacunas de ADN recombinante, protectoras
frente a Leishmania infantum, los resultados del laboratorio de Pa-
rasitologia Molecular del Centro de Investigaciones Biologicas del
CSIC han mostrado la utilidad de la genémica (microarrays) para
la deteccion de genes que se activan especificamente durante las
fases infectivas del protozoo. Estos genes de antigenos especificos
o reacciones fisiologicas asociadas con la defensa frente a la res-
puesta defensiva del huésped constituyen una fuente de antigenos
especificos que son la base del desarrollo de nuevas vacunas espe-
cificas eficaces frente a la infeccion. El uso de una tecnologia que
analiza casi treinta mil genes a la vez hace que se pueda avanzar
muy rapidamente en el desarrollo de nuevas herramientas para
combuatir la enfermedad.

Asi pues, este libro hace una puesta al dia de los estudios que
se estan llevando a cabo tanto en Europa como en América del
Sur sobre estas enfermedades que representan un problema gra-
ve, no solo para los paises tradicionalmente afectados, algunos de
ellos desarrollados como sucede en el caso de Leishmania, sino
también para los paises del mundo occidental que se ven afecta-
dos a través de sus nuevos ciudadanos que sirven de vehiculo de
transporte para los agentes causales de estas infecciones y que,
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aunque no se transmitan en la mayoria de los casos (faltan los vec-
tores de transmision), si obligan a tratarlos dentro de los sistemas
nacionales de salud. El caso de Espana resulta paradigmatico con
los afectados de la enfermedad de Chagas. Con todo, no se pue-
de ni se debe medir la incidencia de estas enfermedades solo en
términos econ6émicos; también y de una manera muy importante
esta la responsabilidad de las sociedades mas avanzadas en luchar
contra una situaciéon que afecta a poblaciones menos afortunadas
socialmente.

VICENTE LARRAGA RODRIGUEZ DE VERA
Director del Centro de Investigaciones Biologicas, CSIC



1. Situacion de la malaria y estado actual
de las resistencias en el tratamiento
de la malaria

Agustin Benito Llanes
Centro Nacional de Medicina Tropical

Instituto de Salud Carlos III

1.1. Situacion actual de la malaria en el mundo

La malaria es una enfermedad perteneciente al grupo de las relacio-
nadas con la pobreza, un concepto mas amplio al de desatendidas
u olvidadas, aunque esta soporte mas ayuda porque esta integrada
dentro de los objetivos del milenio y, por tanto, cuenta con mayor
financiacién dentro de los Fondos Mundiales (sida, malariay tuber-
culosis). La distribucion de la malaria comprende las grandes areas
tropicales y subtropicales del planeta que es donde su vector, algu-
nas hembras del género Anopheles, desarrollan su ciclo vital. Segin
el ultimo informe de actualizacion de la malaria, desarrollado por
la Organizacion Mundial de la Salud y la iniciativa Hacer vetroceder
la malaria (Roll Back Malaria 2005), 107 paises presentan areas con
riesgo de transmision de malaria y alrededor de 3.000 millones de
personas viven en zonas con riesgo de transmision de enfermedad.
Se estima que tienen lugar entre 350-500 millones de casos clini-
cos de malaria anualmente; la mayoria de estas infecciones estan
causadas por Plasmodium falciparumy Plasmodium vivax. La malaria
debida a P. falciparum produce mas de un millén de muertes al ano
principalmente en ninos menores de cinco anos.

Los patrones de transmision de la malaria varian mucho entre
regiones e incluso dentro de un mismo pais. Esto se debe a las
variaciones entre los parasitos de la malaria y los insectos vectores,
asi como a condiciones ambientales y factores socioecon6micos,
como la pobrezay el acceso a servicios de salud y prevencion.

A nivel mundial el 60% de los casos de malaria y mas del 80%
de las muertes por malaria ocurren en el Africa subsahariana.

[25]
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Plasmodium falciparum causa la mayoria de las infecciones en esta
region y alrededor del 20% de las muertes de ninos menores de
cinco anos. La malaria también es la principal causa de anemia
en ninos y mujeres embarazadas, del bajo peso al nacer, partos
prematuros y mortalidad neonatal.

Las evidencias apoyan la idea de que los adultos infectados con
el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), junto con los ni-
nos menores de cinco anos y las mujeres embarazadas, deben ser
el principal objetivo para el tratamiento y la prevencion de la ma-
laria. La malaria contribuye sinérgicamente con el VIH/sida en la
morbimortalidad en dreas donde las dos infecciones tienen alta
prevalencia, como el Africa subsahariana.

MAPA 1.1: Zonas de transmision del paludismo (riesgo elevado,

limitado y zonas donde no existe transmisién), 2004

. Areas de alta transmisién del paludismo

=1 Areas de baja transmisién del paludismo
1 Areas libres del paludismo

Fuente: WHO, 2010.

1.2. El parasito

Los microorganismos causantes de la malaria son protozoos para-
sitos pertenecientes a la familia Plasmodiidae, orden Coccidiida,
suborden Haemosporidiidea. Se han descrito unas ciento veinte es-
pecies de Plasmodium, que parasitan a vertebrados, incluyendo ma-
miferos, aves y reptiles. De todos ellos, solo cuatro son las especies
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causantes de la enfermedad en el humano, Plasmodium falciparum,
P, vivax, P. malariae y P. ovale, a la que hay que sumar en las tltimas
décadas casos de P. knowlesi. Plasmodium knowlesi es un parasito
conocido en primates durante largo tiempo pero que ha causado
algin caso descrito con clinica en humanos, de manera que se
ha encontrado en mas de 200 pacientes malayos, todos ellos mal
diagnosticados como P. malariae, una de las cuatro especies descri-
tas causantes de la malaria en humanos y a la que se parece mor-
fologicamente en el diagnoéstico microscopico. Es una infeccion
que se produce en el sudeste asiatico.

Los parasitos de este género se caracterizan por presentar un
tipo de multiplicacion asexual en las células y en los eritrocitos del
hospedador vertebrado y, ademas, porque el invertebrado hospe-
dador son varias especies de Diptera (Gilles y Warrell 1993).

El ciclo para todas las especies es el mismo, con una clara dife-
renciacion de las infecciones por P. falciparumy P. malariae de las
causadas por P. vivaxy P. ovale.

Asi pues, el ciclo biolégico de todas las especies que afectan al
hombre es, basicamente, el mismo: comprende una fase sexual en
algunas especies de la hembra del mosquito Anopheles y una fase
asexual en el hospedador vertebrado.

1.2.1. Ciclo del parasito en el hombre

— Fase tisular: los esporozoitos inoculados tras la picadura de
una hembra de Anopheles llegan al higado, y se alojan en los
hepatocitos donde tiene lugar la esquizogonia preeritrocitica.
Después de unos 6-16 dias desde la infeccién, el esquizonte se
rompe y salen a la circulacion los merozoitos. Los esporozoitos
de las especies Plasmodium vivaxy Plasmodium ovale pueden di-
ferenciarse en hipnozoitos (estado durmiente) y, tras un tiem-
po determinado, tiene lugar la esquizogonia formando nuevos
merozoitos que invaden la sangre, causando recidivas.

— Tase eritrocitica: 1os merozoitos liberados pasan al torrente circu-
latorio e invaden los eritrocitos, donde se transforman en tro-
fozoitos. En su desarrollo, el parasito se alimenta de la hemog-
lobina del eritrocito y como producto de su digestion libera un
pigmento llamado hemozoina. Cuando el trofozoito es maduro,
sufre la division asexual o esquizogonia eritrocitica formando
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un esquizonte. Cuando el esquizonte alcanza la madurez en su
interior, se distinguen los merozoitos diferenciados que, tras la
ruptura del eritrocito, se liberaran en el torrente sanguineo,
asi como todas las sustancias producidas por el parasito. Es en
este momento cuando se produce la sintomatologia paludi-
ca. Estos merozoitos invadiran nuevos eritrocitos generando
nuevos parasitos mediante el mismo proceso. Algunos de es-
tos merozoitos dardn lugar a las formas sexuales diferenciadas,
micro y macrogametocitos.

1.2.2. Ciclo del parasito en el vector

La hembra de Anopheles se infecta al alimentarse sobre una per-
sona portadora de gametocitos en sangre. Los gametocitos, una
vez que son ingeridos por el mosquito (el resto de estadios del pa-
rasito son eliminados y digeridos), comienzan un proceso de ac-
tivacion en el interior del estomago del mosquito. Al gametocito
femenino activado se le conoce como macrogameto. El masculino
sufre un proceso de exflagelacion y se denomina microgameto. El
microgameto, con movimiento propio, cuando encuentra un ma-
crogameto, se produce la fecundacién y origina un cigoto (tinica
fase diploide del parasito). Este cigoto da lugar a un ookineto
que presenta movimiento (estado invasivo). Penetra en el epitelio
estomacal para, finalmente, quedar inmovil sobre la ldmina basal
de este epitelio. El ookineto entonces se diferencia en un estado
con forma esférica llamado ooquiste. Durante esta fase tienen lu-
gar procesos de division, meiosis y mitosis produciendo numero-
sos esporozoitos haploides. Posteriormente el ooquiste se rompe
liberando los esporozoitos a la hemolinfa. Presentan tropismo
positivo por las glandulas salivales donde penetran, situandose fi-
nalmente en el canal salival, de tal manera que serian inyectados
con la saliva en la siguiente alimentacion que realice el mosquito.
Parece ser que un Anopheles con esporozoitos en sus glandulas sa-
livales permanece infectado toda su vida.

Los factores implicados en el éxito del paso del parasito al vec-
tor y su desarrollo en el mismo son numerosos y su interaccion
compleja. La temperatura, la densidad gametocitaria, el estado
inmunitario de la persona portadora de gametocitos, el estado
drepanocitario del portador de gametocitos, la edad y la sex-ratio
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de los gametocitos son elementos influyentes en la infeccion de
los mosquitos.

ESQUEMA 1.1: Ciclo biolégico de la malaria
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Durante los anos sesenta, con el desarrollo de la cloroquina
como antimaldrico para tratar al humano y con el DDT como in-
secticida para combatir al vector, se habl6 de campanas de erra-
dicacion. La resistencia del parasito a la cloroquina y del vector
al DDT modificé el planteamiento de las acciones de lucha, cam-
biando el término erradicacién por el de control.

1.2.3. Medicamentos disponibles para
el tratamiento de la malaria

Hay un numero limitado de farmacos que pueden ser emplea-
dos para el tratamiento y la prevencion de la malaria. Los mas
antiguos como la quinina y los compuestos relacionados con ella
(cloroquina, amodiaquina, primaquina y mefloquina) siguen
siendo actualmente los mas utilizados. También son de uso muy
frecuente las combinaciones de antifolatos, como sulfadoxina/
pirimetamina o atovacuona/proguanil. Se utilizan tanto para tra-
tamiento como para profilaxis, solos o en combinacién. Probable-
mente la contribucién mas importante de los tltimos 50 anos en el
tratamiento de la malaria ha sido el desarrollo de los derivados de
la planta Artemisa annua, quinghaosu o artemisina. Se introdujeron
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desde China a principios de los anos setenta y hoy dia es frente a
los inicos que no han aparecido resistencias, aunque hay una se-
rie de mutaciones que parecen tener relaciéon con su resistencia; a
una de ellas se la relaciona directamente con la resistencia ¢n vivo.
Son los mas potentes y rapidos de todos los antimaldricos conoci-
dos y hoy dia son los medicamentos de eleccion en el tratamiento
combinado de la malaria que se pretende extender por todas las
zonas endémicas (WHO 2001).

— Quinina: derivado de la corteza del arbol de la Chinchona,
fue el inico medicamento usado para el tratamiento de la
malaria hasta los anos treinta. Actiia, como la mayoria de
los antimalaricos, sobre el esquizonte eritrocitico. Sus resis-
tencias, aunque existen en el sudeste de Asia y las islas del
Pacifico oriental, son escasas.

— Cloroquina: sintetizada en Alemania en los anos treinta, se
desarrollo después de la Segunda Guerra Mundial. Actia
con gran eficacia; tiene pocos efectos secundarios y un cos-
te muy bajo. Sin embargo por su amplia utilizacion es el
antimaldrico frente al cual el Plasmodium falciparum es mas
resistente. Se han detectado resistencias en todas las areas
endémicas, excepto Centroamérica y parte de Oriente Me-
dio. También P. vivax presenta resistencia a la cloroquina.

— Combinacion de antifolatos: existen varias combinaciones de
inhibidores del enzima dihidrofolato reductasa (progua-
nil, clorproguanil, pirimetamina y termetropina) y sulfas
(sulfamidas y sulfonas). Aunque estos farmacos tienen
actividad antipalidica cuando se usan solas, la resistencia
parasitologica suele desarrollarse rdpidamente. Cuando se
usan en combinacién, tienen un efecto sinérgico en el pa-
rasito y pueden ser efectivas incluso en presencia de parasi-
tos resistentes a uno de los componentes. La combinacion
mas frecuente es sulfadoxina/pirimetamina (Fansidar®,
Roche), sulfametopirazina/pirimetamina (Metakelfin®)
y trimetroprim/sulfametoxazol (Cotrimoxazol®). Se han
probado nuevas combinaciones en Africa, como clorpro-
guanil/dapsona, también conocida como LapDap® (Glaxo
Smith-Kline) que tiene un efecto sinérgico mucho mas po-
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tente, y también atovaquona/proguanil (Malarone®, Glaxo
Smithkline), usado sobre todo como profilaxis.

— Otros farmacos utilizados como antimaldricos para trata-
miento y profilaxis son antibiéticos como la fetraciclina y la
doxiciclina.

El estudio de nuevos antimaldricos no es todo lo rapido y exi-
toso que serfa de desear. Sin embargo existen medicamentos de
probada eficacia. Un ejemplo de ello es la Tafenoquina® (Glaxo
SmithKline), una 8 aminoquinolona segura y bien tolerada, con
una excelente actividad causal, eficaz en prevenir la infeccion he-
patica de P, falciparum multirresistente y de P. vivax.

1.3. Resistencia a los antimalaricos

La resistencia a los antimalaricos ha sido definida como «la capa-
cidad de un parasito para sobrevivir y/o multiplicarse a pesar de la
administracion y absorciéon de un farmaco dado a una dosis igual
o mayor que la usualmente recomendada pero con tolerancia del
individuo». Esta definicion fue mas tarde modificada para especi-
ficar que el medicamento en cuestion debe «conseguir acceso al
parasito o al eritrocito infectado durante el tiempo necesario para
su accion normal» (Bruce-Chwatt 1986).

El amplio e indiscriminado uso de los antimalaricos produce
una fuerte presion selectiva sobre el parasito para que desarrolle
altos niveles de resistencia. Esta ha sido descrita para tres de las
cuatro especies de parasitos de la malaria: Plasmodium falciparum,
Plasmodium vivaxy Plasmodium malariae. E1 primero ha desarrolla-
do resistencia a casi todos los antimaldricos utilizados, aunque la
distribucion geografica de la resistencia varia mucho (mapa 1.2).
La infeccion por Plasmodium vivax es resistente a cloroquina y/o
a primaquina en algunas areas, como el sudeste de Asia y algunas
islas del Pacifico. La resistencia del P. malariae es todavia anecdoti-
ca, teniéndose noticia de ella en Indonesia. Como mencionamos
anteriormente, la resistencia de P. falciparum a la cloroquina ha sido
descrita en todas las zonas en las que existe transmision de esta es-
pecie excepto en zonas paludicas de Centroamérica y de Oriente
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Medio. La resistencia a la combinacion sulfadoxina/pirimetamina
ocurre de manera frecuente en el sudeste asiatico y en Sudaméri-
ca. Esta resistencia comienza a ser prevalente en zonas de Africa,
donde en muchos paises es el medicamento de segunda intencién
y en otros de primera, debido a las altas tasas de resistencia a la
cloroquina. La resistencia a mefloquina es frecuente en algunas
areas del sudeste asiatico desde mediados de los anos noventa,
superando en algunos casos el 50%. Ha sido también descrita en
la regién amazénica y, de manera esporadica, en Africa.

Se debe realizar una diferenciacion entre fallo del tratamiento
por resistencia o por otras causas, como el uso de dosis incorrec-
tas, o la baja absorcién del medicamento.

MAPA 1.2: Zonas en las que existe resistencia del P. falciparum a

cloroquina, a sulfadoxina/pirimetamina y multirresistencia

La resistencia parece ser debida a la ocurrencia de mutacio-
nes espontaneas que reducen la sensibilidad a un determinado
farmaco o clase de farmacos. Para algunos antimalaricos la pre-
sencia de un dnico punto de mutacién es suficiente para poder
producir resistencia, mientras que, para otros, €s necesario que
existan puntos multiples. Se ha comprobado que la infeccion por
los parasitos estd constituida por poblaciones heterogéneas que
pueden tener distintas respuestas a los medicamentos. Es decir, en
un mismo individuo pueden convivir poblaciones sensibles con
otras resistentes, tratandose de una misma infeccién. En la actua-
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lidad, técnicas como la RT-PCR permiten conocer que en algunos
casos la resistencia se debe también a la presencia de mas copias
de los genes que codifican proteinas cuyas mutaciones tienen re-
lacion con la resistencia a algiin antimalarico, como, por ejemplo,
el gen pfmdrl gen de multirresistencia.

Después del tratamiento existe un residuo de parasitos que
sobreviven al medicamento (Wernsdorfer y Payne 1991). Bajo
circunstancias normales, estos parasitos pueden ser eliminados
por el sistema inmune (no especificamente en el caso de pa-
cientes no inmunes). Los factores que disminuyen la efectividad
del sistema inmune en la eliminacién de parasitos parecen in-
crementar la supervivencia de estos y facilitar el desarrollo de la
resistencia. Este mecanismo ha sido sugerido como un factor que
ha contribuido a la resistencia en el sudeste asiatico, donde los
parasitos estan repetidamente circulando a través de individuos no
inmunes. La respuesta no especifica de individuos no inmunes es
menos efectiva en eliminar el residuo de parasitos que la respuesta
inmune especifica en los individuos semiinmunes. El mismo meca-
nismo debe también explicar la pobre respuesta al tratamiento en
ninos y mujeres embarazadas.

El uso de la combinacion sulfadoxina/pirimetamina para el
tratamiento de la malaria puede incrementar la resistencia para-
sitologica hacia otras combinaciones de antifolatos. El desarrollo
de resistencias a la sulfadoxina/pirimetamina a través de la acu-
mulacién de mutaciones en el gen dhfr debe comprometer la vida
util de la nueva combinaciéon de antifolatos, clorproguanil y la
dapsona (LapDap®), incluso antes de que se empezara a usar. La
combinacion sulfadoxina/pirimetamina es de primera intencion
en algunos paises.

Plasmodium falciparum presenta lo que se denomina «plastici-
dad genética» que permite al parasito una rapida adaptaciéon a un
nuevo farmaco, incluso cuando este no esta quimicamente rela-
cionada con los medicamentos previamente utilizados. El meca-
nismo de esta plasticidad hasta ahora es desconocido, pero esta
capacidad puede ayudar a explicar como determinados aislados
y/0 cepas se adaptan rapidamente a los nuevos farmacos. La elec-
ciéon de medicamentos con una vida media larga (sulfadoxina/
pirimetamina, mefloquina) en preferencia a las de vida media
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mas corta tiene el beneficio de ser administrados en monodosis.
Sin embargo el tener periodos de eliminacién mas largos benefi-
cia la aparicion de las resistencias.

1.3.1. Métodos para la deteccién de las resistencias

En general se emplean cuatro métodos basicos para el estudio
de las resistencias: pruebas in vivo, in vitro, estudios en modelos
animales y caracterizacién mediante marcadores moleculares.

A) Pruebas in vivo: consisten en el tratamiento de un grupo
de individuos con malaria clinica y parasitemia, con una
dosis conocida de un determinado farmaco y el consiguien-
te seguimiento clinico y parasitolégico. Una de las carac-
teristicas clave de estas pruebas es la interrelacion entre el
hospedador y el parasito. La disminucion de la eficacia te-
rapéutica de un medicamento puede ser enmascarada por
la eliminacién de parasitos mediante el sistema inmune en
pacientes con un alto grado de inmunidad adquirida. El
inconveniente es que en la mayor parte de los casos no se
mide la absorcion del medicamento, ni los metabolitos en
sangre; por tanto, la resistencia real no puede ser conocida.
Ademas en los estudios de 28 dias o mas en zonas de alta
endemicidad también puede haber confusiéon con las nue-
vas infecciones.

B) Pruebas in vitro: con estas se evitan los numerosos factores
que influyen en las pruebas in vivo, como el sistema inmu-
ne del hospedador. Se toman muestras de sangre periférica
parasitada y se anade en placas de microensayo exponiendo
a los parasitos a distintas concentraciones de antimalaricos,
comprobando finalmente si se produce la inhibicién de la
maduracion de los esquizontes. Los resultados no necesa-
riamente se corresponden a los tests in vivo ya que la res-
puesta inmune juega un papel muy importante. También
influye la farmacocinética del medicamento (absorcion,
eliminacion, etc.).

C) Estudios en modelos animales: son pruebas in vivo pero desa-
rrolladas en modelos no humanos; por tanto, estaran influi-
das por los numerosos factores que influyen en la prueba



SITUACION DE LA MALARIA Y ESTADO ACTUAL DE LAS... [ 35]

in vivo normal, salvo el efecto del factor inmune del hos-
pedador, que esta minimizado por el uso de animales de
laboratorio. Una desventaja es que solo se emplean para-
sitos que crezcan o se adapten roedores y/o primates no
humanos. En la actualidad hay un modelo en ratones inmu-
nodeficientes (SCID/NOD) que permiten la infeccion por
Plasmodium falciparum.

D) Técnicas moleculares: 1os estudios con marcadores molecula-
res utilizan la PCR para indicar la presencia de mutaciones
que determinen la resistencia biolégica a los antimalaricos.
Tedricamente, la frecuencia de la apariciéon de mutaciones
especificas en determinados genes dentro de una mues-
tra de pacientes de un area dada podria proporcionar una
indicacion de la frecuencia de la resistencia a las drogas en
un area, de manera andloga a la informacién que se obtie-
ne de las pruebas in vitro. Entre las ventajas de estos méto-
dos se incluye la necesidad del uso de pequenas cantidades
de material genético y la posibilidad de realizar multitud de
pruebas en un corto periodo de tiempo. Entre las desventa-
jas estan la necesidad de un equipamiento sofisticado y un
entrenamiento para poder usarlas, asi como el hecho de
que las mutaciones que confieren resistencia son conocidas
para un numero limitado de medicamentos, primeramen-
te para inhibidores de DHFR, como la pirimetamina, y de
DHPS como la sulfadoxina (Su y Wellems 1996). Los mar-
cadores moleculares que son objetivo de estudio y donde se
cree reside la presencia de la resistencia a cloroquina son el
cg2, pfdmr 1y pferty, finalmente, el pfgr (Duraisingh et al.
1997). Las resistencias a la atovaquona parece ser que resi-
den en mutaciones en el complejo del citocromo bcl sobre
el que actia (Ittarat et al. 1994).

La confirmacién de la asociaciéon entre una serie de mutacio-
nes dadas y la actual resistencia a los farmacos es dificil, especial-
mente cuando la resistencia incluye mas de un locus y multiples
mutaciones. Las resistencias que han sido mas estudiadas son las
que estan debidas a mutaciones en los genes Dihidrofolato Re-
ductasa (DHFR) y Dihidropterato Sintasa (DHPS).
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1.3.2. Factores determinantes en la aparicion de resistencias

Los factores relacionados con la aparicion de resistencias for-
man como un puzle en el que todas las piezas estan relacionadas.
En primer lugar estan el niimero total de parasitos expuestos a la
drogay la concentracion de la droga a la que se expone el parasito
(tolerancia o resistencia). También juega una parte muy importan-
te la farmacocinética de la droga en cuanto a las variaciones de la
absorcion (alimentos), su vida media y la potencia (PRR < 48 h).
Finalmente se detallan como factores determinantes el grado de
transmisibilidad, Ia inmunidad del hospedador y el grado de sen-
sibilidad/resistencia por mutaciones naturales.

1.3.3. Seleccion de resistencias

Las mutaciones genémicas que ocurren de manera natural sir-
ven de base para que, ante una presion farmacologica determina-
da, se seleccionen pardasitos capaces de sobrevivir, originandose de
esta forma cepas resistentes. De esta forma, podemos decir que
farmacos de vida larga dejan concentraciones residuales subtera-
péuticas; también los tratamientos incompletos y, por ultimo, las
formulaciones de baja biodisponibilidad intervienen de manera
importante en la seleccion de resistencias.

Si cesa la presion farmacologica, la resistencia puede revertir.
Este hecho se ha podido demostrar en el sudeste asiatico con el
cambio de la cloroquina por la mefloquina como tratamiento de
primera intencién. La utilizacién de la mefloquina y la aparicion
de resistencias a este farmaco ha hecho que se utilice de nuevo la
cloroquina en dreas multirresistentes a la mefloquina.

Por otro lado existe una mayor probabilidad de que se den mu-
taciones en los mads parasitados; asi, se estima que el porcentaje de
que se dé una mutacién en un solo individuo con parasitemias por
encima del 10% es mayor que la que se puede dar en un millén de
individuos asintomdticos con parasitemias submicroscépicas.

La diseminacion de las resistencias depende del nivel de ende-
micidad/transmisibilidad. En areas de alta endemicidad (hiper u
holoendémicas) existe una gran mezcla de gametocitos, diluyen-
do las mutaciones; los adultos son inmunes o semiinmunes con
anticuerpos antigametocitos.
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En areas de baja endemicidad o malaria inestable las epide-
mias afectan a toda la poblacién (no inmunidad); existe una ele-
vada carga parasitaria, poca diversidad parasitaria. En este tltimo
caso la resistencia se desarrolla en un tiempo mas breve.

1.3.4 Base farmacolégica de la terapia antimalarica

El conocimiento de los mecanismos de accion es importante
para prevenir la resistencia cruzada. Asi, las propiedades farma-
cocinéticas nos permiten determinar el intervalo de la dosis y la
duracion segun los grupos o los pacientes de alto riesgo.

Algunos mecanismos de accién se conocen:

— Digestion de la hemoglobina en la vacuola digestiva (4-ami-
noquinoleinas). Los nuevos compuestos antagénicos han
sido descritos en los procesos vacuolares (plasmepsin as-
partico, proteasa y falcipain cistein proteasa como dianas).

— Antifolatos (sulfadoxina/pirimetamina y LapdapR). Inhi-
bidores especificos de las enzimas de la ruta del acido foli-
co. Es también posible buscar y disenar antagonistas.

— Agentes alquilantes. La artemisina genera radicales libres
que rapidamente alquilatan membranas del parasito (par-
ticularmente en la vacuola). Este proceso es catalizado pro-
bablemente por la hemozoina y se complica por la apari-
cion de resistencias.

— Funcién mitocondrial. La atovacuona inhibe la citocromo
reductasa que es la base sinérgica del proguanil. Las resis-
tencias se desarrollan rapidamente.

— Apicoplasto. Los antibiéticos, principalmente las tetracicli-
nas, interfieren en la traduccion en proteinas.

El lugar de actuacion de los principales antimalaricos es cono-
cido. La cloroquina, amodiaquina, quinina, mefloquina, halofan-
trina, lumefantrina y artemisininas actian en el esquizonte hema-
tico en la digestion de la hemoglobina.

La sulfadoxina, sulfametoxazol, dapsona, pirimetamina, trime-
troprin, proguanil y clorproguanil intervienen en la inhibicién del
acido félico. La atovacuona, el proguanil, las tetraciclinas, la doxici-
clina, la azitromicina y la clindamicina actian a nivel mitocondrial.
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También son antimitocondriales la primaquina y la etaquina
(tafenoquina) e interfieren en el proceso general de 6xido-reduc-
cion y danan colateralmente la mitocondria.

1.3.5. Epidemiologia molecular en el estudio

de las resistencias y su distribucion

Consiste en el uso de marcadores moleculares de diversidad,
de patogeneidad y/o virulencia y de resistencia en el estudio de
las poblaciones de Plasmodium falciparum.

El genoma de Plasmodium falciparum es pequeno (2,5 x 107 pb) y
no permite el andlisis citolégico cldsico por microscopia. El geno-
ma se caracteriza por presentar una proporcion elevada de ade-
nina (A) y timina (T) que viene a ser el 80% del total. Mediante
técnicas como electroforesis en campo pulsado, mediante clona-
cion de grandes fragmentos de ADN dentro de cromosomas ar-
tificiales de levaduras y mediante observacion de los cinetocoros
por microscopia electrénica se ha comprobado que el genoma
de Plasmodium falciparum posee 14 cromosomas, cuyos tamanos
varian entre 0,65y 3,4 Mb. Con la secuenciacion completa del ge-
noma se abre un campo para el desarrollo de herramientas para
controlar la enfermedad (Gardner et al. 2002).

La diferencia encontrada en el tamano de los cromosomas
implica la rotura de regiones subteloméricas, frecuencia de la
recombinaciéon cromosémica, duplicaciones y deleciones del ge-
noma. La diversidad genética es uno de los procesos relacionados
con la reproduccion sexual, fase obligatoria en el ciclo vital del
parasito. La fertilizacion cruzada de los gametos en el mosquito
vector contribuye a la generacion de fenotipos distintos, ya que las
infecciones naturales contienen mezclas de diferentes genotipos
parasitarios (Rosario 1981).

El conocimiento de la diversidad genética mediante estu-
dios con marcadores moleculares, tanto de polimorfismo como
de resistencia, es importante para conocer la diversidad y la
implicacion de las poblaciones en la transmision y en la pato-
logia y para establecer medidas de control adecuadas. Existen
numerosos estudios que muestran la amplia diversidad de P. fal-
ciparum, principalmente relacionados con la diversidad de los
genes que codifican las proteinas de superficie del merozoito
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1y 2 (msp-1 bloque 2 y msp-2). Estos han mostrado un grado
de complejidad elevado indicando que pueden concurrir po-
blaciones genéticamente diferentes dentro de una misma in-
feccion e individuo.

Tedricamente, la frecuencia de mutaciones especificas dentro
de una muestra de pardsitos en un area determinada nos da una
indicacion de la frecuencia de resistencias a los antimalaricos de
manera analoga a la derivada de los métodos in vitro.

Entre las ventajas estdn el poder trabajar con una cantidad
de muestra pequena, la independencia de los factores inmunes
del hospedador y la posibilidad de hacer numerosas pruebas y
en poco tiempo. Como inconvenientes estan la utilizacion de un
equipo sofisticado para hacer los estudios en el terreno y la limi-
tacion de farmacos o drogas estudiadas (inhibidores de dihidro-
folato reductasa gen-DHFR y didhidrofolato sintetasa gen-DHPS,
cloroquina-CQ) [genes Pfmdrl y Pfcrt] y cloroquina-amodiaquina.
CQ-AMD [gen Pfgr].

1.3.6 Naturaleza multigénica de la resistencia

ala cloroquina (CQ)

Un ejemplo claro en el que se ha comprobado la naturaleza
multigénica de la resistencia a algunos antimalaricos es el caso de
la clororoquina.

El gen Pfmdrl1 se encuentra en el cromosoma 5; es una P-glico-
proteina homologa a Ia humana, localizada en la membrana de la
vacuola digestiva con funcion todavia no del todo conocida. Es un
gen plimorfico en las posiciones 754, 1049, 3597, 3622 y 4234.

Existen dos alelos implicados en la resistencia a las cuatro ami-
noquinoleinas (CQ). El primero es de tipo K1 Asn86Tyr y el se-
gundo es de tipo 7G8 Ser1034Cys/Asn1042Asp/Asp1246Tyr.

Mediante RFLP se ha encontrado un segmento de 36 KD en el
cromosoma 7 asociado a la resistencia a la CQ. Posteriormente se
ha aislado un nuevo gen en esta regién del cromosoma 7, el gen
Pfcrt. Este gen codifica para una proteina transmembrana de 424
aa y 48,6 KD localizada en la vacuola digestiva. Se ha observado
que modificaciones de aa en los dominios de esta proteina estan
relacionadas con la resistencia a la CQ. La mutacién Lys76Thr
esta 100% ligada con la resistencia a la CQ.
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Finalmente, gracias a algunos estudios de cruzamiento entre
clones D2y 3D7, se ha comprobado en la progenie el ligamiento
a un locus localizado en el cromosoma 5 y otro gen en el cromo-
soma 13.

1.3.7. Combinacién de farmacos en la era

de la multirresistencia

Como en la mayoria de las enfermedades infecciosas ocurre, la
combinacion de farmacos se ha puesto de relevancia en el trata-
miento de las grandes endemias. En el caso de la malaria el trata-
miento combinatorio es siempre entre una artemisina o derivado
y otro antimalarico sinérgico o de vida larga. Esta combinacion se
denomina ACT (Artemisine Combinated Treatment).

La OMS recomienda la terapia combinada, ampliamente de-
mostrada en el sudeste asiatico, de gran duda para su aplicacion
en Africa, principalmente por problemas de coste, gestion y dis-
tribucién. La combinacién que se ha elegido como estandarte es
el CoartemR (Lumefantrina + artemisina), con lo que ha llegado
a reducirse el precio a 2,40 dodlares, de manera poco sostenible
si no es gracias a la ayuda del Fondo Global de Lucha Contra la
Malaria.

Existen otras combinaciones, pero en todas ellas interviene:
@) un antimaldrico potente y rapido (artemisinas) mas otro de
vida media larga (mefloquina, lumefantrina, pirimetamina/sulfa-
doxina o amodiaquina); b) dos antimalaricos con efecto sinérgico
(atovacuona mas proguanil).

Si establecemos la potencia de un antimaldrico en la capaci-
dad en disminuir la biomasa parasitaria, las artemisinas tienen
una potencia muy alta (104-105); la cloroquina y la halofantrina
tienen una potencia antiparasitaria alta (102-104); la lumefantri-
na, la mefloquina, la combinacién sulfadoxina/pirimetamina y la
quinina tienen una potencia media (10-103). Finalmente, los an-
tibidticos tienen una potencia baja (101).
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FIGURA 1.1: Estrategia de combinacién de farmacos segiin la vida
media de presentacion en el organismo

Combinacion de farmacos:
vida media corta + vida media larga
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Las combinaciones para el tratamiento con antimalaricos es-
tan basadas en aquellas que son utilizadas por su efecto sinérgico,
y entre estas estan los inhibidores de la sintesis del dcido félico:

Semanas postratamiento

¢ pirimetamina + sulfadoxina (Fansidar®)

® pirimetamina + sulfadoxina + cloroquina

® pirimetamina + sulfadoxina + amodiaquina

¢ pirimetamina + sulfadoxina + mefloquina (FansiMef®)
¢ proguanil + cloroquina (Savarine®)

¢ proguanil + sulfametoxazol

¢ proguanil + atovacuona (Malarone®)

¢ clorproguanil + dapsona (LapDap®)

Y por otro lado estin las combinaciones con artemisinas en
tratamiento combinado (ACT):

® artesunato + cloroquina

e artesunato + amodiaquina

® artesunato + pirimetamina-sulfadoxina

¢ artesunato + pironaridina

¢ artesunato + clorproguanil-dapsona (LapDap-plus®)

¢ artesunato o dihidroartemisina + mefloquina (Artequin®)
® artesunato + atovacuona-proguanil

¢ dihidroartemisina + piperaquina
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e dihidroartemisina + azitromicina
e artemeter + lumefantrina (Riamet®, Coartem®)

Las artemisinas son antimalaricos ya utilizados hace millones
de anos en China procedentes de la planta Artemisia annua L. Es
un antimaldrico de accién muy rdpida, pero de vida corta, lo que
hace que pueda originar recrudescencias al ser usado como mo-
noterapia. Si es utilizado en monoterapia, al menos deberia ser
utilizado cinco dias, preferiblemente siete, y prolongarlo hasta
10 en parasitemias elevadas. En combinaciéon con mefloquina,
lumefantrina o amodiaquina, la duracion se acorta a tres dias, au-
mentando pues la adherencia al tratamiento y disminuyendo las
recrudescencias (hay que tener en cuenta que el tratamiento sera
mas exitoso cuanto menos dias se administre). La combinacion
con quinina (terapia en casos graves) no parece aportar ningin
beneficio y con los antifolatos puede ser antagénica.

En definitiva, podemos decir que con la estrategia de utilizar
combinaciones de antimaldricos, ya sea ACT o inhibidores de
la sintesis del acido folico, estamos en un momento interesante
para poder llegar a controlar esta gran endemia, eso si, siem-
pre con ayuda externa y con mejoras en la distribucioén de estos
combinados.

Mientras tanto, hay que seguir haciendo esfuerzos en la estra-
tegia para luchar contra la enfermedad, que no es otra que la de
a)diagnostico rapido y correcto, b) tratamiento rapido y adecuado
(manejo de casos), ¢) otras medidas adicionales (medidas protec-
toras y de prevencion, utilizacién de mosquiteras impregnadas en
insecticida, control vectorial [rociamiento intramural en vivien-
das], tratamiento intermitente en embarazadas y en ninos meno-
res de un ano.

1.3.8. Estrategia para el desarrollo de vacunas
y nuevas tendencias
Finalmente, se debe senalar que hay varias vacunas que estan
siendo ensayadas en la actualidad usando potentes adyuvantes. La
magnitud del problema exige que exista una necesidad de obtener
vacunas que ayuden y controlen la malaria en las zonas afectadas.
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¢Por qué es necesario investigar en vacunas::

— Resistencia de los parasitos a los antimalaricos

— Arsenal de antimalaricos limitado

— Resistencia de los mosquitos vectores a los insecticidas

— Conocimiento del genoma de P. falciparumy del genoma
de Anopheles gambiae ss.

Entre las dificultades que nos vamos a encontrar a la hora de
disenar una vacuna estan: tener un ciclo vital complejo, con dos
hospedadores y diferentes estadios; la enorme variabilidad anti-
génica que tiene el parasito; su facilidad para evadir la respuesta
inmune del hospedador, y una protecciéon poco duradera.

Varias décadas de investigaciéon parecen indicar que los re-
sultados han sido negativos, pero existen ciertas evidencias que
indican que una vacuna frente a la malaria es posible:

— La inmunizacién con esporozoitos irradiados ha demos-
trado proteccion parcial o completa en modelos experi-
mentales en roedores, en humanos y en otros primates.

— La infeccién repetida en un individuo con malaria genera
una «respuesta naturalmente adquirida» que, aunque de
vida corta y aislado especifica, reduce la mortalidad y la
incidencia de complicaciones de la malaria, asi como que
resulta en una supresion de la parasitemia hasta niveles in-
detectables por los métodos de diagnéstico tradicionales.

— La transferencia pasiva de inmunoglobulinas purificadas
de «individuos semiinmunes» se ha comprobado que pro-
tege. Es el caso de transferencia de suero «inmune» de
ninos africanos a ninos tailandeses.

— Algunos ensayos en modelos animales que han sido com-
pletados y algunos estudios clinicos que actualmente es-
tdn en progreso han mostrado proteccién en ensayos de
campo.

La malaria es la primera enfermedad donde se realiza un
planteamiento diferente de diseno de vacunas en funcion de la
diana donde van a ir dirigidas y la respuesta que esta vacuna va
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a causar en el entorno del ciclo biol6gico. Debido a su complejo
ciclo biolégico, con estadios diferentes que expresan a su vez
antigenos diferentes, y debido ademas al alto grado de variabi-
lidad de poblaciones diferentes originadas en el mosquito por
recombinacién genética, ademas de una vacuna de modelo tra-
dicional (aquella que intenta impedir la infestacion por el para-
sito y, en definitiva, impedir que posteriormente se desarrolle la
enfermedad-vacuna preeritrocitica), se incorporan dos nuevas
estrategias en el desarrollo de vacunas. La primera esta basada
en la estrategia dirigida hacia los antigenos que expresan los es-
tadios asexuales sanguineos (trofozoito y merozoito). Este tipo
de vacuna no impediria la infestacion por parasitos (esporozoi-
tos), su penetracion y multiplicacion en las células hepaticas y el
paso al torrente circulatorio de los merozoitos formados en el
esquizonte hepdtico (véase ciclo), pero si impediria el desarro-
llo del ciclo eritrocitico o hematico, al ser donde se desarrolla
la fase clinica (sintomatologia). Este tipo de vacuna se denomi-
na vacuna contra la enfermedad ya que impediria el desarrollo de
clinica o bien retrasaria el nimero de episodios maldricos que
pudiera tener una persona. El ultimo tipo de modalidad seria
aquella basada en antigenos parasitarios de las formas sexuales
del parasito (gametocitos, zigoto, oocineto y oocisto), algunos de
ellos desarrollados en el interior del mosquito. Estas vacunas no
impedirian la infestacion o el desarrollo de la clinica malarica,
pero podrian ser tutiles en areas de transmision para bloquear
esta, lo que impediria el desarrollo del zigoto y, por tanto, del
parasito en el mosquito. Se denominan vacunas de blogqueo de la
lransmision.
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ESQUEMA 1.2: Ciclo de vida del parasito y las fases (preeritrocitica, eritrocitica
y en el mosquito) en las que se basa la estrategia de desarrollo
de vacunas de malaria
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Existen varias presentaciones y propuestas de vacunas. La vacu-
na generada mediante péptidos sintéticos Spf66 cre6 una gran ex-
pectacion como buen candidato a vacuna (Patarroyo et al. 1992),
si bien los ensayos en fase III demostraron finalmente su inefica-
cia en zonas de elevada transmision, concretamente en Africa y
Tailandia. Otros desarrollos vacunales tienen resultados esperan-
zadores como es el caso de la RTS,S/AS02A (Alonso et al. 2004)
aunque por si solas no contribuiran a eliminar la enfermedad.

La realidad es que, incluso habiendo tenido ciertos resulta-
dos esperanzadores, se ha comprobado que estas deberan actuar
como una herramienta mas para controlar la enfermedad y no
podran sustituir de manera definitiva a la politica de prevencion,
diagnéstico rdpido y tratamiento eficaz junto al uso de medidas
para reducir el contacto entre el hombre y el anofelino.

Podemos resumir en este tltimo apartado que ) existe un gran
conocimiento sobre los antigenos inmunogénicos que producen
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inmunidad protectora; ») que es necesario generar una respuesta
inmune mds duradera en el tiempo, y para ello se estin probando
inmunomoduladores y adyuvantes mas potentes; ¢) que los avan-
ces en genoémica y proteémica permitiran identificar un nimero
mayor de candidatos a vacunas; d) que es necesaria una mayor im-
plicaciéon multiinstitucional permitiendo la unién de organismos
internacionales, instituciones publicas, multinacionales farmacéu-
ticas e instituciones sin animo de lucro en pos del desarrollo de
una vacuna. Estas iniciativas estan haciendo que vuelva a renacer
la esperanza y en los proximos 10-15 anos pueda existir una va-
cuna que demuestre suficiente eficacia como para controlar esta
grave infeccion junto a los métodos tradicionales de control.
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2.1. Los virus

La identificacion de sintomas clinicos reproducibles permitio
mostrar que algunas enfermedades eran transmisibles de plantas
a plantas, entre animales, de animales a humanos y de personas a
personas, produciendo una sucesion de enfermedades con carac-
teristicas similares. A finales del siglo X1X se observo que la enfer-
medad del mosaico del tabaco se debia a un agente de naturaleza
infecciosa que era filtrable y se podia diluir, y que se reproducia. Se
trataba de las primeras observaciones que llevaron al descubrimien-
to de los virus. Poco después (1898) se describi6 el primer agente
infectivo filtrable que producia una enfermedad en animales, la
glosopeda, y el primer virus humano, productor de la fiebre amari-
lla (1901) (Oldstone 1998). El término virus, que en latin significa
veneno, inicialmente se aplicaba a cualquier agente infectivo. Los
virus son una parte integral del ecosistema (Enjuanes 2009; Enjua-
nes et dal. 2009). Existen donde se encuentra vida y son las formas
vivas predominantes en el planeta. De hecho, su biomasa es tan
abundante como la de los procariotas. Los virus estan en grandes
cantidades en las aguas marinas excediendo un millén de particu-
las por mililitro. En total hay alrededor de 10* virus en el mar.

2.2. Virus emergentes

Las infecciones emergentes son aquellas que aparecen por prime-
ra vez en una poblacion o que, existiendo previamente, aumen-
tan de forma rapida su incidencia o distribucion geografica. Los

[47]



[48] LA LUCHA FRENTE A LAS ENFERMEDADES DE LA POBREZA

virus frecuentemente se transmiten de los animales al hombre,
produciéndose lo que se conoce como zoonosis, que pueden ser
graves cuando, ademas, dan lugar a estirpes virales que se trans-
miten entre los hombres. Ello se debe a la caracteristica de los
virus de mutar, adaptandose a un nuevo hospedador. De hecho,
cada uno de los posibles 10.000 o mas virus que se derivan de una
sola particula viral infectiva es distinto entre si, seleccionandose
para la propagacién aquellos virus que tienen una ventaja selecti-
va en el nuevo nicho ecolégico. Ademas de esta capacidad de los
virus para evolucionar y adaptarse a un nuevo hospedador, otros
factores favorecen la emergencia de infecciones. Entre ellos se en-
cuentran los cambios ambientales y ecologicos, los movimientos
migratorios humanos y su cambio de comportamiento, las defi-
ciencias sanitarias en los paises en desarrollo y el incumplimiento
de programas de vacunacion como el del sarampién. Lamentable-
mente, los paises pobres son los que estan menos preparados para
controlar las epidemias emergentes.

Las enfermedades infecciosas contintian siendo la causa prin-
cipal de muerte en el mundo. La aparicion de epidemias ha sido
constante a lo largo de la historia y probablemente continuara
en el futuro. En el siglo X1v aparecio6 la peste, que maté a uno
de cada cuatro europeos. En el siglo xvI la viruela propicio6 la cai-
da del Imperio azteca frente a los espanoles. A principios del si-
glo XIx apareci6 el célera produciendo al menos siete epidemias.
A finales del siglo x1x la tuberculosis irrumpié6 en los circulos so-
ciales de Paris y Londres. A principios del siglo XX se extendi6 una
epidemia de gripe por todo el globo causando la muerte de unos
cuarenta millones de personas. En 1930 se describi6 la escrapie, una
nueva enfermedad de las ovejas que era producida por un agente
filtrable como un virus o mds pequeno. En los anos cincuenta apa-
reci6 una terrible epidemia, la del virus VIH que produce el sida,
y continua afectando dramaticamente en la actualidad. En 1960
se describi6é en humanos una enfermedad similar a la escrapie, el
kuru, que producia temblores, pérdida de equilibrio y del habla y
finalmente la muerte. Esta enfermedad era analoga al sindrome de
CreutzfeldtJakob debido a una anomalia genética. Lo interesante
de esta enfermedad es que era producida por un tipo de agente
infectivo desconocido hasta el momento, los priones.
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Durante la guerra de Corea (1951-1953) se produjo un brote
de fiebre hemorragica en unos dos mil militares de Naciones Uni-
das. Su naturaleza transmisible se document6 después de compro-
bar que la enfermedad se podia diseminar por el suero y orina de
los ratones infectados. La evidencia epidemiolégica sugirié que los
ratones salvajes eran portadores de un virus productor de la enfer-
medad. En el ano 1976 se identificé este virus en ratones. Se tra-
taba de un hantavirus que recibi6 su nombre del rio Hantaan de
Corea, donde se identificé por primera vez. Hasta el momento se
ha detectado en Japon, Rusia, Suecia, Estados Unidos, Sudaméri-
ca, Finlandia y Francia; por tanto, en algunos paises préoximos a Es-
pana. El virus suele matar a la mitad de las personas que infecta.

El virus de la encefalitis del Nilo Occidental reemergié en
Nueva York en 1999, donde no se habia detectado anteriormente,
diseminandose por Estados Unidos y Canada, el Caribe y México.
El virus se transmite por mosquitos y afecta a muchos animales
domeésticos, entre ellos los caballos y las aves; se aislo por primera
vez en la provincia occidental del Nilo en Uganda en 1937 de la
sangre de una mujer con fiebre, pero la mayor epidemia se regis-
tré en 1974 en Sudafrica. El virus esta ampliamente distribuido
por Africa, Oriente Medio (incluyendo Israel), parte de Europa
(Francia, Italia y Rumania), la anterior Uni6n Soviética, Asia cen-
tral y del sur y Australia, donde se le conoce con el nombre de
virus Kunjin.

En los ultimos anos, han reaparecido enfermedades infecciosas
olvidadas, como la tuberculosis, la malaria o el sindrome Dengue.
Asimismo, nuevas formas de enfermedades hemorragicas produ-
cidas por virus, todas ellas fatales, se han desarrollado en Sudamé-
rica. Una coleccion de infecciones mortales producidas por virus
que llevan nombres exoéticos (Lassa, Valle del Rift, Oropouche,
Rocio, Guanarito, virus de la encefalitis equina venezolana, virue-
la de los monos, chikungunya, Mokola, virus del bosque Semliki,
Crimea-Congo, Marburg, Ebola, encefalitis japonesa, etc.) se ex-
tiende hacia occidente. El virus chikungunya, que se transmite
por mosquitos, ha tenido en el ano 2006 una diseminacién explo-
siva en los paises del océano Indico. En la isla francesa Reunién,
aproximadamente uno de cada 10 habitantes ha sido infectado.
El virus ya ha pasado a Isla Mauricio e islas Seychelles.
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Los murciélagos estan infectados por una gran cantidad de
virus que luego se transmiten a la poblacién humana. Estas trans-
misiones no son del todo sorprendentes dado que hay unas seis
mil seiscientas especies de mamiferos, de las cuales 1.100 son de
murciélagos, siendo el nimero total de murciélagos superior al
del resto de los mamiferos. El virus Nipah infecta a algunas espe-
cies de murci€lagos y aparecio6 por primera vez en el ano 1999 en
Malasia, donde infect6 a 265 personas matando a 105. El virus se
transmitié desde el murciélago de la fruta, llamado zorro vola-
dor, que vive en el sudeste de Asia, al cerdo y de este al hombre.
Otro ejemplo es el virus de la rabia, un miembro de la familia
Rhabdoviridae, transmitido a través del mordisco de perros, zo-
rros, murciélagos y mapaches. El virus produce una mortalidad
del 85% si la mordedura es en la cabeza. No obstante, su pro-
greso al cerebro se puede atajar aun después de la mordedura
mediante la vacunacién. Con este virus Pasteur desarroll6 la se-
gunda vacuna para el hombre en 1885 (la primera vacuna habia
sido desarrollada por Jenner en 1796). Sin embargo, la rabia se
ha transmitido en Espana recientemente. En 1987 y en 1994 se
transmitié en Valencia y en Granada a un nino mientras dormia
y a otro nino sin que tampoco mediase ninguna provocacion,
respectivamente. En 1994, también en Granada, se infect6é una
persona al recoger un murciélago enfermo en el suelo. En 1999
el virus se transmiti6é al hombre por mordedura en el interior de
un edificio, y también se infect6 una nina por mordedura en el
cuello mientras dormia en Murcia.

Los lyssavirus, otros miembros de la familia Rhabdoviridae, pro-
ducen sintomas similares a los causados por el virus de la rabia.
Estos virus se han identificado en murciélagos con problemas
neurolégicos, y se han transmitido a humanos en 1996 y 1998 por
contacto con murciélagos, causando la muerte de las personas in-
fectadas.

Existe un grupo de virus perteneciente a la familia Filoviridae,
que producen fiebres viricas hemorragicas y constantemente dan
lugar a brotes epidémicos de corto alcance, aunque causan una
alta mortalidad (25-80%) de las personas infectadas. Estos brotes
epidémicos se han detectado esporadicamente en Africa (Congo,
Sudan, Zaire, Gabon y Costa de Marfil) cada dos o tres anos.
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El virus de la hepatitis C esta considerado por la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) como una bomba viral en potencia.
Se estima que en la actualidad afecta a 170 millones de personas,
lo que representa un 3% de la poblaciéon mundial. La infeccién
por el virus de la hepatitis C se distribuye en el mundo como se
indica en el cuadro 2.1. Sin embargo, en areas rurales de Egipto
el namero de infectados puede ascender al 20%.

CUADRO 2.1: Prevalencia de la hepatitis C

Regiones Poblacion Prevalencia Poblacion Paises
de la OMS total de hepatitis ¢ infectada sin
(millones) (%) datos
Africa 602 5,3 31,9 12
América 785 1,7 13,1
Mediterraneo Este 466 4,6 21,3
Europa 858 1,0 8,9 19
Sudeste de Asia 1.500 2,2 32,3 3
Pacifico Oeste 1.600 3,9 62,2 11
Total 5.811 3,1 169,7 57
Espana 42 1,9 0,8 NA

Fuente: Weekly Regional Records, OMS.

La prevision es que en el ano 2020 se pueda llegar a 400 mi-
llones de infectados. Este virus es la principal causa del trasplante
hepatico. La hepatitis C es la mas grave entre las hepatitis A, B, C,
Dy E. La enfermedad se puede tratar con éxito en el 51% de los
casos si se diagnostica a tiempo, pero lamentablemente la infec-
cion por este virus da lugar a pocos sintomas en la fase inicial de
la enfermedad. En las infecciones por el virus de la hepatitis C, el
85% de los casos son asintomaticos y el 15% sintomadticos. De los
primeros el 20% se cura espontaneamente, mientras que en el
80% la infeccion evoluciona hacia formas croénicas, de las cuales
un 20% termina en cirrosis. De entre los pacientes sintomaticos, el
20% desarrolla cirrosis. Del conjunto de los pacientes con cirrosis,
un 15% termina con carcinoma hepatico. Todos estos datos dan
una idea de la gravedad de la infecciones por el virus de la hepa-
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titis C. Lamentablemente, no existe una vacuna para controlar su
diseminacién, que hoy es dominante en el sudeste asidtico, Africa
central y Sudamérica, es decir, en dreas pobres por lo general.

Las zoonosis representan un peligro extraordinario para la po-
blacién. Una de las mas significativas ha sido el paso del virus de
la gripe H5N1 de las aves al hombre, que ha causado una elevada
alarma social. Este virus, reconocido como uno de los virus de la
gripe mds mortales tanto para las aves como para el hombre, se
ha extendido como una epidemia en la especie aviar. Afortuna-
damente, el virus infecta al hombre solo excepcionalmente, aun-
que, cuando lo hace, cursa con una mortalidad en torno al 50%.
Lamentablemente, si este virus adquiere la propiedad de trans-
mitirse entre la poblacién humana, su control sera francamente
complicado, dado que es un virus que se disemina por via aérea
con relativa facilidad.

Todos estos datos indican que la aparicion de nuevos virus, o la
reemergencia de viejos conocidos, no va a parar y que €s necesa-
rio el desarrollo permanente de nuevas vacunas para prevenir las
enfermedades que causan. Esta necesidad se ve reforzada por la
actual producciéon de armas biol6gicas por parte de al menos 12
paises, entre los que se encuentran Rusia y Estados Unidos, y por
la posible activacion del bioterrorismo.

2.3. Epidemia producida por el virus SARS-CoV: un
ejemplo reciente

En el ano 2002 se inici6 una epidemia producida por coronavirus,
que afectan a animales domésticos y al hombre. Uno de estos vi-
rus, el productor del sindrome respiratorio agudo grave (SARS),
aparecio por primera vez en el sudeste asiatico, en la provincia de
Guandong, y se extendi6 a 30 paises. El virus causa fiebre alta, di-
ficultad respiratoria, linfopenia, neumonia y, en algunos casos, la
muerte. El virus infect6 a mas de 8.000 personas de las que muri6
un 10%.

En la identificacion del origen del SARS, fueron clave una se-
rie de evaluaciones de la reactividad de sueros de vendedores de
animales, de verduras y de personas sanas en el area de Hong
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Kong, que habian donado el suero dos anos antes de la epidemia.
Se observé que el 40, el 5y el 2%, respectivamente, eran positivos
para el virus. Ello indic6 que el agente causal del SARS deberia de
proceder de animales, y que un virus similar, muy probablemente
no virulento, habia infectado a la poblacién local dos anos antes
de la epidemia causada por el virus virulento. Al investigar la pre-
sencia del virus en mas de 100 especies de animales, se observo
que estaba presente en civetas, mapaches y hurones, con una ma-
yor incidencia en las civetas. La carne de estos animales se servia
como un manjar exquisito en los restaurantes de la provincia de
Guangdong. De hecho, antes del ano 2003 existian en China unas
seiscientas cincuenta granjas de civetas. La prohibiciéon de esta
costumbre y la eliminacion de las granjas se consideré una de las
mayores contribuciones para detener la extension de la epidemia
del SARS. Tanto el virus aislado de las civetas como el de los huma-
nos tenian una secuencia muy parecida. Sin embargo, mientras
que en las civetas el virus producia infecciones sin sintomas clini-
cos aparentes, en el hombre dio lugar a la muerte de un 10% de
los pacientes infectados.

Afortunadamente, el 5 de julio de 2003, la OMS declar6 el fi-
nal de la epidemia. Desde entonces, solo se han reconocido ofi-
cialmente cuatro accidentes de laboratorio con el virus, ademas de
otros cuatro casos de infecciones naturales, que se identificaron a
finales del ano 2003 y principios de 2004. En la diseminacion de la
epidemia jugé un papel muy relevante un nefrélogo de un hos-
pital de Canton, capital de la provincia de Guandong, que viaj6 a
Hong Kong. Este paciente indice fue responsable de la transmi-
sion de la infecciéon a paises como Vietnam, Singapur, Canada,
Estados Unidos, y de dos diseminaciones del virus, cada una de las
cuales dio lugar a mas de 100 pacientes infectados. EI SARS-CoV
se propaga por contacto y por el aire a cortas distancias. Para en-
tender su método de diseminacion hay que tener en cuenta que
el virus esta presente en el tracto respiratorio pero también en el
tracto entérico y en la orina. En un segundo brote epidémico que
se dio en los apartamentos Amoy Gardens de Hong Kong, se pudo
demostrar que el virus se transmitié por aerosoles generados en
los cuartos de bano, lanzados al exterior por los sistemas de venti-
lacion instalados en los mismos.
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La secuencia del SARS-CoV evolucion6é muy rapidamente tan-
to en las civetas como en el hombre, indicando que ninguno de
los dos hospedadores debia ser el reservorio natural del virus. La
presencia de virus antecesores recientes comunes del SARS-CoV
en murciélagos que circulan en varios continentes sugiere que
los murciélagos son el reservorio natural del virus y hace posible
que el virus vuelva a cruzar la barrera de las especies y reaparezca
en el hombre. Desde la apariciéon del SARS, se ha investigado la
presencia del virus en varias especies animales, habiéndose descu-
bierto muchos coronavirus nuevos tanto en animales como en el
hombre.

2.4. Emergencia de virus como consecuencia
del comportamiento humano

A lo largo de la historia los virus y otros agentes infectivos han
emergido como consecuencia del contacto del hombre con los
animales, pero, ademas de esta reaparicion que se puede consi-
derar natural, hay comportamientos humanos que favorecen la
emergencia de agentes infectivos. Dos ejemplos de este compor-
tamiento son la produccion y liberacion deliberada de agentes in-
fectivos en la guerra o en actos de bioterrorismo, o la convivencia
con animales exéticos como animales de compania.

Recientemente se han hallado documentos que apuntan a lo
que podria ser una de las primeras acciones de guerra bacterio-
l6gica en Europa. La investigacion de un periodista italiano (Di
Feo, 2009) indica que el fascismo italiano desarroll6 un programa
ambicioso para la produccién de armas cargadas con bacterias
para ser utilizadas contra los republicanos. Es conocido que tro-
pas italianas fascistas participaron en la guerra civil espanola. De
hecho, en la zona republicana, el tétanos llegé a representar una
verdadera pesadilla.

Se han investigado varios agentes infectivos para determinar su
eficacia en la guerra biologica. Entre ellos estan el antrax (Bacillus
anthracis), 1a peste (Yersinia pestis), la tularemia (Frascinella tularen-
sis), los virus productores de fiebre hemorragicas (Ebola y Mar-
burg), el virus de la viruela (poxvirus) y el virus de la neumonia
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atipica (SARS-CoV). Paises occidentales como Estados Unidos,
pero también la antigua Unién Soviética han desarrollado en se-
creto armas biolégicas, lo que ha dado lugar a accidentes que han
causado la muerte de varias personas.

Otro aspecto del comportamiento humano que ha facilitado
la transmision de virus de los animales al hombre ha sido la po-
pularidad de las ratas como animales ex6ticos de compania. Esta
practica ha dado lugar al contagio de 16 personas en el noroeste
de Alemania por un poxvirus de las vacas. Este virus ha causado
graves lesiones en la piel de los individuos afectados y es el mismo
que ha infectado a mangostas de zoolégicos.

A este tipo de comportamientos se asocia otro tipo de activi-
dades aconsejadas por lideres religiosos que, por ejemplo, han
sugerido abstenerse de vacunarse contra el virus de la polio, por
considerar que esta vacunacion era utilizada para esterilizar a la
poblacion. Este tipo de practicas se han dado fundamentalmente
en paises pobres del Africa central. Asimismo, religiosos o lideres
de otras religiones se han manifestado en contra de la vacunacién
contra la polio en paises desarrollados, como es el caso de Espa-
na, indicando que ello solo pretende el enriquecimiento de unas
pocas multinacionales. Tal es el caso manifestado en el ano 2009
por una monja benedictina que vivia en el Monasterio de Mon-
serrat. Mayor impacto podrian tener las declaraciones de lideres
religiosos importantes que consideran que no se debe utilizar el
preservativo para luchar contra la diseminacion del sida, lo que
ha debilitado considerablemente el programa de la OMS para la
prevencion del sida.

2.5. Estrategias para combatir las infecciones virales

Para proteger al hombre y a los animales frente a la infeccién
por virus existen tres tipos de estrategias genéricas. Una de
ellas es la alerta temprana, que se consigue con la implantacion
de una red de laboratorios de diagnoéstico bien comunicados
a nivel mundial. Otra es la prevencion medioambiental, que
consiste en la identificacion y eliminacién del origen de la epi-
demia. Este tipo de medida se practic6, por ejemplo, al cortar la
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alimentacion del ganado vacuno con restos del ganado ovino, lo
que dio lugar a la aparicién de las encefalopatias espongiformes
bovinas(BSE), que produce el mal de las vacas locas. Una tercera
medida de prevencion de epidemias es la promocion de estudios
de microbiologia basica y el diseno de vacunas con antelacién a
la aparicion de epidemias. Estas medidas incluyen acciones es-
pecificas como la eliminaciéon de vectores virales, medidas de
cuarentena para impedir la difusioén de los agentes infectivos, el
desarrollo de farmacos antivirales, la terapia con anticuerpos v,
mas recientemente, terapias con inhibidores moleculares basa-
dos en RNA de pequeno tamano que suprimen de forma espe-
cifica la expresion de genes (siRNA). En la actualidad se estan
aplicando métodos conocidos como biologia de sistemas que per-
miten predecir la evolucién y comportamiento de los virus. La
mejor estrategia para combatir los virus es impedir su difusion
identificando y eliminando las reservas naturales de los mismos.
En el caso de la epidemia del SARS-CoV en el ano 2003 fue esen-
cial la restricciéon de movimientos de personas y animales en el
sudeste asidtico.

La vacunacion supone la mejor estrategia para prevenir la in-
feccion por virus. A finales del siglo xviir se desarroll6 la vacuna
de la viruela y, a finales del siglo x1X, la de la rabia. En la actua-
lidad hay unas veinte vacunas para uso en salud humana y alre-
dedor de un centenar aplicables en salud animal, desarrolladas
fundamentalmente durante el siglo XX. Sin embargo, solamente
hay unas diez vacunas virales para salud humana y unas cincuenta
para salud animal que se utilicen de una forma generalizada.

La vacunas consisten en antigenos, normalmente proteinas
o agentes infectivos atenuados o inactivados, que inducen una
respuesta inmune protectora frente a los correspondientes pa-
tégenos. La aplicacion de las vacunas a la prevencion de infec-
ciones tiene una excelente relacion del beneficio respecto al
coste. Las vacunas contintian siendo un objetivo de gran interés
para la sociedad porque el numero de muertes debidas a en-
fermedades que se podian evitar mediante la inmunizacioén es
muy alto.
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2.6. Desarrollo de una vacuna para prevenir
el SARS-CoV

Existen dos tipos de vacunas basadas en la produccion de virus
completos: las vacunas inactivadas y las basadas en virus infectivos
atenuados. Las primeras se basan en la produccién y purificacion
de virus que se inactivan quimicamente antes de su administracion.
Las segundas se basan en la obtencion de virus atenuados por pases
en cultivos de células de una especie distinta a la que se desea apli-
car la vacuna, lo que reduce su crecimiento 6ptimo en el individuo
al que se administra, reduciendo su virulencia (métodos jeneria-
nos, en los que no se conoce la base molecular de la atenuacion del
virus). Alternativamente, la atenuacion se puede conseguir identifi-
cando los genes responsables de la virulencia del virus y mutando o
eliminando estos genes de la particula viral. Esta segunda alterna-
tiva es la que ha seguido nuestro laboratorio del Centro Nacional
de Biotecnologia (CSIC, Madrid) en la obtencion de una vacuna
atenuada para prevenir infecciones por el SARS-CoV.

El SARS-CoV incluye en su genoma el gen de la replicasa, que,
con un tamano de unas veinte kb, codifica una poliproteina de
unos setecientos mil dalton de peso molecular (Enjuanes et al.
2006) (grafico 2.1).

GRAFICO 2.1: Modificacién del genoma SARS-CoV para el disefo
de una vacuna para la prevencion del SARS. A

A ) ESTRUCTURA DEL GENOMA DEL SARS-COV
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A) Se muestra un esquema de la estructura genética del virus. Los acrénimos indican el nombre
de los genes.
B) Se indican los genes deleccionados en cada uno de los tres mutantes de deleccion de los virus
construidos.
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Esta proteina se procesa dando 16 proteinas no estructurales.
Ademas, incluye otros 12 genes, que codifican las proteinas S, 3a, 3b,
E, M, 6, 7a, 7b, 8a, 8b, Ny 9b. De entre estas, las proteinas 3a, 3b, 6,
7a,7b, 8a, 8by 9b se sabia que no eran esenciales para la replicacion
del virus pero que podian contribuir a contrarrestar las defensas
del huésped. En nuestro laboratorio decidimos construir mutantes
de delecion del SARS-CoV para identificar genes virales implicados
en patogenicidad (De Diego etadl. 2007). En un primer mutante se
elimino el gen E de la envuelta, porque anteriormente habiamos
observado en otro coronavirus que su deleciéon daba lugar a virus
competentes en replicaciéon pero defectivos en propagacion (grafi-
co 2.1). En un segundo mutante, se eliminaron seis genes no esen-
ciales (6, 7a, 7b, 8a, 8by 9b), esperando que el virus se atenuase.
En un tercer recombinante, eliminamos los siete genes anteriores
€N un mismo virus.

Para poder construir estos mutantes de delecion, primero se
gener6 una copia cDNA del RNA gendmico viral, dado que la
genética reversa solo se puede realizar sobre moléculas de DNA
(Almazan et al. 2006). El clon infectivo se obtuvo ensamblando
la copia del genoma viral en un cromosoma artificial de bacte-
rias que da lugar a plasmidos estables, porque produce una sola
copia del plasmido por bacteria, y se genera una toxicidad tole-
rable para las bacterias en las que se amplifican estos plasmidos.
Los tres mutantes de delecion indicados, mas un virus control de
longitud completa, se rescataron transfectando los clones cDNA
correspondientes sobre células de mamifero, y se determiné su
cinética de crecimiento en células de mono (Vero) o humanas
(CaCo-2). Estos trabajos se realizaron en laboratorios de conten-
cion biologica nivel BSL-3 (figura 2.1). La sorpresa fue que todos
los mutantes de delecién crecieron, lo que indic6 que ninguno
de los genes delecionados era esencial. El resultado mas relevante
fue que los virus en los que se habia eliminado el gen E se replica-
ron con titulos 20 a 200 veces inferiores a los dados por los virus
que contenian el gen E, segtin se produjesen en células de mono
o humanas, respectivamente.
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FIGURA 2.1: Instalaciones de FIGURA 2.2: Factoria del
seguridad biolégica SARS-CoV en el
nivel BSL3 del CNB compartimento
(CSIC, Madrid) intermedio celular

En la figura 2.1 se muestra a dos investigadores con los corres-
pondientes equipos de proteccion manipulando el SARS-CoV en
una cabina de bioseguridad nivel II-A.

En la figura 2.2 se muestra una microfotografia de la morfo-
génesis del SARS-CoV en el compartimento intermedio celular
donde se ensambla el virus.

No obstante, todos los virus generados, incluyendo un virus
con todos los genes (wt), se liberaron eficazmente de las células
infectadas. Estos virus se ensamblaron en el compartimento inter-
medio celular (ERGIC) (figura 2.2).

Para determinar si se habia construido un virus atenuado, se in-
fectaron hamsteres con cada uno de los cuatro virus (el SARS-CoV
con todos los genes y los tres mutantes de delecion rescatados).
Se observo que los virus con el gen E inducian inflamacion en los
pulmones de los animales infectados, mientras que, cuando se eli-
miné el gen E, no se observé esta inflamacién. Para comprobar
que los virus sin el gen E estaban realmente atenuados, se evalu6
la actividad motriz de hamsteres inoculados con estos virus. Para
ello se utilizaron jaulas en las que se introdujo una rueda giratoria
por la que pueden correr los hamsteres. Se observo que, cuando
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se administraba a estos animales el virus sin el gen E, su actividad
fisica no disminuy6, mientras que la administracién de los virus con
el gen E producia inmediatamente una reduccién drastica de su
actividad motriz. Ello nos permiti6é concluir que el gen E afectaba
a la virulencia del virus. Esta observacion se comprobé en otro mo-
delo animal experimental basado en ratones transgénicos en los
que se habia incorporado en gen ACE-2, que sirve de receptor para
el SARS-CoV humano (De Diego et al. 2008). Este gen aument6
considerablemente la susceptibilidad de estos ratones transgénicos
al SARS-CoV, haciendo que el virus infectase el cerebro de estos
ratones cuando poseia el gen E pero no cuando este gen se habia
delecionado. Asimismo, se comprob6 que la delecion del gen E re-
dujo la pérdida de peso y la letalidad que producia el virus en los ra-
tones transgénicos. Todo ello confirmé6 que el gen E condicionaba
el tropismo del virus, que su ausencia reducia su virulencia y que,
por tanto, era un gen regulador de la patogeniciad viral. Los dos
mutantes de delecion generados, uno deficiente en el gen E y el
otro delecionando ademas en los genes 6 a 9b, estaban atenuados.

Un analisis del posible mecanismo por el cual la eliminacion
del gen E redujo la virulencia del virus se bas6 en estudios de ge-
noémica funcional, en los que se analiz6 el cambio en la expresion
de genes en células infectadas con SARS-CoV que poseian el gen
E, en relacion con los cambios detectados cuando la infeccién se
hizo con virus en los que este gen se habia eliminado. Estos estu-
dios se realizaron con matrices de oligonucleétidos (microarrays)
y nos mostraron que la delecion del gen E aument6 la respues-
ta celular al estrés y también una respuesta celular que se activa
como consecuencia del plegamiento incorrecto de las proteinas
en el reticulo endoplasmico (unfolded protein response, UPR) (Marta
L. de Diego y Luis Enjuanes 2010; resultados no publicados). Esta
respuesta se produce como consecuencia de una sintesis extraor-
dinariamente alta de proteinas virales, que no se glicosilan ni plie-
gan correctamente por saturar los sistemas celulares implicados en
estas tareas.

En el laboratorio hemos comprobado mediante estudios de
genomica funcional que, en la infeccién por el SARS-CoV sin
el gen E, se aumenta la respuesta de estrés y la del plegamiento
defectuoso de las proteinas virales y celulares, lo que llev6 a una
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disminucién de la respuesta inmune al virus y a un aumento de
la via proinflamatoria inducida por la infeccién. Estas actividades
celulares se consideran causas decisivas de la patologia grave que
causa la infeccion por el SARS-CoV.

Los mutantes atenuados del SARS-CoV construidos que po-
drian ser utilizados como candidatos a vacunas para prevenir la
infeccion por virus virulentos. La demostracion de que, en efecto,
estos mutantes de delecion protegen frente al desafio por virus
virulentos en tres modelos experimentales distintos llevé a la con-
clusion de que los mutantes del SARS-CoV generados sin el gen E
son unos excelentes candidatos a vacunas para proteger frente al
SARS (Lamirande et al. 2008; Netland et al. 2010) (grafico 2.2).
De hecho, estos mutantes constituyen la primera vacuna recombi-
nante efectiva en modelos animales experimentales para prevenir
posibles epidemias por este virus.

GRAFICO 2.2: Proteccién inducida por la inmunizacién con mutantes
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Se inmunizaron ratones BALB/C de seis semanas con 12.000 ufp —unidades formadas de placas—
de los virus que carecian del gen E (AE) y de los virus que carecen ademads de los genes 6 a 9b
A(E,6-9b), o con solucién salina (PBS). A los 21 dias después de la vacunacion se infectaron con 1
x 10° ufp de un virus adaptado a crecer en ratén (MA15). El niimero de animales que sobrevivieron
se registr6 diariamente.
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Naturalmente, queda la tarea de demostrar que en humanos la
vacuna es efectivay segura. Como una primera etapa para esta com-
probacion se evaluara su eficacia y seguridad en monos macacos.
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3.1. Resumen

La cisticercosis del hombre esta producida por Taenia solium, con
la neurocisticercosis (NCC) como forma mads grave, y el paciente
teniasico y el cerdo como hospedadores clave en su transmision.
La enfermedad es endémica en areas rurales de Latinoamérica,
Asia y Africa, aunque la migracién y los viajes contribuyen a su
dispersion por todo el mundo. Debido a lo graves problemas sani-
tarios y econ6micos que provoca, y a su repercusion clinica y vete-
rinaria, se han aplicado medidas de control como mejoras sanita-
rias, tratamiento de portadores, inspeccion veterinaria de cerdos
y educacion. Una opcion que complementaria dichas medidas
seria el desarrollo y la aplicacién de una vacuna. Precisamente, en
ténidos se ha avanzado mucho en el estudio de moléculas protec-
toras, con resultados excelentes en ensayos de vacunacion en hos-
pedadores intermediarios. Estos buenos resultados se fundamen-
tan en que la respuesta inmune que desarrolla dicho hospedador
es basicamente humoral en las primeras fases del desarrollo del
cestodo. Se han utilizado extractos crudos, antigenos purificados,
antigenos recombinantes, péptidos sintéticos y vacunas de ADN
en distintos ensayos de inmunizacién. Los buenos datos obteni-
dos nos permiten pensar con optimismo en la posibilidad de la
interrupcion de la transmision de 7. solium en el cerdo, y de esta
manera contribuir al control de la enfermedad humana.

[63]
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3.2. Introduccion

La cisticercosis esta intimamente relacionada con Ia teniasis. La
teniasis humana es una infeccion intestinal producida por el adul-
to de Taenia saginata o Taenia solium, mientras que la cisticerco-
sis ocurre a través de la ingestion de los huevos que eliminan los
adultos, y es consecuencia del desarrollo de la larva del parasito
en vaca y cerdo respectivamente. Ademas, los huevos de 7. solium
también pueden causar cisticercosis en el hombre, quien acciden-
talmente se convierte en hospedador intermediario del ténido.
En todos los casos, el origen de la cisticercosis son los portadores
humanos del ténido adulto.

Desde el punto de vista clinico, la teniasis es generalmente asin-
tomatica. Con respecto a la cisticercosis, la neurocisticercosis (NCC)
es la forma mas grave y a veces fatal. La gravedad de las patologias
depende de la localizaciéon y numero de cisticercos. La NCC se ca-
racteriza por presentarse con convulsiones, mareos, cefaleas, des-
ordenes mentales, hidrocefalia, etc., aunque también se registran
casos de NCC asintomatica. Se estima que la patologia es funcion
de la localizacion de los cisticercos en el sistema nervioso, nimero y
estado de degeneracién de los mismos, situacién inmunolégica del
paciente, y puede ocasionar la muerte (Del Brutto et al. 1996).

Cisticercosis y teniasis son endémicas en areas rurales de mu-
chos paises de Latinoamérica, Asia y Africa donde las condiciones
socioecon6micas y sanitarias no son adecuadas. NCC es un pro-
blema de salud publica ya que es la enfermedad parasitaria mas
frecuente del sistema nervioso central y se considera como la pri-
mera causa de epilepsia de inicio tardio en las areas endémicas.
Ademas de los problemas de salud que ocasiona la cisticercosis,
provoca importantes pérdidas econémicas en la industria porcina
y bovina de estas regiones (Del Brutto et al. 1996).

La cisticercosis era frecuente en Europa y Estados Unidos a
principios del siglo pasado; sin embargo, las mejoras generales
de los sistemas de salud publica y veterinaria produjeron una re-
duccion considerable de su prevalencia por lo que actualmente
la mayoria de las personas con cisticercosis en estos paises son
inmigrantes de paises endémicos (Schantz et al. 1992).
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El diagnostico de teniasis se basa en el hallazgo y diferencia-
cién de proglétides gravidas, aunque existen herramientas inmu-
nolégicas y moleculares que se van utilizando cada dia mas en la
rutina del laboratorio (Gonzalez et al. 2000). En el diagnéstico de
la cisticercosis los antecedentes epidemiolégicos y la clinica pue-
den orientar el diagnostico, el cual se lleva a cabo generalmente
por métodos de imagenes y una amplia variedad de ensayos inmu-
nolégicos. El desarrollo y mejora de las técnicas inmunolégicas
han contribuido a un mayor conocimiento de la importancia de
la enfermedad; ademas permite la evaluacion de las vacunas como
método de control.

3.3. Medidas de control

La cisticercosis se puede prevenir a través de mejoras en las con-
diciones higiénico-sanitarias y educacién, tratamiento de los por-
tadores de 7. solium, control de la crianza del ganado porcino
e inspeccion adecuada de la carne de cerdo, asi como también
mediante tratamiento de los animales infectados (Flisser et al.
2004).

Recientemente, los avances llevados a cabo en el area de las
vacunas permiten tener cierto optimismo en el futuro del control
de la cisticercosis ante los buenos resultados obtenidos. A conti-
nuacion, se describiran algunos de los candidatos vacunales mas
importantes.

Vacunas como estrategia de control. La vacunacion de los cerdos ha
sido propuesta como otra alternativa para el control de la trans-
mision de la enfermedad. Se han utilizado hasta ahora vacunas
con extractos crudos, antigenos definidos del parasito, vacunas
recombinantes, péptidos sintéticos y vacunas de ADN.

Vacunas con extractos crudos. En los ochenta, se realizaron ex-
perimentos pioneros en la vacunacion contra ténidos utilizando
antigenos crudos y antigenos de excrecion/secrecion (E/S) del
parasito, encontrando niveles similares de proteccion con ambos
antigenos (Rickard et al. 1981). En 1993, Molinari et al. desarro-
llaron un programa de inmunizacién de cerdos utilizando un ex-
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tracto antigénico de cisticercos en un area endémica de México,
con una reduccién total de la cisticercosis porcina. Ademas, el
grupo de la doctora Edda Sciutto llevé a cabo la inmunizacién
de cerdos con antigenos de 1. crassiceps, y después la infeccion
prueba con huevos de 7. solium, consiguiendo una reduccién sig-
nificativa de la carga parasitaria (Sciutto et al. 1995).

Vacunas con antigenos recombinantes. La primera vacuna recom-
binante antiparasitaria efectiva fue desarrollada en el modelo
oveja/ 1. ovis (Johnson et al. 1989), a través de la clonacién de un
gen de oncosferas del parasito. El gen expresaba un antigeno, 45W,
que mostré poseer propiedades protectoras. Por otra parte con el
fin de desarrollar una vacuna similar a 45W contra la cisticercosis
bovina, se clonaron ADNc homoélogos y relacionados de oncosferas
de T. saginata (Johnson et al. 1989; Benitez et al. 1996; Harrison
et al. 1996). Los investigadores emplearon dichos antigenos en
ensayos de vacunacion en vacas, obteniendo elevada proteccion
(Lightowlers et dl. 1996; Harrison et dl. 2005). Estudios con la
molécula HP6 de 7. saginata, con homologia con las moléculas
45W y TSA-18, demostraron que se trataba de una molécula de
adhesion presente en la superficie y secreciones de oncosferas ac-
tivadas del parasito, y que ademas mediaba adhesion (Bonay et al.
2002). Un trabajo muy esperanzador fue el realizado por Flisser
etal. (2004) al evaluar la eficacia de dos antigenos recombinantes
de oncosferas de 1. solium (Tsoll8 y Tsol45-1A), moléculas homo-
logas a las descritas en 7. ovisy 1. saginata; los autores obtuvieron
una protecciéon completa con los dos antigenos en tres protoco-
los de vacunacién independientes. En esta linea, Harrison et al.
(2005) con la molécula HP6 de 7. saginata demostr6 proteccion
total ante una infeccién experimental en bovinos.

Vacunas con péptidos sintéticos. Se han realizado también varios
estudios de proteccion urilizando péptidos sintéticos. Empleando
como base la secuencia del antigeno 45W de 7. ouis, se sintetiza-
ron dos péptidos, uno de la porcién amino-terminal y otro de la
porcién carboxi-terminal, que se utilizaron en experimentos de
inmunizacién en ovejas. El péptido amino-terminal mostro ser in-
munogénico en dichos animales. En México, a partir de la secuen-
cia del antigeno KETc7 de T crassiceps se disenaron tres péptidos,
GKl1, GK2 y GK3, y se probaron en ensayos de proteccion en rato-
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nes, encontrandose que GKI estimulaba una respuesta importan-
te, tanto humoral como celular. Posteriormente el mismo grupo
de investigadores disenaron péptidos a partir de la secuencia de
los clones KETcl y KETc12 que mostraron una respuesta protecto-
ra tanto humoral como celular en la cisticercosis murina. Recien-
temente, en un experimento de vacunacion en cerdos de areas en-
démicas de México con una combinacién de tres péptidos (GKl,
KETcl y KETcl2), se encontré que el tratamiento disminuia el
numero de cisticercos en un 98,7% y reducia la prevalencia de la
enfermedad en cerdos (Huerta et al. 2001). En otro trabajo, se ha
demostrado que dicha combinacién de péptidos (GKI, KETcl y
KETc12), llamada S3Pvac, no solo protege efectivamente contra la
cisticercosis porcina, sino que también posee capacidad terapéuti-
ca reduciendo la carga parasitaria y la viabilidad de los cisticercos
(de Aluja et al. 2005).

Vacunas de ADN. Las vacunas de ADN han mostrado ser una
alternativa viable para inducir inmunidad protectora contra gran
numero de organismos. En cisticercosis, en 1998, Rosas et 4l. rea-
lizaron experimentos de vacunacion en el modelo ratén/ 1. cras-
siceps con el ADNc de KETc7 en pcDNA3 y confirmaron que la
inmunizaciéon conferia protecciéon. Mas tarde, Cruz-Revilla et al.
(2000) realizaron la inmunizaciéon con ADN del antigeno recom-
binante protectivo KETc7 en pcDNAS3 y apreciaron proteccion en
el modelo raton-7. crassiceps. Los ratones inmunizados exhibieron
una respuesta especifica de células T contra los antigenos de 7. cras-
siceps. En otros estudios se vacunaron ratones BALB/c y ovejas con
ADNc de 45W y se determiné por ELISA la respuesta de anticuer-
pos que fue equivalente a la obtenida con el antigeno recombinan-
te. Posteriormente se llevaron a cabo experimentos de vacunacion
con los ADNc de los genes 45W, 18Ky 16K de 7. ouis, y se analiz6
la respuesta inmune humoral por ELISA. Las tres moléculas desa-
rrollaron una respuesta de anticuerpos en ratén, mientras que en
ovejas solamente 45W desencadené una respuesta de anticuerpos
débil (Drew etal. 2000b). En 2002, Rosas et al. evaluaron las propie-
dades protectoras de un antigeno de tegumento de oncosferas de
T saginata, Tsol8, el cual fue utilizado en vacunacioén en el modelo
murino de cisticercosis, provocando una reduccion de la carga pa-
rasitaria de un 81,4%, comparada con los controles. En un trabajo
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reciente se realiz6 la vacunacion genética con un plasmido conte-
niendo la secuencia amino-terminal de la paramiosina y produjo
un 43-48% de reduccion de la carga parasitaria en ratones infec-
tados con 1. crassiceps (Solis et al. 2005).

3.4. Conclusiones

El binomio teniasis/cisticercosis continia siendo un problema de
salud publica. Muchos trabajos apoyan la posibilidad de que una va-
cuna efectiva contra la cisticercosis porcina podria ser una realidad
en un futuro préximo. Quiza la vacunacién de los cerdos, junto a
otras medidas, permitiria finalmente conseguir la interrupcion del
ciclo de vida del parasito y el control de la enfermedad humana.
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4. Lalucha frente a la enfermedad de Chagas:
una enfermedad silenciosa y silenciada
cien anos después de su descubrimiento

Mar Velarde Rodriguez, Beatriz Camps Carmona y Pedro Albajar-Vinias
Departamento de Enfermedades Tropicales Desatendidas

de la Organizaciéon Mundial de la Salud

No estalla como las bombas,

ni suena como los tiros.

Como el hambre, mata callando.
Como el hambre, mata a los callados:
alos que viven condenados al silencio
y mueren condenados al olvido.
Tragedia que no suena,

enfermos que no pagan,

enfermedad que no vende.

El mal de Chagas no es negocio

que atraiga a la industria farmacéutica,
ni es tema que interese

a los politicos ni a los periodistas.

Elige a sus victimas en el pobrerio.

Las muerde y lentamente,

poquito a poco,

va acabando con ellas.

Sus victimas no tienen derechos,

ni dinero para comprar los derechos que no tienen.

Ni siquiera tienen el derecho de saber de qué mueren.
Poema de EDUARDO GALEANO

En el siguiente capitulo se exponen algunos de los motivos que
han hecho que la enfermedad de Chagas haya sido y continte
siendo una enfermedad silenciosa y aun silenciada cien anos des-
pués de su descubrimiento. Mediante un recorrido descriptivo
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que va desde el descubrimiento de la enfermedad, pasando por
epidemiologia, pardsito, vector, transmision, prevencién, control,
enfermedad, diagnéstico, tratamiento y ciclo pobreza-enferme-
dad, se analizan con un lenguaje sencillo y estilo divulgativo las
razones que han vinculado la enfermedad de Chagas con la po-
breza. Al final del capitulo y citando las motivadoras palabras de
Carlos Chagas, se enumera una serie de propuestas planteadas
desde el terreno, que podrian, a corto y medio plazo, cambiar el
rumbo de millones de personas silenciosas y silenciadas...

4.1. El descubrimiento de la enfermedad
y el contexto social

Carlos Ribeiro Justiniano Chagas naci6 en el estado de Minas Ge-
rais, Brasil, en 1878 y se graduo en la Facultad de Medicina de Rio
de Janeiro a los 25 anos de edad. Cuatro anos después, en 1907, el
joven médico fue designado por su jefe y destacada figura de salud
publica, Oswaldo Cruz, para investigar y contribuir al control de la
malaria que enfermaba a los obreros que construian la via central
del ferrocarril de Brasil, entre Corinto y Pirapora. Alli, mientras
buscaba los parasitos del paludismo, describi6 por primera vez al
parasito responsable de la enfermedad que llevaria su nombre,
aislandolo de los intestinos de un insecto hematéfago. Carlos Cha-
gas, al mismo tiempo que logré dar respuesta a la demanda de
una poblacién, consiguié un hecho insélito en la historia de la me-
dicina: ademads del agente patégeno y del vector responsable de
la transmision, identifico a los reservorios animales —empezando
por un gato doméstico—y la enfermedad en humanos —a partir
del caso de una nina de dos anos, llamada Berenice.

Fue el mismo Chagas quien constaté que aquellos insectos he-
matofagos, llamados triatominos, habitaban en las hendiduras de
las paredes de barro y techos de las casas de los obreros, pican-
dolos e impidiéndoles dormir por las noches. Asimismo, a me-
dida que comprobaba que esta enfermedad asolaba poblaciones
rurales y se extendia por una vasta region del territorio brasileno,
el médico investigador declar6é que este importante problema de
salud publica debia ser firmemente combatido por el Estado.
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[...] hay un designio nefasto en el estudio de la Trypanosomiasis.
Cada trabajo, cada estudio, apunta un dedo hacia una poblacién
malnutrida que vive en malas condiciones; apunta hacia un pro-
blema econémico y social, que a los gobernantes les produce tre-
menda desazén pues es testimonio de incapacidad para resolver
un problema tremendo. No es como el paludismo un problema
de bichitos en la naturaleza, un mosquito ligado al ambiente o
como lo es la esquistosomiasis relacionada con un factor ecolo-
gico limnico casi inalterable o incorregible. Es un problema de
vinchucas, que invaden y viven en habitaciones de mala factura,
sucias, con habitantes ignorados, mal nutridos, pobres y envileci-
dos, sin esperanza ni horizonte social y que se resisten a colaborar.
Hable de esta enfermedad y tendra a los gobiernos en contra.
Pienso que a veces mas vale ocuparse de infusorios o de los batra-

cios que no despiertan alarma a nadie [...].
CARLOS CHAGAS

La enfermedad de Chagas, en su inicio, fue una enzootia ame-
ricana restricta a animales selvaticos. Se cree que con el estable-
cimiento de los primeros asentamientos agricolas del hombre
recién llegado al Nuevo Mundo, unos diez mil anos atras, este se
infect6 y empez6 a enfermar, como asi lo corroboran los restos
momificados de hasta nueve mil anos de antigiiedad. Desde su
descubrimiento, pues, y a lo largo de su historia, la enfermedad
de Chagas ha afectado a colectivos de trabajadores en condicio-
nes precarias. Especialmente a partir del siglo XX, los diferentes
medios de transporte: el barco, el autobus, el tren y el avién, prin-
cipal y sucesivamente, han transportado a individuos en busca de
mejores condiciones de vida, y asi diseminado progresivamente
una enfermedad, hoy ya en mas de cuatro continentes.

4.2. Perfiles epidemiol6égicos cambiantes
En la época en la que Carlos Chagas describi6 la enfermedad,

esta afectaba principalmente a las personas de areas rurales de
América Latina. Aun actualmente, la enfermedad de Chagas es
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endémica en 21 paises del continente americano, desde México
hasta Argentina, con unos diez millones de personas infectadas.

En los ultimos anos y motivado, en gran medida, por las crisis
economicas y altos niveles de pobreza, se han producido dos tipos
de movimientos migratorios que han cambiado el perfil epidemio-
l6gico de la enfermedad. Por un lado, un movimiento del campo a
la ciudades (urbanizacion) y, por otro, de areas endémicas a areas
o paises en los que anteriormente no se reportaba la enfermedad,
como, por ejemplo, Estados Unidos de América, Canada, Japon,
Australia y hasta 16 paises europeos. Sea como fuere, en cualquie-
ra de estos diferentes escenarios —rural, urbano, area endémica o
no endémica— la enfermedad de Chagas hoy dia, al igual que en
el momento de su descubrimiento, sigue afectando a los grupos
mas pobres de la sociedad.

Una poblacion vulnerable

En América Latina, uno de los rostros que ilustran la vulne-
rabilidad asociada a la enfermedad de Chagas es el de los ninos
cuyas familias estan afectadas por la enfermedad o la pérdida de
uno o ambos progenitores. Estas son causas del abandono de la
escuela y el trabajo desde una edad temprana (Oliveira 2009).

En el contexto migratorio desde América Latina a paises euro-
peos, conviene senalar la feminizacion como uno de los rasgos de
la poblacion emigrante (Pellegrino 2004). Muchas de las mujeres
que llegan a Europa procedentes de zonas con alta prevalencia
de la enfermedad estan en edad reproductiva, tienen la posibi-
lidad de transmitir la infeccién a sus hijos y no siempre tienen
facil acceso al sistema sanitario del pais de destino. Esta situacion
convierte a las mujeres inmigrantes, embarazadas e infectadas, asi
como a sus futuros hijos, en uno de los grupos especialmente vul-
nerables en el contexto migratorio. Ser consciente de la posibili-
dad de transmitir la enfermedad a sus hijos es causa constante de
gran estrés para estas mujeres.
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4.3. El parasito, el vector y las vias de transmision

Como identificé Carlos Chagas, el pardsito que causa la enferme-
dad es un protozoo flagelado denominado Trypanosoma cruziy el
insecto vector que la transmite, el triatomino. Al triatomino se
le conoce popularmente como chinche, vinchuca, chipo, barbeiro o
kissing-bug, entre otros.

El triatomino es un insecto hemat6fago que se esconde duran-
te el dia y se alimenta de sangre por la noche. Es precisamente al
alimentarse y defecar sobre la piel cuando el ser humano puede
infectarse si se rasca o pone en contacto el pardsito presente en
las heces con la picadura, otras heridas o mucosas (tipicamente la
conjuntiva o mucosa oral).

FIGURA 4.1: Trypanosoma cruzi

Fuente: Coura J. R. Lab. Doencas Parasitarias-IOC-Fiocruz.

Adicionalmente a la via vectorial, otras formas de transmision de la
infeccion por el 7! cruzison las transfusiones sanguineas o donaciones
de 6rganos, tejidos y/o células de donantes infectados, la transmision
congénita de una madre infectada a su hijo, la transmision por inges-
tion de alimentos contaminados y, mas raramente, los accidentes de
laboratorio. Las transfusiones y donaciones de 6rganos, asi como la
via congénita, son las formas de transmisién que en las dltimas déca-
das estan cobrando importancia en las dreas o paises no endémicos.
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FIGURA 4.2: Vector

Fuente: Moreira CJC and Junqueira ACB_Lab. Doencas Parasitarias-IOC-Fiocruz.

La vivienda y el medio ambiente

En América Latina, los triatominos se adaptaron a vivir en el in-
terior de los domicilios, habitando en ranuras y grietas de paredes
y techos, o en corrales de animales localizados alrededor de las
viviendas. Los triatominos tipicamente colonizan las moradas mas
humildes que se construyen con paredes de barro, tejados de ma-
teriales vegetales y en las que frecuentemente existen condiciones
de hacinamiento.

En la region amazonica, por otro lado, la deforestacion de sus
bosques muestra como la actividad humana puede alterar el equi-
librio del ecosistema. Se propicia, asi, un mayor contacto entre el
vector y el ser humano y se incrementan las posibilidades de trans-
mision en territorios que antes se creian libres de la enfermedad.
En este contexto amazodnico, se ha descrito la enfermedad de Cha-
gas afectando a los recolectores de fibras de la palmera Leopoldina
piassaba. En condiciones que, de alguna forma, recuerdan a las de
los obreros del ferrocarril evaluados por Carlos Chagas. Dichos
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recolectores —solos o con sus familias— se ven obligados a residir
durante meses en medio de la floresta, donde son atacados por el
triatomino silvestre (Aguilar et al. 2007).

Vinculada a la presencia del vector en la regiéon amazonica, se
ha descrito en los dltimos anos la transmisioén regular del 7. cruzi
a través de alimentos contaminados, ocasionando caracteristica-
mente brotes orales de enfermedad de Chagas aguda. Una mayor
frecuencia de los mismos ha sido asociada a la produccién de zu-
mos de frutos de palmeras, especialmente por parte de poblacio-
nes con precarias condiciones socioeconomicas e higiénicas.

4.4. La prevencion y el control

En América Latina, dada la importancia de la transmision vec-
torial, su control es un elemento esencial en la prevenciéon (en
este caso, primaria) de la enfermedad, evitando infecciones y re-
infecciones, estas tltimas, asociadas con una mayor morbilidad y
mortalidad. La lucha contra el vector puede llevarse a cabo, en-
tre otros, rociando las casas y sus alrededores con insecticidas de
accion residual, mejorando las condiciones de la vivienda para
reducir la presencia del vector, o incluso en determinados am-
bientes como el amazoénico, a través de medidas personales, como
las mosquiteras.

En cuanto a las otras formas de transmision de la enfermedad,
presentes tanto en América Latina como fuera de ella, las princi-
pales medidas recomendadas para prevenirlas son el cribado para
T. cruzi en donantes de sangre y de 6rganos, tejidos y/o células, el
diagnéstico prenatal de mujeres embarazadas y la deteccion precoz
y el tratamiento de los hijos infectados (prevencién secundaria).

La educacion y la higiene

Frecuentemente los pobladores de regiones endémicas tie-
nen un conocimiento limitado de la enfermedad de Chagas y su
transmision. Se necesita una respuesta educativa para informar
a las personas no solamente sobre la enfermedad, sino también
sobre las medidas que pueden tomar ellos mismos para prevenirla
y controlarla.
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La escuela se identifica como un ambito especialmente pro-
picio para educar a los escolares de areas endémicas a reconocer
factores de riesgo en sus viviendas e involucrarlos en la vigilancia
activa de la enfermedad (Crocco, Rodriguez y Catala 2005). En el
caso de los brotes de transmision oral y su manejo preventivo, la
educaci6on ha de ir encaminada a la promocién de medidas higié-
nicas en el proceso de preparacion, almacenamiento, comerciali-
zacion y consumo de alimentos.

4.5. La enfermedad

La enfermedad de Chagas presenta dos fases: una aguda y otra cro-
nica. La fase aguda, desde el momento de la infeccion hasta aproxi-
madamente dos meses después, en la mayoria de los casos es asin-
tomatica (silenciosa). Las manifestaciones pueden incluir, entre
otras, fiebre, dolor de cabeza, adenopatias, aumento del tamano del
higado y del bazo. Cuando la transmisién es vectorial, en ocasiones
puede aparecer un edema bipalperal unilateral llamado signo de Ro-
maiia o una inflamacioén cutanea llamada chagoma en el lugar de la
picadura. Ambos son de gran utilidad para su diagnéstico clinico.
La fase cronica de la enfermedad puede presentarse en cuatro
formas clinicas principales: indeterminada, cardiaca, digestiva
o mixta (cardio-digestiva). En la llamada forma indeterminada
(asintomatica, silenciosa), la cual se encuentra aproximadamente
en el 60% de los pacientes, ni en el examen fisico, ni en la radio-
grafia o electrocardiografia, se evidencian lesiones de los llamados
6rganos diana: el corazon y el sistema digestivo (aunque a través
de pruebas de examen modernas y tecnologicamente avanzadas
se puedan detectar, ya, alteraciones incipientes). En la forma
cardiaca, que se encuentra hasta en un 30% de los pacientes, las
alteraciones comprenden, entre otros, bloqueos de conducciéon
eléctrica, arritmias, insuficiencia cardiaca, aneurisma de punta y
tromboembolismo. La cardiopatia cronica chagasica puede dar
lugar a una muerte subita —Ia causa mas frecuente de 6bito, o a
una muerte mas tardia por insuficiencia cardiaca—. L.a miocardi-
tis crénica provocada por la presencia del parasito en el musculo
cardiaco y la consecuente reacciéon autoinmune son las principa-
les causas del dano tisular. La forma crénica digestiva, tipicamen-
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te acompanada de alteraciones del sistema autonémico nervioso,
deriva de la presencia del parésito en el musculo liso digestivo y la
consecuente reacciéon autoinmune. La dificultad de transito del
alimento a nivel del es6fago o colon, las dos porciones del aparato
digestivo mas afectadas, puede resultar en una dilatacién que da
lugar a un caracteristico megaesofago y/o megacolon.

FIGURA 4.3: Aneurisma apical

Fuente: Peters y Pasvol (2007).

La discriminacion laboral

Los enfermos con resultado positivo en las pruebas diagnosticas
sanguineas para la enfermedad de Chagas sufren frecuentemente
un fenomeno de discriminacion laboral a la hora de su contrata-
cion e incluso, en ocasiones, son despedidos de su trabajo. Aunque
la mayoria de ellos presenta la enfermedad en su forma indetermi-
nada y no tengan incapacidad laboral de ningun tipo, el miedo o
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prejuicio que asocia infeccion chagasica a muerte estaria entre las
causas principales de su exclusiéon del mercado laboral. Por otro
lado, en el grupo de pacientes con sintomatologia, especialmente
cardiaca, la enfermedad, de hecho, limita su vida laboral, parcial
o totalmente. Y a aquellos que se quedan sin trabajo les resulta
dificil obtener una pension de invalidez compensatoria para ellos
y sus familias (Guariento, Fernandes y Arruda 1999).

4.6. El diagnoéstico

En la fase aguda, es posible diagnosticar la enfermedad de Chagas a
través de métodos parasitologicos como, por ejemplo, la gota fresca,
o incluso el frotis sanguineo, que visualizan el parasito en sangre.

Ya en la fase crénica, con baja parasitemia por estar el parasito
oculto en los tejidos diana, se recomiendan las pruebas serolo-
gicas para detectar los anticuerpos desarrollados por el enfermo
frente al 7. cruzi. Métodos convencionales de diagndstico serian
la inmunofluorescencia indirecta (IFI), el ensayo de inmunoab-
sorcion ligado a enzimas (ELISA) o la hemaglutinacién indirecta
(HAI). Durante la fase cronica, el estudio clinico anual del pa-
ciente es de gran valor para verificar la permanencia del paciente
en la forma indeterminada o actuar lo mds precozmente posible
tras la aparicion de cualquier alteracion cardiaca y digestiva. Exa-
menes clasicos serian la evaluacion fisica, el electrocardiograma,
la radiografia de térax, el ecocardiograma y el Holter, en el caso
de patologia cardiaca, y el estudio radiografico con contraste de
bario, para la afectacion digestiva. Pruebas tecnol6gicamente mas
avanzadas pueden detectar alteraciones con mayor precocidad.

Dentro del sistema de salud, existen diferentes oportunidades
para diagnosticar a los pacientes que acuden a €l: @) en la aten-
cion primaria, cuando por causa de sus antecedentes epidemiolo-
gicos o clinicos, se solicitan pruebas diagndsticas; b) en los bancos
de sangre, cuando se realiza el cribado de los donantes; ¢) en los
servicios de obstetricia, cuando se solicitan pruebas prenatales en
las mujeres con antecedentes epidemiolégicos de riesgo; d) en las
visitas a especialistas, cuando se estudia el diagnoéstico diferencial
de sus manifestaciones cardiacas, digestivas o mixtas.
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El acceso al sistema sanitario

El tipo de sistema sanitario y la dificultad o falta de acceso
al mismo condicionan el patrén de comportamiento de los en-
fermos en cuanto a la busqueda de cuidados sanitarios, tanto a
nivel de atenciéon primaria como a otros niveles asistenciales. La
oportunidad de ser diagnosticado (acceso al diagnostico) es, sin
duda alguna, uno de los pasos mas importantes para rescatar a
los pacientes de su condicion silenciosa. En consecuencia, el diag-
nostico, tratamiento y, en gran medida, la futura progresion de
la enfermedad estan condicionados al tipo de cobertura sanitaria
del paciente e, inclusive, a la situacién social, laboral y econémica del
mismo (Castillo-Riquelme et al. 2008).

4.7. El tratamiento

El tratamiento antiparasitario de la enfermedad de Chagas puede
llevarse a cabo actualmente con dos medicamentos: el benznida-
zol y el nifurtimox. Estos medicamentos son efectivos en la fase
aguda de la enfermedad, en recién nacidos y en ninos. También
se indican en el caso de reactivacion de la infecciéon en personas
inmunodeprimidas (con sida u otras enfermedades inmunosu-
presoras) y en la etapa crénica temprana de la enfermedad. Sin
embargo, su eficacia es menor en etapas mas avanzadas de la en-
fermedad y la incidencia de reacciones adversas es normalmente
mayor cuanto mayor sea la edad del paciente.

Otras medidas terapéuticas encaminadas a incidir en la evolu-
cion clinica de la enfermedad o a mejorar la calidad de vida del
paciente incluyen recomendaciones de estilo de vida y alimenta-
cioén y tratamiento precoz de alteraciones o sintomas cardiacos o
digestivos. El seguimiento correcto de estas medidas a menudo
representa un desafio especialmente dificil para las personas con
infeccion/enfermedad de Chagas.

La investigacion y el desarrollo

En contraposicion a otras dolencias, como el cancer o las pato-
logias cardiovasculares, a las que se destina una gran inversion en
investigacion y desarrollo (I + D), un analisis del mercado farma-
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céutico revela que la enfermedad de Chagas es una enfermedad
extremadamente olvidada. Esto significa que, dado que la mayoria
de pacientes tienen bajo poder adquisitivo y, en consecuencia, es-
casa capacidad para adquirir el tratamiento, estos quedan exclui-
dos del mercado farmacéutico. El benznidazol y el nifurtimox,
desarrollados en la década de los 60, fueron comercializados en
los 70. Entre 1975 y 2004, 1.556 nuevos compuestos quimicos fue-
ron comercializados en todo el mundo y ninguno de ellos para
enfermedad de Chagas (Zackiewick 2007).

4.8. El ciclo pobreza-enfermedad

La morbilidad y mortalidad chagasicas afectan tipicamente a los
anos productivos de las personas enfermas. Esto se traduce, en pri-
mer lugar, en un empobrecimiento de los individuos que la pade-
ceny, en segundo lugar, en pérdidas econémicas para las sociedades
con alta incidencia de la enfermedad (Franco-Paredes et al. 2007).
Por otro lado, se ha demostrado que los costes de tratar la enfer-
medad de Chagas en su fase crénica pueden ser de hasta 50 veces
mas que los de prevenir la enfermedad. Este alto impacto econémi-
co se debe a que la infeccién contraida en edad temprana, y no tra-
tada, se traduce en una enfermedad que tipicamente va a requerir
una atencion sanitaria de por vida (Castillo-Riquelme et al. 2008).

4.9. Una seleccion de propuestas

El conocimiento que se tiene hoy dia acerca de la enfermedad
de Chagas y los factores socioeconémicos relacionados con ella
evidencian que es necesario y es posible abordar la enfermedad
con un enfoque interdisciplinar e integral, y no solamente desde
la perspectiva biomédica. Se necesita y es posible tratarla pobreza
tan intimamente ligada a la enfermedad de Chagas; reducir la
vulnerabilidad, el riesgo de adquirir la infeccién y la discrimina-
cion de los infectados y enfermos; favorecer la educacion; pro-
mocionar mejores condiciones de vivienda, y mejorar el acceso al
diagnéstico y al tratamiento (cuadro 4.1).
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E nao vai demorar que passemos adiante...
No escopo e na perspectiva de uma Grande Ciéncia,
de uma Grande e Bela Ciéncia,
A se fazer Arte em defesa da Vida
Cita de Carlos Chagas, 1926

CUADRO 4.1 Seleccién de propuestas planteadas desde el terreno
con impacto positivo demostrado sobre los pacientes

con infeccion o enfermedad de Chagas

1. Implementacion de un sistema de vigilancia y control de
la enfermedad de Chagas a nivel nacional y supranacional
(regional y global).

2. Promocion y colaboracion con los programas nacionales
de control vectorial para prevenir la infeccién, la rein-
feccion y la enfermedad; con una vinculacion del cono-
cimiento ecoepidemioldgico a las estrategias de control
vectorial local, y teniendo en cuenta las implicaciones
medioambientales.

3. Cribado para 7. cruzien donantes de sangre y de 6rganos,
tejidos y/o células, diagnostico prenatal de mujeres em-
barazadas y deteccion precoz y tratamiento de los hijos
infectados.

4. Implementacion de elementos de Informacién, Educa-
cién y Comunicacion (IEC) con un enfoque basado en el
contexto socioeconémico y cultural existente.

4.a) Informacién sobre habitos culturales y comporta-
mientos de busqueda de salud inadecuados y pro-
mocioén del conocimiento de la enfermedad y la
existencia de su diagnéstico y tratamiento.

4.b) Educacion a nivel de escuelas para la participacion
activa de los escolares en la prevencion vy vigilancia
de la enfermedad.

4.c) Formacion acerca de la enfermedad de Chagas del
personal de salud y formacion de las familias para su
implicaciéon y compromiso en el tratamiento y segui-
miento de sus miembros.

4.d) Potenciacion de la formacion sobre la enfermedad de
Chagas en el ambito universitario (Yun et al. 2009).
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CUADRO 4.1 (cont.): Seleccion de propuestas planteadas desde el
terreno con impacto positivo demostrado sobre los

pacientes con infeccién/enfermedad de Chagas

5. Inclusion de la atencién médica de la infeccion/enfer-
medad de Chagas en los sistemas de salud, y atencion
médica primordialmente situada a nivel de la asistencia
primaria de salud, con interaccién y derivaciéon entre
los diferentes niveles de salud (primario, secundario y
terciario).

6. Cribado y diagnéstico activo a nivel comunitario, iden-
tificando los pacientes candidatos a ser tratados y ade-
cuando los protocolos de diagnoéstico al contexto local.

7. Evaluacién operativa de las pruebas de diagnoéstico rapi-
do existentes y promocion y desarrollo de nuevas prue-
bas de diagnostico rapidas para su uso inclusive en areas
sin acceso a electricidad y equipos técnicos.

8. Implantacion sistematica del diagnéstico de la infeccion
chagasica aguda a través de las laminas de malaria, alli
donde se realicen, para facilitar el diagnéstico de casos
agudos, la deteccién de brotes de transmision oral y los
focos de transmision activa (vigilancia epidemiolégica).

9. Implementacion del tratamiento y cumplimiento tera-
péutico, con criterios de inclusiéon y exclusiéon para su
uso racional, de acuerdo a la edad, posible comorbili-
dad, fase de la infeccion, forma clinica, acceso al segui-
miento médico continuado a lo largo del tratamiento,
participacion de la familia para administracion del me-
dicamento y deteccion precoz de la aparicion de efectos
secundarios para su correcto manejo (Yun et al. 2009).

10. Desarrollo de férmulas pediatricas de los medicamen-
tos existentes y promocion de la investigacion de nuevos
medicamentos con mayor efectividad y menor niimero
y gravedad de efectos secundarios para las fases aguda 'y
crénica de la enfermedad.
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5.1. Introduccion

5.1.1. Epidemiologia

La enfermedad de Chagas debe su nombre al médico brasile-
no Carlos Ribeiro Justiniano das Chagas, quien la descubri6 en
1909 (Chagas 1909). Es el tinico caso en la historia de la medicina
en la que se descubre al mismo tiempo y por la misma persona
una enfermedad infecciosa, el microorganismo que la produce y
el agente biologico que la transmite, ademas de todos los aspectos
de la enfermedad. Esta la causa el parasito Trypanosoma cruzi, pro-
tozoo hemoflagelado perteneciente al orden de los Kinetoplastida.
T. cruzi es transmitido a los animales y a los seres humanos a tra-
vés de insectos vectores que se encuentran solamente en América
(especialmente en las zonas rurales, donde la pobreza es genera-
lizada). A la enfermedad de Chagas, también se le conoce como
tripanosomiasis americana.

T. cruzi posee un ciclo de vida complejo que incluye la infec-
cion del hospedador vertebrado y la transmisiéon por insectos
vectores. Este parasito pasa por tres estadios morfolégicos princi-
pales: Ia forma amastigote no flagelada y las formas flageladas epi-
mastigote y tripomastigote (Brener 1973). La forma epimastigote
prolifera en el insecto vector y eventualmente se diferencia para
dar lugar a los tripomastigotes metaciclicos, capaces de infectar al
hospedador vertebrado. Una vez en el torrente sanguineo del ver-
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tebrado, los tripomastigotes son capaces de penetrar en una gran
variedad de tipos celulares. Dentro de las células, los parasitos se
transforman en formas amastigotes, las cuales sufren varios ciclos
de division. Seguidamente, los amastigotes se diferencian a tripo-
mastigotes sanguineos que son liberados por ruptura de la célula
anfitriona, iniciando el siguiente ciclo de infeccion.

La forma mas comun de contraer la infeccion es a través del
contacto con las heces de un insecto triatomino (conocido con
los nombres de chinche besucona, benchuca, vinchuca, chipo o
barbeiro), el cual se alimenta de la sangre de seres humanos y
animales. El parasito también puede transmitirse de una madre
infectada al feto (congénita), a través de productos contaminados
derivados de la sangre (transfusiones) y menos frecuentemente
por 6rganos transplantados o accidentes de laboratorio. La trans-
misién oral por ingestion de alimentos contaminados con triato-
minos o sus deyecciones parece ser un modo de contaminacién
importante sobre todo en las regiones amazonicas.

En los paises donde la enfermedad de Chagas no es endémi-
ca, la transmision vertical constituye la via de transmisiéon mas
frecuente después de la via transfusional. En zonas endémicas,
la prevalencia en embarazadas puede alcanzar un 81%, y la pro-
babilidad de transmisién materno-fetal varia desde < 1 hasta el
10%, dependiendo del area geografica. Se estima que entre 5.000
y 18.000 recién nacidos nacen infectados por 7. cruzi al ano en
América Latina.

La enfermedad de Chagas esta ampliamente distribuida des-
de el sur de Estados Unidos hasta el sur de Chile y Argentina,
afectando a 21 paises de Latinoamérica. La prevalencia de dicha
enfermedad varia segun el area geografica considerada, siendo
el pais mas afectado Bolivia, con una prevalencia global en po-
blacién general del 28,8%, pudiendo alcanzar hasta el 45 en al-
gunas zonas. Se desconoce el nimero exacto de infectados, si
bien la OMS estima que afecta, aproximadamente, a entre 8y 12
millones de personas y entre un 20 y un 30% de ellas desarrolla-
ran enfermedad grave (OMS 2005). La enfermedad de Chagas
es responsable de 21.000 muertes al ano y produce una pérdida
anual de 676.000 anos de vida ajustados por capacidad en los
paises donde es endémica.
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5.1.2. Manifestaciones clinicas y diagnéstico

La enfermedad de Chagas pasa por dos estadios sucesivos: una
fase aguda y otra crénica (Prata 2001). Los primeros signos de
la enfermedad de Chagas aguda suelen aparecer a la semana de la
infestacion. Después de la penetracion del parasito a través de una
laceracion de la piel aparece una zona indurada y eritematosa, de-
nominada chagoma, acompanada de linfadenopatia local. El signo
de Romana, que es la manifestacion clasica de la enfermedad de
Chagas aguda, se manifiesta por edema indoloro bipalpebral y uni-
lateral. Esto ocurre cuando la via de entrada fue conjuntival. Los
primeros signos se acompanan de malestar general, fiebre, ano-
rexiay edema facial y extremidades inferiores. También puede cur-
sar con erupciéon morbiliforme, linfadenopatias y hepatoespleno-
megalia. La miocarditis grave, aunque es poco frecuente, causa la
mayor parte de las muertes en fase aguda. Los signos neurolégicos
son raros, pero se han comunicado casos de meningoencefalitis.

Las manifestaciones agudas de la infeccion por 7. cruzi des-
aparecen de forma espontanea en casi todos los enfermos, dando
paso a la fase indeterminada o asintomadtica crénica. Se calcula
que el 30-40% de las personas infectadas evolucionan a formas
sintomaticas. Las manifestaciones clinicas pueden ser de dife-
rente gravedad, afectando a diferentes 6rganos, principalmente
corazon y sistema digestivo. De forma menos frecuente afecta al
sistema nervioso, formas neurolégicas, que son mas comunes en
inmunodeprimidos.

La enfermedad de Chagas crénica sintomadtica suele afectar al
corazon y los sintomas se deben a trastornos del ritmo cardiaco,
miocardiopatia y tromboembolias (Salomone 2003). La altera-
cién observada con mayor frecuencia en la electrocardiografia
es el bloqueo de rama derecha, pudiendo aparecer extrasistoles
ventriculares, alteracion primaria de la repolarizacion ventricular,
zonas eléctricamente inactivas, bloqueos auriculoventriculares y
taquiarritmias (Gascon et al. 2007). La miocardiopatia es causa
de insuficiencia cardiaca, siendo frecuente la aparicion de embo-
lias en el cerebro u otras zonas secundarias a trombos murales en
punta de ventriculo izquierdo. La primera manifestacion de esta
enfermedad puede ser la muerte subita por fallo cardiaco.
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Las complicaciones de las formas digestivas mas comunes son
disfagia, odinofagia, dolor toracico y regurgitacion, todas ellas de-
bidas a un megaesé6fago (Rezende 2007). Puede haber aspiracion,
especialmente durante el sueno y son frecuentes los episodios re-
petidos de neumonitis por esta causa. En caso de megacolon, las
manifestaciones son dolor abdominal y estrenimiento crénico. El
megacolon avanzado puede provocar obstruccion, volvulo y, en
caso de complicacion, septicemia y muerte.

Durante la fase aguda de la enfermedad existen numerosos
parasitos en sangre periférica y es posible detectarlos mediante
pruebas parasitologicas directas (OMS 2002). En este sentido, la
observacion microscopica de la sangre fresca puede revelar facil-
mente la presencia del parasito, gracias a su movilidad.

Las extensiones de sangre (gota gruesa y frotis) tenidas ade-
cuadamente permiten observar las caracteristicas morfologicas
del parasito. Sin embargo, cuando el grado de parasitacion es
bajo, es necesario utilizar métodos de concentracién, tales como
el método de Strout y el microhematocrito.

El xenodiagnostico y el hemocultivo (disponibles solo en la-
boratorios especializados) son métodos clasicos, cuya sensibilidad
depende del grado de parasitemia del paciente.

Con el desarrollo de las técnicas moleculares, la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) se ha utilizado para el diagnostico
parasitolégico de diversas enfermedades. Esta técnica se basa en
la amplificacién de secuencias especificas de ADN que son abun-
dantes y especificas del parasito en cuestion. En el caso de 7. cruzi,
hay dos secuencias especificas que han resultado utiles en el diag-
nostico: la region variable del ADN del minicirculo del kineto-
plasto y una secuencia repetitiva de 195 pares de bases del ADN
del parasito. Esta técnica es mas sensible que el xenodiagnéstico
y el hemocultivo. Sin embargo, la sensibilidad también depende
del grado de parasitemia del paciente.

Durante la fase crénica, el diagnéstico se basa en la deteccién
de anticuerpos circulantes, ya que la parasitemia en esta fase es
fluctuante. Actualmente, los tests serologicos mas empleados son
hemoaglutinacion indirecta (HAI), inmunofluorescencia indirec-
ta (IFI) y ensayos inmunoenzimaticos (ELISA); en esta fase no es
indispensable demostrar la presencia del parasito.
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5.1.3. Tratamiento y prevencion

Los farmacos actualmente usados en el tratamiento etiol6gico
de la enfermedad de Chagas son nifurtimox y benznidazol, cuya
actividad anti 7. cruzi fue descubierta empiricamente hace mas de
tres décadas (Jannin y Villa 2007). Ambas drogas son activas en la
fase aguda, ayudando a controlar la enfermedad y disminuyendo
la probabilidad de paso a la cronicidad.

El tratamiento con nifurtimox durante la fase aguda acorta no-
tablemente la duracion de los sintomas y de la parasitemia y dismi-
nuye el indice de mortalidad (Harrison). No obstante, hay pocos
estudios al respecto, indicando que solo alrededor del 70% de las
infecciones agudas se curan parasitolégicamente con un ciclo com-
pleto de tratamiento. Pese a sus limitaciones, el tratamiento con
nifurtimox se debe iniciar cuanto antes en la fase aguda, lo que me-
jora las posibilidades de éxito. Los efectos secundarios habituales
del nifurtimox son dolor abdominal, anorexia, nduseas, vomitos y
pérdida de peso. Las posibles reacciones neurolégicas son inquie-
tud, desorientacion, pérdida de memoria, insomnio, espasmos, pa-
restesias, polineuritis y convulsiones, que desaparecen al reducir la
dosis o suspender el tratamiento. La dosis diaria aconsejada en el
adulto es de 8 a 10 mg/kg, para los adolescentes 12,5 a 15 mg/kgy
paralos ninos de uno a 10 anos, 15 a 20 mg/kg. El farmaco se admi-
nistra por via oral, en cuatro tomas diarias durante 90 a 120 dias.

La eficacia del benznidazol es similar a la del nifurtimox; se ha
notificado un indice de curacién del 90% en lactantes con infec-
cién congénita tratados antes de cumplir los 12 meses de edad.
Algunos efectos adversos son neuropatia periférica, reacciones
cutaneas mas o menos severas y granulocitopenia. LLa dosis oral
recomendada es de 5 a 7 mg/kg/dia, por 60 dias. En los paises
de América Latina se considera al benznidazol como el farmaco
mas indicado, siendo el tnico autorizado en Espana. Se trata de
un medicamento no disponible en farmacia y debe tramitarse su
obtencion a través de medicacion extranjera.

Durante anos se ha debatido si los pacientes que estan en la fase
indeterminada o sintomatica crénica de la enfermedad de Cha-
gas deben recibir tratamiento. En la fase indeterminada, el trata-
miento con benznidazol parece efectivo, disminuyendo el riesgo
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de progresion de la enfermedad hacia grados de cardiopatia mas
avanzados.

Estudios clinicos realizados en zona endémica (Viotti et al.
2006) demuestran los beneficios del tratamiento con benznidazol
en la fase cronica. El consenso actual de los autores latinoameri-
canos es que toda las personas infectadas con 7. cruzi de hasta 18
anos de edad deben recibir benznidazol o nifurtimox.

El resto de farmacos, cuya utilidad es discutida para tratar la
enfermedad de Chagas aguda, tales como alopurinol, fluconazol
e itraconazol, han sido estudiados en animales de laboratorio, y
en menor medida en humanos (Urbina 2005). Ninguno de los
tres medicamentos posee actividad contra los tripanosomas que
justifique su empleo en los humanos.

Las complicaciones cardiacas y digestivas deben ser evaluadas
y, en su caso, tratadas por especialistas. El trasplante de corazén
es, en los casos graves, la tinica opcién para personas con cardio-
patia chagasica terminal.

Debido a la escasa eficacia del tratamiento farmacolégico y a
la inexistencia de una vacuna, el control de la transmision por
T. cruzi en paises endémicos depende necesariamente de la dismi-
nucion de la poblacion domiciliaria del vector, a través de los pro-
gramas de fumigacion con insecticidas, mejoras a las condiciones
de la vivienda y sensibilizacion de las personas vulnerables. Estas
medidas y el cribado serolégico de donantes de sangre han dismi-
nuido de manera notable la transmision del parasito en muchos
paises endémicos. Es aconsejable que los turistas y cooperantes
en zonas rurales en paises endémicos no durmieran en casas
con condiciones de riesgo. Mosquiteras y repelentes de insectos
son utiles.

Ante las consecuencias potencialmente graves de la enferme-
dad de Chagas, es prudente que todos los inmigrantes que vienen
de regiones endémicas y viven en Espana fueran sometidos a un
cribado para descartar la infeccion (Gascon 2005). La identifica-
cion de las personas infectadas permitiria la vigilancia electrocar-
diografica periodica, que es importante porque a algunos pacien-
tes con perturbaciones de mal pronéstico del ritmo cardiaco los
marcapasos los pueden ayudar. Otra motivacion del cribado es la
posibilidad de transmisiéon congénita.
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5.2. Nuestra experiencia en la Unidad Regional
de Medicina Tropical de Murcia (URMTM)

A causa de las complicaciones y muertes que ocasiona, la enferme-
dad de Chagas es la parasitosis mas importante que aqueja a los
paises de América Latina. La enfermedad de Chagas no solo es
un problema de salud en América Latina, sino también en paises
que reciben a inmigrantes infectados (Gascén et al. 2009; Lescure
etal. 2008). De todos los paises europeos, Espana recibe el mayor
namero de inmigrantes de origen latinoamericano. La enferme-
dad de Chagas aguda es rara en Espana. Se han notificado varios
casos de transmision congénita (Carrilero et al. 2009; Munoz et
al. 2007) y de transmision por transfusion (Pérez et al. 2008). Es
mayor el nimero de casos de transmisiéon por transfusion que la
cifra notificada. En 2005 se inici6 la deteccion de infeccion por
T. cruzi en sangre de donacion (BOE 2005).

La prevalencia de infecciones cronicas en Espana ha aumen-
tado considerablemente en los tltimos anos. Los datos del censo
del ano 2009 indicaron que en Espana viven mas de 1,6 millo-
nes de inmigrantes procedentes de paises donde la enfermedad
de Chagas es endémica (Instituto Nacional de Estadistica, 2009);
227.145 procedian de Bolivia donde la prevalencia de la infeccion
por T. cruzi puede llegar al 45%. De igual forma, en los tltimos
anos se ha producido un aumento exponencial de la poblacion
latinoamericana en la Region de Murcia. Asi, en 2008 habia cen-
sados 85.198 latinoamericanos, lo que supone el 6% de la pobla-
cién murciana. La mayoria proceden de Ecuador (54%) y Bolivia
(23%) (Centro Regional de Estadistica). Se calcula que el nime-
ro total de personas infectadas por 7. cruzi en Murcia es de 6.000
2 9.000.
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GRAFICO 5.1: Inmigrantes de América Latina en Murcia en 2008
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5.2.1. Caracteristicas epidemioldgicas de los pacientes

Durante el periodo de tiempo transcurrido entre enero de

2007 y junio de 2009 a un total de 1485 pacientes atendidos en la
URMTM con sospecha de estar infectados por 7. cruzi se les reali-

zaron las pruebas diagnosticas para la enfermedad de Chagas.

GRAFICO 5.2: Pacientes estudiados para T. cruzi por serologia URMTM,
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De estos 1.044 (70%) son bolivianos, 164 (11%) de Ecuador,
219 (15%) proceden de otros paises de Latinoamérica, o son la-
tinoamericanos de nacionalidad desconocida. 58 pacientes testa-
dos (4%) fueron ninos nacidos en Espana de madres infectadas
por 1. cruzi.

GRAFICO 5.3: Perfil demografico de los pacientes, 2007-2009
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Nicaragua, Venezuela, Chile, Argentina, Colombia.

De 1.485 pacientes testados para 7. cruzi, 418 (28,2%) resulta-
ron positivos mediante dos pruebas serologicas (IFI y ELISA). El
67% fueron mujeres, con una edad media de 34 anos. El grafico
5.4 muestra el namero de casos de Chagas estudiados en Murcia

entre 2007 y 2009 distribuidos por edad.

GRAFICO 5.4: Numero de casos de Chagas distribuidos por edad
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El porcentaje de personas infectadas por 7. ¢ruzivaria segun el
pais de origen. Asi, el 36,7% (383,/1044) de la poblacién boliviana
estaba infectada en contraste con el 3,7% (6/164) de los pacien-
tes procedentes de Ecuador. El resto de las seroprevalencias por
paises de procedencia se ven en el cuadro 5.1.

Entre los 58 ninos nacidos en Espana de las madres infectadas
latinoamericanas, 2 casos de enfermedad de Chagas congénita
fueron detectados: en un recién nacido sintomatico (Carrilero et
al. 2009) y en un nino asintomatico de un ano, ambos de madres
bolivianas. Esto representa una tasa de un 3,5% de la transmisién
vertical en nuestra experiencia.

CUADRO 5.1: Seroprevalencia de los pacientes con enfermedad de
Chagas estudiados en la URMTM por pais de origen,

2007-2009

Pais de origen Prevalencia N.° total
(porcentajes)

Espana* 3,5 2-58
Bolivia 36,7 383-1044
Ecuador 3,7 6-164
Argentina 0 09
Brasil 22,2 29
Chile 0 0-3
Colombia 0 0-15
Cuba 0 0-1
El Salvador 22,2 29
Honduras 0 0-2
Nicaragua 0 0-2
Paraguay 17,7 3-17
Pera 0 0-1
Venezuela 0 0-2
Nacionalidad desconocida 13,4 20-149
Total 28,2 418-1485

* Nacidos en Espana de madres latinoamericanas infectadas.
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5.2.2. Caracteristicas clinicas de los pacientes diagnosticados

Excepto los dos casos de congénitos, todos los pacientes diag-
nosticados se encontraban en la fase crénica de la enfermedad.

Los pacientes con resultado positivo en dos técnicas serol6-
gicas se consideraron infectados y se les realiz6 una anamnesis
para estudiar la presencia de sintomas sugerentes de patologia
relacionada con la enfermedad de Chagas. Durante la fase cro6-
nica de la enfermedad, la mayoria de los afectados no saben que
tienen la infeccion. Muchos pueden no presentar sintomas aso-
ciados a la enfermedad de Chagas. Asi los siguientes sintomas de
insuficiencia cardiaca que nos pueden indicar una cardiopatia
fueron considerados disnea, disnea paroxistica nocturna, ortop-
nea, edema de extremidades inferiores, etc. Ademads, para el estu-
dio de la afectacion cardiaca también se practicaron una serie de
exploraciones complementarias, tales como radiografia de torax,
electrocardiograma, ecocardiograma, etc.

FIGURA 5.1: Radiografia de térax indicando la presencia de

cardiomegalia en paciente con cardiopatia dilatada
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En busqueda de afecciones digestivas se interrog6 haciendo
hincapié en los siguientes sintomas: disfagia, odinofagia y reflujo
gastroesofagico, como indicadores de una afectacion esofagica;
distension abdominal y estrenimiento, como indicadores de una
afectacion de colon. A todos los pacientes se les realizé un transito
esofago-gastro-duodenal en busqueda de una afeccion esofagicay
un enema opaco para el despistaje de megacolon.

FIGURA 5.2: Enema opaco indicando la presencia de megacolon

Teniendo en cuenta la edad media de nuestros pacientes (34
anos), no es sorprendente que estos muestren sintomas de la en-
fermedad de Chagas. Asi, 238 (57,3%) eran asintomaticos y 178
(42,7%) tenian sintomas, en 61 (14,6%) eran exclusivamente car-
diacos, 52 (12,5%) presentaron sintomas cardiacos y digestivos y
65 (15,6%) tenian solo trastornos digestivos (grafico 5.5).
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GRAFICO 5.5: Sintomatologia en los pacientes con enfermedad de
Chagas en fase cronica diagnosticados en la URMTM,
2007-2009

B cacdiacos (14.,6)
I:I Digestivos y cardiacos (12,5)
[ pigestivos (15,6)

D Asintomaticos (57,3)

5.2.3. Tratamiento y seguimiento de los pacientes

diagnosticados

De los 418 pacientes diagnosticados, 370 han recibido trata-
miento con benznidazol 5-7 mg/kg/dia en tres tomas diarias du-
rante 60 dias. 13 (3,5%) no completaron el tratamiento debido a
efectos adversos que obligaron a su suspension. La causa de inte-
rrupcion del tratamiento fue siempre la aparicion de reacciones
cutdneas.

De los pacientes que han recibido el tratamiento, 115 (31,1%)
pacientes presentaron reacciones adversas, mostrando algunos de
ellos mds de una y requiriendo la mayoria tratamiento sintomati-
co. Un total de 100 (27,03%) pacientes presentaron hipersensi-
bilidad cutanea, 1 (0,3%) astenia, 8 (2,16%) molestias gastroin-
testinales (nduseas, dolor epigdstrico, vomitos y diarrea) y en 6
(1,62%) pacientes fueron de tipo neurologico. De los pacientes
que presentaron algun tipo de reacciéon cutanea, 30 mostraron
ademads una segunda reaccion adversa: 16 (4,3%) de tipo neuro-
logica, 9 (2,4%) de tipo digestiva, 2 (0,5%) presentaron fiebre, 1
(0,3%) de tipo hematica, 1 artritis migratoria (0,3%) y 1 (0,3%)
present6 cefalea. Asimismo, en 11 de estos apareci6 un tercer tipo
de reaccion, en 4 (1,1%) pacientes fueron digestivas, 1 (0,3%)
presento fiebre, 4 (1,1%) cefaleay 2 (0,5%) pacientes presenta-
ron vértigo.

Solo cuatro pacientes presentaron reacciones adversas graves;
la mayoria ocurrieron durante el primer mes de tratamiento, y las
mads serias en el segundo mes.
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5.2.4. La utilidad del PCR en el seguimiento de la respuesta al

benznidazol en pacientes con enfermedad de Chagas

La evaluacion de la respuesta al tratamiento en pacientes croni-
cos es un aspecto complejo. Después del tratamiento, los criterios
de la cura para los pacientes con la enfermedad de Chagas cronica
son la persistencia de resultados negativos en las pruebas de sero-
logia y parasitologia (OMS 2002), aunque la seroconversion nor-
malmente ocurre varios anos después del tratamiento (Andrade
et al. 1991). Ademas, la respuesta parasitologica se examina me-
diante pruebas con baja sensibilidad como son la concentracién
por el método de Strout, hemocultivo o xenodiagnosis (OMS
2002). En un esfuerzo por obtener ensayos mas sensibles, se han
desarrollado protocolos de PCR que permiten detectar el ADN de
T. cruzi en las muestras de sangre de pacientes con enfermedad de
Chagas cronica. Asi, se han disenado cebadores que amplifican el
ADN nuclear y del kinetoplasto de 7. cruzi, con capacidad para
detectar el equivalente de una sola célula del parasito en 10 mL
de sangre (Avila et al. 1991; Britto et al. 1993).

En la URMTM se ha realizado un estudio prospectivo en el que
se valor6 la PCR como herramienta para el diagnostico y segui-
miento parasitologico, en una cohorte bien caracterizada de 181
pacientes con enfermedad de Chagas crénica que fue tratada con
benznidazol (Murcia et al. 2010). Fue este el primero de su tipo
en evaluar la utilidad de PCR como herramienta de seguimiento
parasitologico en enfermos de Chagas crénicos después del trata-
miento, en un pais europeo donde la posibilidad de reinfeccion
queda descartada.

A los pacientes se les toman muestras de sangre el dia de ini-
cio del tratamiento y los dias 90, 150 y 420 del postratamiento,
respectivamente. Para la deteccion del parasito mediante PCR, se
emplearon los oligonucle6tidos O121/0122 que amplifican un
fragmento de 330 pb del ADN del kinetoplasto. La PCR se realiz6
en 181 muestras de pacientes cronicos infectados por 7. cruzi, con
un rendimiento del 68% (123) (grafico 5.6). La sensibilidad de
PCR comparada con la de serologia varia entre el 59 y el 100%,
dependiendo de varios factores, como el drea geograficayla edad
de los pacientes estudiados (Wincker 1994a; Wincker et al. 1994b;
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Britto et al. 1993). Nuestros pacientes son principalmente de Bo-
livia (97,2% de casos de la poblacién del estudio) en los que,
debido al subtipo de parasito que los infecta, la PCR presenta una
alta sensibilidad (Wincker et 4l. 1994a; Wincker et al. 1994b; Avila
et al. 1993); por otro lado, teniendo en cuenta el rango-edad de
nuestros pacientes, no es de extranar que encontraramos dife-
rentes grados de sensibilidad en la PCR en los distintos tramos de
edad (p =0,0007). Mientras que la sensibilidad de PCR frente a la
serologia fue del 100% en los jévenes (0-19 anos), esta pasé al 72%
en los adultos (20-39 anos) y al 48,9% en las personas mayores
(= 40 anos). Las técnicas seroldgicas convencionales no son
eficaces para realizar un diagnodstico temprano en los casos de
Chagas congénito, ya que la IgG anti 7. cruzi en el recién nacido
puede ser de origen materno y la deteccién de anticuerpos IgM
contra 1. cruzi no ofrece resultados del todo satisfactorios (Moya
et al. 1989; Freilij et al. 1995; Blanco et al. 2000). En nuestro es-
tudio, de acuerdo con trabajos anteriores (Schijman et al. 2003),
la alta sensibilidad en la PCR encontrada el grupo de los jévenes
(100%) hace de esta una herramienta del laboratorio promete-
dora para diagnosticar y evaluar el tratamiento en las infecciones
congénitas.

Ademas, el namero de pacientes con un resultado de PCR po-
sitivo fue mayor entre los individuos recién llegados (p = 0,0076),
debido, probablemente, al menor tiempo transcurrido entre la
infeccion y la realizacion de la prueba. Por el contrario, no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas en los re-
sultados de PCR entre los pacientes en estadio crénico indetermi-
nado y sintomatico (p = 0,4710).

No queda claro sila deteccion de 1. cruzimediante PCR se debe
a la amplificacién del ADN de pardsitos intactos o al procedente
de la lisis de parasitos que se encuentran en las células infectadas
(Tarleton et al. 1999). No obstante, a diferencia de los resultados
publicados en estudios previos (Solari et dl. 2001), nosotros de-
tectamos una pronta conversion en los resultados de PCR como
respuesta al tratamiento. Asi, la PCR pas6 a ser negativa en las
muestras de todos los pacientes que fueron analizadas a los 90
dias después del tratamiento (grafico 5.6). Considerando que la
actividad supresora del benznidazol contra la parasitemia es casi
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inmediata después del inicio de tratamiento, de nuestros resul-
tados se desprenden las claras ventajas del uso de la PCR como
una técnica sensible y especifica para la deteccion temprana de la
susceptibilidad del parasito al benznidazol, permitiendo la modi-
ficacion de la terapia temprana en los casos de resistencia o reac-
tivacion de infeccion.

GRAFICO 5.6: Seguimiento mediante PCR de los pacientes con

enfermedad de Chagas tratados con benznidazol
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* Un paciente que no sigui6 las pautas del tratamiento y otro con un resultado de PCR negativo
antes del tratamiento y al final del seguimiento pero positivo en el control de 150 dias. En ambos
casos el resultado de PCR a los 90 dias del postratamiento fue negativo. POS: resultado de PCR
positivo, NEG: resultado de PCR negativo, D: dias postratamiento.

El tratamiento especifico se ha recomendado durante la fase
aguda de la infeccion y, recientemente, para todos los pacientes
con la enfermedad de Chagas (Viotti et al. 2006). No obstante, la
valoracién de la cura en la infeccién crénica es compleja, debido
principalmente a la falta de pruebas fiables para asegurar la eli-
minacion del parasito. La alta sensibilidad y especificidad en el
diagnéstico de la infeccién de 7. cruzi mediante PCR encontradas
en nuestro estudio sugieren que esta es una herramienta util para
el seguimiento de pacientes con la enfermedad de Chagas cronica
tratados con benznidazol.
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La eficacia del benznidazol en eliminar el parasito durante la
fase cronica de la enfermedad no esta clara (Pérez-Molina et al.
2009). Sin embargo, existen pocos estudios orientados a evaluar
la respuesta al tratamiento mediante PCR en los casos crénicos,
y las pocas investigaciones realizadas se han llevado a cabo en
América Latina, algunas de ellas en areas muy endémicas donde
la transmision activa ocurre continuamente (Britto et al. 2009).

Segun nuestros resultados el 100% de los pacientes tratados te-
nia un resultado de PCR negativo a los 90 después del tratamien-
to, lo que refleja la eficacia del beznidazol para la eliminacion los
parasitos circulantes. Esta alta de efectividad terapéutica, evaluada
mediante PCR, es mayor que la obtenida en publicaciones ante-
riores. No obstante, debe recordarse que este es el primer estudio
realizado en un pais no endémico, donde la ausencia del vector
descarta la posibilidad de reinfecciéon durante el seguimiento.
Solo el 6,9% de los pacientes tratados tuvieron un resultado de
PCR positivo después de la quimioterapia. Sin embargo, este es un
estudio a corto plazo y, teniendo en cuenta picos de parasitemia
durante el largo transcurso de enfermedad de Chagas, seria de es-
perar que, entre los pacientes crénicos tratados que presentan un
resultado de PCR negativo a los 420 dias después del tratamiento,
algunos pasen a tener un resultado de PCR positivo durante un
seguimiento a largo plazo.
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6.1. Introduccion

Trypanosoma cruzi es el protozoo parasito causante de la enfermedad
de Chagas. Esta patologia, endémica del continente americano, afec-
ta con elevados indices de morbilidad y mortalidad a mas de 8 mi-
llones de personas. 7. cruzi muestra una alta heterogeneidad entre
cepas y aislados y, principalmente, se transmite al hospedador ma-
mifero por una amplia variedad de insectos hematéfagos cuyo héabi-
tat es Centro y Sudamérica. Sin embargo, recientemente se ha des-
crito la existencia de ciclos activos de transmision peridoméstica de
T cruzi en el sur de Estados Unidos (Texas) (Kjos et al. 2009). Por
otra parte, el intenso flujo migratorio de personas que viven en zonas
endémicas hacia el medio urbano y a paises no endémicos han hecho
de la enfermedad de Chagas una patologia global. A pesar de ello, la
enfermedad de Chagas sigue estando ampliamente desatendida. En
las zonas no endémicas la transmisién vertical, la transfusion sangui-
neay el trasplante de 6rganos son las vias de contagio prevalentes.

T. cruzi pertenece a la familia Trypanosomatidaey tiene un com-
plejo ciclo de vida con tres formas morfol6gicas y molecularmente
diferentes: el epimastigote, forma replicativa presente en el tracto
del insecto vector; el tripomastigote, forma flagelada no replica-
tiva e infectiva para vertebrados incluido el humano, y la forma
amastigote, replicativa e intracelular (figura 6.1).

La enfermedad de Chagas se inicia con una fase aguda que, en
la mayoria de los casos, cursa con sintomatologia inespecifica, lo
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cual dificulta enormemente su deteccion. El tratamiento quimio-
terapéutico durante esta fase es muy efectivo, aunque los fairmacos
actualmente usados son muy toxicos. En ausencia de tratamiento,
la mayoria de las personas no controlan la infeccion, permitien-
do la supervivencia del parasito y su replicaciéon en los tejidos,
acompanada de parasitemia intermitente. Asi, las personas que
quedan infectadas desarrollan una fase cronica asintomatica (fase
indeterminada), que compromete cerca del 40% de los casos se-
rolégicamente positivos y que comprende periodos entre 10 a 25
anos. Esta fase indeterminada deriva, en un alto porcentaje, en
una fase crénica sintomadtica, caracterizada principalmente por la
existencia de alteraciones cardiacas y/o digestivas, a la cual se aso-
cia altas tasas de morbilidad y mortalidad. A pesar de las contro-
versias surgidas en las ultimas décadas, actualmente se acepta que
la base etiolégica de la enfermedad de Chagas cronica es el dano
causado por la persistencia tisular del parasito 7. cruzi.

FIGURA 6.1: Formas diferenciadas del parasito 7. cruzi correspondientes
alos diferentes estadios de su ciclo de vida

A) epimastigotes B) amastigotes
T
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6.2. Inmunopatologia de la enfernedad de Chagas

La respuesta inmune inducida por la infeccion por 7. cruzi se ca-
racteriza en su etapa inicial por una respuesta innata basada en
la activacién de células natural killer (NK) y natural killer T'(NKT),
asi como la activacion de células dendriticas, neutrofilos y macro-
fagos. A esta respuesta la sigue la activacion de linfocitos T CD4",
los cuales tienen un papel crucial en el control de replicacion del
parasito promoviendo la activacién y proliferaciéon de linfocitos
T CD8" y linfocitos B (Tarleton 2007). Esta compleja respuesta
se desarrolla en distintos compartimentos del sistema inmune,
y se caracteriza principalmente por la expansion o proliferacion
celular, produccion de citocinas e inducciéon de mecanismos de
muerte celular (De Meis et al. 2009). Como consecuencia de la
respuesta desencadenada, el parasito pasa a ser combatido conti-
nuamente y su multiplicacién en los tejidos del hospedador verte-
brado es reducida. Sin embargo, el parasito es capaz de persistir
indefinidamente en el hospedador, dado que puede contrarrestar
las presiones selectivas generadas por los efectores celulares y hu-
morales producto de la respuesta inmune desencadenada. Asi,
tanto la diversidad genética de 7. cruzi, representada en diferen-
cias en virulencia y tropismo tisular, como la mayor o menor capa-
cidad de respuesta inmune del hospedador, resultan determinan-
tes en el curso de la enfermedad de Chagas en su fase cronica. En
este sentido se ha descrito la asociacion entre carga parasitaria,
severidad de la enfermedad y una insuficiente respuesta inmune
del hospedador.

Dado que los amastigotes de 7. cruzi se replican intracelu-
larmente, la inmunidad celular y, en particular, la mediada por
los linfocitos T CD8* son un componente indispensable en la
respuesta inmune frente al parasito. En modelos de infeccion
experimental en ratén se ha demostrado que los linfocitos
T CD8" desempenan un papel esencial en la resistencia a 7. cruzi.
Asl, se ha puesto en evidencia: a) el predominio de estas células
en infiltrados inflamatorios de tejidos parasitados; b) la capaci-
dad de linfocitos T CD8* de ratones infectados para actuar como
linfocitos T citotéoxicos (CTL) contra células infectadas con el
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parasito; ¢) el incremento en la carga parasitaria en los tejidos
en la ausencia de respuesta inflamatoria, y d) la incapacidad de
ratones sometidos a deplecion de linfocitos T CD8* para sobre-
vivir a la fase aguda de la infeccion (Martin, y Tarleton 2004).
Los linfocitos T CD8*, ademds de su funcién citotoxica, poseen
la capacidad de producir diferentes tipos de citocinas, polari-
zandose hacia perfiles Tcl/Tc2, en respuesta a la estimulacion
antigénica. Numerosos estudios sugieren que el papel protector
de estas células T CD8* en la enfermedad de Chagas reside tanto
en su actividad citotéxica como en la secrecion de citocinas tipo
Thl/Tcl, especialmente de IL-12, IFNy y TNFa (Martin, y Tar-
leton 2004; Tarleton 2007). Recientes resultados muestran que
IL-17 controla la diferenciacién de células Thl en ratones infec-
tados. Asi, la neutralizacion de IL-17 da lugar a un incremento
en la produccién de IL-12, IFNy y TNFa (Da Matta et al. 2010).
Asimismo, se ha descrito que las formas tripomastigotas inducen
la produccién de IL-17 por células NKy células T (CD4*y CD8")
de ratones naive, observandose un incremento de células expre-
sando IL-17 durante la fase aguda de la infeccién.

El analisis de la respuesta celular frente a extractos de pro-
teinas totales de 7. cruzi en enfermos de Chagas muestra la exis-
tencia de un alto namero de respondedores en el grupo de pa-
cientes de Chagas en fase crénica con clinica leve versus aquellos
con clinica grave. Interesantemente, estos resultados sugieren
que el nivel de células T productoras de IFNy esta inversamente
asociado con el estado clinico del paciente. Asi, una mayor se-
veridad clinica ha sido observada en pacientes con una baja fre-
cuencia de células T CD8" especificas de 7. cruzi productoras de
IFNv, en relacién con pacientes asintomaticos. Estas diferencias
son principalmente asociadas a un incremento en la frecuencia
de diferenciacion a células T CD8* de memoria (CD27/CD28/
CD45RA ), con evidencias de agotamiento clonal, asociadas a un
aumento de apoptosis en la poblacion de células T CD4" perifé-
ricas, en aquellos sujetos con infeccion de T cruzi cronica severa
(Albareda et al. 2009). Asimismo, se han observado diferencias
en la capacidad de produccion de citocinas tales como TNFa e
IL10 por parte de los linfocitos T y monocitos en pacientes que
se encuentran en la fase severa con respecto a la fase leve de la
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enfermedad (Dutra et al. 2005). Igualmente, aunque la propor-
cion de linfocitos T CD8* circulantes de memoria (central y efec-
tora) es mayor en los enfermos de Chagas con patologia cardiaca
avanzada que en pacientes asintomaticos, estos producen menos
IFNY en respuesta a epitopos parasitarios (Albareda et 4l. 2006).
Estos resultados son compatibles con la activacion panclonal de
los linfocitos T seguida de un estado de anergia, caracterizada
ampliamente en la infeccién experimental, lo que probablemen-
te sea un reflejo de un fenémeno de senescencia inmune simi-
lar al observado en otras patologias infecciosas cronicas, aunque
esta ultima hipotesis no ha sido demostrada.

Durante la fase indeterminada de la enfermedad se establece
un balance entre la respuesta inmune del hospedador y el parasi-
to, donde tanto la respuesta inmune humoral como celular frente
a antigenos del parasito juegan un papel importante. Sin embar-
go, este equilibrio es sumamente fragil, y puede perderse, permi-
tiendo la proliferacién parasitaria en los tejidos y generando las
patologias de la fase crénica. Se postula que en la fase tardia de la
infeccion, una vez que la carga parasitaria se encuentra controla-
da, la mayoria de los linfocitos T CD8" especificos del parasito ex-
ponen un fenotipo efector o efector-memoria, es decir, un patrén
de células bien diferenciadas generadas por una estimulacion an-
tigénica sostenida. Asimismo, se ha descrito que tras el tratamien-
to antiparasitario ocurre la aparicion de un fenotipo «memoria
central», que da lugar a una mejor respuesta protectora frente a
una segunda infeccién. Sin embargo, y a pesar de los significativos
avances ocurridos en este campo, la dinamica del sistema inmune
frente a la infeccion natural en el hombre sigue siendo en gran
parte desconocida. Es por ello que la identificacion de patrones
de respuesta inmunologica frente a moléculas especificas del pa-
rasito que puedan ser usadas como marcadores celulares de grado
y pronostico de la enfermedad de Chagas y evolucion de la misma
en el postratamiento sigue siendo un reto actual. En este sentido,
los modelos de infecciéon experimental han permitido determinar
respuestas T CD8* frente a diversos antigenos parasitarios, aunque
solo algunos de estos han mostrado ser reconocidos por enfermos
de Chagas.
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6.3. Identificacion de epitopes CD8* contenidos
en antigenos de T. cruzi

Laactivacion de loslinfocitos T CD8* en la patologia chagasica se pro-
duce tras el reconocimiento de péptidos antigénicos de 9 a 10 ami-
nodcidos derivados de proteinas parasitarias, que seran presentados
al receptor del antigeno (TcR) de los linfocitos T CD8* por las molé-
culas del complejo mayor de histocompatibilidad de clase I (MHC-I
en el ratén o HLA-I en el hombre) presentes en la superficie de las
células presentadoras de antigeno (figura 6.2). Estas moléculas son
altamente polimorficas, y dicho polimorfismo afecta sobre todo al
bolsillo de unién al péptido antigénico, de tal forma que la expresion
de diferentes moléculas HLA condiciona los epitopos que pueden
ser presentados a los linfocitos T CD8*. En este sentido, son muchos
los pardmetros implicados en la induccion de respuesta de células
T CD8' por parte de proteinas del parasito: la naturaleza del alelo,
la eficiencia del procesamiento del epitopo, la translocacion del
mismo dentro del reticulo endoplasmatico, su afinidad al TcR del
linfocito T, asi como el grado de variabilidad de su secuencia (Al-
varez et al. 2008). De esta manera, la identificaciéon y analisis de
epitopos especificos del parasito que sean capaces de inducir una
respuesta de linfocitos T CD8* de potencial capacidad protectora
seran de gran relevancia.

FIGURA 6.2: Activacion y funciones efectoras de linfocitos T CD8*
especificos de antigenos de T. cruzi
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Nota: El reconocimiento por parte del TcR de linfocitos CD8" especificos de epitopes del parasito,
presentes en la superficie de células presentadoras de antigenos (APC), da lugar a la activacion y
proliferacion de los mismos, produccion y secrecién de citocinasy/o de proteinas citotoxicas tales
como perforinas y granzimas que originan la lisis de la célula infectada.
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Los ratones transgénicos C57BL/6-A2 /K" expresan los dominios
al y a2 de la molécula humana HLA-A*0201, y los dominios a3y
de transmembrana de la molécula murina H2-KP. De esta forma, se
obtiene una interaccion 6ptima de la molécula presentadora con
las moléculas murinas CD8* y 32-microglobulina, al mismo tiempo
que el bolsillo de unién a péptidos es idéntico al humano. Con este
modelo, tras inmunizaciéon o infeccion, se obtienen repertorios T
frente a epitopos restringidos al HLA-A*0201 casi totalmente sola-
pantes a los observados en el hombre en condiciones equivalentes,
lo cual le confiere una especial relevancia. Asimismo, la molécula
HLA-A*0201 se expresa en aproximadamente un 50% de la pobla-
cion mundial; por ello, la determinacion de epitopos restringidos a
la misma es de gran interés. Asi, la inmunizaciéon de ratones trans-
génicos C57BL6-A2/K" con la proteina de fusion KMP11-HSP70
nos ha permitido identificar la existencia de un epitopo criptico,
asi como de un epitopo inmunodominante (K1) localizado en el
extremo amino-terminal 4-12 de la proteina KMP11, y restringido
ala molécula presentadora de clase I HLA-A*0201 (Maranén et al.
2001). KMP11 es especifica de tripanosomatidos, se localiza asocia-
da al citoesqueleto del parasito (Thomas et al. 2000) y contiene un
determinante antigénico lineal, situado en el extremo carboxilo de
la proteina, el cual es reconocido con alta especificidad y sensibili-
dad por sueros de pacientes de Chagas en fase crénica (Thomas et
al. 2001). Igualmente, otros grupos de investigacion han empleado
similares sistemas de infeccion experimental para identificar epito-
pos restringidos a la molécula HLA-A*0201 en antigenos como las
transialidasas o las proteinas de la superficie de amastigotes (ASP).
Las transialidasas son una familia de antigenos con mds de mil miem-
bros en el genoma de 7. cruzi. En el raton, estas proteinas tienen un
caracter altamente inmunodominante y son expresadas simultanea-
mente durante y tras la invasion de la célula hospedera. Se postula
que la competicion de esta enorme serie de péptidos puede condu-
cir a una estimulacion ineficiente de las células T CD8', lo que da
lugar a una activacion retrasada y subéptima (Tarleton 2007).

En estrecha colaboracién con el grupo de la doctora C. Puer-
ta, de la Pontificia Universidad Javeriana de Bogota (Colombia),
nuestros esfuerzos se han enfocado hacia el estudio de la respues-
ta inmune celular frente a diversos antigenos del parasito, con un
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especial énfasis en aquellos especificos de tripanosomatidos. Entre
ellos, la proteina KMP11, y en particular el péptido K1, son los que
hasta la fecha nos han reportado resultados mas prometedores. Asi,
se ha puesto en evidencia la capacidad del péptido Kl para estimu-
lar linfocitos T CD8* de individuos infectados por el parasito 1. cruzi
e inducir la secrecion de IFNv, citocina involucrada en proteccion
en modelos murinos. Para ello, se analizaron los linfocitos T CD8*
de 22 individuos colombianos HLLA-A*0201*, 12 de los cuales eran
pacientes chagasicos cronicos y 10 individuos sanos. Los resultados
mostraron que dos pacientes chagasicos presentaron células T CD8*
secretoras de IFNvy en respuesta al péptido K1 con frecuencias relati-
vas de 110y 230 células por millon. Por el contrario, ninguno de los
controles sanos respondi6 al péptido K1. Adicionalmente, ensayos
de citometria de flujo para determinar desgranulacién mostra-
ron que los enfermos de Chagas respondedores a K1 presentan
funcién citotoxica. Estos resultados demuestran que el péptido
KI es eficientemente procesado y presentado en el HLA de cla-
se I y reconocido por linfocitos T CD8" en el curso natural de la
enfermedad de Chagas (Diez et al., 2006). Con el fin de deter-
minar de forma mads precisa la frecuencia ex vivo de estas células
T CD8* especificas del péptido Kl, se realizaron ensayos de union
a tetrameros solubles fluorescentes cargados con el mencionado
péptido. De esta manera se determiné que 15 de 19 pacientes co-
lombianos infectados por el parasito tenian linfocitos T CD8" espe-
cificos del péptido K1 con frecuencias de 0,09 a 0,34% (Lasso et al.
2010) (figura 6.3).

FIGURA 6.3: Deteccion de linfocitos T CD8* especificos del péptido
K1 en enfermos colombianos de Chagas
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Nota: Dot plot obtenidos mediante citometria de flujo de la poblacion de células CD3*/CD8* pre-
sentes en un paciente de Chagas (panel central), asi como de aquellas células CD8" especificas para
el péptido K1 (panel derecho), usando para ello un tetrimero HLA-A*-0201 K1 fluorescente.
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Por otra parte, no se encontraron diferencias en el porcentaje
de individuos que reconocen el péptido Kl entre los pacientes
cronicos indeterminados o asintomaticos (8/9) y los cronicos
con sintomatologia cardiaca (8/10), asi como tampoco entre los
pacientes con distintos grados de severidad de la cardiomiopa-
tia chagasica, clasificada segun los grados establecidos por Kus-
chnir en G1 a G3 (grafico 6.1). Por otra parte, llamativamente
se encontr6é que, mientras que la mayoria de los pacientes que
reconocieron el péptido K1 portaban el subtipo HLA-A*0201,
cinco de ellos portaban alelos A*02 diferentes al subtipo *0201.
Asi, estos pacientes se correspondian con los haplotipos A*0205,
A*0222, A*0226, A*0259 y A*0287, indicando que el pépti-
do K1 es un epitopo promiscuo que puede ser presentado en
el contexto de diferentes moléculas del HLA-A*02. Interesan-
temente, analisis fenotipicos y de funcionalidad de las células
T CD8" especificas del péptido K1 mostraron que estas tienen un
fenotipo predominante de memoria efectora (CCR7-, CD62L-) y
son capaces de secretar las citocinas IL-2 e IFNvy y/o secrecion de
perforina, molécula involucrada en la actividad citotoxica de las
células T CD8* (Lasso et al. 2010). En su conjunto, estos resulta-
dos sugieren que el péptido K1 es un blanco atractivo para el de-
sarrollo de inmunoterapias frente a la enfermedad de Chagas.

GRAFICO 6.1: Porcentaje de pacientes de Chagas que reconocen el péptido
K1, analizados en funcion del estadio de la fase cronica de
la enfermedad
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Nota: IND, enfermos de Chagas en fase indeterminada (n =9); CCC, enfermos con cardiomiopatia
chagasica con distintos grados de severidad, clasificada segun los grados Kuschnir de G1 a G3
(n =10).
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Actualmente estamos estableciendo la inmunodominancia de
otros antigenos parasitarios en pacientes en distinta fase de evo-
lucion de la enfermedad de Chagas, incluidos en una reciente
cohorte de pacientes «Chagas importado» construida en estre-
cha colaboracién con el grupo del doctor M. Segovia del Hospi-
tal Virgen de la Arrixaca de Murcia (Espana). Inicialmente, me-
diante técnicas informaticas, se llevo a cabo, para las proteinas
HSP70, PFR2, PFR3 y TcMa, la seleccién de péptidos que contie-
nen motivos de unién a la molécula HLA-A*0201. La proteina de
choque térmico de 70 kDa (HSP70) esta altamente conservada
en su secuencia de aminodcidos y es un antigeno inmunodomi-
nante en un amplio nimero de patologias, incluyendo enfer-
medades infecciosas. Las proteinas PFR2 y PFR3, especificas de
kinetoplastidos, forman parte de la estructura flagelar de los mis-
mos. El antigeno TcMa, localizado en la membrana del parasito,
es homologo alas glicoproteinas TcCA-2, TCR39 y B13, las cuales
contienen idénticos dominios repetidos de 12 aminoacidos, al-
tamente inmunogénicos. Asi, tras la sintesis quimica de los dis-
tintos péptidos seleccionados y contenidos en los mencionados
antigenos a estudio, se determiné su afinidad por la mencionada
molécula presentadora HLA-A*0201. Ademas, utilizando ratones
transgénicos C57BL/6-A2/K", hemos identificado dos epitopos
T CD8' inmunodominates contenidos en la proteina HSP70
(Maranoén et al. 2010, 20" European Congress of Clinical Mi-
crobiology and Infectious Diseases —ECCMID [Viena]—, ma-
nuscrito en preparaciéon), tres en las proteinas PFR2 y PFR3
(Thomas et al. 2010, VII Congreso de la Sociedad Espanola de
Medicina Tropical y Salud Internacional —SEMTSI [Salaman-
ca]—, manuscrito en preparacion) y tres en la proteina TcMa
(Egui et al. 2010. 20" —ECCMID [Viena]—, manuscrito en pre-
paracion). Interesantemente, estudios por ELISPOT de secre-
cion de granzima B, utilizando células mononucleares de san-
gre periférica de enfermos de Chagas incluidos en la cohorte
«Chagas importado», nos han permitido determinar que todos
los péptidos candidatos fueron reconocidos por estos pacien-
tes confirmandose, por tanto, que son naturalmente procesa-
dos y presentados durante el curso de la enfermedad de Cha-
gas. Asimismo, estudios preliminares del perfil de secrecion
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de diferentes citocinas (IL-2, IL-4, IL-8, IL-6, IL-10, IFNvy, TNFa,
GM-CSF, IL-17, etc.) en respuesta a dichos epitopos muestran
que los patrones de secrecion de algunas de estas citocinas va-
rian segin el grado de severidad de la enfermedad (datos de
laboratorio).

6.4. Inmunoterapia frente a la enfermedad de Chagas

La actual quimioterapia frente a 7. cruzi, dirigida principal-
mente a combatir la fase aguda de la enfermedad, es altamente
toxica y resulta relativamente ineficaz en la fase crénica de la
enfermedad. Por esta razén, y a pesar de las dificultades que
entrana el desarrollo de una vacuna, es probable que esta, en
conjuncioén con otros sistemas terapéuticos y de control vec-
torial, sea la forma adecuada para combatir la infecciéon por
T. cruzi. Asi, la inmunoterapia se postula como una herramienta
fundamental para el control de la enfermedad de Chagas, de-
biendo ser esta capaz de inducir una respuesta inmune antige-
no-especifica tanto humoral como celular, orientada hacia una
respuesta de perfil Thl/Tcl (revisado en Cazorla et al. 2009).
Las vacunas de ADN parecen ser vehiculos idoneos para indu-
cir una adecuada respuesta inmune que posibilite el control to-
tal de la infeccion por 1. cruzi. Asi, estas moléculas conjugan la
simplicidad de su manipulacion, la cual permite la construcciéon
de quimeras e introduccion de secuencias codificantes para mo-
léculas estimuladoras/moduladoras de la respuesta inmune, la
ventaja de expresar in silu el antigeno clonado y la presencia
de secuencias internas que modulen per se la respuesta inmune
hacia un subtipo Th1/Tcl.

Ensayos del laboratorio nos han permitido determinar que la
inoculacién intramuscular, en ratones susceptibles a la infeccion
por T. cruzi, con un vector de ADN que porta los genes KMP11y
HSP70 fusionados perono con el gen KMP11 en formaaislada, in-
duce unarespuestainmunolégica que protege significativamente
frente a la infeccion experimental tardia, realizada nueve sema-
nas tras la tltima inmunizacion. Al analizar la respuesta inmune
generada en los ratones protegidos, observamos la activacion de
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linfocitos T CD8" citotoxicos especificos del antigeno KMP11, el
incremento de la expresion de citocinas de tipo Thl y la genera-
cion de anticuerpos de subtipo IgG2a frente a KMP11 (Planelles
et al. 2001). Dado que se ha descrito que los miocitos no son ca-
paces de presentar antigenos a través de clase I (esquema 6.1A),
y que parece improbable que la inoculacién intramuscular fa-
cilite la entrada del vector ADN a células dendriticas (esque-
ma 6.1B), los resultados obtenidos sugieren que la proteina de
fusion KMP11-HSP70 seria expresada por los miocitos y poste-
riormente transferida a las células presentadoras de antigenos,
principalmente células dendriticas, para integrar las vias de pre-
sentacion cruzada (esquema 6.1C). En este contexto, se ha pues-
to en evidencia que la proteina HSP70 de 7. cruzisolay fusionada
a la KMP11 induce la maduraciéon de células dendriticas muri-
nas. Estas células dendriticas maduras presentan un aumento
en la expresion de las citocinas IL12, TNFa, de las moléculas de
coestimulaciéon CD80 y CD86 y de los marcadores de activacion
CD25 y CD40, mostrando un claro incremento en la capacidad
aloestimuladora de dichas células (Planelles et al. 2002). Asimis-
mo, se ha demostrado que la proteina HSP70 de 7. ¢ruzi madu-
ra igualmente células dendriticas humanas derivadas de células
mononucleares de sangre periférica (Cuéllar et al. 2008). Inte-
resantemente, se observé una actividad funcional diferencial en
las células dendriticas de enfermos de Chagas versus donadores
sanos, maduradas por la mencionada proteina HSP70 de 7. cruzi.
Igualmente hemos demostrado que esta capacidad de madurar
células dendriticas reside en un polipéptido de 29 kDa corres-
pondiente con la segunda mitad-amino de la proteina HSP70,
lo cual incrementa la posibilidad de utilizar esta proteina de
choque térmico como vehiculo para desarrollar inmunoprofi-
laxis basada en células dendriticas y terapias frente a agentes
infecciosos.
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ESQUEMA 6.1: Posibles vias de presentacion del antigeno KMP11 a través
del HLA de clase I, tras la inmunizacion intramuscular de
ratones con una vacuna ADN que contiene los genes KMP11
y HSP70 fusionados
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Nota: A) EI ADN ingresa preferentemente en los miocitos, induciendo una alta expresion
de la proteina KMPI1. Sin embargo, estas células no realizan la presentacién del antigeno.
B) La entrada del vector de ADN en las células dendriticas es poco probable y conduciria a una
presentacion antigénica pobre. C) Las células dendriticas adquieren el antigeno expresado por el
miocito y lo procesan, mediante la via de presentacion cruzada para estimular linfocitos T CD8*
especificos de KMP11.

La HSP70 de diversos organismos, eucariotas y procariotas ha
mostrado ser muy efectiva para potenciar la respuesta inmune
frente a la proteina antigénica a la que se encuentre acoplada. Asi,
existen numerosos estudios que muestran el papel adyuvante de la
HSP70 como inductor de una respuesta inmune humoral y de lin-
focitos T citotoxicos especifica del antigeno al que se fusiona, obser-
vandose que la activacion de las células T citotéxicas ejercida por la
HSP70 es independiente de la activaciéon de células CD4* (Huang
et al. 2000). Sin embargo, no todas las proteinas HSP70 (HSPs-70)
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ejercen tal capacidad adyuvante, de igual forma. Ensayos de inmu-
nizacion, sobre ratones C57BL/6 (wild type) y transgénicos knoc-
kout para los receptores TLR2 y TLR4, con las proteinas HSP70 de
T. cruzi, Plasmodium falciparum 'y Mycobacterium tuberculosis, eviden-
cian que unicamente la proteina HSP70 de 7. cruzi favorece la in-
duccion de una respuesta mixta de anticuerpos (IgGl e IgG2a),
frente al hapteno OVA asociado, la cual, interesantemente, resulta
serindependiente de los receptores TLR2 y TLR4 (Qazi etal. 2007).
Resultados recientes del laboratorio han mostrado que la inmuni-
zacion de ratones con los vectores que contienen los genes PFR2 de
T. cruzi o los genes PFR2-HSP70 fusionados inducen un alto nivel
de anticuerpos especificos de isotipo IgG2a frente a los antigenos
PFR. Sin embargo, solo la inmunizacién con el plasmido que porta
los genes PFR2-HSP70 fusionados induce una clara respuesta celu-
lar Th1, observandose en células de bazo un significativo aumento
de la expresion de las citocinas IL-2, IL12, TNFa e IFNvy, asi como
un descenso en el porcentaje de células que expresan I1L.4. De igual
manera, la inmunizaciéon con los mencionados genes PFR2-HSP70
induce una fuerte activacion de linfocitos T citotoxicos especificos
del antigeno PFR2. Asimismo, se ha demostrado que la inmuniza-
cién con este gen quimérico PFR2-HSP70 estimula una respuesta
protectiva frente al dano miocardico crénico causado por la infec-
cion experimental con 7. cruzi (Morell et al. 2006).

6.5. Conclusiones

En resumen, los resultados reportados hasta el momento apor-
tan una relevante informacion sobre el papel que los linfocitos
T CD8" juegan en el control de la infeccion experimental por
T cruzi. Sin embargo, el establecimiento de herramientas que per-
mitan estudiar la dindmica de la respuesta antiparasitaria durante
el desarrollo de la enfermedad de Chagas es un tema sin resolver.
Por otra parte, dada la particular localizacion del parasito en diver-
sos tejidos, y la baja eficacia de las actuales estrategias quimiotera-
péuticas en la fase crénica de la enfermedad de Chagas, estimamos
que la utilizacién combinada de quimioterapia e inmunoterapia
podria ser crucial para inducir el aclaramiento total de 7. cruzi
y, por tanto, el control de la infeccion.
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7.1. Introduccién

La tripanosomiasis americana o enfermedad de Chagas (ECh)
causada por el parasito hemoflagelado Trypanosoma cruzi es una
entidad exclusiva, en su forma vectorial, del continente america-
no, extendiéndose en 21 paises, desde el sur de los Estados Unidos
hasta el norte de Argentina. La Organizacién Mundial de la Salud
(OMS) ha estimado en 16 millones el nimero de personas afec-
tadas y en 18 millones las expuestas al riesgo. El comité sobre la
ECh de la OMS en su reunioén de abril 2005 en Argentina emitio
un informe en el cual expone un descenso de la incidencia de la
ECh al comparar cifras de 1990 y 2006 (WHO 2009). El estimado
de la poblacién bajo riesgo en América pasé de 100 millones en
1990 a 28 millones en 2006, los infectados de 30 a 15 millones y
las muertes anuales de mas de 45.000 en 1990 a 12.500 muertes en
2006, estimando asimismo que la incidencia pasaria de 700.000 a
41.200 en 2006. Esta vision optimista se ve afectada por el progresi-
vo aumento de reporte de casos en la cuenca amazonica (Pinto et
al. 2008) y por la deteccion de personas infectadas entre los inmi-
grantes latinoamericanos llegados a Europa (Schmunis 2007). Se
avizora un repunte de la ECh relacionado con otros mecanismos
de infeccion, hasta ahora subestimados, de modo que términos
tales como Chagas importado, Chagas de transmision oral'y Chagas ur-
bano son usados cada vez con mayor frecuencia.

[123]
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7.2. Modalidades de la transmision de T. cruzi

— Vectorial: cuando el triatomino infectado pica a un hospe-
dador vertebrado, se estimula el reflejo de defecacion y los
tripomastigotes metaciclicos contenidos en sus heces pene-
tran la piel o las mucosas. Los sitios de penetracion en la
piel o la conjuntiva ocular son los lugares de multiplicacion
inicial del parasito produciendo una reaccion inflamatoria
con manifestaciones clinicas en la puerta de entrada como
el Chagoma de inoculacion o el signo de Romana, respec-
tivamente, antes de que el parasito viaje por via sanguinea
a los 6rganos blancos.

— Transfusional o trasplante: los tripomastigotes en sangre pe-
riférica bien en fase aguda cuando son mas numerosos o
muy escasos en fase crénica pueden ser transfundidos con
la sangre o sus productos. La presencia de amastigotes en
6rganos de un donante con ECh constituye un riesgo de
infeccion para el receptor quien, ademas, se encuentra in-
munosuprimido al ser transplantado.

— Congénito: de la misma manera que los tripomastigotes
pueden atravesar las mucosas, también pueden atravesar
el trofoblasto e infectar al feto; sin embargo, la frecuencia
de la transmisién congénita parece variar de acuerdo con
la region y en general se ubica alrededor de 5% (Torrico
etal. 2004).

— Accidental: 1a infeccion accidental no solo ocurre en perso-
nal de laboratorio por el manejo inadecuado de materiales
o la falta de proteccion (campana, mdscaras protectoras),
durante el manejo de cepas o material biolégico, sino tam-
bién en personas que manipulan animales infectados como
los cazadores, carniceros, médicos veterinarios y otros.

— Oral: en 1936 Mazza et al. describieron la transmision de la
ECh por leche materna. Por otra parte, es probable que la
transmision oral de la ECh sea un mecanismo que contri-
buya a mantener el ciclo selvético en el cual los mamiferos
ingieren vectores o pequenos reservorios infectados. Diaz-
Ungria (1968) infect6 experimentalmente por via oral a
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perros, monos y otros mamiferos a partir de heces de tria-
tominos, de sangre infectada o de parasitos adicionados a
alimentos.

7.3. Antecedentes de presencia de elementos del
ciclo de transmision de 7. cruzi en ecosistemas
urbanos en Venezuela

El hallazgo de triatominos en Caracas se remonta a 1920 (Quin-
tini, 1920). Pinto en 1949 encuentra Rhodnius prolixusy Panstron-
gylus geniculatus dentro de las viviendas en Petare, un barrio en Ca-
racas, y Pifano (1986) declara 39% de P. geniculatus infectados con
T. cruzi en viviendas del valle de Caracas, donde también observo
la infeccion natural de Didelphis marsupialis, Calluromys philandery
Sciurus granatensis. Triatoma maculata se ha encontrado colonizan-
do viviendas en la ciudad de Maracaibo (Torres, 1982). La exis-
tencia de focos enzoo6ticos de 1. cruzi en la urbe caraquena en los
cuales participa P. geniculatus, Rattus rattusy D. marsupialis han sido
descritos por Herrera y Urdaneta-Morales (1997).

7.4. Transmision oral de la enfermedad de Chagas
en Venezuela

En Caracas, no solo se han descrito todos los elementos de la cade-
na epidemioldgica de la transmision de 7. cruzi sino que ademas
se tiene conocimiento de la transmision del parasito al hombre.
En los ultimos 10 anos han ocurrido tres muertes infantiles por
ECh en fase aguda, dos de ellos procedentes de la periferia de la
ciudad y el tercero ocurrido durante la microepidemia de ECh
agudo en una escuela en el noreste de la ciudad (Alarcén de Noya
et al. 2009).

En diciembre de 2007 se detecta un grupo numeroso de per-
sonas con ECh (ninos y adultos) en una escuela ubicada en un
area de clase media de la ciudad. De 1.000 personas examinadas
desde el punto de vista parasitologico, serologico y clinico, la tasa
de infeccién fue de 10,3%, observandose una letalidad inferior
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al 1%. Este ha sido el primer episodio urbano con mayor nime-
ro de personas afectadas reportado hasta la fecha, donde el agen-
te causal provino de la misma ciudad. El estudio epidemiol6gico
demostr6 asociacion estadisticamente significante entre la infec-
cion por 1. cruzi y la toma del desayuno en la escuela. La persona
responsable de la elaboraciéon de los jugos naturales distribuidos
en el desayuno, quien resulté con altos titulos de IgG e IgM anti
T. cruzi (Alarcon de Noya et al. 2010), relat6 la preparacion de las
bebidas destacandose la del jugo de guayabas, las cuales eran co-
cinadas la noche previa a su preparacion. En la vivienda y el peri-
domicilio de esta ultima persona, ubicada al pie de la montana El
Avila, se detect6 la presencia de T. cruzi en el vector P. geniculatus, asi
como roedores y animales domésticos también infectados.

En mayo de 2008 se diagnostica un brote de ECh aguda en
una familia procedente de un barrio también ubicado al pie de la
montana. La simultaneidad de los sintomas en los tres integran-
tes de la familia en quienes se demostré parasitemia hace pensar
en contaminacion de los alimentos por triatominos encontrados en
la vivienda (Alarcon de Noya et al. 2009).

Otro episodio de transmisiéon oral ocurrié en Venezuela en
abril de 2009. La muerte de un escolar y la simultaneidad de fie-
bre alta en varios pobladores de un pequeno pueblo, en el litoral
central del pais, recordo a los epidemiologos el suceso de la escue-
la en 2007 (Alarcon de Noyay Martinez, 2009). En esta ocasién los
afectados fueron 88 y la mortalidad ascendi6 a 4, entre ellos una
embarazada. A pesar de que se tom6 muestras para serologia a la
mitad de los habitantes del lugar, la infecciéon por 1. cruzi en fase
aguda pareciera haber afectado solo a integrantes de la comuni-
dad educativa. P. geniculatus es el vector nuevamente incriminado,
el cual es conocido por los habitantes del sector.

Los episodios escolares de transmision oral de ECh fueron mo-
tivo de una gran cobertura medidtica: la primera por ocurrir en
una escuela de la capital del pais afectando a numerosos ninos de
clase media: la segunda, por afectar también a una escuela, con
mayor mortalidad, en una zona de alto turismo. En ambos casos
se atribuy6 al diagnostico a otras entidades y los pacientes, algunos
con sindrome febril prolongado y/o con derrame pericardico, no
tuvieron diagnostico del agente causal por al menos tres semanas.
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7.5. Impacto ecolégico y clinico de la transmision de
la enfermedad de Chagas en la ciudad de Caracas

Tradicionalmente la ECh se ha considerado como una patologia
eminentemente rural y, aunque son conocidos los otros mecanis-
mos de infeccion, se asocia a la transmision vectorial. De alli que su
control se haya centrado en el mejoramiento de la vivienda rural y
el control de los vectores que la transmiten. El éxito de algunos pai-
ses del cono sur en el control vectorial de la ECh (WHO 2009) ha
creado una matriz de opinién optimista de los organismos dispen-
sadores de salud, la cual se ve opacada con la aparicién de sucesivos
brotes de infeccion aguda, especialmente en la Amazonia. Es pre-
ocupante la deteccion de casos agudos asociados a la transmision
oral. Este hecho debe traducirse en un cambio en las estrategias de
control de esta parasitosis para considerarla no solo como enferme-
dad metaxénica y zoonética sino que ademas debe incluirse en los
programas de Enfermedades Transmitidas por Alimentos (ETA)
(OPS/OMS, 2006).

P. geniculatus es el triatomino con la distribucién geografica
mas amplia en América y se ubica desde los 0 a 2.000 metros
de altitud. Las observaciones de diversos investigadores sobre los
nuevos habitos de los vectores deben ser evaluadas e incorpora-
das a un agresivo plan de control amigable con la conservacion
del medio ambiente. Las alteraciones ambientales de bosques
que circundan las ciudades (deforestacion, incendios, invasio-
nes ilegales de faldas de montanas) alejan los animales silvestres,
fuente principal de alimentacién de los triatominos. Al dismi-
nuir la cobertura de vegetacion, estos buscan refugio en las vi-
viendas que han sustituido los ecotopos naturales de P. genicu-
latus (Reyes-Lugo 2009). La captura de este triatomino por los
habitantes de Caracas se increment6 en los anos 2008 y 2009 con
la recepcion en la consulta del Instituto de Medicina Tropical,
de 569 y 658 ejemplares de P. geniculatus, respectivamente, en
comparacion con 50 a 60 ejemplares que se recibian por ano. Es
posible que la cobertura mediatica de estos episodios haya influi-
do al divulgar contenidos sobre la ECh, permitiendo la concien-
tizacion y mayor actitud pro-activa de la poblacion.
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La presencia nocturna de P. geniculatus en el area domiciliaria
en comunidades del centro norte de Venezuela se ha asociado
con la temperatura, el ndmero de personas y animales en las vi-
viendas, con la distancia del bosque y las luces encendidas (Reyes-
Lugo, 2009). La vivienda donde se elaboraron los jugos de la pri-
mera escuela se ubica en el noroeste de la ciudad, muy cerca de la
montana, donde predomina el clima himedo tropical y es posible
que las luces nocturnas atrajeran los triatominos que, al ingresar
a la vivienda, incursionaron en los alimentos. Las bebidas pueden
contaminarse no solo porque se mezcle el triatomino infectado
durante la preparacion como en el caso del a¢ai en Brasil (Pinto
et al. 2008) sino también porque las heces del vector contentivas
del parasito 7. cruzi pueden caer en la fruta y sobrevivir varias ho-
ras como lo ha demostrado Anez et al. (2009).

De lo aqui expuesto se pueden extraer algunas reflexiones:

— Los cambios ecolégicos han permitido al vector P. genicula-
tus abandonar su vida selvatica para adaptarse a la vivienda
del hombre (domiciliacién) y asi tener acceso a la fuente
de alimentacion de roedores, animales domésticos y los
propios moradores.

— La factibilidad de la contaminacion fecal por estos triato-
minos de los alimentos y bebidas y la sobrevida del parasito
T cruzi en las frutas.

— La inadecuada conservaciéon y manipulacién de alimentos,
especialmente cuando estos insumos se distribuyen a nu-
merosas personas, especialmente a ninos.

— La preparacion nocturna de alimentos expuestos a la con-
taminacion con agentes patégenos, coincidiendo con el
periodo de actividad de los triatominos.

Clinicamente la fase aguda de la ECh es una entidad dificil de
sospechar inclusive en su forma vectorial con puerta de entrada.
Cuando el cuadro clinico agudo se debe a la transmision oral, di-
ficilmente se llega a establecer la ECh como diagnéstico diferen-
cial. Aun plantedndose el diagnéstico de la ECh, en los hospitales
se podria realizar el despistaje mediante pruebas inmunoserolo-
gicas, con el inconveniente de que en los bancos de sangre solo
se practica IgG especifica y no se realiza la determinacion de IgM,
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marcador de la fase aguda. Tampoco se practica de rutina gota
gruesa y extendido en casos febriles prolongados, perdiéndose
aqui la oportunidad de realizar el diagnéstico etiol6gico tempra-
no. El diagnéstico de un caso agudo de ECh sin la evidencia de
puerta de entrada debe plantear la posibilidad de la transmision
oral y de inmediato se debe proseguir a la investigacion activa
de otros posibles casos (familia, escuela, lugar de trabajo) ya que
pudieran encontrarse otras personas infectadas pero asintoma-
ticas (Alarcon de Noya et al. 2008). En situaciones de epidemia,
el diagnéstico serologico requerido en un muestreo amplio solo
se puede asumir con el método de ELISA para la deteccion de
anticuerpos especificos IgM e IgG, y asi obtener rapidamente los
resultados y aplicar el tratamiento de forma inmediata. En las mi-
croepidemias de transmisién oral se suelen presentar casos gra-
ves y la mortalidad es alta; por esta razén no debe haber retraso
entre el diagnostico y el inicio del tratamiento antiparasitario. El
diagnostico confirmatorio puede hacerse en un segundo tiempo
(hemaglutinacion indirecta, fijacion de complemento, Western
blot, etc.). La demostracion del parasito se realiz6 preferente-
mente en los pacientes sintomaticos (frotis sanguineo, cultivo,
inoculacion en ratones, PCR). En primera instancia debe iniciar-
se tratamiento a todos los casos sospechosos y probables y, una
vez confirmados, se retira a aquellos en quienes no se confirmé
la infeccion por T. cruzi (Alarcon de Noya et al. 2008).

El seguimiento de este volumen de pacientes (191 solo en los
dos brotes escolares) amerita la participaciéon de un equipo multi-
disciplinario que vigila no solo las afecciones cardiologicas que se
puedan presentar, sino también las fallas terapéuticas y el riesgo
de la transmision transplacentaria de las actuales maestras jévenes
y de las futuras madres, hoy ninas.
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8.1. Introduccion

Se aplica la denominacién de protozoos emergentes a un grupo
de protozoos, patogenos humanos, que por diversas razones se es-
tan encontrando en la actualidad con mayor frecuencia. Las me-
joras en la sensibilidad en las técnicas de diagnéstico, los cambios
medioambientales, los movimientos migratorios, etc., son algunas
de las causas de esta emergencia o reemergencia.

Entre ellos podemos encontrar a especies del los géneros Cryp-
tosporidiumy Giardiay a las denominadas amebas de vida libre.

8.1.1. Cryptosporidium sp

Las especies del género Cryptosporidium son protozoos parasi-
tos pertenecientes al phylum Apicomplexa. Estos protozoos infec-
tan los bordes de las microvellosidades del epitelio intestinal de
un amplio rango de hospedadores vertebrados, incluidos los hu-
manos. Son parasitos intracelulares de células intestinales y, con
menos frecuencia, del tracto respiratorio y el arbol biliar. Aunque
C. parvumy C. hominis son las especies mas frecuentes en huma-
nos, se han detectado otras como C. meleagridis, C. muris, C. felis y
C. canis. Hasta los anos ochenta, no se habia encontrado en hu-
manos, entrando como parasito oportunista de la mano del HIV.
En Ia actualidad se ha encontrado en seres inmunocompetentes
produciendo diarreas autolimitadas.

Para el diagnéstico son de utilidad las tinciones acid-fast, como
son, por ejemplo, las tinciones de Zielh-Neelson o Kinyoun rea-
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lizados en frotis a partir de las muestras. Los ooquistes aparecen
en este caso de color rosado-rojo, y normalmente aparecen con
granulos oscuros. Estas formas de resistencia no presentan auto-
fluorescencia, como ocurre en el caso de Cyclospora e Isospora. Por
otro lado, se pueden observar varios estados del parasito en la su-
perficie de los enterocitos en material de biopsia examinado por
métodos histolégicos o microscopia electrénica.

Se han descrito numerosas técnicas diagnésticas de tipo inmu-
nolégico para esta infeccion, aunque la detecciéon de anticuerpos
tiene baja sensibilidad y especificidad. El test de deteccion de
ooquistes en heces por inmunofluorescencia directa es mas sensi-
ble y especifico.

Existen técnicas de deteccion de Cryptosporidium mediante
métodos moleculares que son mas sensibles que los métodos
de deteccion por microscopia. Estos incluyen técnicas como la
PCR (Abreu Acosta, Néstor et al. 2007), asi como variantes de
la misma, en funcién de la regiéon genémica que se amplifique.
Para la caracterizacién a nivel de especie o genotipos con técni-
cas moleculares se utilizan numerosos métodos como el analisis
de restriccion (RFLP) de ADN genémico, técnicas de RAPD,
analisis de isoenzimas, etc. Para hacer estudios epidemiol6gi-
cos, se han realizado analisis de secuencias o de RFLP de di-
ferentes regiones del genoma, el 18S rDNA, los espaciadores
ITS1 y ITS2, el gen COWP, el gen de la hidrofolato reductasa-
timidilato sintetasa, etcétera.

En un reciente trabajo realizado en nuestro instituto en cola-
boracién con el laboratorio de Microbiologia y Parasitologia del
Hospital Universitario de la Candelaria (Abreu Acosta, Néstor et
al. 2007) con 109 muestras de pacientes inmunocompetentes con
diarrea de etiologia desconocida, 23 dieron positivas (21%) por
técnicas moleculares, mientras que, mediante técnicas convencio-
nales de microscopia, no se habia logrado la deteccion del parasi-
to, lo que demuestra la importancia de estas técnicas de cara a la
sensibilidad en el diagnostico.
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FIGURA 8.1: Caracterizacion de Cryptosporidium sp mediante RFLP
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8.1.2. Giardia intestinalis

La giardiosis es una causa muy comun de diarrea en casi todos
los vertebrados, incluidos los humanos. Los sintomas en humanos
incluyen diarrea aguda o cronica, deshidratacion, dolor abdomi-
nal, nduseas, vomitos y pérdida de peso vy, si la infestacion es ma-
siva y de larga duraci6n, avitaminosis de las vitaminas Ay D con
presencia de raquitismo 6seo. La transmision a otro nuevo hospe-
dador es de manera directa por la ingestiéon de quistes que pro-
ceden de heces de hospedadores parasitados a través del agua o
alimentos contaminados. En los paises en vias de desarrollo, Asia,
Africa y América Latina, 200 millones de personas aproximada-
mente tienen giardiosis sintomatica. Segun estudios morfologicos
y genéticos se reconocen actualmente un total de 11 especies de
este género de las cuales dos parasitan a humanos, G. intestinalis
(sin. G. lamblia'y G. duodenalis) y G. enterica.

El diagnostico se realiza mediante la deteccion de trofozoitos
o quistes en las heces o aspirados duodenales, mediante microsco-
pia 6ptica. Asimismo, son de utilidad las técnicas de inmunoensa-
yo enzimatico o la inmunofluorescencia directa. La utilizacion de
métodos moleculares supone una herramienta mads sensible para
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la deteccion del parasito y el genotipado, ayuda a la investigacion
epidemiolégica del mismo.

Investigaciones realizadas en el Instituto de Enfermedades
Tropicales demostraron que en Canarias el genotipo humano mas
frecuente es el B, encontrandose el E solo en cabras (Ruiz, Aan-
tonio et al. 2008). Sorprendentemente, en un estudio realizado
con heces humanas procedentes de zonas rurales de Egipto, se ha
encontrado por primera vez, el genotipo E parasitando a personas
(Foronda, Pilar et al. 2008).

8.1.3. Amebas de vida libre

Los limites entre protozoos parasitos y protozoos de vida li-
bre son generalmente minimos. Existen casos en los que algunos
protozoos de vida libre se pueden englobar en ambas categorias
e, incluso, presentarse tan destructivos e infecciosos como los pro-
tozoos parasitos sensu stricto. En la actualidad, las amebas de vida
libre estdn consideradas por el CDC de Atlanta como «patdégenos
emergentes».

Incluidos dentro de las amebas de vida libre se encuentran
los géneros Acanthamoeba, Balamuthia, Naegleria y Sappinia sien-
do las especies del género Acanthamoeba las mas frecuentes, las
mejor estudiadas y a las que en este capitulo les vamos a prestar
mayor atencion. Todas ellas estan ampliamente distribuidas en
la naturaleza, no dependen de un hospedador para su transmi-
sion y se encuentran preadaptadas a un parasitismo oportunis-
ta, pudiendo ser potencialmente patégenas. En reconocimiento
a su habilidad para vivir de forma endozoica, aun cuando son
capaces de existir en vida libre, se las ha denominado amebas
anfizoicas.

En 1958 Culbertson describié por primera vez, a partir de un
cultivo de células de rinén de mono, la presencia de amebas de
vida libre potencialmente patégenas. Estas eran capaces de pro-
ducir un efecto citopatogénico en cultivos celulares e incluso
producir en pocos dias una meningoencefalitis mortal en ratones
inoculados por via intranasal o intracerebral. El primer caso en
humanos fue descrito en Australia en 1967, identificaindose en pri-
mera instancia el agente etiolégico como perteneciente al género
Acanthamoeba aunque posteriormente estos datos fueron corregi-
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dos y los trofozoitos y quistes aislados se englobaron dentro del
género Naegleria. En 1978 se describi6 el primer caso confirmado
de infeccion cerebral por Acanthamoeba. Las primeras afecciones
oculares provocadas por Acanthamoeba fueron descritas en Reino
Unido y Estados Unidos en 1974 y 1975 respectivamente. A partir
de la descripcion de estos casos, Martinez en 1980 caracterizo las
patologias debidas a estas amebas como infecciones oportunistas,
describiendo infecciones en pacientes inmunodeprimidos e iden-
tificando las diferencias entre las patologias debidas a Acanthamoe-
bay a Naegleria.

Las amebas de vida libre del género Acanthamoeba se han
aislado en una amplia variedad de habitats y su contacto con el
hombre es un hecho comun (Lorenzo-Morales et al. 2005). Se ha
observado que hasta un 50% de la poblacidon posee anticuerpos
especificos frente a Acanthamoeba e incluso se han aislado de la
nariz y garganta de individuos asintomaticos.

FIGURA 8.2: Quiste de Acanthamoeba spp.

Nota: Tincion con calcoflior en la que se puede observar la doble pared caracteristica.
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En un principio, las Acanthamoebas se clasificaban por su morfo-
logia y se incluian en tres grupos. Este sistema generaba bastante
confusion y creaba problemas en el momento de la clasificacion.
Durante los ultimos anos, se han empleado diferentes estrategias
para la clasificaciéon de las especies de Acanthamoeba, tales como
perfiles de isoenzimas, polimorfismos de restriccion del ADN mi-
tocondrial (mtDNA-RFLP) y polimorfismos de restriccion de pro-
ductos amplificados de ssurRNA, encontrandose diferencias con
cualquiera de ellos y entre cepas de la misma especie principal-
mente en A. castellanii y A. polyphaga. Debido a la alta variabilidad
intraespecifica encontrada, se emplearon ensayos de RFLP sobre
el gen de la subunidad pequena ribosomal del ADN mitocondrial
(mtssurDNA) para el estudio de aislados de Acanthamoeba estrecha-
mente relacionados. El empleo de este gen presenta la ventaja de
no poseer intrones ni multiples copias que distorsionen los resul-
tados, siendo ttil para la identificacion rapida de aislados clinicos
o para la identificaciéon de una alta cantidad de muestras.

En los laboratorios de nuestro Instituto de Enfermedades Tropi-
cales, en los ultimos anos, se ha empleado la técnica de RAPD (Ran-
dom Amplified DNA Polymorphism) como herramienta util para
la identificacion de Acanthamoeba a nivel de especies, y para el di-
seno de cebadores especificos para la identificacion de las especies
A. astronyxis (Ortega-Rivas et al. 2005), A. divionensis (Ortega-Rivas
etal. 2003) y A. polyphaga (Ortega Rivas et al. 2004).

Sin embargo, la taxonomia y clasificacion de Acanthamoeba y
de muchas de las amebas de vida libre restantes esta en constante
revision, lo que viene reflejado por los nuevos datos obtenidos a
partir de estudios de secuenciaciéon del genoma de Acanthamoebay
el estudio de regiones espaciadoras internas transcritas (ITS).

En la actualidad se buscan criterios mds objetivos para actuali-
zar la clasificacion; hasta ahora el mas aceptado esta basado en la
secuenciacion del gen ssurRNA. Las variaciones en esta secuencia,
definen un total de 15 genotipos para el género Acanthamoeba.
Esta clasificacion estd ampliamente apoyada en la actualidad y la
mayoria de los autores agrupa ahora a los aislados de Acanthamoe-
ba en genotipos y no en grupos morfolégicos. Estos 15 genotipos
agrupan un total de 21 especies de Acanthamoeba (Lorenzo-Morale
et al. 2007).
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FIGURA 8.3: Caracterizacion de especies a partir de RAPD
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Nota: Las bandas especificas una vez secuenciadas eran utilizadas para el diseno de cebadores
para el diagnostico por PCR.

8.2. Mecanismo de infeccion

Las cepas patogenas de Acanthamoeba presentan como norma
general mayor termotolerancia, mayor tasa de crecimiento,
adherencia a las células del hospedador, excrecion de productos ci-
totoxicos y evasion de la respuesta inmune. La patogénesis de Acan-
thamoeba depende principalmente de tres factores: el hospedador,
la ameba y las condiciones ambientales. Se cree que el proceso de
patogénesis se inicia con la adhesion de la ameba a la célula hospe-
dadora, seguido de la secrecion de proteasas extracelulares vy, final-
mente, fagocitosis y/o muerte directa de la célula hospedadora.
La fijacién a la membrana de las células del hospedador es
uno de los pasos cruciales en el mecanismo de patogenicidad de
estas amebas e incluso se ha observado que las amebas no pato6-
genas presentan unos niveles muy bajos de union a las células del
hospedador. Cabe destacar que el nimero de acantépodos estd



[140 ] LA LUCHA FRENTE A LAS ENFERMEDADES DE LA POBREZA

estrechamente relacionado con la capacidad de adhesion. Asi, las
amebas patégenas presentan mas de 100 por célula mientras que,
en las no patégenas, su nimero no sobrepasa los 20.

La capacidad del parasito para unirse al epitelio celular va a
ser, por lo tanto, un requisito basico para el establecimiento de
un proceso patologico ademas de un factor de virulencia, que va a
determinar el grado de patogenicidad de diferentes cepas.

FIGURA 8.4: Fotografias al microscopio electrénico de cepas
virulenta (a) y no virulenta (b)

La importancia de las proteasas extracelulares en la patogéne-
sis de Acanthamoeba ha sido descrita en varias ocasiones. Hadas y
Mazur citan la presencia de serin-proteasas de 35y 65 KD en ocho
especies de Acanthamoeba. Estudios posteriores revelaron la pre-
sencia en los productos de secrecion de estas amebas de cistein-
proteasas de 43, 59, 70 y 100-130 KD, asi como serin-proteasas de
33, 47, 60, 75 y 100 KD.

Cho et al. en 2000 aislan y caracterizan serin-proteasas secreta-
das por aislados de Acanthamoeba procedentes de casos de quera-
titis. Recientemente se ha observado que las serin-proteasas extra-
celulares son ademads capaces de provocar danos importantes en
monocapas de células epiteliales humanas.

La actividad proteasica es mayor en cepas patogenas que en no
patogenas, lo que, a su vez, esta correlacionado con la habilidad de
las mismas para provocar citotoxicidad en las células hospedadoras.



PROTOZOOS EMERGENTES: DEL DIAGNOSTICO AL CONTROL [ 141 ]

En nuestros laboratorios hemos puesto a punto el silenciamien-
to de genes a través de las técnicas de iRNA (Lorenzo-Morales et
al. 2005). Esto esta basado en un mecanismo comun en el que se
crea un ciclo de degradacion de RNA provocado por la presencia
transitoria de RNA de doble cadena (dsRNA), lo que conduce a la
destruccion de los RNA end6genos que son homologos al dsRNA.
Debido a que el sistema de RNAI elimina los mRNA de ambos
alelos o genes repetitivos, es ideal para organismos asexuales di-
ploides (como la mayoria de las amebas).

8.2.1. Silenciamiento del gen que expresa
las serin-proteasas en Acanthamoeba
Hemos usado la técnica de RNAi (soaking technique) con la fina-
lidad de inhibir el dominio catalitico de las serin-proteasas extra-
celulares de Acanthamoeba, intentando establecer la importancia
de estas proteasas en la patogenicidad de Acanthamoeba.

FIGURA 8.5: Cultivo en monocapa de células corneales al que se le ha
anadido la cepa patégena de MN-7 de Acanthamoeba, y se
le ha silenciado o no a estas el dominio catalitico de las

serin-proteasas
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Tras realizar las comprobaciones pertinentes (medida de la
actividad protedsica del sobrenadante, geles SDS-PAGE de gela-
tina, estudio de la citotoxicidad antes y después del tratamiento,
northern bloth, etc.), se ha comprobado que el siRNA (Soaking tech-
nique) silencia de forma efectiva la expresion génica de las serin-
proteasas en Acanthamoebay que las serin-proteasas extracelulares
de Acanthamoeba estan directamente relacionadas con la patogeni-
cidad de estos protozoos (Lorenzo-Morales et al. 2005).

8.2.2. Silenciamiento del gen que expresa la glucégeno

fosforilasa en Acanthamoeba

Por otra parte, la capacidad que tienen las amebas de enquis-
tarse es un hecho fundamental de estos protozoos de cara a defen-
derse de condiciones adversas en las que se incluye la terapia.

En la formacion de quistes tiene un papel importante la sin-
tesis de celulosa y se sabe que la enzima «glucégeno fosforilasa»
juega un papel importante en su sintesis.

Con el silenciamiento del gen que codifica la glucégeno fosfo-
rilasa de Acanthamoeba, mediante la técnica de soaking empleando
SIPORT®, hemos querido ver el papel de la glucégeno fosforilasa
en el proceso de diferenciacion de Acanthamoeba (Lorenzo-Mora-
les et al. 2008).

Se estudian los resultados, tras el analisis del silenciamiento
mediante observacion de enquistamiento. La comprobacién de la
sintesis de celulosa se analiza en cultivos y por northern blot.

Se analizan los resultados en cepas tratadas y no tratadas con
RNA..
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FIGURA 8.6: Proceso de enquistamiento normal desde 12 a 72 h
(a, b, cy d), coniRNA (e, f, gy h)

Acanthamoeba en medio NEM

RNAi

Fuente: Fotografia con microscopia 6ptica (ASM publications, Lorenzo-Morales et al. 2008).

FIGURA 8.7: Desarrollo normal de quistes en 72 h (a, by c),
con iRNA no forman quistes maduros (d)

d) RNAi +
no forman quistes maduros

Fuente: Fotografia al microscopio electrénico.
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Por lo anteriormente expuesto, tanto la glucégeno fosforilasa
como la serin-proteasa serian buenas dianas terapéuticas para el
control de las patologias causadas por Acanthamoeba.

Cabe destacar, en cuanto a la capacidad patégena de estas ame-
bas, el hecho de ser transportadoras de otros patogenos. Asi, en
un trabajo realizado en nuestro laboratorio, hemos encontrado
que, de 236 muestras positivas para Acanthamoeba sp procedentes
de agua de consumo humano de la isla de Tenerife, 34 (14,41%)
eran positivas para adenovirus de cuatro sertipos diferentes, sien-
do el serotipo HAdAV2 el mas frecuente (Lorenzo-Morales et al.
2007).
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9.1. Introduccion

Los genomas de los organismos no son sistemas de informacion
estaticos dado que estan ocupados por un gran numero de se-
cuencias de ADN con capacidad de moverse de un lugar a otro
del genoma. La primera evidencia de la existencia de este tipo de
secuencias, conocidas como elementos moviles de ADN, fue realiza-
da en 1950 por Barbara McClintock. Estudiando la herencia del
color y la distribucién de la pigmentacion del maiz, McClintock
observé la existencia de unas secuencias de ADN que se movian
de un lugar a otro dentro del genoma. La insercion de estas se-
cuencias en regiones concretas ocasionaba modificaciones en el
color del grano del maiz por lo que los denominé «elementos
controladores». Desde entonces, varios tipos de elementos gené-
ticos moviles (MGE) han sido descritos en una gran variedad de
organismos eucariotas, incluyendo protozoos parasitos, anfibios,
moluscos, reptiles, insectos, plantas, mamiferos, etc.

Como consecuencia de su insercion, los MGE pueden gene-
rar mutaciones en genes produciendo inactivaciéon o modifica-
cion en el patron de expresion génica. La insercion en secuencias
concretas puede conllevar a la formacion de genes quiméricos,
lo cual puede estar también ocasionado por las multiples secuen-
cias donadoras y aceptoras de splicing que los MGE poseen. Pero,
ademas, los retroelementos translocan otras secuencias que se en-
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cuentran adyacentes a ellos, ya que estos poseen débiles senales
de poliadenilacién que son sobrepasadas durante la transcripcion.
Por tanto, durante la reversotranscripcion del elemento estas se-
cuencias adyacentes son también reversotranscritas, movilizadas e
insertadas conjuntamente con el elemento. Ademas, la existencia
de un elevado numero de MGE en los genomas proporciona un
importante sustrato para generar translocaciones, inserciones y
deleciones cromos6micas.

Los elementos moviles se consideraron durante décadas ADN
basura, y fueron calificados como secuencias egoistas o parasitos ge-
nomicos, porque, ademds, explotaban los recursos de la célula
hospedadora para sus propios fines replicativos. Sin embargo,
hoy dia existen datos solidos que indican que estos elementos
contribuyen, sustancialmente, al contenido de los genomas y
juegan un papel importante en la evolucién de los genes y geno-
mas respecto a funcién y estructura. A pesar de que, en muchos
casos, las implicaciones funcionales de los MGE no son bien co-
nocidas, se postula que deben tener un papel universal y relevan-
te desde el punto de vista de la biologia del organismo que los
hospeda. Se ha descrito que los ARN mensajeros maduros que
contienen elementos transponibles corresponden principalmen-
te a transcritos involucrados en inmunidad (inmunoglobulinas,
MHC o en algunos dominios de citocinas). En cambio, aquellos
mensajeros implicados en funciones esenciales del metabolismo,
desarrollo o genes estructurales tienen una menor prevalencia
de elementos transponibles. Asimismo, se ha reportado que, en
el ratén, la inserciéon de MGE dentro de regiones reguladoras de
ciertos genes neuronales altera su expresion, lo que da lugar a
poblaciones distintas de células neuronales. Interesantemente,
los resultados obtenidos en estudios comparativos de diversos
genomas sugieren que las inserciones nocivas de estos elemen-
tos moviles van reduciéndose, mientras que aquellas que son
beneficiosas son mantenidas a lo largo de la evolucién de los
genomas. De hecho, los MGE han llegado a ser «domesticados»
y han evolucionado para suplir funciones esenciales en la dina-
mica de los genomas. Una gran cantidad de datos sugiere que
las telomerasas, enzimas responsables de mantener la integridad
de los telomeros, pueden tener su origen en un tipo de MGE
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denominados retrotransposones sin LTR. Estas enzimas estan
constituidas por una ribonucleoparticula(RNP) que incluye una
reversotranscriptasa y una molécula de ARN, la cual es reverso-
transcrita en el extremo del cromosoma.

9.2. Clasificacion de los elementos moviles

Segun su estructura y mecanismo de movilizacion, los MGE se cla-
sifican en transposones de ADN y retrotransposones. Los primeros
codifican una transposasa y se movilizan por un mecanismo cono-
cido como corta y pega. La caracteristica principal del segundo tipo
de elementos es que codifican una proteina con actividad reverso
transcriptasa, la cual copia a ADN el mensajero del elemento una
vez transcrito. Posteriormente, la nueva copia es insertada en otra
localizacion del genoma. Es por ello que este mecanismo de copia
y pega de los elementos méviles produce expansion del genoma
que los hospeda.

FIGURA 9.1: Diferencias en el mecanismo de transposicion de los
transposones de ADN (corta y pega) que codifican una
transposasa (Tpasa) y los retrotransposones (copia y pega)
que codifican una reversotranscriptasa (RT)

A. MODELO “CORTA & PEGA” B. MODELO “COPIA & PEGA”

W/ Transposén W/ Retrotransposon

DNA gen6émico DNA genomico
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y Transcripcién
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DNA catalizado por la transposasa
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00¢ Reversotranscripcion y sintesis de la
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Insercién del DNA escindido en otra 6
posicion del genoma mediante la accion
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Entre los retrotransposones se diferencian aquellos que por-
tan largas terminaciones en sus extremos (retrotransposones
con LTR) y aquellos que carecen de ellas (retrotransposones sin
LTR). En el grupo de elementos sin LTR se encuentran unos que
poseen gran tamano, aproximadamente cinco kilobases (kb), y
codifican las proteinas implicadas en su proceso de reversotrans-
cripcion e insercion. Es por ello que estos elementos se deno-
minan auténomos o LINE (long interspersed nucleotide elements) y
aquellos que carecen de capacidad codificante, de aproximada-
mente 0,3-0,5 kb, son denominados no auténomos o SINE (short
interspersed nucleotide elements). Dentro de los retrotransposones
sin LTR, existe un tercer grupo que engloba a aquellos elemen-
tos que proceden de truncamientos de los LINE y que, si bien
portan secuencias homologas a los LINE, no codifican proteinas
funcionales.

FIGURA 9.2: Clases de elementos moéviles

CLASES DE ELEMENTOS MOVILES

Transposones ADN
TSD

A TSD
O~ ITrRpesasa ) O e

Retrotransposones 2. sin LTR
2.1. Autonomos - LINE
TSD TSD
LLTR O HORE (en (it c -~ @
g LI1Hs .
LTR _’LTR O“EAENN RTRH ([INAC —WAn
T3 2.2. No auténomos LiTe
2.2.1. SINE 2.2.3. Degenerados
@ —=mm— A0 @ SIDER
@ F=——unn@
2.2.2. Truncados DIRE
om0 @ @-T——=-n@
NARTc

Transposones de ADN que codifican una transposasa. Retrotransposones, movilizados via un ARN
intermediario que es reversotranscrito por la enzima reversotranscriptasa que ellos codifican y que
los hace auténomos en cuanto a movilidad. ITR (inverted terminal repeats), LTR (long terminal repeats),
LINE o L1 (long interspersed nucleotide elements), SINE (short interspersed nucleotide elements), SIDER
(short degenerated retrop s), DIRE (degenerated ingi/LI1Tc-related elements). Los elementos auténomos

indicados corresponden a los descritos en tripanosomatidos.
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9.3. Elementos moéviles en tripanosomatidos

El analisis del genoma de diversos tripanosomatidos ha mostrado
que contienen una gran cantidad de copias de retrotransposones
tanto de tipo LTR, como sin LTR. Sin embargo, estos protozoos pa-
rasitos no parecen contener transposones ADN. Entre los elemen-
tos de tipo sin LTR se han encontrado algunos que estan inser-
tados en secuencias concretas de los genomas que los hospedan.
Asi, por ejemplo, SLACS de Trypanosoma brucei, CREI de Crithidia
Jasciculata y CZAR de Trypanosoma cruzi se insertan dentro de la
secuencia del spliced leader, siempre en la misma posicién mientras
que el elemento TATE de Leishmania braziliensis se inserta siempre
en las regiones teloméricas. Otros elementos de tipo SINE, como
la secuencia SIRE, se encuentran insertados en regiones 3' no tra-
ducidas de diversos genes de tripanosomatidos. Asi, el elemento
SIRE se integra en el dominio de polipirimidinas situado en las
regiones intergénicas del cluster de la familia multigénica P23 que
codifica proteinas ribosomales. De esta manera, las senales de pro-
cesamiento situadas en el extremo 3' del elemento SIRE son usa-
das como alternativa al dominio de polipirimidinas desbaratado,
afectando ala eficiencia de maduracion y traduccion de los ARNm
P23 situados corriente abajo del lugar de insercion. Ademas, el
elemento SIRE se encuentra insertado en ciertas copias del gen
que codifica la histona H2A de 1. cruzi, modificando la estabilidad
y el tamano de aquellos mensajeros que la portan (Maranon et al.
2000; Thomas et al. 2000). En cuanto a los elementos de tipo LINE
o L1, el genoma de 7. cruzi contiene el elemento L1Tcy el genoma
de T brucei contiene ingi, que mantiene un alto grado de simili-
tud con L1Tc a nivel de secuencia. En estos dos protozoos existen
ademas elementos que se corresponden con versiones truncadas
de L1Tc e ingi, denominadas NARTc y RIME, respectivamente.
Existen también en el genoma de tripanosomatidos elementos
degenerados, equivalentes en tamano a los LINE, denominados
DIREs (degenerated ingi/L1Te-related elements). Estos elementos, por
haber acumulado un alto nimero de mutaciones a lo largo de su
secuencia, han perdido su capacidad codificante. También existen
elementos cortos degenerados o SIDER (short degenerated retroposons)
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que son equivalentes en tamano a los SINE. En Leishmania, estos
elementos se localizan principalmente en secuencias 3' no traduci-
das donde influyen negativamente en la abundancia de los mensa-
jeros de los genes que los portan.

Hasta la fecha, de todos los retroelementos descritos en un
eucariota, uno de los mejor caracterizados, a nivel molecular y en
cuanto a la determinacion de las diferentes actividades enzimati-
cas que el elemento codifica, es el presente en 7. cruzi, denomi-
nado L1Tc. Este elemento, junto a NARTc, conforma el 5% del
genoma de 7. cruzi. L1Tc se transcribe activamente en los tres esta-
dios del parasito (Martin et al. 1995) y codifica todas las proteinas
que requiere para su movilizacion, proteinas con actividad endo-
nucleasa de tipo AP, reversotranscriptasa, ARNasa H y chaperona
de acidos nucleicos. La endonucleasa AP, denominada NL1Tkc, tie-
ne capacidad de reparar el daino producido en el ADN por agentes
alquilantes y oxidantes. Este hecho se ha puesto de manifiesto en
ensayos in vitro empleando la proteina recombinante purificada a
homogeneidad como in vivo, mediante la sobrexpresion de NL1Tc
en bacterias sensibles a la temperatura nulas para el gen endo IV
(Olivares et al. 1997). La proteina NL1Tc, ademds de hidrolizar
sitios abdsicos en el ADN genémico, tiene actividad 3'-fosfatasay 3'-
fosfodiesterasa que son también actividades reparadoras del ADN
(Olivares et al. 1999). Ensayos de cometa, empleando nucleos ais-
lados de parasitos sobrexpresando la proteina NL1Tc, la proteina
mutada en el sitio activo y parasitos sin transformar, evidenciaron
que NL1Tc, en menos de 60 minutos, repara el dano producido en
el ADN por agentes como la daunorubicina (Olivares et al. 2003).
L1Tc codifica también una proteina con actividad reversotranscrip-
tasa (RTL1Tc), la cual es activa con sustratos homologos y hetero-
logos y tiene capacidad de cambiar de molde, lo que supondria
una fuente para generar copias de mensajeros quiméricos (Garcia
Pérez et al. 2003). Asimismo se ha identificado una proteina co-
dificada por L1Tc con actividad ARNasa H (Olivares et al. 2002).
Esta proteina, denominada RNLITc, es excepcionalmente activa
en un amplio rango de pH y temperatura y, al igual que RTL1Tc,
es activa con sustratos homologos y heterélogos a L1Tc. Esta es la
primera descripcion de una actividad ARNasa H codificada por
un retrotransposon sin LTR. Corriente abajo de RNLI1Tc, se en-
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cuentra una secuencia que codifica un polipéptido que porta dos
zinc-fingers del tipo CCHH. La proteina recombinante que porta
estos dominios ha mostrado, en ensayos de estabilizacion y deses-
tabilizacion de hebras de ADN complementarias, tener actividad
chaperona de dcidos nucleicos (NAC) (Heras et al. 2005). Asi, esta
proteina, denominada C2-L1Tc, promueve la formacion de hibri-
dos de ADN de cadena complementaria estabilizando ademas di-
cha unioén. Las regiones implicadas en dicha funcién, determinada
con péptidos sintéticos y ensayos de retardo en gel, corresponden
a una secuencia de localizacion nuclear (NLS) junto a un dominio
basico o conjuntamente con el zinc finger presente en el extremo
amino de C2-L1Tc (Heras et al. 2009). En el genoma de 7. cruzise
han identificado, al menos, 15 elementos L1Tc teéricamente retro-
competentes, los cuales codifican todas las proteinas funcionales
anteriormente mencionadas en una Unica fase abierta de lectura.
Ademas, podria haber elementos activos formados por tres fases
de lectura en los que mecanismos de traduccion particulares ten-
drian que estar teniendo lugar.

L1Tc se ha encontrado asociado a un gen codificante de una
proteina transportadora perteneciente a la familia de transporta-
dores ABC, integrado en la secuencia codificante del gen ADNj,
asi como asociado a secuencias de tipo SINE como RS13Tc y
RS1Tc. Esta asociacion entre LINEs (L1Tc) y SINEs (RS13Tc y
RS1Tc) y entre L1Tc y NARTc se mantiene en varias cepas del
parasito (Olivares et al. 2000). Diversos datos, entre ellos, los aqui
mencionados, indican que los elementos transponibles tienden a
agruparse en vez de distribuirse aleatoriamente a lo largo de los
genomas. La implicacion funcional de la asociacion de los SINE
con los LINE puede reflejar la necesidad de los primeros de usar
la maquinaria enzimatica de los LINE para su expansion. La simi-
litud existente entre una secuencia de 13 nucleétidos localizada
en el extremo 3' de los elementos L1Tc y NARTc podria justificar
esta idea, dado que esta secuencia comun podria reclutar la ma-
quinaria del LINE requerida para su transposicion. Por otra par-
te, la agrupacion de LINE y SINE en regiones genémicas pobres
en genes podria estar forzada por procesos mediados por el hos-
pedador para intentar minimizar el efecto deletéreo resultante de
la integracion del LINE.
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Un pequeno nimero de elementos moviles presenta posicio-
nes genémicas que han permanecido relativamente inalteradas
durante cientos de millones de annos en muchas especies. La in-
terpretacion mas probable de este fenomeno es que deben jugar
un papel importante en la supervivencia del hospedador. En los
tripanosomatidos 7. brucei, T. cruzi y Leishmania hay un elevado
grado de sintenia génica. Los genes estan organizados en agru-
paciones génicas direccionales y los transcritos policistronicos
son procesados por (rans-splicing y poliadenilacion para gene-
rar mensajeros maduros y traducibles. Estos agrupamientos
génicos direccionales estin separados por pequenas regiones
de cambio de hebra, no codificantes, en las que el inicio de
la transcripcion tiene lugar. Las regiones de cambio de hebra
tienen una elevada densidad de MGE a pesar del hecho de que
estos organismos han divergido hace 100 millones de anos. Esta
conservacion a lo largo de la evolucion debe tener un significa-
do funcional.

A pesar de que en tripanosomdtidos no se ha descrito la
existencia de promotores diferentes a la secuencia que se en-
cuentra corriente arriba del miniexon o spliced leader, el caracter
auténomo de un elemento movil requeriria que este portara
una secuencia promotora que, en términos de promotor inter-
no, mediara la transcripcion del elemento. La comparacion de
las secuencias correspondientes a los retroelementos L1Tc y
NARTc, puso de manifiesto la existencia de una secuencia que
mantenia un 100% de identidad, la cual, por su alto grado de
conservacion y por su localizacién, era una buena candidata a
ser una secuencia promotora de estos elementos. Mediante en-
sayos de transfeccion de 7. cruzi empleando construcciones que
portaban dicha secuencia, denominada Pr77, corriente arriba
de genes reporteros, se demostr6 que Pr77 era capaz de activar
la transcripcién génica (Heras et al. 2007). Los resultados ob-
tenidos en ensayos de run on, empleando nucleos aislados del
parasito e inhibidores de las diferentes ARNs polimerasas (I, II,
y III), evidenciaron que dicha transcripcion era dependiente de
la ARN polimerasa II. Pr77 es un promotor interno y genera un
elevado nivel de transcritos traducibles. A diferencia del resto
de los ARN mensajeros de 7. cruzi, los mensajeros derivados de
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Pr77 carecen de spliced leader en su extremo 5'y comienzan en el
nucleétido 1 del elemento o cerca de este (Heras et al. 2007).

Puesto que L1Tc codifica diferentes proteinas funcionales, se
ha sugerido un mecanismo de transposicion para este tipo de re-
troelementos que se basa en el propuesto para el elemento R2 de
Bombyx moriy que se esquematiza en la figura 9.3. Asi, en el nucleo
del parasito, L1Tc seria transcrito desde su promotor interno y el
ARN correspondiente se transportaria al citoplasma donde seria
traducido generando diferentes proteinas con actividad endonu-
cleasa, RT, ARNasa H y NAC. Estas proteinas, de manera individual
0 como una poliproteina, se unirian al mensajero del que fueron
traducidas generando una ribonucleoparticula (RNP) que seria
transportada al nicleo. Dentro del nicleo, la endonucleasa NL1Tc
generaria un corte de la cadena negativa del ADN en el sitio de
nueva insercion del elemento, generando un extremo 3' OH que
seria empleado como iniciador para dirigir la reversotranscrip-
cién del mensajero de L1Tc, proceso que seria llevado a cabo por
RTL1Tc. De esta manera, la hebra de ARN del hibrido ARN:ADN
generado seria digerida por la ARNasa H de L1Tc. Probablemente
un segundo corte, generado por la endonucleasa NL1Tc en el ex-
tremo 5' de la cadena positiva del ADN en el sitio de insercion, per-
mitiria la sintesis de la segunda hebra de ADN sintetizada por la
actividad ADN polimerasa que porta la proteina RTL1Tc (Garcia
Pérez et al. 2003). De esta manera quedaria insertada una nueva
copia de L1Tc en una nueva posicion del genoma, la cual seria, a
su vez, activa. Dicha copia estaria flanqueada por la secuencia del
sitio de insercién que reconocio la endonucleasa, denominada sitio
de duplicacion directo (TSD, target site duplication).
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FIGURA 9.3: Mecanismo de transposiciéon propuesto para el elemento
moévil L1Tc de Trypanosoma cruzi

MODELO DE RETROTRANSPOSICION EN LI1Tc

CITOPLASMA

Nota: 1. Transcripcion de L1Tc y exportacion del correspondiente ARN mensajero al citoplasma.
2. Traduccion y sintesis de las proteinas con actividad endonucleasa AP (EN), reversotranscrip-
tasa y ARNasa H (RT/RH) y chaperona de acidos nucleicos (NAC). 3. Transporte al niicleo de
la ribonucleoproteina formada por el ARN mensajero del elemento y las proteinas codificadas
por L1Tc. Corte de la cadena negativa de ADN, en el sitio de insercién del elemento. 4. Rever-
sotranscripcion y copia del ARN mensajero del elemento. 5. Hidrolisis de la cadena de ARN del
hibrido ARN/ADN. 6. Corte de la cadena positiva de ADN y sintesis de la segunda cadena de
ADN correspondiente a L1Tc quedando una nueva copia de este insertada en una nueva locali-

zacion cromosomica.

Interesantemente, Pr77 no es exclusivo de L1Tc ni de T, cruzi
dado que estd presente y conservado en diferentes especies de tri-
panosomatidosy entre LINE (L1Tc e ingi) y SINE (NARTc y RIME).
Ademas, Pr77 también esta presente en los elementos degenera-
dos DIRE y SIDER por lo que se ha sugerido que tenga un papel
universal (Requena et al. 2008). A esto se suma el hecho de que,
como se menciond anteriormente, los retrotransposones se acu-
mulan en regiones de inversién génica que, en tripanosomatidos,
son los lugares de inicio de la transcripcion génica por lo que se
ha postulado que Pr77 pueda ser responsable de la transcripcion
de genes adyacentes y policistrones (Heras et al. 2007).

Corriente abajo de Pr77 y arriba de la secuencia codificante de
la proteina NL1Tc se localiza una secuencia de autoprocesamien-
to 2A similar a las viricas. Datos experimentales demuestran que
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esta secuencia es funcional in vitro e in vivoy que, tanto en 1. cruzi
como en los virus que la portan, actia controlando la traduccién
(Heras et al. 2006). En L1Tc, la secuencia 2A podria controlar la
capacidad de movilidad del elemento dado que, al localizarse co-
rriente arriba y en fase con la secuencia codificante de todas las
proteinas que codifica el retroelemento, estaria, probablemente,
determinando la abundancia de los productos de traduccion que
median la movilizacion del elemento. El dominio consenso de la
secuencia 2A no esta restringido a 7. ¢ruzi sino que también esta
presente en el dominio N-terminal de la endonucleasa codificada
por elementos de tipo LINE de tripanosomatidos como Trypano-
soma congolensis, Trypanosoma brucei gambiense y Trypanosoma vivax
(Heras et al. 2006).

Otro ejemplo del didlogo entre MGE y el genoma que los
hospeda es la adquisiciéon de la funcién AP por los LINE. De
hecho, la sobrexpresion de la endonucleasa AP codificada por
L1Tc de T. cruz: permite al parasito vivir en un contexto rico
en daunorubicina y tras exposicion a dosis letales de radiacion
gamma (Olivares et al. 2003). Por otro lado, la endonucleasa
AP puede permitir al hospedador influir en las inserciones de
novo de LINE, dirigiéndolas a posiciones genémicas especificas
pobres en genes, en lugar de promover las inserciones aleatorias
que pueden implicar efectos deletéreos. En resumen, el equi-
librio entre la adquisicién de funciones del hospedador por el
retroelemento y viceversa puede llevar a renombrar los llamados
elementos moviles pardsitos a elementos simbiontes.
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10.1. Introduccion

Los parasitos protozoos del género Leishmania causan un espec-
tro de enfermedades tropicales y subtropicales conocidas como
leishmaniosis. Varios cientos de millones de personas de 88 paises
estan actualmente expuestos a esta enfermedad. Esta causada por
parasitos protozoarios intracelulares del género Leishmania 'y se
transmite a los vertebrados por medio de un Phlebotomidos.

Los protozoos parasitos del género Leishmania, pertenecen a los
trypanosomatidos (del orden Kinetoplastida). Exhiben ciclos biol6gi-
cos complejos, con diversas etapas de desarrollo que se alternan
entre los hospedadores vertebrados e invertebrados. La leishma-
niosis puede cursar con cuadros patolégicos muy diferentes: desde
ulceras en la piel que se resuelven espontaneamente a infecciones
mortales de los 6rganos internos. La Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) ha estimado que hay alrededor de dos millones de
casos nuevos de leishmaniosis cada anno en el mundo.

10.2. Relacion Leishmania hospedador

La infeccion por Leishmania comienza con la introduccion de la
forma infecciosa, el promastigote metaciclico, en la piel por la
picadura de un Phlebotomo infectado; una vez dentro del hospe-
dador mamifero, los promastigotes invaden a los macréfagos y se
diferencian de la forma amastigote en que son las formas prolife-
rativas dentro del hospedador vertebrado.

[161]
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La infeccion en humanos esta causada por entre 20 y 30 es-
pecies. Entre las principales especies patogenas esta el complejo
L. donovani con tres especies (L. donovani, L. infantumy L. chagasi),
el complejo L. mexicana con tres especies (L. mexicana, L. amazo-
nensisy L. venezuelensis), L. tropica, L. major, L. aethiopicay el subgé-
nero Viannia con cuatro especies principales [L. (V.) brazilienss,
L. (V.) guyanensis, L. (V.) panamensisy L. (V.) peruviana].

Estos parasitos infectan a los fagocitos profesionales (neutrofi-
los, monocitos y macrofagos), asi como a las células dendriticas y
fibroblastos. Las principales células huésped son los macrofagos,
en el que multiplican, provocando la ruptura de la célula y exten-
diéndose a células no infectadas. La presencia de los macréfagos
en todos los tejidos del cuerpo hace que estos pardsitos tengan un
gran potencial para danar diferentes 6rganos. En la dermis, causan
la forma cutdnea de la enfermedad (que puede ser localizada o
difusa); en la mucosa, causan la leishmaniosis mucocutdnea y la
propagacion metastdsica de la infeccion al higado y bazo producen
la leishmaniosis visceral o Kala azar. Los parasitos también pueden
invadir otros 6rganos, tales como los ganglios linfaticos, médula
6sea, pulmones y, en raros casos, pueden incluso llegar al cerebro.

Las especies son morfologicamente indistinguibles y solo se
pueden diferenciar por analisis de isoenzimas, métodos molecu-
lares o con anticuerpos monoclonales.

Los factores que motivan la apariciéon de una u otra forma de
patologia incluyen la especie de Leishmania, la localizaciéon geo-
grafica y la respuesta inmune del hospedador. La leishmaniosis
cutdnea se caracteriza por la presencia de una o varias lesiones en
la zona de la picadura del insecto vector, mientras que las perso-
nas con leishmaniosis visceral suelen presentar fiebre, pérdida de
peso y hepato y esplenomegalia. Suele ir acompanado de anemia
y niveles bajos de leucocitos y plaquetas. Algunos pacientes desa-
rrollan tras la patologia visceral manifestaciones dérmicas deno-
minadas post kala-azar. La leishmaniosis visceral se ha manifestado
también como una infeccién oportunista en pacientes con VIH.

Mas del 90% de los casos de leishmaniosis visceral se concentran
en la India, Bangladesh, Nepal, Sudan y Brasil. También podemos
encontrar leishmaniosis en América desde el norte de Argentina a
Texas (excepto Uruguay, Chile o Canadd), sur de Europa, medio
este de Asia y en Africa, especialmente en el este y norte.
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Como ya se ha comentado, el tipo de patologia que causa de-
pende de la especie de Leishmania, el genotipo y el estado nutri-
cional del hospedador, el vector transmisor y factores ambienta-
les y sociales. Diferentes especies del género Leishmania inducen
sintomas distintos, pero pacientes que estdn infectados por la
misma especie tienen diferentes sintomas y pueden diferir en su
respuesta a la terapia. La base de esta variaciéon es no bien cono-
cida, aunque se han identificado varios genes que podrian estar
involucrados. Estudios en modelos murinos de leishmaniosis por
Leishmania major indican que la resistencia o susceptibilidad a la
enfermedad podria estar determinada por el tipo de Células T
que se active. La progresion de la enfermedad parece estar asocia-
do con una respuesta por linfocitos T helper tipo 2, que producen
Interleucina-4 (IL-4), mientras que la resolucion de la enfermedad
parece correlacionar con un mayor nivel de activacion de células
Th1 productoras de Interferon-y (IFN-y). Sin embargo, se sabe
que otros factores inmunolégicos también estan involucrados en
la respuesta del hospedador. La produccion de IL-10 por células T
reguladoras podria explicar que se produzca enfermedad en rato-
nes que presentan un tipo de respuesta Th1. Otros componentes
del sistema inmunolégico producidos por otras células del sistema
inmunoloégico tienen también un papel importante, la IL-12, que
es liberada por los macréfagos; es un importante factor de estimu-
lacién de la respuesta de Thl frente a leishmaniosis, mientras que
las células dendriticas y los neutroéfilos influyen en la modulacion
de las respuestas Th1 o Th2 frente a la infeccién. Los estudios rea-
lizados revelan la complejidad de la respuesta inmune en relacion
con la susceptibilidad o resistencia a la leishmaniosis.

Resultados de nuestro laboratorio empleando el modelo muri-
no infectado con Leishmania amazonensis muestran que la respues-
ta de tipo celular o humoral influye en la susceptibilidad de los
diferentes 6rganos para ser infectados; sin embargo, la condicién
para la eliminacion de pardsitos de estos 6rganos estd directamen-
te relacionada con la produccién de 6xido nitrico.

Como se puede comprobar es muy dificil integrar en un sim-
ple modelo funcional la respuesta frente a este parasito ya que
para su eliminacion es necesaria la interaccion entre diferentes
componentes del sistema inmune.
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10.3. Leishmania en su entorno molecular

A pesar de la distancia geografica y evolutiva (las especies de tri-
panosomatidos divergieron hace mas de 200 millones de anos)
que presentan las diferentes especies de Leishmania, las diferen-
cias morfologicas significativas en las etapas de su ciclo de vida y
en la variedad de manifestaciones de la enfermedad, el analisis
comparativo de los genomas, han permitido identificar aproxi-
madamente 6.200 genes conservados entre Trypanosomatidae
y Leishmania, y mas de 1.000 genes se encontraron inicamente en
Leishmania. Si comparamos entre especies del género Leishmania
como son L. major, L. infantun'y L. braziliensis, el 99% de sus genes
estan conservados.

Cuando se analizan los aminodcidos traducidos a partir de las
regiones codificantes, hay una homologia del 92% entre L. major
y L. infantum y un 77 entre L. braziliensis frente a L. infantum 'y
L. major.

Esta alta homologia a nivel genémico nos lleva a que debe-
mos estudiar el procesamiento de las proteinas de estas especies
para poder explicar las diferencias morfologicas y patologicas
que presentan.

Desde el punto de vista molecular los tripanosomatidos po-
seen mecanismos unicos para la expresion de sus genes, tal como
transcripcion policistronica, trans splicingy la implicacion de Pol I
en la sintesis del mRNA y RNA editing. Por ejemplo el genoma de
L. major cuenta con 32,8 megabases (Mb) de ADN distribuidos en
36 cromosomas relativamente pequenos de entre 0,28-2,8 Mb de ta-
mano. Los genomas de tripanosomatidos se organizan en grandes
grupos de genes (large polycistronic gene clusters, PGC), que contienen
decenas o centenares de genes que codifican proteinas dispuestos
secuencialmente en la misma hebra de ADN. Esta inusual organi-
zacion del genoma fue descrita por primera vez en el cromosoma 1
de L. major que contiene 85 genes organizados en dos PGC con 32
genes por un lado y los 53 genes restantes agrupados en otro PCG.
Esta organizacion en PCG ha quedado confirmada con la publi-
cacion de los genomas completos de diferentes especies. Por otro
lado, los genes que codifican los ARN ribosomales se encuentran
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entre los PGC y la mayoria de los genes de RNA de transferencia
se organizan en grupos de 2 a 10 genes, en los extremos y pueden
contener otros genes que son transcritos por POL III.

La mayoria de los organismos controlan la expresion de sus
genes a nivel de la iniciacién de la transcripcién. Sin embargo,
existen otros mecanismos de regulacion durante el proceso de
transcripcion (a nivel de la estructura de la cromatina), el proce-
samiento del ARN, por la estabilidad de los transcritos, el trans-
porte del ARN o durante la traduccion.

Estos tripanosomatidos son organismos diploides, aun cuando
algunos cromosomas son el aneuploides. Ademas, los extremos de
los cromosomas en los tripanosomatidos contienen la repeticion
telométrica GGGTTA, mientras que las regiones subteloméricas se
componen de elementos repetidos variables, que son responsables
de una parte importante de los polimorfismos del tamano observa-
dos entre los cromosomas homologos. La inmensa mayoria de los
genes que codifican sus proteinas carece de intrones. La transcrip-
cion es policistronica, a diferencia de la mayoria de organismos eu-
cariotas y sus cromosomas contienen generalmente por lo menos
dos PGC. Los genes de una unidad policistronica generalmente co-
difican proteinas funcionalmente relacionadas, lo que los diferen-
cia de los operones de bacterias y nematodos. Una vez realizada la
transcripcion se produce la maduracion de los ARNm que ocurre
por trans-splicing, proceso que consiste en el corte y uniéon de un mi-
niexon o Spliced Leader (SL) de 39 nucleotide en el extremo 5' de
los mRNA y polyadenilacion del otro extremo. Todos los genes que
forman parte de un PGC se transcriben simultineamente, como
consecuencia de la transcripcion policistronica; sin embargo, los
mRNA maduros de genes adyacentes presentan concentraciones
muy diversas o incluso su expresién depende del estado en que se
encuentre el parasito. Esto es debido a que en tripanosomatidos
la regulacion es principalmente postranscripcional y depende en
gran medida del procesamiento y estabilidad de los mRNA, jugan-
do las secuencias no codificantes de la region de 3' (3-UTR) ARN
m un papel fundamental en la expresion de los genes.

El ADN nuclear en las células eucariéticas se organiza en una
estructura compleja formada por proteinas y ADN que se llama cro-
matina. La subunidad fundamental de cromatina es el nucleosoma,
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integrada por un octamero de proteinas pequenas basicas llamadas
histonas alrededor de las cuales DNA se enrolla. El octamero de
histonas consiste en dos copias cada una de las proteinas conocidas
como histonas H3, H4, H2A y H2B. Finalmente una histona dife-
rente, denominada histona HI, une los nucleosomes, y ayuda asi
a estabilizar la cromatina. E1 ADN de esta forma queda conden-
sado formando la cromatina y la accion de las histonas H1 hace
que aumente o disminuya esa condensacion a lo largo del ciclo
celular. Los cambios dinamicos en la estructura de la cromatina
desempenan un papel muy importante en la regulacion de proce-
sos ADN-dependientes tales como la transcripciéon. Generalmen-
te los nucleosomas actiian como represores de la transcripcion
ya que impide la union de los factores de la transcripcion a las
regiones del promotor. Sin embargo, los nucleosomas pueden
aproximar secuencias alejadas del ADN y permitir activar asi su
transcripcion. Modificaciones covalentes tales como la acetilacion
y la metilaciéon también influyen en la transcripcion: la acetila-
cioén se asocia a activacion, mientras que la metilacion se puede
relacionar con activaciéon o la represion. Las histonas de los tri-
panosomatidos son extremadamente divergentes de las descritas
en otros organismos, pero, al igual que en otros organismos, los
nucleosomas constituyen la unidad estructural basica de la croma-
tina. Cuando se analiza por microscopia electréonica la cromatina
de los tripanosomatidos, se puede observar que no hay condensa-
cion durante mitosis ni se forman las fibras de 30 nanémetros que
se encuentran comunmente en eucariotas superiores. De aqui se
deduce que la histona HI puede ser especialmente relevante en
dichos procesos. Cuando hemos analizado la histona H1 de Leish-
mania braziliensis, hemos observado que la region central presenta
el motivo K-[K/R]-A-A-[A/P] repetido nueve veces. Estos penta-
péptidos también se encuentran en proteinas homologas pertene-
cientes a otros organismos unicelulares repetidos en al menos en
cinco ocasiones como en Bordetella pertussis, Chlamydea pneumoniae
y Streptomyces coelicolory, curiosamente, no esta presente en las pro-
teinas de H1 de eucariotas superiores.

El papel funcional de este pentapéptido en la realizacién de
ensayos de union a ADN llevo a la conclusion de que la region
central de la histona HI de L. braziliensis parece esencial para la
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union con el ADN y probablemente esta involucrado en la realiza-
ci6én de la funcional atribuida a las proteinas histonas H 1.

Por otro lado, la produccién constitutiva de transcritos hace
que la regulacion de la expresion génica esté fundamentalmente
basada en la estabilidad de los ARNm y en la eficiencia con la que
son traducidos. En otros microorganismos se ha visto que en estos
procesos estan involucradas una serie de proteinas responsables
de esta regulacién como son el factor de elongacion 2 y el IF4a
(DEXH helicasas), entre otras.

La gran familia de proteinas helicasas son proteinas conserva-
das, cuyo papel es fundamental en un gran nimero de procesos
celulares relacionados con el procesamiento del ADN y el ARN,
algunos de los cuales estan involucrados en procesos patologicos
para humanos como cdncer y procesos de autoinmunidad. Su ti-
pica funcién es separar las hebras tanto de ADN como de ARN,
proceso que requiere la energia procedente de la hidrolisis de
ATP. También participan en otros procesos vitales para el correcto
funcionamiento celular, como es el procesamiento de ARNm vy
ARN, su transporte y degradacion y en el inicio de la traduccion.
En células humanas se encuentra formando complejos con ARN
nucleares y complejos de ribonucleoproteinas. Un grupo de estas
proteinas juega un papel fundamental en la exportaciéon nuclear
de ARN virales de retrovirus como HIV tanto sin procesar como
parcialmente procesado. Otra importante funcién es su capaci-
dad de unirse a ADN y, en especial, a regiones promotoras, lo
cual las hace proteinas primordiales en la regulacion transcrip-
cional. Este hecho ha llevado a algunos autores a demostrar su
relacion con procesos cancerosos, ya sea por su accion represora,
mediante la unién a determinados promotores como el promotor
pl6 INK4a o por su sobreexpresion como en el caso del tumor
colorrectal y su capacidad de inhibir a la proteina supresora de
tumores de mama BRCAL. Se ha relacionado con la proteina his-
tona H2AX formando parte de un complejo con actividad repara-
dora de ADN. Por ultimo, participan en el desarrollo de enferme-
dades de origen autoinmune como el lupus eritomatoso sistémico
actuando fragmentos de esta proteina como autoantigenos.

Si analizamos la secuencias de aminodacidos de estas familias de
proteinas, observamos que presentan en su extremo aminoterminal
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dos dominios de unién a ARN de doble cadena, una zona central
formada por siete motivos que constituye el dominio catalitico ti-
pico de helicasa y una region carboxiloterminal con dominios de
union a acidos nucleicos de cadena simple, que es rica en aminoa-
cidos glicinas (RGG box).

En nuestro laboratorio hemos aislado, secuenciado y caracteri-
zado el gen de la proteina DEXH helicasa de L. braziliensis. Ademas
hemos purificado la proteina recombinante y obtenido anticuer-
pos especificos frente a esta proteina. Los estudios de localizacion
que hemos realizado nos indican que se trata de una proteina de
localizacién citoplasmatica, y que se acumula en unos granulos
citoplasmaticos compatibles con los denominados granulos de estrés.
Durante el estrés provocado por el choque del calor, el estrés oxi-
dativo, la isquemia o la infeccién viral, la traduccién del mARN se
reprograma y permite la sintesis selectiva de las proteinas respues-
ta a estrés y de reparacion. Bajo estas condiciones, la traduccion
de los genes de la economia doméstica celular son secuestrados,
y los mARN sin traducir se acumulan en una estructuras citoplas-
maticas conocidas como granulos de estrés (SG). La formacion SG
se activa por la detencién de la iniciacién de la traduccion en el
ribosoma que implica la fosforilacion del elF2 o la inhibicién de
la funcion helicasa del elF4A. A su vez la fosforilacion del elF2
puede regularse por varias vias, entre ellas por las protein kina-
sas inducidas por el estrés. La sobreexpresion de algunas proteinas
de unién a mARN asociadas a los SG puede inducir o inhibir la
agregacion de los SG. Se presume que la sobre expresion de es-
tas proteinas puede perturbar el equilibrio de distribucién de los
mARN entre los polysomas y los complejos de polysomas-libres
del ribonucleoprotein (RNP) e inducir asi la formacion de SG.
En condiciones normales, la mayoria de las proteinas de unién a
ARN estan implicadas en diferentes procesos del metabolismo del
mARN, tales como la traduccion, la degradacion, la estabilidad y
la localizacién intracelular especifica.

También sabemos que los SG muestran un flujo dinamico de
proteinas y ARNm y que son los sitios en los cuales los RNP pue-
den experimentar remodelaciones estructurales y pueden ser al-
macenados, devueltos a los polysomas para su traducciéon o ser
empaquetados temporalmente para la degradacion.
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Los ARN inmediatamente después de la transcripcion se unen
a las proteinas de unién a ARN y forman los RNP. Los RNP for-
mados son esenciales en la localizacion celular, el procesamiento,
la funcion y el destino del ARN. Pues bien, todo este proceso esta
regulado principalmente por las proteinas ARN helicasas, que tie-
nen la capacidad de incorporar o retirar selectivamente proteinas
de estos complejos.

La mayoria de las ARN helicasas pertenecen a la superfamilia 2
(SF2), que se divide en tres subfamilias en funcion del motivo II:
DEAD, DEAH y DEXH.

Las proteinas de DEX (H/D) tienen capacidad para desenro-
llar el ARN de doble cadena, pero también estan implicadas en re-
modelar los RNP. Presentan una region altamente conservada que
estan relacionados con el procesamiento del ARN como la trans-
cripcion, el premRNA splicing, la biogénesis del ribosoma, la ex-
portacion del ARN y la iniciacion de la traduccién. Pero también
presentan unos dominios menos conservados, localizados en las
regiones amino y carboxilo terminal, que les aportan caracteris-
ticas y funciones especificas a cada una de estas enzimas. Estos
dominios son responsables de la especificidad del sustrato, de
la localizacion subcelular y de los requisitos de cofactores. Por
tanto, conocer los mecanismos de accion de estas proteinas serda
fundamental para entender el procesamiento del ARN y de la
relaci6én ARN-proteinas de unién. Los resultados obtenidos hasta
ahora nos indican que la localizacion es citoplasmatica, la pro-
teina recombinante tiene capacidad de unirse a ADN y ARN de
forma independiente de ATP y puede desenrollar ARN de doble
cadena y su cinética es ATP dependiente. También hemos podi-
do confirmar su participacion en los granulos de estrés de Leish-
mania brazailiensis.
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11.1. Introduccion

La esquistosomiasis es la trematodiasis humana mas importante
y, como problema de salud publica, la segunda parasitosis en im-
portancia después de la malaria. Es causada por cinco especies
del género Schistosoma. Se encuentra ampliamente distribuida a
nivel mundial afectando a 74 paises e infectando a 200 millones
de personas de 600 millones expuestas al riesgo. Las especies que
infectan al hombre son: S. japonicum, S. mansoni, S. haematobium,
S. mekong, S. intercalatum, S. bouvis, S. mattheeiy S. guineensis, pero solo
las tres primeras constituyen problemas importantes de salud pu-
blica para los humanos (WHO 2002; Losada et al. 2005). Es una
parasitosis asociada al contacto entre el hombre y algunos animales
con cuerpos de agua dulce, contaminados con larvas acuaticas deno-
minadas cercarias, provenientes de caracoles que a su vez fueron in-
fectados por heces del hombre o de reservorios animales. El hombre
es el principal responsable de su transmision, a excepcion de S. ja-
ponicum en el cual numerosas especies de animales juegan un papel
fundamental en la epidemiologia (zooantroponosis). La epidemio-
logia cambiante en la esquistosomiasis esta determinada por distin-
tos factores: las especies de Schistosoma, los hospederos vertebrados
que afecta, el mecanismo de infeccion de las aguas (heces u orina),
los factores socioculturales (pobreza, migraciones, costumbres) y los
cambios ambientales (lagos artificiales y represas, dispersion de los
caracoles, etc.), entre otros. Estas tres condiciones, contaminacion
fecal de las aguas, caracoles y uso del agua por el hombre, son los
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factores que determinan la persistencia de la esquistosomiasis en las
areas endémicas, independientemente de su ubicacién geografica.

Schistosoma mansoni es el Unico representante en América,
distribuyéndose por Brasil, Venezuela, Surinam y algunas islas
del Caribe como Guadalupe, Martinica, Reptublica Dominicana,
Puerto Rico, Santa Lucia y Antigua. En Africa, se ubica en el delta
del Nilo y en toda la region central y sur del continente, asi como
en el Oriente Medio. El hospedador intermediario es un caracol
planorbideo del género Biomphalaria, siendo B. alexandrina, B. su-
danica, B. pfeifferiy B. choanomphala los representantes en Africa y
B. glabrata, B. stramineay B. prona en América. Si bien S. mansoni
puede infectar a monos, mandriles y chimpancés en Africa y ratas
en focos aislados en América, el hombre es el principal hospeda-
dor definitivo (Kojima y MacDonald 2005).

A pesar de su alta prevalencia y efecto sobre la calidad de vida
de los habitantes, es hoy una de las enfermedades desatendidas a
nivel mundial. Inicialmente, su control se bas6 en la eliminacion
de los caracoles hospedadores intermediarios, con molusquici-
das quimicos, pero en las tres ultimas décadas se ha priorizado
la quimioterapia de la poblacién y, en mucho menor grado, las
obras de ingenieria sanitaria (puentes, lavaderos, letrinas, suminis-
tro de agua potable, etc.). La aparicion de resistencia creciente al
Praziquantel, inico firmaco antiesquistosoma en uso, aunado
al alto coste de las obras de saneamiento ambiental, han incentiva-
do el desarrollo de vacunas. Sin embargo, a pesar de los avances,
la falta de técnicas de diagnostico que demuestren cura parasito-
légica, la ausencia de modelos animales adecuados y marcadores
de proteccion, entre otros, han limitado el desarrollo de una va-
cuna. Estas han sido tres de las lineas de investigacion en las que
el equipo de trabajo ha hecho aportes con el fin de aproximarnos
al desarrollo y la posterior evaluaciéon de una vacuna.

11.2. El parasito

El complejo ciclo de este parasito comienza con la penetracion
de las cercarias, que atraviesan la piel de los hospedadores ver-
tebrados que se exponen a aguas dulces, convirtiéndose en los
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siguientes estadios larvarios denominados esquistosomulos, que
en un plazo de 6 a 10 semanas alcanzan la madurez sexual en el
sistema porto-mesentérico al comenzar la oviposicion. Los esquis-
tosomas son verdaderos hemoparasitos que, a diferencia de todos
los de su phylum, presentan sexos separados y habitan apareados
en las venas mesentéricas y la porta, eliminando sus huevos muy
cerca de las paredes del intestino grueso y el recto. De este modo,
los huevos son depositados en los tejidos de estos 6rganos, siendo
responsables de la patologia a este nivel. Aquellos huevos que se
desprenden y son arrastrados por la corriente sanguinea porto-
mesentérica terminan deteniéndose y obstruyendo las vénulas
portales. Si bien los vermes adultos llegan a consumir cantidades
sustanciales de sangre, uno de los condicionantes de anemia vy,
en segundo lugar, las cercarias-esquistosémulos pueden ocasionar
manifestaciones cutdneas y pulmonares, su papel patogénico es
secundario en ambos casos. Son los huevos los principales cau-
santes de la patologia, al condicionar la formacién del granulo-
ma bilharziano, evento central de la inmunopatologia de la es-
quistosomiasis y cuya expresion clinica dependera de los tejidos
mads afectados: intestino (esquistosomiasis intestinal), higado (es-
quistosomiasis hepatointestinal y hepatoesplénica) y, con menor
frecuencia, afecciones pulmonares y neurologicas. Si bien sigue
siendo controversial (Abath et al. 2006), la mayoria de los autores
senalan que la formacién del voluminoso granuloma inicial con
predominio de eosinofilos y posterior fibrogénesis esta condicio-
nada por una respuesta de tipo TH,, en la que predomina la pro-
duccion de IL4 e IL-13, que estimulan, a nivel de los macréfagos
y fibroblastos, la formacién de colageno por el aminoacido pro-
lina a partir de la L-arginina. Por el contrario, el IFNy y la IL-12
inhiben este proceso, asi como la presencia del receptor soluble
para IL-13 tal como ha sido demostrado en el suero de pacientes
africanos (Mentink-Kane et al. 2004). La disminucion progresi-
va del tamano de los granulomas con predominio de linfocitos
permite una mayor sobrevida del hospedero y es consecuencia
de un proceso de inmunomodulacién determinado por una res-
puesta predominante TH,. Los granulomas hepadticos condicio-
nan el bloqueo progresivo de la circulacion portal, que conlleva
a los cuadros graves de hipertensién portal que se traducen en
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esplenomegalia, varices esofagicas y hemorroidales, cuya ruptura
asociada o no a la ascitis son causa de muerte en la fase cronica de
la enfermedad (Kojima y MacDonald, 2005).

11.3. Interaccion parasito-hospedero

Este parasito exhibe un rico espectro de complejos y eficientes
mecanismos de evasion que le permiten resistir a la respuesta in-
mune (RI) de su hospedador. Entre ellos se destacan el esquisto-
somulo al producir PG, (prostaglandina que inmoviliza las c€lulas
de Langerhans que pretenden atacarlo) (Angeli et al. 2001) y en
su proceso de maduracion hasta el estadio adulto, este parasito
incrementa sus maximas capacidades defensivas a través de me-
canismos tales como la secrecion-excrecion de antigenos solubles
consumidores de anticuerpos y complemento, disfraz o mimetis-
mo antigénico produciendo moléculas similares a las de su hos-
pedero y tomando de él moléculas (grupos sanguineos, fibronec-
tina, albumina, etc.) con las que se recubre y esconde antigenos
vitales para el parasito (Cocude et dl. 1999); la adquisicién de una
doble membrana plasmatica (heptalaminar), que le permite des-
prender su capa externa cuando se fijan anticuerpos y asi evitar
su destruccion al fijar complemento; la expresion de proteasas
en su superficie con capacidad de digerir los anticuerpos que se
fijan en la membrana plasmatica (Aslam et al. 2008) y finalmente
un grupo de enzimas (glutation-peroxidasa, superéxido-dismuta-
sa, etc.) con capacidad de neutralizar los radicales de oxigeno,
toxicos para el verme adulto (Wilson et al. 2007).

Sin embargo, hay evidencias epidemiolégicas (Hagan et al.
1991) y experimentales de mecanismos efectores, con capacidad
de destruir al parasito. Los animales infectados son resistentes a
nuevas infecciones, que es lo que se denomina inmunidad conco-
mitante, que consiste en la incapacidad de destruir los gusanos ya
instalados, mientras que se establece la capacidad de eliminar las
cercarias-esquistosomulos que tratan de invadir al hospedador ya
infectado.

La RI en esquistosomiasis esta asociada con un predominio de
una respuesta TH,, caracterizada por altos niveles de IgE, aumen-
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to de IL-4 y eosinofilia; sin embargo en los humanos se ha defini-
do mas recientemente como una TH, modificada, con altos niveles
de IL-10, IgG, y moderados para IgE (Capron et al. 2005). Se ha
postulado que los antigenos alfa-1 y omega-1 del huevo, son los
responsables de modular la RI hacia un patréon TH, al inducir la
secrecion de IL-4 y la degranulacion de los basofilos en humanos
y ratones (Everts et al. 2009). En humanos, se ha demostrado la
presencia de células T reguladoras y macréfagos supresores, que
pudieran ser los responsables de modular la RI y los procesos in-
flamatorios (Aldrey et al. 1988), no solo contra el propio parasito
sino también contra otros antigenos de agentes infecciosos y no
infecciosos (Maizels y Yazdanbakhsh 2003). En general se acepta
que la inmunidad protectora esta dirigida principalmente contra
los esquistosémulos, siendo mds vulnerables a la inmunidad pro-
tectora durante las primeras 72 horas pospenetracion de las cerca-
rias. En el caso de los vermes adultos solo se ha podido demostrar
una inmunidad antifecundidad que, al disminuir la produccién
de huevos, disminuye la patologia.

La respuesta inmune protectora en el humano parece ser de
predominio TH,. Se considera que la citotoxicidad mediada por
células y dependiente de anticuerpos (ADCC: antibody dependent
cytotoxicity) en la que intervienen anticuerpos de las clases IgG
(IgG, e IgG,) e IgE y células (eosinofilos, macrofagos, plaquetas,
mastocitos y neutrofilos) es el mecanismo efector mas eficiente
contra los esquistosomas. Las IgM e IgG tienen un papel dual ya
que pueden actuar tanto como anticuerpos protectores como blo-
queadores, como son las subclases IgG, e IgG,, que actian como
anticuerpos bloqueadores y que corresponden a los isotipos pre-
dominantes en ninos, de alli su mayor susceptibilidad. Se ha de-
terminado que, mas que los niveles individuales de cada isotipo,
es el balance IgE/IgG, el determinante en el grado de resistencia
a la infeccién. La IgA también ha sido relacionada con protec-
cion, especialmente relacionada con anticuerpos antifecundidad
en humanos. Adicionalmente, se ha postulado que el TNF-a y el
oxido nitrico (TH,) producidos por las células endoteliales espe-
cialmente en pulmon juegan un papel accesorio en la destruccion
de los esquistosomulos en su transito desde la piel hasta el higado
(Wynn et al. 1994).
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11.4. Antigenos como candidatos vacunales

Si bien se han utilizado antigenos crudos de estadios de cercaria-
esquistosomulo y vermes adultos, los resultados de proteccion
han sido muy bajos, con excepcion del uso de cercarias irradiadas.
Con esta estrategia se han logrado las mas altas eficacias (48-91%)
(Kariuki et al. 2004), no obtenidas hasta ahora con antigenos pu-
rificados. A pesar de su alta eficacia, esta aproximacién no es fac-
tible de ser aplicada en humanos por los riesgos que conlleva. Es
por ello que se ha venido haciendo énfasis en moléculas puras o
segmentos de los mismos, producidos como moléculas recombi-
nantes, péptidos sintéticos o como vacunas de ADN (Noya et 4l.
2007).

La seleccion de antigenos o subcomponentes de valor protecti-
vo se ha basado en cuatro premisas fundamentales:

1. Reconocimiento diferencial de antigenos entre hospeda-
dores permisivos versus no permisivos y entre personas re-
sistentes y susceptibles.

2. Bloqueo de moléculas funcionales presentes tanto en adultos
como en la cercaria/esquistosomulo. Entre ellas se encuen-
tran enzimas responsables de la nutricion y metabolismo
(catepsina B, D, L, gliceraldehido-3-fosfato-dehidrogenasa-
G3PDH, aspariginil endopeptidasa, triosa-fosfo-isomerasa-
TPI); enzimas responsables de la detoxificacion de radicales
de oxigeno (glutation-S-transferasa-Sm28GST, tioredoxina,
superoxido-dismutasa-SOD); enzimas involucradas en la in-
vasion tisular (elastasa, catepsina B, etc.).

3. Reconocimiento y alteracion de moléculas estructurales,
particularmente de componentes de la membrana plasma-
tica (paramiosina, tetraspaninas, Sm23).

4. En nuestro caso, hemos anadido como estrategia la selec-
cién de moléculas que interactian con otras, pudiendo in-
terferir simultineamente en varios puntos del metabolismo
del gusano, bajo el concepto del interactoma.
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En el cuadro 11.1 se resumen las caracteristicas mas resaltan-
tes de los principales antigenos vacunales estudiados hasta ahora.
Sin embargo, las eficacias obtenidas en los modelos animales es-
tudiados no sobrepasan el 40%, con excepcion de los resultados
preliminares con tetraspaninas, que superan el 50% (Tran et al.
2006). De todas las moléculas estudiadas, solo la Sm28GST como
molécula recombinante ha pasado de los modelos experimenta-
les a humanos, en estudios de proteccion para S. haematobium. To-
davia no hay resultados de eficacia de estos estudios en Africa, si
bien ya ha demostrado ser inmunogénica y bien tolerada (Capron
etal. 2005).

11.5. Resultados preliminares obtenidos
por nuestro grupo

En nuestro caso hemos optado por utilizar la estrategia de sinte-
sis quimica de péptidos, tal como se ha usado en otros modelos
parasitarios con éxito (Patarroyo et al. 1988). Asimismo, ademas
de las cuatro aproximaciones descritas previamente para definir
potenciales blancos inmunoprofilacticos, nos hemos planteado
que la vacuna debe ser multicomponente, con el objeto de tra-
tar de bloquear o afectar simultineamente distintas moléculas o
vias metabdlicas del parasito y minimizar las posibles estrategias
de escape inmunolégico que pudiera utilizar este complejo pa-
rasito. Los antigenos evaluados hasta ahora en nuestro laborato-
rio en el modelo murino son las catepsinas B (Sm31), Dy L, la
asparraginil endopeptidasa (Sm32), la Sm28TPI, la Sm28GST,
la elastasa y la paramiosina. Se seleccionaron regiones de estas mo-
léculas que cumplieran las siguientes caracteristicas: ser inmuno-
génicas segun algoritmos predictivos (Antheprot) que determinan
las regiones hidrofilicas y expuestas; que correspondan a secuen-
cias heterélogas con la molécula correspondiente del humano;
ser buenos epitopes T (Rammensee et al. 1999) y, en el caso de
ser moléculas funcionales y cristalizadas, se priorizaron aquellas
regiones cercanas al sitio activo. Como inmunégenos se utilizaron
péptidos sintetizados quimicamente por la estrategia t-boc y en
forma polimerizable al anadir los aminoacidos CG y GC en los
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extremos amino y carboxi terminales (Patarroyo et al. 1988; Noya
et al. 2003). Estos péptidos fueron inoculados individualmente o
en mezclas, utilizando Adyuvante Completo (ACF) e Incompleto
de Freund (AIF) (esquema 11.1), por via subcutanea. En dos pro-
tocolos de vacunacion independientes utilizamos dos adyuvantes
que preferencialmente potencian una Rl de tipo TH, ellos son el
oligonucleétido CpG (CpG ODN de Invitrogen, EE. UU.) y coclea-
to (AFCol del Instituto Finlay de Cuba). AFPLI es un proteoli-
posoma de la membrana externa de Neisseria meningitidis B vivas y
su derivado el cocleato (AFCol), es uno de los adyuvantes actual-
mente en estudio (Pérez et al. 2007). Los péptidos han resultado
ser inmunogénicos y en la mayoria de los casos, los anticuerpos
generados reconocieron a la molécula originaria (Noya et al.
2003; Chacon et al. 2003). De ellas, solo hemos obtenido nive-
les de proteccién con péptidos de las moléculas Sm32, Sm28GST,
TPI y paramiosina superiores al 50%), utilizando ACF y AIF. Por el
contrario, empleando los mismos péptidos, no obtuvimos eficacia
cuando se us6 como adyuvantes CpG o Cocleato. Los péptidos
derivados de la Sm32 yla Sm28GST no solo fueron eficaces en dis-
minuir el ndmero de vermes adultos, sino que también redujeron
la fecundidad de los mismos, al disminuir significativamente el
numero de huevos/verme adulto depositados en higados e intes-
tinos. En los ensayos realizados no obtuvimos correlacion entre ti-
tulos de anticuerpos y proteccion. Este resultado pudiera deberse
a la participaciéon de otros mediadores de la RI. Adicionalmente,
al comprobar mediante proteémica la presencia de siete isomeros
de la Sm28GST, pudiéramos inferir que los anticuerpos genera-
dos contra los péptidos de la Sm28GST no reconozcan e inhiban
a todas las isoformas de este grupo enzimatico.
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ESQUEMA 11.1: Ensayo de proteccién de ratones

(n=22)

Sangria pre-inmunizacion

Inmunizacion subcutanea
con péptidos + Adyuvante
(15 ug/péptido/dosis)

Dias: 0, 15, 30, 45 y 60

Grupo control: Inmunizacién
s6lo con Adyuvante

&

Inmunogenenicidad de los ’ Reconocimiento prot. orig. en AVA
péptidos sintéticos

Plasma Plasma

A 4

‘ Infeccion 100 cercarias ‘

No Si
8 sem L
¢PROTECCION? Ensayo inhibicién
Hepato y esplenomegalia, l
Huevos/g heces, Lo
Huevos /gg higado Péptido(s) Responsable(s)
N° vermes, Fecundidad del reconocimiento

Nota: MABA: Multiple Antigen Blot Assay; WB: Western Blot; AVA: Antigeno Soluble de
Verme Adulto.

A excepcion de la paramiosina, todas son moléculas que estan
también presentes en los humanos, por lo que resolvimos analizar
la posible reactividad cruzada con la GST humana. Por Western
blot, confirmamos que, al menos en el caso de esta enzima, los
ratones inmunizados con los péptidos de la Sm28GST no reco-
nocieron a la enzima de origen humano, ni el suero de conejos
inmunizados con la GST de origen humano reconocieron a los
péptidos de S. mansoni.

Debido a la posibilidad de que las regiones seleccionadas no
estuvieran conservadas en todos los aislados de esta especie y a
que existen muy pocas cepas de laboratorio de S. mansoni disponi-
bles en el mundo, decidimos resolver esta interrogante utilizando
sueros de animales infectados con otras especies del género Schis-
tosoma de los grupos Mansoni'y Haematobium, contra el antigeno
de verme adulto (AVA) y los péptidos de S. manson: utilizados en
las inmunizaciones. El reconocimiento de algunas de las molécu-
las y péptidos de S. mansoni por sueros de animales infectados con
especies de Schistosoma alejadas filogenéticamente nos permitio
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concluir que las secuencias seleccionadas debian corresponder a
regiones conservadas. La mayor reactividad cruzada se observo
con S. rhodainiy S. guineensis (Losada et al. 2005).

En la busqueda de nuevos antigenos candidatos a ensayos de
vacunacion se han realizado estudios en colaboracién con el gru-
po del doctor Italo Césari (IVIC, Venezuela), utilizando antige-
nos del tegumento de S. mansoni extraido con butanol y ACF y
AIF como adyuvantes. Este material enriquecido en actina y algu-
nas enzimas del tegumento del verme adulto [fosfatasa alcalina
(FAL), fosfodiestererasa (FDE o SmNPP-5), fosfatasa acida (FAC),
Ca*-ATPasa y acetilcolinesterasa (AChE) (Cesari, Simpson vy
Evans, 1981) ha inducido niveles de proteccion significativos en
ratones C57BL/6 (Guidenn Sulbaran 2009)].

Son multiples las aproximaciones que se pueden plantear para
el desarrollo de una vacuna contra un complejo hemoparasito
macroscopico, que despliega un abanico tan amplio de estrategias
de evasion, destacandose los eficientes mecanismos de inmuno-
modulacién, que limitarian la eficacia de eventuales vacunas. Es
por ello imprescindible plantearse la utilizaciéon de un conjunto
de blancos funcionales del parasito, reunidos en una vacuna mul-
ticomponentes, que necesariamente debe ser asociada a la admi-
nistracion de quimioterapia antiesquistosoma de la poblacion va-
cunable, con el objeto de evitar que los infectados no respondan
adecuadamente al inmunoégeno seleccionado.
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12.1. Introduccion

La leishmaniasis es un conjunto de enfermedades producidas
por protozoos parasitos del género Leishmania, pertenecientes
a la familia de los tripanosomatidos (Killick-Kendrick 1990). Se
transmite mediante la picadura de un mosquito hematéfago de
la subfamilia Phlebotominae, de la que se conocen 70 especies capa-
ces de transmitir la enfermedad. Existen fundamentalmente tres
presentaciones clinicas dependiendo de las especies implicadas y
de la respuesta inmune del hospedador: cutanea, mucocutanea
y visceral. Esta ultima esta producida por L. infantum y es mor-
tal sin tratamiento. Es una enfermedad endémica que afecta a 15
millones de personas, con 2 millones de nuevos casos al ano, en
88 paises de las zonas tropicales y templadas (el 90% de ellos en
vias de desarrollo) (Desjeux 1996). Debido a su incremento de
la prevalencia en los ultimos anos, ha sido declarada como en-
fermedad emergente por la Organizacion Mundial de la Salud y
se ha descrito como pardsito oportunista en personas inmunode-
primidas, fundamentalmente en enfermos de sida (Pasquau et al.
2005). Es una enfermedad endémica en la cuenca mediterranea
y en Espana la leishmaniosis visceral se considera un problema de
salud publica, siendo el perro, del que hay aproximadamente siete
millones de animales censados en el pais, el reservorio de la enfer-
medad; en este hospedador los porcentajes de infestacion varian
entre el 10y el 25%, con zonas de incidencia mas elevada, hasta un
34% (Amela et al. 1995).

[185]
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Leishmania es un protozoo parasito que presenta un ciclo bio-
légico digenético, en el que se alternan fundamentalmente dos
estadios durante su diferenciacion: la forma extracelular o pro-
mastigote que se desarrolla en el insecto vector y la forma intrace-
lular o amastigote que se desarrolla en el hospedador mamifero.

Durante el ciclo biolégico, el insecto vector, cuando ingur-
gita sangre para su alimentacion, inocula al hospedador mami-
fero los promastigotes metaciclicos que tiene en la probdscide.
Estos promastigotes son fagocitados por los macréfagos donde
se diferencian a la forma intracelular o amastigote. Los amasti-
gotes se liberan a la sangre cuando, por su multiplicacién, co-
lapsan el macrofago, e inmediatamente infectan a otros fagoci-
tos, aumentando la carga parasitaria del hospedador. Cuando
otro flebotomo ingiere sangre de un hospedador infectado, los
amastigotes son liberados en el interior del tubo digestivo y se
transforman de nuevo en promastigotes, con lo que se cierra el
ciclo biolégico (esquema 12.1).

ESQUEMA 12.1: Ciclo biolégico de Leishmania
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La mayor parte de los estudios realizados sobre la respuesta del
sistema inmune frente a la leishmaniasis se han llevado a cabo en
el modelo murino (BALB/c) (Heinzel et al. 1991). Estos estudios
han permitido determinar que mutantes defectivos en las molé-
culas de clase II del MHC (Complejo Mayor de Histocompatibili-
dad) son incapaces de controlar la infecciéon por el parasito y su
multiplicacion, sugiriendo que las células T restringidas para las
moléculas de clase II del MHC son esenciales para la resistencia
frente al parasito. Parece claro que existe una dicotomia Thl/
Th2 en la respuesta inmune que determina resistencia o suscepti-
bilidad (Sacks y Noben-Trauth, 2002). El predominio de la subpo-
blaciéon Th1 indica resistencia a la infeccion y el de la poblacion
Th2 se correlaciona con la aparicién de la enfermedad. En el caso
de la leishmaniasis canina, los mecanismos inmunolégicos que se
desarrollan durante la infeccién por Leishmania no se conocen en
profundidad, debido a la gran variabilidad genética que presentan
estos animales, ademas de las dificultades que entrana la investiga-
cion con el modelo canino; parece que se da una respuesta mixta
entre las dos subpoblaciones Thl y Th2 (Ramos et al. 2008).

Una vez instaurada la enfermedad, solo el tratamiento farma-
cologico se muestra, hasta el momento, efectivo, aunque presenta
efectos secundarios y problemas de recidivas como esta sucedien-
do en India, Bangladesh y Sudan fundamentalmente (en este ulti-
mo pais se han registrado 100.000 muertos por leishmaniasis en la
ultima década). Urge, por tanto, la obtencién de una vacuna que
resulte efectiva frente a la enfermedad.

El laboratorio de Parasitologia Molecular del Centro de In-
vestigaciones Biologicas (CIB) del Consejo Superior de Investi-
gaciones Cientificas (CSIC) ha desarrollado una vacuna de ADN
protectora frente a la leishmaniasis canina basada en el gen que
codifica el antigeno LACK, analogo del receptor de la proteina
quinasa C activada, que induce un 70% de proteccién frente
a una infeccién experimental por L. infantum. Es una vacuna
en la que se utilizan dos vehiculos recombinantes: el plasmido
PORT (una modificacién del plasmido pClneo) en la primera
dosis y un virus vaccinia Ankara modificado en la segunda dosis
de inmunizacién (Ramos et al. 2008). Esta vacuna nos ha per-
mitido determinar la relaciéon que existe entre la induccion de
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una respuesta Th1 y la resistencia a la infeccion, asi como los pa-
rametros utilizados para determinar si la respuesta desarrollada
después de la infeccion experimental es protectora (Ramos et
al. 2008, 2009). Los resultados obtenidos mostraron que en los
perros vacunados existia una disminucién de la sintomatologia
y de la carga parasitaria, un incremento del nivel de activaciéon
celular en los principales 6rganos diana del parasito, médula
6sea y ganglio linfdtico, frente a antigenos especificos de Leis-
hmania, un incremento de anticuerpos especificos IgG2 y, por
ultimo, un aumento de la expresion de las citoquinas relaciona-
das con la respuesta Thl, como son la interleuquina 12 (IL-12)
y el interfer6on gamma (IFNvy) (Ramos et al. 2008). También se
observo que se produce una disminucién en la produccion de
la interleuquina 10 (IL-10), lo que sugiere que se esta produ-
ciendo una inhibicién de la respuesta Th2 inicial en los perros
protegidos.

Con objeto de mejorar el nivel de proteccion obtenido hasta
el momento y de evitar la utilizacion de un virus recombinante
en la segunda dosis de inmunizacién, nos planteamos desarrollar
una nueva vacuna que incluya genes candidatos que codifiquen
antigenos responsables de la activacion de tipo protector (Thl)
en el mamifero reservorio de la enfermedad en nuestro ambien-
te geografico, el perro. Para ello, en el laboratorio de Parasito-
logia Molecular del CIB se estd llevando a cabo el estudio de los
perfiles de expresion génica en los procesos de diferenciacion de
L. infantum para la seleccion de genes relacionados con la infec-
tividad del protozoo, a partir de la construcciéon de microarrays de
ADN a partir de una genoteca completa de L. infantum obtenida
por fragmentacion al azar en la que se contemplan los aproxi-
madamente 8.300 genes que tiene este parasito (Alcolea et al.
2009). En los microarrays se imprimieron los productos de PCR
purificados de las amplificaciones de los insertos seleccionados
con un unico par de oligonucle6tidos (m13pUC18F23 y m13pU-
C18R23). El resto de microarrays existentes de diferentes especies
de Leishmania son parciales y/o de oligonucleétidos en los que se
contemplan solo los genes predichos en el proyecto genoma de
L. infantum (Rochette et al. 2009). Gracias a que disponemos
de los microarrays a partir de la genoteca completa, hemos detec-
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tado que no han sido localizados atin todos los genes del parasito
en la secuencia del proyecto genoma. Por otra parte también nos
planteamos estudiar los mecanismos de proteccion desarrollados
por el hospedador mamifero frente al protozoo parasito para lo
que se determinaran los perfiles de expresion génica en las célu-
las de uno de los principales 6rganos diana del parasito, el ganglio
linfatico, lugar preferente para la presentacion de antigeno. Para
este ultimo estudio se utilizaron microarrays comerciales de oligo-
nucleoétidos de perro.

En un estudio de expresion génica diferencial se sigue el si-
guiente protocolo (esquema 12.2). Se basa fundamentalmente
en la cuantificacion relativa de los ARN transcritos mediante la
comparacion de los ARNm aislados de las dos muestras biologicas
para comparar. En primer lugar, se realiza la extraccion del ARN
total de las dos muestras que se quieren comparar, se comprueba
la calidad en un bioanalizador y se lleva a cabo la amplificacién
del ARNm, ya que normalmente la concentraciéon que se obtiene
es demasiado baja para realizar la posterior hibridaciéon con los
microarrays. Seguidamente se realiza la sintesis de los correspon-
dientes ADNc incorporando dos moléculas fluorescentes; funda-
mentalmente para este tipo de ensayos se utilizan las cianinas Cy3
(verde) y Cyb (rojo), seguin corresponda para cada comparacion
transcriptomica. Estos fluoréforos cumplen una serie de condi-
ciones: son fotoestables, tienen una elevada intensidad de fluo-
rescencia, presentan un espectro de fluorescencia bien separado
y son, por tanto, resistentes al fotobleaching o apantallamiento. Se
realiza una hibridacién conjunta de las dos poblaciones de ADNc
(una marcada con Cy3 y la otra con Cyb) con los microarrays de
ADN, utilizando tres réplicas para cada experimento. Se analizan
las intensidades de fluorescencia con un escaner y se recogen los
datos en un software adecuado obteniéndose un cédigo de colo-
res. En la imagen combinada de colores el rojo indicaria que la
cantidad de ADNc de una de las muestras que ha hibridado en
ese punto es mayor que la de la muestra que se debe comparar, el
color verde indicaria lo contrario y el color amarillo, que no hay
cambios, es decir, que los genes en ese punto estdn regulados de
igual forma (Ehrenreich, 2006).
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ESQUEMA 12.2: Analisis de la expresion génica diferencial mediante

microarrays de ADN
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Por ultimo se realiza una normalizacion de los datos de in-
tensidad de fluorescencia y las desviaciones tipicas y se aplica
un contraste de hipotesis con un test estadistico como la t de
Student (esquema 12.2). Los requisitos que utilizamos para la
seleccion de spots son: los valores de cociente de intensidades
de fluorescencia (Cyb/Cy3 si Cyb > Cy3; -Cy3/Cyb si Cyb < Cy3)
deben ser F = 1,7; la intensidad de fluorescencia para uno de los
fluoréforos debe ser al menos 10 veces superior al valor medio
del background (4000 UF) y el valor de significacion estadistica p
< 0,05 (grafico 12.1).



LA GENOMICA APLICADA A LA DETECCION DE GENES... [ 191 ]

GRAFICO 12.1: Scatter plot medio de las tres réplicas del analisis de
hibridacion por microarrays del perfil de expresion
de los promastigotes prociclicos y metaciclicos
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Nota: (A) intensidad versus intensidad de fluorescencia en escala logaritmica en base 2, (B) scatter
plot M/A. M = (log2 Ri-log2Gi) y A =[(log2Ri+log2Gi)/2], donde R y G son respectivamente la
intensidad de fluorescencia de Cy5 y Cy3.

Cada punto seleccionado se corresponde con un spot (punto)
del arrayy, en nuestro caso, con un clon de la genoteca. Los extre-
mos de los insertos contenidos en los clones de la genoteca selec-
cionados en los anadlisis de expresion fueron secuenciados con el
mismo par de oligonucleétidos que se utilizé para su amplificacion
durante la construccion de los microarrays. La Gltima etapa es el
ensamblaje y alineamiento de las secuencias de los extremos de los
clones con las secuencias genémicas anotadas en el proyecto ge-
noma de L. infantum para determinar qué genes estan diferencial-
mente expresados. En la estrategia de ensamblaje de secuencias se
siguieron varios requisitos que tenian que cumplir las secuencias
para su seleccion. Se pusieron varios filtros entre los que desta-
can: valor e < le-100 para ambos alineamientos, una orientacion
convergente (antiparalela) entre las secuencias de ambas hebras
del mismo cromosoma y una longitud maxima de 12 Kpb entre
los extremos del inserto de cada clon. Por ultimo, en nuestro caso
comprobamos que la estrategia de secuenciacion, ensamblaje y
alineamiento no esta afectada por inserciones y deleciones entre
nuestro aislado de L. infantum y el secuenciado en el proyecto
genoma (Alcolea et al. 2009).

Los resultados de expresion génica se deben confirmar con
otra técnica como la PCR cuantitativa en tiempo real o la técnica
de Northern blot. Ademads en algunos clones aparece mds de un so-
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lapamiento con genes anotados; en estos casos, también es nece-
sario realizar un andlisis de expresion adicional para determinar
qué genes estan diferencialmente expresados, en nuestro estudios
se realizan analisis de PCR cuantitativa a tiempo real.

La interpretaciéon del conjunto de datos de genes diferencial-
mente expresados se lleva a cabo mediante el analisis de térmi-
nos de procesos biologicos y funciones moleculares de la base de
datos Gene Ontology (GO), que constituyen una nomenclatura
controlada. Este analisis funcional se ha realizado mediante el
programa informatico BLAST2GO, con el que se obtienen grafi-
cos aciclicos directos (DAG), que relacionan los términos de fun-
ciones moleculares y procesos biologicos que se encuentran en el
conjunto de genes analizado.

Esta metodologia la hemos llevado a cabo tanto para el estudio
de los perfiles de expresion génica en los procesos de diferencia-
cion de L. infantum, como para estudiar la influencia de forma
aislada y/o combinada de los principales procesos implicados en
la diferenciacion del parasito.

12.2. El uso de los microarrays en la expresion génica
diferencial entre las diferentes fases del ciclo
biologico de L. infantum

En el laboratorio hemos llevado a cabo el analisis de los perfiles
de expresion génica en la diferenciaciéon global de L. infantum.
Para ello, hemos comparado promastigotes en fase logaritmica
versus fase estacionaria, promastigotes en fase estacionaria ver-
sus amastigotes intracelulares, amastigotes intracelulares versus
promastigotes en fase logaritmica y la subpoblacién en fase esta-
cionaria PNA-versus subpoblacion PNA*, mediante la utilizacion
de los microarrays genémicos completos del parasito, descritos an-
teriormente.

Como se ha indicado, Leishmania presenta en su ciclo biologico
una fase extracelular, promastigote que vive en el tubo digestivo
del insecto vector, donde se diferencia y adquiere la capacidad
infectiva progresivamente a la vez que migra hacia la probéscide,
pasando de promastigotes prociclicos, no infectivos, a promastigo-
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tes metaciclicos, infectivos. En el laboratorio se pueden mimetizar
in vitro los procesos de desarrollo de los promastigotes en el tubo
digestivo del vector, obteniéndose promastigotes prociclicos (en
fase logaritmica) y promastigotes metaciclicos (en fase estaciona-
ria). En el caso de los amastigotes, las formas intracelulares que se
desarrollan en el interior del hospedador mamifero se obtuvieron
in vitro mediante infecciones de macrofagos de una linea celular
humana, la U937. Estos amastigotes intracelulares se diferencian
tanto desde el punto de vista de la expresion génica como en la
morfologia de los amastigotes axénicos o amastigotes-like. Con el
analisis de expresion génica global de las diferentes fases del ci-
clo biologico se detectaron unos 300 genes (aproximadamente
un 3%) diferencialmente expresados entre las distintas fases del
ciclo biolégico, cifra que coindice con otros trabajos realizados
con microarrays en Leishmania debido a la expresion constitutiva
que presenta este parasito (Leifso et al. 2007).

Como hemos comentado anteriormente, mediante la utiliza-
cion de programas informaticos como BLAST2GO vy la base de
datos de GO, podemos relacionar los genes inducidos en cada
condicion con funciones moleculares y con procesos biologicos
definidos. Asi, los datos muestran que se inducen genes compo-
nentes del ribosoma y cuatro factores traduccionales en general
en promastigotes frente a amastigotes. Estos términos de procesos
biolégicos estdn relacionados con las funciones moleculares de
constitucion estructural de los ribosomas y uniéon al ARN. Por otra
parte, en los estadios en division (promastigotes en fase logaritmi-
ca'y amastigotes) se sobreexpresan genes relacionados con proce-
sos biosintéticos celulares y otros procesos metabolicos. Ademas
también observamos que la mayoria de los genes inducidos en
amastigotes estan subexpresados en comparaciéon con los promas-
tigotes (Alcolea et al. 2010b). Lo hemos corroborado aplicando el
test de la distribuciéon binomial con nuestros datos y los descritos
por otros autores.

Ademas de tener una vision general de la regulacion de la expre-
sion génica en el ciclo biologico de Leishmania, nos planteamos la
busqueda de genes relacionados con la infectividad analizando
las diferencias de expresion génica entre dos subpoblaciones de
promastigotes en fase estacionaria, aislando promastigotes proci-
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clicos y metaciclicos, siendo estos ultimos los infectivos. Tomamos
los promastigotes en el dia 7 de cultivo e hicimos una seleccion
negativa con un aglutinina de cacahuete (PNA) que nos permi-
ti6 separar una poblacion de promastigotes (aproximadamente
un 1%) PNA- (metaciclicos) de los PNA* (prociclicos) que si aglu-
tinan con PNA, ya que no tienen bloqueados los residuos latera-
les D-galactosa por D-arabinosa en el lipofosfoglicano (LPG) de
la superficie del parasito, como ocurre en los metaciclicos. No es
posible esta separacion en todas las especies de Leishmania; en
L. braziliensis aglutinan las dos formas, y es necesaria la utilizacion
de otra aglutinina para la separacion; en el caso de L. major; si esta
descrita la separacion con PNA como marcador de metaciclogé-
nesis (McConville et al. 1992). Se sigui6 el mismo protocolo des-
crito anteriormente y se obtuvieron un total de 317 genes diferen-
cialmente regulados. La relacion de las funciones de los distintos
genes regulados diferencialmente mediante la utilizacién del pro-
grama informatico BLAST2GO se muestra en el esquema 12.3.

ESQUEMA 12.3: Perfiles de expresién génica diferencial
en promatigotes PNA* y PNA
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En cuanto a las funciones moleculares se destaca que en los pro-
mastigotes prociclicos PNA* estan inducidos genes involucrados en
la actividad del factor de elongacién de la traduccién, funcién estruc-
tural del ribosoma y unién a ARN, lo que sugiere que la expresion
génica es mas activa en el estadio prociclico en el cual el parésito se
esta diferenciando, al contrario de los promastigotes metaciclicos,
que no se dividen. En cuanto a los procesos biologicos en PNA' se
inducen genes relacionados con el ensamblaje de ribosomasy genes
que intervienen en el desarrollo y en los metaciclicos genes relacio-
nados con la respuesta al estrés y la proteolisis (grafico 12.2).

GRAFICO 12.2: Funciones moleculares y procesos biolégicos de los genes
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En los promastigotes PNA™ metaciclicos, entre otros genes, se
inducen algunos que codifican para moléculas constituyentes del
glicocdlix o necesarias para su biosintesis. También se induce una
cisteina proteasa (CPA), descrita como factor de virulencia en
L. mexicana (Mottram et al. 2004) y la tirosina aminotransferasa
(TAT) que interviene en una ruta metabdlica cuyo producto final
es el p-hidroxifenil-piruvato (p-HPL) que esta descrito, en este
caso en otro tripanosomatido, Trypanosoma cruzi, como factor de
virulencia (Nowicki y Cazzulo 2008).
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Para corroborar que las dos subpoblaciones eran distintas,
ademds de comprobar la mayor infectividad de los promastigo-
tes metaciclicos PNA-, se estimularon cultivos de la linea celular
U937 con PMA para ser posteriormente infectados con promas-
tigotes PNA* y PNA™ (grafico 12.3). Se recogieron muestras a las
0, 24, 48 y 72 horas para realizar preparaciones con Giemsa y asi
poder realizar recuentos para calcular el porcentaje de células
infectadas y el nimero de amastigotes por célula infectada en
cada caso. Se observo que a las 24 y 48 horas de post-infeccion
las diferencias entre las dos subpoblaciones eran significativas,
observando que la poblacién de promastigotes PNA~ era mas in-
fectiva que la de los PNA". Para analizar las diferencias entre los
dos grupos, se aplico el test de la t de Student pareado, ya que
son subpoblaciones del mismo cultivo.

GRAFICO 12.3: Resultados del nivel de infeccion de promastigotes
prociclicos y metaciclicos
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Podemos concluir que las células PNA- que presentaban una
expresion génica diferente de la poblacion general de promasti-
gotes estacionarios con sobreexpresion de genes que estdn rela-
cionados con el estrés celular y con la biosintesis de la cubierta
exterior del protozoo son claramente mas infectivos. Por tanto la
aglutinaciéon con PNA se considera un marcador de metaciclogé-
nesis en L. infantum (Alcolea et al. 2009). La comparacion trans-
criptomica de las dos subpoblaciones nos ha permitido la selec-
cién de genes candidatos que codifiquen antigenos relacionados
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con la infectividad del parasito para el diseno de una nueva vacu-
na frente la leishmaniosis canina.

12.3. La expresion génica diferencial entre
promastigotes y amastigotes de L. infantum.
Efecto del pH y la temperatura

Ademais de llevar a cabo el estudio de los perfiles de expresion
génica diferencial entre las distintas fases del ciclo biologico de
L. infantum, nos planteamos estudiar la influencia aislada y/o
combinada de los principales factores implicados en la diferencia-
cion del promastigote a amastigote.

Como hemos comentado anteriormente, la diferenciacion
tiene lugar en la vacuola parasit6fora o fagolisosoma en el inte-
rior de los macrofagos del hospedador mamifero en el que se da
un ambiente hidrolitico con un pH acido (4,5-5,5) y una tem-
peratura de 35-37 °C. Las condiciones que se dan en el interior
del fagolisosoma se pueden mimetizar ¢n vitro para el cultivo
axénico de amastigotes; sin embargo, como hemos comentado,
estd descrito que los amastigotes axénicos son diferentes de los
intracelulares. De hecho muchos autores los denominan amas-
tigotes en cultivo o amastigote-like (Somanna et al. 2002).

En el laboratorio hemos llevado a cabo el analisis de las va-
riaciones del transcriptoma de L. infantum en la diferenciacion a
amastigote modificando de forma aislada y/o combinada el pH
y la temperatura del medio de cultivo. Se han definido los gru-
pos experimentales y el control del siguiente modo: 37 °C/pH
4.5 (grupo AT/ApH), 37 °C/pH 7.2 (grupo AT), 27 °C/pH 4.5
(ApH) y 27 °C/pH 7.2. CC (grupo control). Todos los cultivos
de los cuatro grupos se iniciaron con la misma densidad celular
y se modificaron las condiciones el dia cuatro de la curva de cre-
cimiento (grafico 12.4). Observamos que la acidificaciéon (grupo
ApH) disminuye la proliferacién celular tanto a 27 °C como a 37
°C (grafico 12.4) (Alcolea et al. 2010a).
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GRAFICO 12.4: Curva de crecimiento de los grupos con variaciones

en pH y/o temperatura y el grupo control
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Como primera aproximacion al estudio de las formas gene-
radas por la influencia de la temperatura y el pH de forma com-
binada, se realizaron ensayos de inmunofluorescencia para la
deteccion de la glicoproteina de 46 KDa (gp46), también deno-
minada antigeno de superficie del promastigote 2 (PSA2), ya que
se expresa solo en este estadio (Kahl y McMahon-Pratt 1987). Se
detect6 reaccion con el anticuerpo monoclonal anti-gp46 en to-
dos los grupos excepto en el AT/ApH. Los datos indicaron que,
modificando de forma combinada pH y temperatura, se obtienen
formas mas proximas al estadio amastigote que en el grupo ATy
ApH a los cuatro dias de tratamiento. Ademas pudimos compro-
bar que la morfologia de las células del grupo AT/ApH es esférica
o cuasi esférica y un porcentaje de ellas presentaban una parte de
flagelo emergente, formas similares a amastigotes o amastigote-like,
en las que se comprob6 también la expresion del gen A2, especi-
fico de amastigotes.

Para el andlisis de los perfiles de expresion génica mediante los
microarrays de ADN descritos anteriormente en la diferenciacion
del promastigote a amastigote y la influencia de los principales
factores implicados, se tomaron muestras de todos los cultivos de
todos los grupos CC, AT/ApH, AT y ApH y se siguieron los mis-
mos pasos que en el experimento anterior.
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Ademas de relacionar los genes inducidos en cada condicién
con funciones moleculares y con procesos biologicos definidos me-
diante la utilizacion de programas informaticos como BLAST2GO
y la base de datos de GO como hemos comentado anteriormente,
se realiz6 un analisis multivariante denominado analisis en serie de
microarrays (SAM) para comparar simultaneamente los tres perfiles
de expresion observados, correspondientes a AT/ApH, AT y ApH.
De este modo, se consiguieron agrupar todos los clones selecciona-
dos en los tres analisis de microarrays y, posteriormente, se realizo
un analisis de clustering jerarquico support Tree (HCL-ST) para cada
grupo de clones. Este analisis nos permitié confirmar que el perfil
de expresion génica del grupo en el que se modificé inicamente
la temperatura y en el que se modificaron simultinemente tem-
peratura y pH presenta una similitud mucho mayor que el perfil
observado en la condicion en el que solo se modificé el pH (gra-
fico 12.5). Es decir, la temperatura tiene mayor relevancia que el
pH en la diferenciacién del promastigote a amastigote (Alcolea
etal. 2010a).
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GRAFICO 12.5: Analisis en serie de microarraysy clustering jerarquico
de los genes diferencialmente expresados en ATApH,

ATy ApH
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Una vez obtenidos los resultados del analisis del perfil de expre-
sion génica diferencial entre las diferentes fases del ciclo biol6gi-
co, asi como la influencia de forma aislada y/o combinada de los
principales factores implicados en la diferenciaciéon del promas-
tigote a amastigote, se seleccionardan distintos genes candidatos
para la elaboracion de una nueva vacuna frente a la leishmaniasis
canina.

Se procederd a obtener transfectantes episomales estables de
L. infantum que sobreexpresen los genes seleccionados, se deter-
minaran los genes candidatos mediante ensayos de infeccion in
vitro de los transfectantes generados, asi como la elaboracién de
ensayos de proteccion en el modelo de ratén, y, por ultimo, se
elaboraran plasmidos que contengan los genes candidatos selec-
cionados para la elaboracién de la nueva vacuna.

Como se ha mostrado en estos datos, la genémica es una
herramienta muy 1til, no solamente para el estudio de las mo-
dificaciones que se producen durante el desarrollo de las dife-
rentes formas del pardsito, sino también para la seleccion de
genes que estan relacionados con los procesos de adquisicion
de las caracteristicas de infectividad. Estos genes pueden consti-
tuir una fuente excelente de antigenos capaces de inducir pro-
teccion en el hospedador y, por tanto, como base para el desa-
rrollo de nuevas vacunas especificas frente a la infecciéon por
L. infantum.
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