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RESUMEN

La enfermedad de Chagas es una enfermedad causada por el protozoario flagelado
Trypanosoma cruzi (T. cruzi), este circula en sangre y puede alterar la funcién de
organos como el corazon, colon y es6fago aumentando el tamafio de los mismos.
Es transmitida principalmente via vectorial por las heces de diversos triatbminos
entre ellos el Rhodnius prolixus. Al ser catalogada una enfermedad desatendida

representa un problema de salud publica en América Latina.

T. cruzi, durante su ciclo evolutivo atraviesa por diferentes estadios: Tripomastigote,
amastigote y epimastigote. Cada estadio expresa un patrén de proteinas
especificas, las cuales proveeran al parasito de caracteristicas propias en cuanto a
biologia, morfologia y funcion que se asocian con la virulencia y la infeccion de este,
por consecuente la dificultad para emplear tratamientos efectivos. Ademas de que
el parasito cuenta con diversos mecanismos de evasion que son obstaculo en la
recuperacion de la enfermedad. La revision bibliogréafica permitié indagar acerca de
los diversos mecanismos de evasion inmune Yy relacionarlos con posibles
perspectivas terapéuticas funcionales en contraparte con el tratamiento
convencional, afladido se expone un algoritmo diagnostico que permita la valoracién
oportuna de la enfermedad de acuerdo a la via de transmisién. En ese sentido, se
realizdé una busqueda de revistas cientificas, libros y otras fuentes sobre los temas
objeto de estudio. Se encontré como el mecanismo de evasion mas reportado el del
complemento por la inhibiciébn de la porcion C3, de otro modo las perspectivas
terapéuticas las méas prometedoras se enfocan en la inhibicién del metabolismo del

pardsito.

Palabras clave: Trypanosoma cruzi, mecanismos de evasion, perspectivas

terapéuticas, Enfermedad de Chagas.
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INTRODUCCION

La enfermedad de Chagas es causada por el protozoario flagelado T. cruzi que se
transmite principalmente por vectores hematéfagos triatbminos pertenecientes al
orden Hemiptera, familia Reduviidae como: Rhodnius prolixus, Triatoma infestans,
Triatoma dimidiata, Triatoma brasiliensis, Panstrongylus megistus entre otras
especies de insectos. El reservorio natural lo constituyen armadillos, marsupiales,
zariglieyas, roedores, murciélagos y primates silvestres, ademas de mamiferos
domésticos como perros, gatos, ratas o cobayas (1). Es de gran importancia en
Salud Publica y se encuentra ampliamente distribuida en América latina, Estados
Unidos de América, Canada, y hoy expandida en algunos paises europeos como
Espafia Italia, Reino unido y suiza y del Pacifico occidental Segun el Instituto
Nacional de Salud se han reportado de 700.000 a 1.200.000 casos de personas

infectadas en Colombia (2).

Clinicamente, la enfermedad provoca desde afecciones del sistema circulatorio y
linfatico hasta del tejido cardiaco, y del sistema digestivo, llegando incluso a causar
la muerte. La enfermedad se caracteriza por presentar una fase aguda corta con
alta parasitemia seguida de una fase indeterminada y cronica persistente donde la

parasitemia es dificil de demostrar (3).

La invasion del parasito T. cruzi a las células mamiferas es viable gracias a las
proteinas del mismo como las transialidasas las cuales adhieren el acido sialico de
la célula a la membrana del parasito, con lo cual se activa oligopeptidasa B y se
secreta cruzipaina lo que aumenta el nivel de Ca?* en la célula blanco facilitando el
ingreso, las proteinas de igual forma influyen en las células del sistema inmune del
hospedero deprimiendo su accion, por lo que el establecimiento intracelular del
parasito en el organismo implica mecanismos de evasion inmune como mimetismo
celular alterando respuesta inmune tanto celular como humoral, inactivacion de la

via alternativa del complemento, infeccion de células con poca capacidad
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microbicida, evasion de la fusion fagosoma-lisosoma, escape de la vacuola
fagocitica, neutralizacion del contenido toxico de los lisosomas, activacion policlonal

de linfocitos B y modulacion de la muerte celular programada (4).

El diagndstico de Chagas se realiza dependiendo el estadio de la enfermedad, en
la fase aguda, se realiza una deteccion directa del parasito en la sangre del paciente
mediante microscopia, microhematocrito y el método de Strout. En la fase cronica,
en la que el titulo de anticuerpos IgG anti-T. cruzi es elevada se emplean las
técnicas serologicas como ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), IFI
(imnufluorescencia indirecta), HAI (hemaglutinacion indirecta), Western blot (WB) y
moleculares que incluyen PCR (reaccion en cadena de polimerasa). Actualmente,
para el diagndstico de los pacientes, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
recomienda la realizacion de dos pruebas basadas en diferentes principios y

antigenos, y una tercera en caso de discordancia (5).

Dada la variabilidad antigénica del parasito se ha indagado acerca de diversos
métodos terapéuticos, desde 1960 — 1970 se estableciod: el nirfurtimox que actia a
través de la produccién de radicales libres que originan derivados toxicos del
oxigeno y el benzonidazol el cual actia a través de la unidn covalente de los
intermediarios de nitroreduccion de las moléculas parasitarias (6); es baja la
descripcién en cuanto a nuevos farmacos y vacunas empleadas en la enfermedad
de Chagas por lo que se pretende con la presente monografia ahondar en los
mecanismos de resistencia y nuevas perspectivas terapéuticas para la enfermedad

de Chagas.
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OBJETIVOS

GENERAL

Determinar la informacion relevante sobre los mecanismos de evasion de la
respuesta inmune por parte del parasito Trypanosoma cruzi, asi comollevando a
cabo la identificacién y andlisis de las diferentes perspectivas terapéuticas para la

enfermedad de Chagas.

ESPECIFICOS

e Revisar fuentes bibliograficas referentes a los mecanismos de evasion
inmune del parasito Trypanosoma cruzi

e Identificar las perspectivas farmacoldgicas para el tratamiento anti
Chagasico.

e Presentar un posible algoritmo terapéutico teniendo en cuenta lo disponible
en el mercado y los diferentes mecanismos de evasion del microorganismo

encontrados en la revision realizada.
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1. ANTECEDENTES

En 1909, el médico investigador brasilefio Carlos Justiniano Ribeiro das Chagas
(1879-1934) encontro un nuevo parasito al que denominé Trypanosoma cruzi causal
de la Tripanosomiasis americana mientras trabajaba en el instituto Osvaldo Cruz de

Rio de Janeiro.

El ingeniero Cantarino Mota y el médico Belisario Perina, hacen conocedor a
Chagas sobre la existencia de los entonces llamados “barbeiros”, insectos
triatbminos hematdfagos que colonizaban las viviendas y se nutrian de animales y
humanos mientras dormian (7); mecanismo principal de transmision del triatdbmino
(picadura e infeccion por posterior deyeccion) descubierto por Brumpt en 1913 (8).
Al examinar el contenido intestinal de estos insectos con ayuda del Doctor Oswaldo
Cruz, encuentran los parasitos flagelados con caracteres morfolégicos de crithidas
con lo que se define al Trypanosoma cruzi como agente etioldgico de la enfermedad

().

Los estudios de la sintomatologia tipica inician una vez G. Vianna en 1911(9),
describe las alteraciones cardiacas y formas tisulares de Trypanosoma cruzi en los
casos de Chagas cronico. En 1935 C. Romana describe el “signo del 0jo” causado
si la via de entrada es la oftalmica, por ello se describe como un complejo oftalmo-
ganglionar caracteristico de la fase aguda de la enfermedad (10) como el Chagoma

si la via de entrada del parasito es la piel.

La enfermedad de Chagas es descrita en diferentes paises, en Venezuela para el
afio 1919 Enrique Tejera fue el primero en describir el Mal de Chagas y en estudiar
a Rhodnius prolixus, su principal transmisor después de Triatoma infestans (11).
Para este mismo afio, Escamel describid el primer caso en Pera (12). En 1927
Salvador Mazza describe un caso agudo en Argentina y para 1928 fundé la Misién

de Estudios de Patologia Regional Argentina (MEPRA) destinada al estudio y la
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lucha contra la enfermedad (13) En Chile el primer caso se describié en 1937 (14),
después se encontraron alteraciones electrocardiograficas en individuos infectados
cronicamente en 1947 (1) En el afilo 1938 Mazzotti describe el mal Chagas en

México en la localidad de Oaxaca (7).

Debido a la importancia de la patologia los estudios inmunolégicos y terapéuticos
crecen cada dia mas, en el afio 1983 Titto (15) se describe los mecanismos de
invasion celular por parte del parasito, sin embargo para la fecha se desconocian
otros procesos como la formacion de vacuolas de membrana unidas al parasito y a
precisibn como este evita el fagosoma y se desplaza a matriz citoplasmatica
transformandose en amastigote o el como se activa la sensibilizacion de linfocitos T
llevada a cabo por la serie monocito- macrofago los cuales empiezan a ser descritos
para el afio 1987.(4)

A partir de este afio, se conoce la supervivencia y multiplicacién del paréasito
intracelularmente por la cual escapa de la vacuola fagocitica y se libera el contenido
toxico de los lisosomas el cual también es capaz de neutralizar o evitar su unién con
el fagosoma. Ademas Trypanosoma cruzi mediante la interaccion con los linfocitos
tanto T como B PMN y NK puede inducir inmunosupresion o inmunodepresion al
reducir el nUmero de anticuerpos frente a los antigenos (16).

En 1970 Globe inicia los estudios que comprenden la inmunidad celular de la
tripanosomiasis Americana (17) la cual describe la interaccion con las células
presentadoras de antigeno (CPA) lo epitopes antigénicos son presentados al
complejo mayor de histocompatibilidad (CMH) | o Il a los linfocitos CD4+ o CD8+
para la regulacion y activacion de las diferentes quimiocinas (18).

A partir del afio 1997 (19) se refiere la deteccién de anticuerpos especificos o la

determinacion de la prevalencia de las inmunoglobulinas 1gG, IgM las cuales darian

entonces el conocimiento de una respuesta humoral especifica, sin embargo el
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polimorfismo de la respuesta por anticuerpos anti- Trypanosoma cruzi dificulta
conocer los determinantes antigénicos dependientes del estadio de la enfermedad
que reconoce el parasito asi como la variabilidad funcional de las inmunoglobulinas.
Los primeros anticuerpos en ser descritos son los responsables de la aglutinacion

directa y la inmunofluoresencia indirecta seguido de los fijadores de complemento.

El estudio de la respuesta inmune de este parasito cobra relevancia al momento de
realizar una vacuna o inmunoterapia que controle de manera pertinente y precisa la
expansion y transmision continua de la enfermedad (20). Sin embargo, debido a la
variabilidad antigénica y diversidad de mecanismos de evasion demuestra una

complejidad bioldgica que complica la posibilidad de crear una vacuna eficaz.

En 1937, Salvador Maza empleo la amino quinolina 7602 proveniente del laboratorio
BAYER de Alemania que aunque por su accion supresora era util para combatir la
fase aguda no resulto curativa (21), es entonces cuando en 1943 el laboratorio
IMPERIAL CHEMICAL INDUSTRIES (I.C.l.) produjo la droga M3024 o CRUZON a
cual resulto satisfactoria en las formas cardiacas y meningoencefalitis de la fase
aguda de Chagas, pero tampoco resulto ser curativa (22). Por lo que a partir de
1965 la casa BAYER crea el BAY 2502 (Nifurtimox) y Laboratorio ROCHE, la Ro
1051 (Benzonidazol) las cuales se emplean en la actualidad debido a su eficacia
tripanocida descrita desde 1969 (23). Sin embargo hay quienes aseguran que el
tratamiento es solo efectivo para la fase aguda de la enfermedad, o para curar la
enfermedad cronica reciente en nifios y adolescentes (24) en la fase cronica de la
enfermedad, Itraconazol ha demostrado ser un tratamiento Util en la fase crénica ya
que previene el desarrollo de anormalidades de la electrocardiografia (ECG), al igual

gue Alopurinol (25).
Al 2018, no existe vacuna alguna contra la enfermedad, sin embargo Malchiodi E.

mediante ingenieria genética disefia una molécula quimérica (Traspaina) que

combina tres antigenos del parasito que produce la enfermedad: Transialidasa,
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Cruzipaina y una parte de ASP2 (26) la cual promueve la produccion de LT CD4+y
potencia la efectividad de LT CD8+ (27).

La efectividad o no del tratamiento sera comprobada mediante la erradicacion de la
parasitosis, es por esto, que antes y después del tratamiento se recomienda la
realizacion rutinaria de exdmenes parasitologicos (28) sin embargo la eliminacién

del insecto vector seria en realidad el tratamiento eficaz a la enfermedad (29).

23



2. MARCO TEORICO

2.1 ENFERMEDAD DE CHAGAS

2.1.1 Agente etiologico

El agente etiologico de la enfermedad de Chagas es el Trypanosoma, perteneciente
al orden Cinetoplastida, familia Trypanosomatidae, reino Eukaryota, clase
Euglenozoa, género Trypanosoma, subgénero Schizotrypanum, contando con
seis especies diferentes, Trypanosoma vivax, Trypanosoma rangeli, Trypanosoma
evansi, Trypanosoma equiperdum, Trypanosoma brucei, y Trypanosoma cruzi
(T.cruzi) (Figura 1) ,estas dos Ultimas son la Unicas infectivas para el hombre
causando la Enfermedad del suefio o Tripanosomiasis Africana y la Enfermedad de

Chagas o Tripanosomiasis Americana en su orden.

El género Trypanosoma se caracteriza por utilizar dos huéspedes, uno vertebrado
y otro invertebrado, para completar su ciclo de vida, sin embargo es propio de T.
cruzi la invasién y multiplicacion dentro de las células del hospedero invertebrado
ya que T. brucei vive y se replica en torrente sanguineo, los vectores de transmision
y via de entrada también son diferentes, T. cruzi es transmitido por los vectores de
la familia Reduviidae y el parasito es depositado in situ para posteriormente ser
arrastrado tras la defecacion de este mismo vector, T. brucei por su parte se inocula
mediante la picadura de la mosca perteneciente al género Glossina conocida como

mosca tse-tse (5)(30).

Trypanosoma se caracteriza por poseer un organulo particular denominado
cinetoplasto que es DNA extracelular mitocondrial, compuesto de 5.000 a 20.000
mini circulos de 100 a 2500 pb los cuales codifican para ARNs pequefios que

participan en el procesamiento de ARNs mensajeros mitocondriales y 50 copias por
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red de maxicirculos de 30.000 a 50.000 pb estos codifican por ARNs de proteinas,
ARNSs ribosoma les y de transferencia mitocondrial (31).

Orden Familia Género Sub-género Especie
—— DBlastocrithidia
—— Crithidia
— Duttonella —  Tippanosoma vivax
 Bodonidae — Endotrypanum
—— Herpetomonas —— Herpetosoma ~ —»  Typpanosoma rangeli
»n
S L Leishmania
n
= —— Nannomonas
%‘ ——Trypanosomatidae ——|—— Leishmania herreri
el
g —— Trypanosomas ——— Schizotrypanum—» Tnpenosoma crugd
-
®;
S— idae “ 2 Trppanosoma brucei
Cinetoplastidos no Trypanssctisas copa B o
—— hsificidas Tripaiosomatidas G755 — Trypanozoon :: Tryppanosoma evansi
Trppanosoma equiperdun
— Phytomonas | Trypanosomas
no clasificados
—— Wallaceina
L Leptomonas

Figura 1. Cuadro taxonémico de Trypanosoma.

El Trypanosoma cruzi debido a su diversidad genética se ha clasificado en dos

grandes grupos, Trypanosoma cruzi | y Trypanosoma cruzi 1l (30)

Este protozoo presenta cuatro fases evolutivas; amastigote, tripomastigote
sanguineo, tripomastigote metaciclico, y epimastigote; se distinguen
morfolégicamente entre si por la posicion del cinetoplasto y la presencia o ausencia
de una membrana ondulante.

En el vertebrado el parasito presenta dos fases de desarrollo:

e Tripomastigote sanguineo: Circulante en sangre, es la forma que infecta al
vector a partir del hombre, tiene forma fusiforme y mide 12 a 30 um,
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incluyendo el flagelo el cual sale del extremo posterior y se dobla hacia
delante alo largo del cuerpo del parasito, formando una membrana ondulante
a lo largo de todo el parasito y emerge en forma libre en su extremo anterior,
presenta un gran nudcleo central, con un cinetoplasto grande de ubicacion

subterminal en el extremo posterior (2) (Figura 2).

Axonema
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f“""‘
] Nucleo
(L L
%ﬂ:_ ‘:0:.._’# Lisosoma
Bolsillo 7 = =
3 Complejo de golgi
flajelar™ {\ o
/( Mitocondria
Corpuscufo & Cinetoplasto
basal 3
——)
9 pm

Figura 2. Organelos del tripomastigote de Trypanosoma cruzi (32). Editada por los autores

e Amastigote: Es intracelular, vegetativo, es redondeado u ovoide carece de
flagelo y de membrana ondulante, mide 1.5 - 4.0 um. En él pueden
apreciarse el ndcleo y el cinetoplasto, que forman nidos titulares o

seudoquistes intracelulares (2) (Figura 3).
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Figura 3. Organelos del Amastigote de Trypanosoma cruzi (32). Editada por los autores.

En el invertebrado el parasito presenta dos formas de desarrollo:

e Epimastigote: Observable en cultivos y sangre periférica, el cinetoplasto se
encuentra localizado en la parte media del organismo delante del nucleo.
Posee flagelo el cual emerge de la parte media del parasito y forma una
membrana ondulante mas pequefia que la observada en el tripomastigote
(30). (Figura 4).
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Figura 4. Organelos del Epimastigote de Trypanosoma cruzi (32). Editado por los autores

e Tripomastigote metaciclico: Formas muy similares a los tripomastigotes
sanguineos, pero mas cortos, finos y activos, no tienen capacidad
reproductiva. Se eliminan en las heces de los triatbminos y son la forma

infectante a partir del vector (10).

2.1.2 Vector

Los vectores de Trypanosoma cruzi, conocidos en Colombia con el nombre popular
de “pitos”, son insectos hematdofagos de la familia Reduviidae, subfamilia
Triatominae, orden Hemipteros, la especie mas ampliamente encontrada en
domicilios donde pueden alcanzar altas densidades de poblacion en grietas y
ranuras donde se encuentre una temperatura de 16 y 28 °C es el Rhodnius prolixus
,Sin ignorar la existencia de otras especies representativas como Triatoma dimidiata,

Triatoma maculata, Triatoma infestans y Panstrongylus geniculatus (33).
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Estos triatbminos se desarrollan mediante metamorfosis incompleta, que
comprende la fase de huevo y pasa por cinco estadios ninfales hasta llegar a adulto
(Figura 5) (31). Todos los estadios tanto hembras como machos son hematéfagos
estrictos (se alimentan habitualmente en la noche) y por tanto son susceptibles de
infectarse con Trypanosoma cruzi (2). Durante la picadura defecan en la piel del
hospedero alli se encuentran los tripomastigotes metaciclicos, que penetran por

rascado o frotamiento del mismo hospedero.

ovo

it ¥
10 20 30 ’

adulto

Figura 5. Estadios ninfales del vector Rhodnius prolixus desde huevo (1°) hasta la hembra adulta
(5°) (34).

La regulacion natural de los triatdminos mediada a nivel primario por la interaccién
con los huéspedes vertebrados donde el insecto se verd obligado a succionar
cantidades reducidas de sangre si la poblacién crece y deben alimentarse de un
namero fijo de huéspedes, por lo que la defecacion sera mas tardia y no sera un
vector eficiente del Trypanosoma cruzi. Sin embargo esta regulacion no limita la
transmision del parasito en Colombia, la enfermedad es transmitida en las diferentes

regiones debido en primera instancia a los vectores (Figura 6) (35)
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B sowoTRiaTOMA

Figura 6. Distribucion de los géneros Rhodnius y Triatoma en Colombia, en café lugares donde
cohabitan simultaneamente Rhodnius y Triatoma, en verde presencia exclusiva del género
Rhodnius y en azul presencia de Triatoma Unicamente(35)

2.1.3 Ciclo devida

En el orden kinetoplastida, Trypanosoma cruzi tiene uno de los ciclos de vida més
complejos, en el insecto y en el humano(5) (Figura 7).
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Stages!inivertebratelhost

Figura 7. Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi, del numeral 1 al 6 transformacién del tripomastigote
en epimastigote en el intestino del vector triatdbmino, del numeral 7 al 13 invasién celular del
hospedero humano o mamifero y liberacion de los tripomastigotes al torrente sanguineo. (32).

¢ Insecto: El ciclo se inicia cuando un insecto hematéfago (hembra o macho)
pica a un ser humano ingiriendo los tripomastigotes localizados en sangre
(estadio diagnostico), el parasito viaja a través del estbmago del insecto y al

llegar al intestino se transforman en epimastigotes, que se replica mediante
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fision binaria y pasadas alrededor de 2 semanas pasan al recto, alli se
convierten en tripomastigotes metaciclicos (forma infectante) los cuales son

evacuados a través de las heces logrando infectar a un nuevo huésped (36).

e Humano: Ingresa a través de la picadura, el tripomastigote metaciclico
proveniente de las heces del insecto ya sea una herida o por las membranas
mucosas. Infecta a los macréfagos, transformandose en amastigotes y
replicandose intracelularmente, luego se libera de la vacuola parasitofora
(Pseudoquiste) y se multiplica en el citoplasma de las células hasta
convertirse en tripomastigote sanguineo, que va a generar la ruptura celular
y consecuente liberacion de dichos tripomastigotes que infectaran otros
tejidos(36).

La trasmision del parasito a través del vector se lleva a cabo en tres ciclos:
Domestico, el cual involucra la presencia del insecto en areas rurales y suburbanas.
Peridoméstico donde el triatbmino se encuentra en las periferias de los
asentamientos humanos. Selvatico, que se refiere a la transmision exclusiva a los
reservorios silvestres alejados de la poblacion humana (37). Anteriormente, se
conocia la infeccidbn por Trypanosoma cruzi como una enfermedad que no
involucraba el contagio hacia el ser humano, sin embargo, posteriormente se
empezaron a presentar alteraciones ecoldgicas que promovieron la migracién y
adaptacion de los triatbminos a zonas domeésticas, lo que contribuyé a la apariciéon
de le enfermedad de Chagas y su consecuente importancia como enfermedad de
salud publica y zoonosis. Los reservorios que contribuyen como huéspedes del
parasito son exclusivamente mamiferos, principalmente de mediano y pequefio
tamafo, reconociéndose alrededor de 150 especies involucradas, entre las que se
encuentran perros, gatos y roedores para la zona domeéstica y peridomeéstica, y

armadillos y comadrejas para la zona selvatica (38).
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2.1.4 Vias de transmisién

Trypanosoma cruzi puede invadir al huésped a través de diferentes mecanismos, el

principal de estos es via vectorial, producida por la deposicidon de las heces del

triatdbmino y posterior ingreso del parasito que penetra por rascado, por el orificio de

la picadura, heridas o mucosas. Sin embargo existen otras vias de transmisién como

sanguinea, transplacentaria, oral o infeccién accidental en el laboratorio (Tablal).

Tabla 1. Vias de transmisién de Trypanosoma cruzi (2).

Via de transmision”

Descripcién

Vectorial

Picadura de un triatbmino infectado con tripomastigotes metaciclicos

los cuales circularan en sangre

Sanguinea y trasplante

Presencia de tripomastigotes vivos e infectantes en la sangre de

de 6rganos donantes provenientes de zonas endémicas.

Congénita Principal mecanismo de transmision vertical puede ocurrir en cualquier
fase de la enfermedad materna: aguda o crénica. Existe la posibilidad
de infeccion del hijo por la leche de madre que padece laenfermedad
de Chagas.

Oral Ingestion de alimentos o bebidas contaminadas con las heces de los

triatbminos infectados con el parasito, utensilios de cocina

contaminados o por alimentos mal cocidos de animales infectados.

Laboratorio

Infeccion accidental por manipulacion de triatbminos y animales
infectados, cultivos de Trypanosoma cruzi, 0 punciéon con material

contaminado.

2.1.5 Manifestaciones clinicas

2.1.5.1 Fase aguda

*Las vias de transmisién son presentadas en orden de frecuencia aun asi se debe tener precaucion

con cada una de ellas
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En la enfermedad de Chagas se distinguen fases diferenciadas en el diagndstico
clinico. La enfermedad se inicia con una fase aguda tras la infeccion del parasito
donde pueden producirse manifestaciones clinicas tipicas como el signo de
Romanfa si la penetracion se produce via conjuntiva o el Chagoma si su puerta de
entrada de la infeccidn es a través de la piel, el 95% de los casos son asintomaticos.
En los casos sintomaticos restantes cursa con sintomatologia leve como fiebre,
malestar general, dolor de cabeza, miocarditis e inapetencia por lo que con
frecuencia la enfermedad no es detectada en esta fase (1-2%)(30), tiene una corta
duracion de 20-30 dias registrando altos niveles de parasitemia en sangre del
paciente, permitiendo asi la deteccion de tripomastigotes por examen microscopico
directo(39).

2.1.5.2 Fase indeterminaday Fase cronica

Puede presentarse una fase crénica indeterminada o latente (98 %), que inicia ocho
a 10 semanas luego de la fase aguda sin manifestaciones clinicas pudiendo durar
varios afios o indeterminadamente, el diagnostico en esta fase se realiza mediante
deteccién de anticuerpos o ADN parasitario mediante PCR, mediante serologia
positiva (anticuerpos IgG) en dos pruebas serolégicas de principio diferente, en
ausencia de manifestaciones clinicas, de hallazgos electrocardiogréficas
compatibles con cardiopatia Chagésica crénica y con estudios radiograficos de
térax y digestivos normales. Progresa hacia la fase crénica determinada (2%)
distinguida por una baja parasitemia donde comienzan a aparecer las afectaciones
organicas caracteristicas como la cardiopatia Chagasica cuyas consecuencias
clinicas mas importantes son la insuficiencia cardiaca, arritmias cardiacas y
tromboembolia, los sintomas digestivos: megacolon, megaeséfago estas pueden

llegar a aparecer hasta 10 afios después del primer contacto con el parasito(40).

2.2 EPIDEMIOLOGIA

34



La enfermedad de Chagas se distribuye desde el norte de México y Sudamérica

hasta Argentina y Chile en el sur, afectando un total de 21 paises (Figura 8) (41).

[] Endemic areas

[C] Enzootic areas Chile

Figura 8. Distribucién geogréfica de la enfermedad de Chagas. Zonas endémicas en gris y
antropozoonoticas en blanco(41).

Refiriéndonos a América afecta a veinte millones de personas, con una poblacién
en riesgo cercana a 100 millones. En Colombia hay aproximadamente 700.000 a
1.200.000 habitantes infectados y 8.000.000 individuos en riesgo de adquirir la
infeccion (42). A la fecha, han ingresado al SIVIGILA 76 casos, cuatro en fase aguda
(cuatro probables segun signos y sintomas de la enfermedad de Chagas) y 72 casos
en fase cronica (57 probables y 15 confirmados) (Figura 9).
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Figura 9. Semanas epidemiolégicas SIVIGILA hasta la semana 9 de 2017, linea roja, en
contraste con todos los casos presentados en el afio 2016, linea gris.

Ademas, el SIVIGILA reporta en Cundinamarca el nimero de casos positivos para
esta region de interés y otros departamentos con mayor endemia enunciados en la

Tabla 2 (43).
Tabla 2. Brotes de la enfermedad de Chagas en Colombia 2017°(43).

Departamento Probables Confirmados Total
Casanare 22 3 25
Boyaca 15 1 16
Santander 10 1 11
Cesar 2 5 7
Sucre 2 0 2
Arauca 1 1 1
Guaviare 0 2 2
Cundinamarca 2 0 2
Meta 2 0 2
Cauca 1 0 1
Bogota 0 1 1
Narifio 1 0 1

" casos probables y positivos de la enfermedad de Chagas en fase crénica en Colombia por entidad territorial,

semanas epidemiolégicas 01 — 08, 2017.
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Total 58 14 72

Esta enfermedad parasitaria conlleva un impacto social y econémico de relevancia,
se relaciona la infeccidon con el parasito Trypanosoma cruzi cuyo ciclo deberia
permanecer selvatico, sin embargo la intromision del hombre a la selva ha
introducido un ciclo peri- domestico, donde la transmision por vector es la mas
comun pudiendo resaltar ciertas especies de triatbminos como Rhodnius prolixus y
Triatoma infestans aunque se conocen otros varios métodos de transmision (Tabla
3) (44).

Tabla 3. Tasas estimadas de transmision del Trypanosoma cruzi al hombre, como porcentaje de la
incidencia total.

Tipo de transmisién Porcentaje
Transmisién por vector >80%
Transmision por transfusion de sangre de 16%

donante infectado

Transmisién congénita de madre infectada al <2%
feto
Otras rutas (Oral, trasplante de érganos, 1%

accidente en el laboratorio, manipulacién de

animales infectados)

Gracias a las autoridades sanitarias correspondientes que realizan intervenciones
de control que interrumpen la transmision especialmente por triatbminos teniendo
en cuenta estimativos de incidencia se ha observado una disminucion cercana al
70%, sin embargo continua siendo un problema de salud publica debido a la
dificultad de acceso al diagnostico, la calidad y cobertura de atencion de la fase

cronica de la enfermedad (45)
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2.3 DIAGNOSTICO

El método diagnostico a realizar depende de la fase en que se encuentra la
enfermedad; En la aguda, las pruebas estan orientadas a detectar la presencia del
parasito en la sangre ya que en esta fase la cantidad de parasitos circulantes es

alta.

2.3.1 Métodos directos

El examen directo de sangre fresca obtenida por puncién con lanceta y observada
en 100x con aceite de inmersion al microscopio se coloca entre lamina y laminilla

en busca de los tripomastigotes metaciclicos (forma infectante) en movimiento.

En Gota gruesa y extendido de sangre periférica tefiidos con Giemsa, o cualquier
coloracion que mantenga el principio de la tincibn con Romanovsky, se buscan al
microscopio en objetivo 100x con aceite de inmersion tripomastigotes metaciclicos
fijados con sus estructuras caracteristicas: Forma alargada o en de C 0 S, presencia

de nucleo y cinetoplasto, flagelo y membrana ondulante (2), (Figura 10) (46).

Figura 10. Tripomastigotes metaciclicos de T. cruzi (A) frotis de sangre periférica, (B) Gota gruesa,
coloracion Giemsa en objetivo 100X.
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Dentro de los métodos de concentracion se encuentra el microhematocrito y el
meétodo de Strout, para el primero se realiza una separacion de los componentes de
la sangre por centrifugacion en capilares heparinizados encontrando los
tripanosomas maviles en la interface entre los globulos blancos y el plasma bajo
examen microscopico en objetivo de 10X de aumento y luego con el objetivo de
40X. El segundo método consiste en la concentracion de los parésitos en la muestra
sanguinea por centrifugacion y examen del sedimento al microscopio en busca de

tripomastigotes moviles de Trypanosoma cruzi con objetivos de 10X y 40X de
aumento (35)(47) ' (Figura 11) (48).

"

Plasma

Leucocitos y plaquetas Sobrenadante

Globulos Rojos

A B
Figura 11. Métodos de concentracion (A) Microhematocrito centrifugado, deteccién de
Tripomastigotes metaciclicos en leucocitos y plaquetas, (B) Strout, sangre total centrifugada parala

deteccién de Tripomastigotes metaciclicos en sobrenadante.

2.3.2 Métodos indirectos.

Para el Xenodiagnostico es preciso contar con triatdbminos libres de infeccion en los

cuales se buscaran formas tripomastigotes de Trypanosoma cruzi bajo el
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microscopio producto de las deyecciones del triatbmino luego de treinta a sesenta

dias de haberse alimentado con sangre de pacientes (Figura 12) (49).

Figura 12. Xenodiagnéstico para hallar formas tripomastigotes metaciclicos de T cruzi. Imagen de
la izquierda muestra un triatoma succionando sangre de paciente con probable caso de infeccién
por T. cruzi, en la imagen de la derecha se observan las heces del triatdbmino con presencia de

tripomastigotes.

El hemocultivo por su parte consiste en la amplificacion de parasitos al inocular en
ellos la sangre del paciente (Figura 13) (50) Se emplean medios liquidos tales como

LIT (triptosa de infusién de higado) o BHI (infusion cerebro-corazoén) (51).
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SNNW656V
Y 1

Figura 13. Hemocultivo positivo en la imagen de la izquierda y tripomastigotes metaciclicos con
tincion de Giemsa en objetivo 100X de T.cruzi en la imagen de la derecha.
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La Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR): Permite medir la carga parasitaria
circulante y es util especialmente en los pacientes inmunodeprimidos y donantes de
organos en los cuales la serologia no resulta util por bajos niveles de CD4. Se toma
sangre de pacientes, de la cual se extrae ADN total y se realiza PCR con iniciadores
especificos para amplificar una regién del ADN de Trypanosoma cruzi (52), (Figura
14) (53).

Figura 14. PCR para T.cruzi. Patron de peso molecular (carril 1), control positivo (carril 2), muestra

DNA (carril 3), control negativo (carril 4)

Durante la fase cronica, los ensayos seroldgicos son los mas importantes para
demostrar la presencia de anticuerpos circulantes, debido a que la cantidad de
pardsitos sanguineos es muy baja o ausente, con capacidad de evidenciarlos a

partir de la tercera semana de ocurrida la infeccion (2).

2.3.3 Métodos Seroldgicos

Entre las diversas pruebas seroldgicas disponibles para el diagnéstico de la
enfermedad de Chagas se encuentra la inmunofluorescencia indirecta (IFl) donde
se preparan placas de vidrio con pocillos a las que se le adhieren epimastigotes de

Trypanosoma cruzi (parasito completo) obtenidas de cultivo. Si el suero del paciente
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tiene anticuerpos (clase 1gG o IgM), se produce una reaccion antigeno-anticuerpo,
la que se detecta con la adiciébn de un conjugado (anti-lgG o anti IgM humana)
marcado con sustancias fluorescentes como isotiocianato de fluoresceina. Esta
reaccion se observa posteriormente en un microscopio de fluorescencia (54).
(Figura 15) (3).

Figura 15. Resultado de una IFI positiva mediante fluorescencia para T. cruzi

La prueba Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) emplea placas de
poliestireno las cuales son sensibilizadas con antigeno soluble de Trypanosoma
cruzi (Epimastigotes obtenidos de cultivo), los que se unirdn a anticuerpos
especificos contra el parasito si estan presentes en la muestra. Se agrega
conjugado formado por un anti anticuerpo humano unido a una enzima (fosfatasa
alcalina o peroxidasa) y se podra evidenciar una reaccién positiva si al adicionar
sustrato especifico (paranitrofenilfosfato u ortofenilendaimina) se desarrolla una
reaccion de color que puede leerse en forma visual o en un fotocolorimetro, esta
indicaria la presencia de anticuerpos en la muestra del paciente (35) (55) (Figura
16) (3).
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Figura 16. Técnica ELISA. Pocillos de color amarillo positivos para IgG anti- T.cruzi

La hemaglutinacion indirecta (HAI) se basa en la aglutinacion de los glébulos rojos
de carnero o humanos, sensibilizados con antigenos de epimastigotes de
Trypanosoma cruzi en presencia de suero que contiene anticuerpos contra el
pardsito. La prueba se realiza en una placa de microdilucién, de fondo U o en V
(Figura 17) (56). La lectura debe realizarse a contraluz o empleando un fondo de
contraste, si la muestra es positiva los glébulos rojos se aglutinan observando los

resultados a simple vista (35).

VR (W N NN, &
NP NV VR
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Figura 17. Resultado positivo de una HAI para T.cruzi de los pozos 1 a 9, con aglutinacién
evidente. Pozo 10 vacio, Pozo 11 control positivo y pozo 12 control negativo.
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El Western Blot (WB), permite detectar la presencia de anticuerpos anti
Trypanosoma cruzi que reaccionan contra antigenos parasitarios que han sido
separados mediante electroforesis en gel de poliacrilamida y luego transferidos a
una membrana de nitrocelulosa empleando un buffer de transferencia (57) sobre la
cual se realiza una reaccion enziméatica (peroxidasa), que segun sea el conjugado
empleado, detecta la presencia de anticuerpos IgA, 1gG o IgM por separado o
simultAneamente. Las reacciones positivas se observan como bandas de

precipitacion en tiras de membranas sensibilizadas (55), (Figura 18) (58) .
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Figura 18. WB con sueros positivos para Chagas. Suero positivo (tira 1), suero negativo (tira 2),

marcador de peso molecular (tira 3).

Dado el caracter transitorio de los parasitos en sangre periférica, los métodos
seroldgicos constituyen una herramienta valiosa en el diagndstico de la enfermedad.
En una etapa inicial los anticuerpos contra Trypanosoma cruzi son de tipo IgM (20-
30 dias), los cuales son remplazados gradualmente por anticuerpos tipo IgG en
cuanto progresa la enfermedad. La sensibilidad de los métodos anteriormente

descritos se expone en la Tabla 4.
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Tabla 4. Sensibilidad de los diferentes métodos para el diagnéstico de la enfermedad de Chagas

(35).
Método Porcentaje (%) de Sensibilidad
Métodos directos *
Examen sangre fresca 80-90
Gota gruesa <70
Extendido <60
Microhematocrito 90-100
Strout 90-100
Métodos indirectos
Xenodiagndstico Fase aguda 100
Fase cronica <50
Hemocultivo Fase aguda hasta 100
Fase crénica < 40
Métodos Serolbgicos
ELISA 95
IFI 96
Western blot 95.4-100
Métodos Moleculares
PCR 96-100

Es indispensable conocer el protocolo de diagndstico para la enfermedad de
Chagas, iniciando con la identificacion del paciente, si este es residente, ha viajado
a zonas endémicas 0 convive con personas que padezcan la enfermedad de
Chagas. El tamizaje se realiza con la prueba de ELISA IgG anti T.cruzi de extractos
totales la cual tiene una sensibilidad mayor o igual a 98%,un resultado negativo
descarta la enfermedad de Chagas y un resultado positivo o indeterminado de esta
técnica direcciona a realizar una segunda ELISA de antigenos recombinantes con
una especificidad mayor o igual al 95% que de resultar positiva confirma la
enfermedad de Chagas la cual debe ser notificada tanto al paciente como al
SIVIGILA y continuar con el tratamiento adecuado, si el resultado es negativo se
realizara una tercera prueba confirmatoria, IFl o WB que descartara o afirmara en

Gltima instancia el padecimiento de la enfermedad (51).

" Los métodos directos se emplean de preferencia en la fase aguda de la enfermedad debido a la
alta parasitemia que se presenta en las primeras semanas.
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2.4 DETERMINANTES ANTIGENICOS

2.4.1 Mucinas

Son glicoproteinas principales las cuales generan una capa de oligosacaridos
funcionales en la proteccion del parasito y representan el 1% del genomas de
Trypanosoma cruzi (59) estas se dividen en TMUC |y TMUC Il y otro pequefio grupo
con menos variabilidad y expresado durante el paso por el vector denominadas
TsMUC, los dos primeros grupos se expresan Unicamente en el estadio presente en
el mamifero y tienen como funcién proteger al parasito de la respuesta inmune tanto
del mamifero como del insecto y establecen el punto de anclaje para la invasion de
diferentes tipos de células (60) dichas proteinas también son los principales
aceptores del acido sidlico provenientes de las células del hospedero mamifero
obtenido mediante la accion de las transialidasas, es por ello que la infeccion
efectiva puede generarse al momento en que las mucinas se ubican en la vesicula

parasitofora (60)

242 GP72

Proteina de 72 kDa presente en epimastigotes y tripomastigotes metaciclicos, la
cual se encuentra implicada en la morfogénesis del paréasito, probado mediante el
uso de un anticuerpo monoclonal (WIC 2926) que inhibe el cambio de epimastigote
a tripomastigote in vitro (4), y ademas esta involucrada en la adhesién flagelo-
cuerpo basal (61). Interactta con las lectinas presentes en el intestino del vector y
promueve su adherencia en el estadio epimastigote (62).

2.4.3 Superfamilia GP85/ TSA
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Solo ha sido encontrada en las forma infectivas, es decir que no esta presente en
epimastigotes se especula dicha superfamilia estd involucrada en procesos de
adhesidn e invasion en la célula debido a la interaccion con multiples ligandos como
proteinas de superficie y extracelulares, incluidas también algunas como laminina y
colageno (60) las que tienen funcion transialidasa poseen una tirosina en el sitio

catalitico que es remplazado por una histidina en caso de no ser transialidasa (63).

Muy abundantes en el parasito asociadas con la infeccion de este, ademas
presentan la propiedad de unirse a un tallo glicosilfosfatidilinositol (GPI) Los anclajes
GPI estan constituidos por glicolipidos que se unen al C-terminal de ciertas
proteinas hidroéfilas durante su maduracion postraduccional para que éstas queden
ancladas en el lado extracelular de la membrana entre ellas se encuentran gp82,
gp80, gp35/50 y gp85 las cuales son importantes en la trasferencia del acido sialico
ya que Trypanosoma cruzi no es capaz de producirlo por el mismo y con ello evade

asi la accién del sistema de complemento (27).

Esta superfamilia se divide en cuatro grupos el | de las transialidasas, el Il de
proteinas de superficie como Tc-85 gp-90 y gp-82, el 1l que posee una molécula
FL-60 que se encarga de inhibir la accion del complemento generada por el
hospedero y el grupo IV sin funciéon conocida (64) Ahora bien, gp82 otra molécula
perteneciente a la superfamilia de la Gp85/TSA presenta una funcion adhesina del
pardsito que posee un ligando N-oligosacarido que se une a la células epiteliales
mediante un anclaje GPI que favorece la adhesién e invasion celular ademas esta
involucrada en el aumento transitorio del Ca?* intracelular mediante la activacion de
tirosina quinasa (PTK) y fosfolipasa C (PLC) generando asi la ruptura del
citoesqueleto de actina dependiente de calcio y el reclutamiento de los lisosomas
para la formacion de la vacuola. Es altamente conservada en alrededor de 90% de

las cepas (60).
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2.44 Gp90

Es una glicoproteina de la familia de las transialidasas con un peso de 90 kDa (65),
actla en el proceso de invasion celular se expresa diferencialmente en las cepas
de Trypanosoma cruzi y es propia del estadio tripomastigote metaciclico, se une a
la membrana con anclaje GPI, esta no posee accion de liberacion del calcio y es un
regulador negativo de la invasidon (66). Se habla de que se encuentra

exclusivamente en T. cruzi y no en Leishmania ni T. rangeli (67).

2.4.5 Gp35/50

Presente tanto en tripomastigotes como en epimastigotes también se encuentra
involucrada en la via de sefalizacion para el incremento del calcio intracelular pero
mas pobre que la Gp82, mediante la activacion de la adenilato ciclasa con la
consecuente liberacion de Ca?* ademas se asocia a cepas poco infectivas y no es

dependiente de acido sélico (68)

2.4.6 Gp30

Posee un peso de 30kDa, propia de tripomastigotes metaciclicos participa en la
invasion celular principalmente en cepas carentes de Gp82 contribuyendo a un
aumento en la infectividad (60) es capaz de ligarse a la célula hospedera, generando
la exocitosis de los lisosomas facilitando la internalizacion del parasito, ademas

también induce la sefializacién por Ca?* (69)

247 HSP70
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Son una familia de ATPasas altamente conservadas una proteina de un peso
molecular de 70 Kda, y funciona como una chaperona y antigeno de membrana de
choque térmico, son altamente inmunogénicas y con una importante funcion y
eficiencia en la activacion de los linfocitos T CD8+ (20),sin embargo esta también
demostrada la activacion de LT CD4+ por medio de la interacciéon con MHC tipo II
(70), ademas de que ha resultado ser un antigeno dominante en la infeccién
humana, existiendo un alto nivel de anticuerpos frente a éste, en pacientes
Chagasicos (68).

Es un estudio (70) realizado se evidencia que tras un largo periodo de activacion
de las células en proliferacién con la presencia de HSP70, esto conduce a una
regulacion baja significativa de la expresion superficial de TCRap y CD3, que a su
vez conduce a la muerte celular. Aparentemente, la muerte celular no es mediada

directamente por las interacciones del ligando Fas-Fas (FasL).

2.4.8 Cruzipaina o Gp57/51

Es una cisteina proteasa lisosomal de 40-45 Kda cuya forma es similar a la de una
bobina circulante sin embargo, la enzima exhibe un comportamiento anémalo en
SDS-PAGE produciendo un variacién en los valores de peso molecular aparente
segun las condiciones experimentales utilizadas(71),es codificada por genes
polimorficos organizados en tdndem es importante en la progresion de la
enfermedad y se encuentra en todos los estadios pero considerablemente en
epimastigotes, y es totalmente conservada, pesa y se encuentra involucrada en la
internalizacion del parasito, ademas de ello tiene actividad litica de la porcién Fc de
la 1IgG lo que sugiere fervientemente que esta proteina se encuentra involucrada en
la evasion del sistema inmune (71). Se informa que este antigeno incrementa el
numero de células del bazo de gran tamaiio (llegando a generar la esplenomegalia)
y contribuye a altos niveles de interleuquinas tipo 2 como IL-4. IL-5, IL-10, niveles

bajos de Interferébn gama e IL-12 (20)
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La cruzipaina es capaz de romper de forma eficiente ciertas regiones de las quininas
que pueden unirse a receptores de proteina G heterotrimericos, receptores B2 de
bradikinas presentes en células cardiovasculares, de esta forma se activa la
cascada de quininas, se activan las proteinas g hetero trimericas y se aumenta la

susceptibilidad de invasion(41)

249 Oligopeptidasa B

La oligopeptidasa B de T. cruzi (OPBTc)(60), es una proteina que posee una masa
molecular de 80 6 120 kDa, dependiendo de si se obtiene en condiciones
denaturantes o en su conformacion nativa, respectivamente. Esta enzima se
encuentra involucrada en la activacion de vias de sefializacion celular en el
hospedero mamifero, claves para el proceso de infeccion. Por tales motivos OPBTc

es considerada como un importante factor de virulencia en tripanosomatidos.

Las oligopeptidasas pertenecen al grupo de las serino-proteasas que, en
eucariontes recientes, participan activando péptidos bioldégicamente inactivos. Por
su parte, en el genoma de T. cruzi, representan el grupo mas grande de

proteasas(60)
Participa en el proceso de invasion de células no fagociticas, participando como un

agonista que lleva al aumento de calcio intracelular de la célula hospedero (60).

Esto en conjunto con otra peptidasa la cruzipaina.

2.5 INVASION CELULAR DE Trypanosoma cruzi.

En lainvasion de los diferentes tejidos se llevan a cabo dos mecanismos principales:

la primer estrategia acontece en un 20 a 30 % de los casos, y es llamada la ruta
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lisosoma dependiente, donde se induce la sefializacién de calcio (Ca?*) (72).La
segunda estrategia se denomina via de invaginacién de la membrana plasmatica,

seguida de la fusion intracelular con el lisosoma, formando asi el fago lisosoma (73).

En la diferenciacion de un estadio parasitario a otro, el parasito sufre cambios
conformacionales que se encuentran implicados en la respuesta inmune y la
capacidad de evasion de la misma, asi mismo perpetua la invasion hasta la fase
cronica. En cuanto al ingreso del parasito se reconoce como clave que el aumento
de calcio libre en la células del hospedero propicia la entrada de este mediante el
reclutamiento y fusion de lisosomas en el sitio de union al parasito, los
tripomastigotes son capaces de inducir la sefializacion del calcio a través de tres
moléculas: gp82, gp30 y gp35/50 dependiendo de la cepa implicada y activar
diferentes vias de sefializacion del Ca?* (74) los lisosomas son organulos
relativamente grandes, formados por el aparato de Golgi, que contienen enzimas
hidroliticas y proteoliticas encargadas de degradar material intracelular de origen
externo (heterofagia) o interno (autofagia) que llegan a ellos. Es decir, se encargan
de la digestion celular. Es asi que el estadio infectante (tripomastigotes sanguineos)
son capaces de provocar ese incremento transitorio del Ca?* en varias células
eucariotas, propiedad que no se manifiesta con el estadio epimastigote. La invasion
no fagocitica sucede con diversas células por mecanismo de adhesidén entre
moléculas de superficie del parasito y receptores celulares cargados negativamente

del huésped.

La invasién puede dividirse en tres etapas adhesion y reconocimiento, sefializacion
e invasion (60) en la primera etapa el pardsito tiene contacto con células que se
ubican en la zona de la picadura, macréfagos, fibroblastos y células endoteliales,
posterior a ellos se da un proceso de adhesion a la células y de internalizacion
donde el parasito se encuentra en la vesicula denominada vesicula parasitofora la
cual genera un estrés oxidativo al cual las formas tripomastigotas deben sobrevivir

para pasar al citoplasma y establecer una infeccién intracelular (75) todo este

51



proceso involucra proteinas diferentes tanto en cantidad como en el tipo de ellas,

teniendo en cuenta la cepa y el tipo de células involucrada.

La respuesta inmune frente a Trypanosoma cruzi puede caracterizarse en las
siguientes etapas comunes en lo que concierne a enfermedades infecciosas: La

respuesta inmune innata y adaptativa (76).

2.6 RESPUESTA INMUNE FRENTE A INFECCION POR Trypanosoma

cruzi

2.6.1 Innata

El complemento es uno de los principales sistema de defensa que tiene el
organismo frente a infeccién por Trypanosoma cruzi el cual posee la capacidad de
activarlo por dos vias principales, La via clasica (de anticuerpos) y la via de las
lectinas, sin embargo, esta Gltima es mas comun, donde la lectina de union a
manosa (MBL) reconoce las proteinas glicosiladas con manosa del parasito, junto
con la MBL estan las MASP1 y MASP2 dos serin proteinas que al unirse al sustrato
en la superficie de Trypanosoma cruzi actian como clivaje para las proteinas C2 y
C4, después de este suceso estas se unen covalentemente a la membrana del
parasito donde forman la C3 convertasa que tiene como funcion iniciar la fase
efectora del sistema del complemento. En general la fijacion del complemento
desencadena el ensamblaje eficiente de citotoxicidad que va a contribuir en la lisis
del microorganismo, denominado Complejo de ataque a Membrana (MAC), sin
embargo en el caso de Trypanosoma cruzi posee diversas proteinas que retrasan
e impiden la accion del complemento. Sin embargo, el complemento aunque no
cumple su funcion de lisis a cabalidad, es capaz de producir opsonizacién y
generacion de péptidos quimioatrayentes que aumentan la respuesta de las células

de la inmunidad innata (77)
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El sistema inmune inicialmente trata de controlar la replicacion y propagacion del
parasito esto mediante la segregacion de moléculas capaces de actuar frente al
agente extrafo. Es asi que la induccion de la liberacion de agentes pro inflamatorio
como la IL-12 la cual es un mediador clave del INF-gamma a través de lainduccién
del desarrollo de Thl y células Natural killer. EI INF-gamma tiene un papel
fundamental en la activacion de los macrofagos quienes segregan Oxido Nitrico
(NO) para generar la muerte intracelular del Trypanosoma cruzi. Por otro lado, los
TLR son mediadores importantes de las respuesta inmune innata, después del
reconocimiento del ligando por parte del TLR este tiene un dominio llamado: Toll-
interleucina 1 receptor (TIR), después de la union de su ligando, la sefializacion
comienza a través de proteinas adaptadoras que contienen a su vez el dominio TIR
, la proteina de respuesta primaria Myd 88, proteina adaptadora que contiene
dominios TIR (TIRAP), proteina adaptadora similar a Myd 88 (Mal) y proteina
adaptadora que contiene el dominio TIR e induce INF- beta y proteinas adaptadoras
relacionada a TRIF (TRAM), que intervienen en la sefializacion para la activacion
de factores de transcripcion como el factor nuclear NF-kB vy el factor regulador el
interferon (IRF). Este factor de transcripcion, se une al promotor e induce la

expresion y secrecion de diversas citoquinas inflamatorias.

Mediante el uso de los diferentes adaptadores se reconocen dos vias de
sefalizacion dependiente e independiente de Myd88. En la ruta dependiente Myd88
traduce las sefales de todos los TLR excepto el TLR3 e induce la aparicién de
diferentes citocinas como IL-1, IL-8, TNF-alfa, e IL-12 y lleva al desarrollo de Thl
gue induce la produccion de INF-gamma. Por el contrario en la via independiente
de Myd88, TRIF juega un rol crucial en la activacion de la sefial mediada por TLR3
y TLR 4; que también activa NF-kB con la produccién de INF-beta para la expresion

de los genes IGR47, que son inductores de INF-gamma.
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Dichas citocinas inflamatorias son secretadas por macrofagos tisulares que inducen
a la expresion de integrinas, P y e-selectina por parte de los capilares cercanos al
sitio de la lesion, estas moléculas funcionan como anclaje para el reclutamiento de
células como neutréfilos que forman el infiltrado inflamatorio, de igual manera que
la IL-8 y los péptidos quimio tacticos procedentes de la respuesta parcial del

complemento.

En la familia de los TLR, el TLR2 fue el primero en participar en la respuesta inmune
innata generada por Trypanosoma cruzi. Los anclajes GPlI, glicoproteinas similares
a mucinas ubicadas en la superficie de la membrana del parasito del Trypanosoma
cruzi, se encargan de inducir la sintesis de citoquinas pro inflamatorias y Oxido
Nitrico (NO) en las células inmune innatas y su composicion lipidica variable
determina su reconocimiento por TLR2 (alquilaciliglicerol) o TLR 4
(dihidroceramida) (78), por otra parte TLR9 también se encuentra involucrado en el
reconocimiento del parésito activado por los CpG de Trypanosoma
cruzi (cuyo contenido en Trypanosoma cruzi representa un 51%). Estas regiones
CpG seran reconocidas por TLR9 en los lisosomas, haciéndose accesibles una vez

que el parésito ha sido destruido (73)

También existen otras estrategias que no involucra los TLR sino otro tipo de PRRs
llamados receptores citoplasmaticos NOD, que reconocen peptidoglicanos y
muramil di péptidos que también activa el NF-kB y conduce a la produccién de IL-
12 e INF-gamma.

Ademas el parasito recurre a otros mecanismos, por ejemplo haciendo uso de la
Tc52 una proteina liberada por Trypanosoma cruzi actia como inductor de la
expresion de moléculas estimuladoras, produccion de citocinas y quimioquinas
ademas del aumento del Ca?*intracelular con el fin de movilizar la actina para la
formacion de los lisosomas que permitan la invasion parasitaria a la célula, esto

también ocurre con la activacion de la via IP3 (inositol tri fosfato) que desempefia la
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funcion. Este aumento de Ca?* conduce a la activacion de la via calmodulina/
calcineurina que contribuye a activar otro factor nuclear denominado NF-AT que a
su vez también genera la produccion de INF-gamma y es capaz de inducir la

respuesta hacia el perfil Thl, independiente de los PRRs (73).

La defensa del huésped contra patdgenos intracelulares depende de la produccion
de IFN-gamma dependiente de Thl que induce la activacion de macrofagos para
eliminar los patdgenos intracelularmente. Las diferentes estrategias conllevan a la
produccion de IL-12 y/o IFN-gamma, y de esta forma propiciar la respuesta

adecuada por Th1l.

2.6.2 Adaptativa

2.6.2.1 Celular

Paralelo a la respuesta producida por las células presentadoras de antigeno,
ademas de los complejos propios de la respuesta innata, se lleva a cabo un proceso
de presentacién de péptidos derivados de Trypanosoma cruzi en la superficie de
las células dendriticas a través del Complejo Mayor de Histocompatibilidad (CHM)
clase | y Il los cuales son capaces de activar linfocitos T virgenes. La célula
presentadora de antigeno exteriorizard el péptido a los linfocitos T virgenes ,
quienes llevaran a cabo un reconocimiento por medio de TCR (Receptor de
linfocitos T), y a partir de este momento se inicia lo que se denomina inmunidad
adaptativa, que dependera del tipo de HLA que presento el péptido, las quimiocinas
e interleucinas producidas, entre otros factores. Esto teniendo en cuenta que se
presentan como péptidos exogenos si las células dendriticas fagocitan y procesan
el parasito presentandolo a través del CMH Il a LT CD4+, si por el contrario el
parasito rompe la vacuola parasitéfora transformandose en amastigote y segrega
sus proteinas o el producto de su lisis, la células los reconoce como péptidos

endogenos que presenta a través del CMH | a los LT CD8+. En un primero

55



encuentro del sistema inmune con Trypanosoma cruzi clasicamente los LT
respondedores a antigeno especifico se expanden clonalmente y durante este
proceso ellos cambian el su perfil de expresion y adquieren funciones efectoras. Los
LT CD8+ se encargan de producir mas citocinas e inducir la apoptosis en la célula
blanco su funcidén se establece de acuerdo al perfil de citocinas secretadas al
momento de su activacion. Durante el proceso de activacion de los LT CD4+ estos
pueden diferenciarse en distintos perfiles, y cumplir multiples funciones desde la
induccion del cambio de clase de inmunoglobulinas en las células B y la regulacion
de la produccién de células de memoria o plasmocitos por las células T

colaboradoras foliculares (77)

Un grupo de los LT CD4+ efectores presentan el péptido a los linfocitos B, que a su
vez se diferenciaran y se expanden de forma clonal en LB, efectores de memoria o

células plasmaéticas, las cuales produciran el perfil de inmunoglobulinas necesario

2.6.3 Humoral

La respuesta humoral contra el Trypanosoma cruzi se caracteriza por una respuesta
a diferentes antigenos. La produccion de anticuerpos contra los diferentes
determinantes antigénicos, depende de la etapa de la infeccién en que se encuentre
el huésped (20) es por ello que por ejemplo los tripomastigotes metaciclicos poseen
invasinas, que son especificas de estadio, por lo que la inmunidad inducida en un
estadio no es capaz de generar una respuesta ante las invasinas expresadas por
la siguiente generacién de tripomastigotes (79) La IgM aparece precozmente en el
transcurso de la infeccion, tiene su maxima expresion de 15-20 dias y disminuye
hasta niveles no detectables en la fase crénica. La IgG se hace evidente de 10-15
dias después de la infeccién, con presencia de niveles altos de IgE manteniéndose
a niveles detectables durante todo el curso de la enfermedad (15). La respuesta

inmune humoral frente a Trypanosoma cruzi es capaz de generar el desarrollo de
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las cuatro subclases de IgG y el cambio de IgM a IgG se establece a partir de la
secrecion de IL-4; el aumento de dicha interleucina como del INF-gamma vy el
desarrollo de las cuatro subclases de IgG se relacionan con una respuesta mixta de
LT efectores Thl (INF-gamma) y Th2 (IL-4) en la infeccion cronica (80).

2.7 EVASION DE LA RESPUESTA INMUNE POR Trypanosoma cruzi

Trypanosoma cruzi utiliza una gran variedad de antigenos para efectuar una
infeccion adecuada en el hospedero mamifero. Sin embargo, el sistema inmune de
este Ultimo, posee un amplio espectro de mecanismos de neutralizacion, que van
desde la inmunidad innata, hasta la adaptativa. Por otro lado Trypanosoma cruzi
(81), articula una amplia diversidad de determinantes antigénicos, con el fin de eludir

la respuesta del hospedero.

Es asi como seis principales mecanismos de evasién de la respuesta inmune son

utilizados:

2.7.1 Invasion celular y sobrevida al stress oxidativo

Luego de la invasion al hospedero mamifero(81) Trypanosoma cruzi puede
encontrarse con células de tipo no fagocitico profesional (aunque puede haber
también CDS (células dendriticas), 0 macréfagos que se dirijan de forma oportuna
al sitio de entrada del parasito, ademas de fibroblasto y epitelio mesenquimales,
musculares cardiacas entre otras. Es asi como el parasito ingresa dependiendo el
tipo de célula, (81) y en la infeccion primaria es fagocitado por macréfagos .Este
reconocimiento se da por medio de los toll- like receptors los cuales reconocen
glicoproteinas de superficie, posterior a esto el parasito es fagocitado e ingresa en

la vacuola parasitéfora, luego el lisosoma del citoplasma se fusiona a la vacuola y
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se forma el fagolisosoma en el cual se propiciara la eliminacion del parasito a través

de radicales libres de oxigeno.

De otro modo en las células no fagociticas el parasito ingresa a través de dos
formas, la primera ocurre en un 20-30 % de los casos, es denominada ruta lisosoma
dependiente, en la cual se induce una sefializacion de Ca?*, seguido por el
reclutamiento y fusién del lisosoma en el sitio de entrada del parasito. Trypanosoma
cruzi, activa vias de sefalizacion que resultan en la movilizaciébn de calcio
dependientes de una fosfolipasa C y de inositol trifosfato (IP3), asi los lisosomas
responden rapidamente a la elevacion de los niveles de Ca?*y se someten a una
fusién con la membrana plasmatica (82) (83). Siendo un punto clave la expresion
de la proteina de membrana lisosomal synaptotagminaVIll (Syt VIII), la cual funciona

como una proteina con capacidad de detectar niveles de calcio intracitoplasmatico.

Ademas de la sefializacion de calcio(84), los tripomastigotes inducen la elevacion
de los niveles de cAMP, evento que esta correlacionado con el mejoramiento y

desarrollo de la exocitosis lisosomal.

La segunda ruta(83)(85), se desarrolla en un 70-80% de los casos, también
denominada lisosoma dependiente y se lleva a cabo una invaginacion de la
membrana plasmatica (endocitosis) seguida de la fusion intracitoplasmatica con el
lisosoma, esta inicia con la entrada del parasito en la membrana citoplasmética que
culmina con la formacién de una vacuola y posterior fusién con los endosomas

tempranos y lisosomas.
Dentro del fagolisosoma(86), especialmente en células fagociticas como los

macréfagos, Trypanosoma cruzi puede soportar el extremo ambiente, utilizando

enzimas antioxidantes como peroxidasas y superoxido dismutasas (SODs).
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Las especies reactivas de oxigeno (ROS) (87), derivan en parte, de reactivos de
oxigeno molecular reducido. La sucesiva reduccién univalente del oxigeno
molecular incluye anionsuperéxido (O2e-), perdoxido de hidréogeno (H202) vy
radicales hidroxilo (OHe+). Si bien el H202 no es excesivamente reactivo, es un
precursor de OHe, el cual es altamente reactivo en su sitio de produccion. ROS
puede ser generada como consecuencia de una reaccion citotoxica, con la
capacidad de dafio de la mitocondria, &cidos nucleicos, proteinas y lipidos del
parasito. En el proceso de fagocitosis(83), los tripomastigotes desencadenan la
activacion de una NADPH oxidasa asociada a la membrana de los macrofagos, lo
gue conlleva a la produccion de aniones radicales superoxidos que se convertiran
en peroxido de hidrégeno a través de SOD, disminuyendo de este modo la
capacidad de accion de ROS.

De otra manera (87), existen especies reactivas de nitrégeno (RNS) las cuales
incluyen o6xido nitrico (*NO) y sus derivados. O2+<- *NO, que por si mismos no son
especialmente reactivos, sin embargo, el peroxinitrito (ONOO-), un potente
oxidante, se forma por una rapida reaccion entre O2+— y *NO. ROS/RNS son
inestables y reaccionan rapidamente con otros radicales libres y macromoléculas
en reacciones en cadena para generar oxidantes cada vez mas perjudiciales.
Entonces Trypanosoma cruzi emplea un sofisticado grupo de enzimas que
impediran su perjuicio ante ROS y NOR, asi (88),se reduce NADPH (de la via
pentosas fosfato) y se oxidan sistema de desintoxicacién enzimatica a través del
ditiol tripanotiona, bis glutatibn espermidina, y tryparedoxina (TXN), que es un

homologo de la tioredoxina.

Se han identificado cinco tipos de peroxidasas en Trypanosoma cruzi que confieren
la capacidad de detoxificacién, estas difieren de su punto de localizacion
subcelular ademas de su substrato. Glutation peroxidasa-l (TcGPXI) ubicada en
citosol y glicosoma y TcGPXIl ubicada en el reticulo endoplasmico, confieren

resistencia contra lipido e hidro peroxidasas respectivamente; La peroxidasa

59



tryparedoxina citosolica (TcCPX) y mitocondrial (TcMPX) de Trypanosoma cruzi
poseen la capacidad de detoxificar ONOO- , H202 y pequefias cadenas de
hidroperoxidasas con la ayuda de TXN. La resistencia del parasito frente a ONOO-
es conferida por la sobre expresion de TcCPX, cuyo residuo que le confiere mayor
actividad peroxidasa es Cys52 (Cys52Ala), también la sobreexpresion de TcMPX
otorga resistencia frente *NO. Por ultimo esta una hemo-peroxidasa (TcAPX), la cual
esta localizada en el reticulo endoplasmico y da resistencia frente a H202, utilizando

ascorbato como un substrato reductor (88)(87).

También cuenta (89) con un grupo de cuatro superoxido dismutasas que son de
igual forma utilizadas por diversidad de microorganismos para contrarrestar
reacciones inmunes. Las SODs utilizadas por Trypanosoma cruzi son dependientes
de la actividad del hierro (FeSODs)(90) que detoxifican O2¢, TcSODs Ay C se ubica
en la mitocondria TcSOD B1 actia en el citosol y TcSOD B1-2 actla en los

glicosomas generado en el citosol, glicosomas y las mitocondrias.

Es claro que las ROS(83), son moléculas labiles y sus efectos son debidos
principalmente a su rapida acumulacién en diferentes compartimentos es asi como
después de un estimulo fagocitico y ya dentro del fagolisosoma y como respuesta
a citoquinas proinflamatorias como son IFN-y and TNF, ROS se mantiene por 90 a
120 minutos no tiene una facil difusion por la membrana debido a su naturaleza
idnica (86), aunque *NO es sintetizado en el citoplasma es capaz de difundirse a
través de la vacuola parasitofora conforme su caracteristica hidrofoba. Y permanece

durante 24 horas.
De otro modo(89) el stress oxidativo segun recientes estudios permite a la forma

resultante de la metacyclogenesis el amastigote, obtener rapido acceso al hierro el

cual es critico para el crecimiento y desarrollo del parasito.
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2.7.2 Escape del fagolisosoma

Una vez Trypanosoma cruzi(83) se encuentra dentro del fagolisosoma, tiene la
capacidad de utilizar un grupo de proteinas de membrana pertenecientes a la super
familia de trans-sialidasa, ademas de utilizar a su favor la disminucién del pH, para

su posterior salida a citoplasma y diferenciacion en la forma replicativa.

Estudios han demostrado que el tripomastigote metaciclico expresa menores
cantidades de trans-sialidasa en contraste con la forma sanguinea obtenida dentro
del hospedero mamifero, hecho que en teoria disminuiria la capacidad infectiva en
una infeccion temprana (83), no obstante, esto no interfiere en la capacidad en este
caso de escape del fagolisosoma, pero si interviene en la velocidad del escape, ya
que los tripomastigotes sanguineos escapan de forma mas temprana a la vacuola
(91).

Proteinas de membrana del parasito(92), interactiian con la membrana interna del
fagolisosoma .las proteinas de membrana asociadas a lisosoma 1y 2 (LAMP 1y 2),
que son la principales proteinas integrales de los lisosomas, se encuentran
altamente glicosiladas (92). Por otro lado el parasito no tiene la capacidad de
produccion de &cido sialico sin embargo por medio de la trans-sialidasa transfiere
los glicoconjugados con elevados niveles de &cido sialico de LAMP 1y 2 a mucinas
de la membrana del parasito. A pesar de ello es necesaria la presencia de una
proteina formadora de poro que es Tc.Tox(peptido que guarda cierta homologia con
el factor 9 del complemento)(93), la cual es secretada por el parasito en presencia
de un PH &cido(caracteristico de la vacuola parasitéfora), ademas de que se ha
demostrado es mas eficiente sin la presencia de acido sialico en la vacuola (94). Es
asi como estudios en los cuales se han silenciado en ratones los genes codificantes
de proteinas LAMP, la infeccion con Trypanosoma cruzi no ha sido tan eficiente,

permitiendo afirmar y confirmar la importancia del acido sialico en la infeccion (95).
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2.7.3 Inactivacion del complemento

El sistema del complemento consiste una serie de proteinas solubles con la
capacidad de interactuar con estructuras del patégeno, que luego conllevara la
activacion de una cascada de proteasas cuya funcion principal es la eliminacion del

microorganismo invasor (96).

En la infeccion por Trypanosoma cruzi(96),la activacion del sistema de
complemento a través de cualquiera de las tres vias existentes converge en la
produccion de la convertasa C3 y C5, y culmina con la formaciéon del complejo
ataque de membrana MAC. De esta forma y posterior a la formaciéon de C3 y C5
se da la opsonizacién de células o moléculas blanco por medio de C3b/iC3b
seguido de fagocitosis y liberacion de anafilotoxinas pro inflamatorias (C4a,C5a,
C3a) que funcionan como quimioatrayentes de células inmunitarias, para asi formar
MAC.

Inicialmente Trypanosoma cruzi se convierte en un blanco facil de activacion de la
ruta de las lectina del complemento (83), dicha via es responsable de al menos un
70 % de todas las lisis mediadas por el complemento en la infeccion(97). También
activa la via alternativa puede activarse ya sea por una baja tasa de conversién de
C3 a C3b o por la generacion de C3b desde otras vias del complemento, ademas
cuando la infeccién ha progresado y se producen anticuerpos anti Trypanosoma
cruzi, estos se unen a la superficie del parasito y se unen a C1 activando la ruta

clasica del complemento.

El sistema de complemento(98),utiliza un complejo grupo de proteinas de control
para seleccionar blancos y regular la amplificacion por medio de la unién de
fragmento a C3. De esta manera C3b y C4b son inactivados por la serino proteasa

factor- 1 en presencia de cofactores como MCP (cofactor de membranay el receptor
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del complemento (CR1), que estan unidos a la membrana, ademas de factor H unido

en la superficie del hospedero.

El inhibidor de C1 (C1-INH) inactiva C1r C1ls y MASP 2. Por otro lado(98), también
es posible la prevencién del ensamble de C3, la inhibicion de la actividad, mediante
factores aceleradores del decaimiento como DAF (CD55), la proteina de unién a C4
(C4-pb). Asi mismo(96), la formacion del complejo ataque de membrana se ve
cohibido debido a la accién de la proteina S (glicoproteina plasmatica sintetizada
en endotelocitios, la vimentina( proteina del citoesqueleto),y CD50 que interfieren

en el ensamblaje.

Incluso con todas las formas de activacién y los mecanismos regulatorios de la
misma, Trypanosoma cruzi posee la extraordinaria capacidad de eludir este
complejo sistema, tal que utiliza un grupo de moléculas con la capacidad de inhibir

el sistema, y dentro de ellas se puede encontrar las siguientes:

2.7.3.1 Proteinas involucradas en la evasién del complemento.

2.7.3.1.1 Calrreticulina

Es (97), una proteina de superficie de 45 kDa del parésito e une a MBL de los tallos
de colageno, previniendo su interaccion con las manosas del parasito, también es
capaz de inhibir la accion de C1 previniendo su interaccién con C4 , ademas
interactda con la ficolina (I-ficolina), previniendo la conversion de C4 a C4b, de esta
forma la calrreticulana puede perjudicar de forma directa la via clasica y de las

lectinas del complemento, igualmente inhibe la ruta alternativa de forma indirecta.
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2.7.3.1.2 Proteina reguladora del complemento CRP (GP160)

Es una proteina de superficie del tripomastigote con acople GPI(99), con la
capacidad de unién a C3b y C4b, disociando la convertasa C3 de la via clasica y
alternativa del complemento. Se han descrito varios genes paralogos a CRP,
dentro del genoma de Trypanosoma cruzi, que comparten secuencias homologas

con miembros de la super familia de las tran-sialidasas carentes de actividad TS.

2.7.3.1.3 Proteinainhibidora del receptor C2 del complemento tri-funcional
CRIT

La cual es una proteina trans membrana que bloquea el clivaje de C2 en C2a,
inhibiendo la ruta clasica y de las lectinas. CRIT es una proteina de 32 kDa. Su
primer dominio extracelular del extremo N-terminal (ed1) presenta una secuencia
homologa con la cadena B del componente C4 del complemento, por lo gue compite
con éste por la unién a C2. Al producirse la union, CRIT inhibe la activacion de C2
por parte de C1s(100).

2.7.3.1.4 Factor acelerador del decaimiento del tripomastigote (Tc- DAF)

Es una proteina de 87- a 93 KDa que similar al factor acelerador del caimiento en
humanos (DAF). Interfiere en el ensamble de la convertasa C3, afectando las tres
vias del complemento. De forma similar la Gp58/68 de Trypanosoma cruzi inhibe el
ensamble de C3 pero solo afecta la via alternativa del complemento, inhibiendo la
accion del factor a C3b(99).

Se sabe que DAF esta unido a la membrana por un anclaje de fosfatidilinositol y, sin

embargo, T-DAF esta presente en el liquido sobrenadante de los cultivos de

tripomastigotes. Aungue no se ha llegado a una evidencia clara de que T-DAF tenga
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el mismo anclaje, se cree que podria ser asi y que una fosfolipasa enddégena podria

romper el anclaje liberandolo al medio(101).

2.7.3.1.5 Trans-sialidasa

Son un grupo de proteinas que se clasifican en cuatro grupos principales de la
cuales, del grupo Ill destaca la FL-60 una proteina con la capacidad de inhibir la
ruta clasica y alternativa del complemento(98).

2.7.3.1.6 Micro vesiculas

Se ha identificado(96)(83) que Trypanosoma cruzi induce la liberacién de vesiculas
derivadas de la membrana plasméticade las células del hospedero. Dichas
vesiculas estan involucradas en diversos procesos de evasion de la respuesta

inmune incluyendo la unién e inhibicién de la convertasas C4b2a.

Los tripomastigotes metaciclicos inducen en las células sanguineas la liberacion al
medio de fragmentos de membrana plasmatica en forma de micro vesiculas(98), el
proceso ocurre rapido, tan solo unos minutos tras el contacto parasito-hospedador,
y es calcio dependiente. Estas micro vesiculas son capaces de formar un complejo
en la superficie del parasito con la convertasa C3, lo que da lugar a su estabilizacion
e inhibicibn y aumenta la supervivencia de Trypanosoma cruzi. Ademas,
incrementan la capacidad para invadir células, gracias a que transportan TGF-f3,
una citoquina que podria aumentar la capacidad de invasion de células epiteliales y
cardiacas, y también podria contribuir en la fibrosis durante la fase aguda de la

infeccion.
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2.7.4 Inmunomodulacion a partir de la activacion de patrones de

reconocimiento molecular

Los receptores de patrones de reconocimiento PRRs(102), se han sido descrito
como una de las principales lineas de defensa frente a varios patdgenos incluidos
protozoos, siendo expresados en células del sistema inmune innato y son
responsables del reconocimiento de moléculas referidas en conjunto como

patrones moleculares asociados a patégenos PAMPs.

Los toll like receptos TLR hacen parte de uno de los PRRs mejor caracterizados y
detectan PAMPs ya sea en la superficie celular o en el lumen de las vesiculas
intracelulares como los lisosomas(102).Se encuentran en mayor cantidad en
células presentadora de antigeno , sin embargo se han descrito en LT y células
somaticas. Su activacion conduce a la produccion de citoquinas pro inflamatorias
y quimioquinas que atraen células fagociticas en el sitio de infeccion.(83). Existen
entonces 10 miembro de la familia TLR en humanos. TLR 1 al 9 son expresados
solamente en humanos y ratones, sin embargo el TLR 10 se expresa Unicamente

en humanos(83).

TLR 4 Y 9 (103) funcionan como homodimeros (cadenas peptidicas idénticas),
mientras TLR 2 y 6 lo hacen de forma heterodimérica (las cadenas peptidicas que
los conforman divergen). Luego de la estimulacion se produce un cambio
conformacional que recluta una molécula adaptadora al dominio TIR. Con lo cual a
excepcion de TLR3 conduce la activacion de la ascada de sefializacion dependiente
de myD88, culminando con la produccién de citoquinas proinflamatorias(103), asi
Toros desarrollan un importante papel en la resistencia a la infeccion por
Trypanosoma cruzi, asi pueden estimularlo moléculas como mucinas material

genético entre otros.
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Las mucinas son proteinas de membrana con acople GPI y son un potente
estimulador de TLR 2 y 6(78)(104), que in vitro producen importantes citoquinas
como IL12 Y TNF , ademéas de oxido nitrico lo cual esté relacionado con una
respuesta de tipo Thl, que es importante en el control de la parasitemia(102). De
otro modo in vivo ratones con silenciamiento del gen codificante de TLR 2,
desarrollan una fuerte respuesta pro inflamatoria con elevados niveles de INF-y en

suero, sugiriendo un efecto inmunoregulador.

En contraste TLR 7 Y 9 (83), son expresados en el reticulo endoplasmico y en la
invasion por Trypanosoma cruzi son translocados a los endolisosomas, mientras
reconoce inmunoestimulatorios motivos derivados de DNA O RNA del parésito,

estimulando la produccién de citoquinas proinflamatorias tipo th1.

Las islas CpG NO estan aleatoriamente distribuidas en el genoma del parésito(105),
envés estan enriquecidas son regiones gendmicas que codifican mucinas trans-
sialidasas y MASPs entre otras, involucradas en mecanismos de evasion y adhesion
frente al hospedero, siendo una compensacién entre la necesidad de invadir el
hospedero y generar un reconocimiento por TLR 9. Sin embargo el escape del
fagolisosoma permite a Trypanosoma cruzi eludir lisis y por consecuente la
exposicion a TLR 9. Los Dominios de oligomerizacién de union a nucleétidos Nod
like receptor (83) estan localizados en el citoplasma o pueden estar asociados a la
membrana plasméatica. Estas asociados a la activacion de MAP quinasa y el factor

de transcripcion NF-Kb.

En contraste con otros patdégenos(83),Trypanosoma cruzi no desencadena cambios
en la expresion génica del parasito de forma temprana, si en forma tardia alrededor
de 24 horas en fibroblastos, este retraso coincide con el escape del parasito del
fagolisosoma al citoplasma y diferenciacion en amastigote, asi es posible plantear
que en la etapa temprana de la infeccion Trypanosoma cruzi no desencadena la

sefial de PRRs conduciendo a una entrada silenciosa en las cepas de mayor
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infectividad . Tres aspectos pueden contribuir a ello. El escape del parasito del
fagolisosoma, la relativa baja cinética intracelular de Trypanosoma cruzi y el efecto

inmunoregulatorio de TLR 2 Y 6 en CDCs.

2.7.5 Activacion policlonal de células B de formainespecifica

La variacién antigénica del parasito (83)(20) es lograda por la expresion de
variantes antigénicas idénticas en la superficie de una poblacion parasitaria,
mientras un pequefio grupo de subconjuntos se expresan en diferentes variantes.
La infeccion a largo plazo es lograda(83) debido a la variacién de los antigenos
expresados. Sin embargo esta teoria no es bien aceptada aun. Por otra parte la
teoria de mayor aceptacion es que toda la poblacién de Trypanosoma cruzi expone
una variedad de proteinas de superficie antigénicas como mucinas trans-sialidasas
y MASPs codificadas por una polimérfica familia multigenoma, la coexpresion de
este repertorio antigénico diverso conduce a la produccion de anticuerpos no
neutralizantes, un mecanismo conocido como cortina de humo, la cual retrasa la

produccion de anticuerpos de alta afinidad y la preparacion de efectivos TCDS.

Ademas de la alta variabilidad genética en las proteinas de superficie del parasito,
la presencia de derivados del parasito mitogenos de células B(96), causa
activacion policlonal de células B e hipergamaglobulinemia de isotipos IgM 1gG1
IgG2a 1gGb e 1gG3, resultando en un retraso en la respuesta especifica de
anticuerpos, siendo esta desenfocada respuesta crucial en la sobrevida del parasito
en la fase inicial de la enfermedad. Sin embargo cabe resaltar que este tipo de
respuesta es dependiente de la cepa de T.cruzi, asi parasitos pertenecientes a la
unidad discreta de tipificacion VI son los que generan con mayor eficacia este efecto

de cortina de humo.

2.7.6 Inmunodominancia
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Trypanosoma cruzi es presentado a los linfocitos T (83) por medio del complejo
mayor de histocompatibilidad tipo 1 HMC 1 esta presentacion promueve una fuerte
pero retrasada respuesta de células T CD8+ que es efectiva en el control del nimero
de parasitos, sin embargo solo sera evidente 5- 6 dias post infeccién coincidiendo
con la primera ronda de replicacion intracelular. Conforme avanza la infeccion
aparecen células T especificas frente al patdgeno que reconoceran de manera
jerdrquica un pequefio numero de epitopes en un proceso denominado

Inmunodominancia.

Los antigenos inmunodominantes pueden ser elegidos, de acuerdo a la abundancia
de los epitopes en el parasito, la afinidad por HCM y a los receptores de las células
T. Las tras-sialidasas estan dentro de los principales inmunodominantes de T CD8+,
debido a su elevada expresion en las formas infectivas y contenido antigénico
repetitivo, tanto que TS han sido postuladas como blancos para una vacuna. TS
pueden representar mas del 30 % de toda la respuesta CD8+ en ratones y un

porcentaje significativo en humanos(83).

2.8 TRATAMIENTOS

2.8.1 Convencionales

La OMS estipula los farmacos tripanocidas: Benzonidazol, y Nifurtimox como
tratamiento para la enfermedad de Chagas, siendo efectivos en la fase aguda y
perdiendo su efectividad al trascurrir del tiempo luego de la infeccién, aun asi, el
mismo tratamiento esta indicado para la fase cronica de enfermedad, reactivacion

de la misma y casos de transmision congénita (106) ya que no la elimina pero si

puede disminuir la progresién de la enfermedad.

2.8.1.1 Benzonidazol
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Es un derivado nitroimidazdlico tripanocida cuyo blanco de accion es el
quinetoplasto, el mecanismo de accion empleado evidencia la nitroreduccion por
nitroreductasas tipo | de Benzonidazol formando metabolitos electrofilicos
(hidroxilamina) la cual es capaz es conjugar grupos tiolicos de proteinas, acidos
nucleicos vy lipidos (54). Los metabolitos electrofilicos reducidos del Benzonidazol
se unen covalentemente a los intermediarios de la nitroreduccion con los
componentes del paréasito, ADN, lipidos y proteinas Inhibiendo la sintesis de

proteinas y la cadena respiratoria (107).

El Benzonidazol se considera la primera linea de tratamiento para el Chagas,
indicado en la fase aguda, en la fase crénica indeterminada, y en la fase crénica
determinada, este farmaco es altamente lipofilico y facilmente
absorbido alcanzando las concentraciones plasmaticas maximas de 2 a 4 horas.
En cuando a la dosificacién, en adultos: 5-7 mg/kg via oral cada 12 horas,
administradas a diario durante 60 dias y Nifios (hasta 12 afios): 5-10 mg/kg via oral
cada 12 horas, administradas a diario durante 60 dias.

El Benzonidazol no debe ser administrado antes del tercer trimestre de embarazo,
si se presenta hipersensibilidad al medicamento o en pacientes con insuficiencia
hepatica, renal o hemética, de ser administrado se debe realizar vigilancia del

recuento de leucocitos.

Existen algunos efectos adversos dentro de los cuales cabe destacar la aparicion
de exantema en las dos primeras semanas de iniciar el tratamiento y nauseas (108).
De presentarse fiebre o purpura, sintomas de parestesias, polineuritis periférica,
leucopenia o trombocitopenia, los cuales son efectos relacionados con la dosis debe

suspenderse el tratamiento (109).
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2.8.1.2 Nifurtimox

El mecanismo de accion de Nifurtimox consiste en originar radicales libres que
originan derivados toxicos del oxigeno como el anién superoxido, el peroxido de
hidrégeno y el radical hidroxilo que generan un dafio por reduccién de componentes
celulares parasitarios como peroxidacion de lipidos, alteraciones de las membranas,
inactivacion de enzimas, degradacion del ADN y mutagénesis aparentemente,
debido a niveles bajos de glutatién reducido, carecimiento de catalasa y de glutation
peroxidasa (110). Este farmaco anélogo de nitrofuranos tripanocida actua contra las

formas amastigotes y tripomastigotes de Trypanosoma cruzi.

La formacién de estos radicales inicia una vez las flavoproteinas actian sobre el
grupo nitro de las moléculas R-NO2, produciendo R-NO2-, este radical intermedio

produce una reduccion parcial del oxigeno lo que regenera la droga.

El oxigeno (O2) posteriormente pasa a peréxido de hidrogeno (H202) gracias a la
enzima superoxido dismutasa (SOD), la union de O2 con H202 en presencia de
Fe3+ forman el radical libre hidroxilo, este radical altera la estructura de

macromoléculas biolégicas como lipidos, proteinas y DNA del parasito (111).

Nifurtimox esta contraindicado en los pacientes con insuficiencia hepatica y renal,

mujeres embarazadas o en estado de lactancia.

La dosis recomendada en Adultos es de 8-10 mg/kg/dia via oral cada ocho horas
en tres tomas separadas luego de ingerir alimentos durante 30 a 60 dias siendo esta
mejor tolerada por los nifilos cuya dosis es de 15-20 mg/kg via oral en cuatro tomas
separadas cada ocho horas. Ha demostrado ser efectivo en la fase aguda, fase
cronica indeterminada y fase cronica determinada de la enfermedad. Los efectos
adversos son mas frecuentes en los adultos cursando con anorexia, pérdida de

peso, manifestaciones gastrointestinales como nauseas, vomitos, dolorabdominal,
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dolor de cabeza, diarrea, dermatitis y compromiso del SNC con insomnio,
alucinaciones y psicosis llevando a la suspension del tratamiento de presentar

polineuritis periférica (112).

2.8.2 Perspectiva de medicamentos

El tratamiento convencional no es efectivo en la fase crénica e la enfermedad, y no
es recomendado emplearlos para tratar casos de Chagas en mayores de 55 afios 0
con afeccion cardiaca avanzada debido a la variedad de efectos adversos
manifestados, para tales casos se han incorporado otras alternativas como
Itraconazol y Alopurinol los cuales han demostrado el mejoramiento de la
enfermedad en el 44% de los tratados con el Alopurinol y el 53% de los tratados
con lItraconazol en cuanto a la evaluacién electrocardiografica se observa la
normalizacion en el 36,5% para Alopurinol y 32.6% a 48,2% con Itraconazol (113)
obteniendo un porcentaje a favor de 20% de los casos, con 50% de mejoria de las

alteraciones electrocardiograficas (112).

2.8.2.1 ltraconazol

Es un derivado sintético del Imidazol que disminuye la sintesis del ergosterol el cual
contiene el parasito inhibiendo la citocromo P450 dependiente de la lenosterol 14
de metilasa sin afectar el colesterol que contiene el humano ya que estos
difieren por la presencia de un grupo metilo 24 y dobles enlaces en A7 y A22. Puede
originar insuficiencia hepatica. La dosis recomendada es 6 mg/kg/dia via oral por
120 dias dividido en dos tomas (23).

2.8.2.2 Amiodarona

72



Para tratar las arritmias ventriculares caracteristicas de la fase cronica de la
enfermedad se ha incorporado también este farmaco (111) como nuevo tratamiento
obteniendo reduccion en los efectos adversos, este farmaco emplea el mismo
mecanismo de accidn que Itraconazol, es inhibidor de ergosterol del cual requiere
el parasito para la viabilidad celular y proliferacion en todos sus estadios, ademas
trastorna la regulacién del calcio de los parasitos (6). Recomendado en dosis de
dosis de 600-800 mg/dia por 10 dias y mantenimiento de 300 mg/dia (114).

2.8.2.3 Alopurinol

El mecanismo de accion de este farmaco, consiste en la inhibicion de la sintesis de
proteinas y purinas ya que el parasito no es capaz de sintetizarlas como el hombre,
este analogo de la hipoxantina disminuye la produccion de &cido urico al inhibir la
conversion de hipoxantinas en xantina. La dosis establecida es de Dosis 8,5
mg/kg/dia via oral durante 60 dias dividido en dos tomas(107).

2.8.2.4 Fexinidazol

En el afio 2014 el Congreso Internacional de Parasitologia (ICOPA) presentd un
nuevo farmaco en estudio, este es un 5-nitroimidazol para pacientes Chagasicos
que cursan la fase crénica indeterminada de la enfermedad administrando una dosis
de 200 mg/kg durante cinco dias (115). El Fexinidazol se metaboliza para producir
un metabolito sulféxido seguido de metabolismo posterior a un derivado de sulfona
(116).

Pertenece al grupo de drogas nitroimidazol por lo es un tripanocida que forma

radicales libres los cuales originan derivados toxicos del oxigeno como el anion

superoéxido, el peroxido de hidrégeno y el radical hidroxilo (117).
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2.8.3 Esquema terapéutico

En diferentes casos de Chagas, como el caso de la infeccion congénita (118), se
indica Nifurtimox en dosis de 10 mg/k/dia durante 60 dias, fraccionado cada 8 horas,
garantizando mejores resultados de ser tratado en el primer afio de vida, lo cual se
logra mediante un diagnostico precoz que se confirma después de los 9 meses de
vida, por persistencia de serologia positiva, una vez los anticuerpos positivos
maternos han desaparecido. La mayoria de casos se presentan asintomaticos, sin
embargo debe realizarse diagnostico diferencial con el sindrome de Torch al

presentar sintomatologia similar al recién nacido Chagasico.

De adquirir la enfermedad de Chagas de manera accidental (119), se debe
confirmar la contaminacion del objeto o muestra con el parasito Trypanosoma cruzi
y la infeccién posterior de la persona (serologia y PCR) luego de 21 dias, una vez
confirmado, de manera inmediata iniciar el tratamiento con Nifurtimox 10 mg/k dia,
durante 15 dias. En esta categoria se encierra la contraccion de la enfermedad por

transfusion sanguinea y vectorial.

Los pacientes con enfermedad de Chagas crénicos que presentan co-infeccién con
VIH o pacientes inmunosuprimidos (54), debe realizarse seguimiento con PCR
semanal y administrar tratamiento basandose en el nimero de células CD4 (Tabla
5). Administrando Nifurtimox 8-10 mg adultos (10-15 mg/kg en nifios), Benzonidazol
5 mg/kg en adultos y 5-8 mg/kg en nifios durante cinco meses o mas dependiendo

de la evolucién del paciente.

Tabla 5. Valor limite de linfocitos CD4 para iniciar tratamiento antichagasico segun grupo etario.

Valor limite de linfocitos CD4 para iniciar tratamiento antichagasico

Grupo etario Células/mm3
0- 3 meses 1600
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3 meses - 6 meses 1800

6 meses -12 meses 1400
12 meses- 24 meses 1300
24 meses - 6 afos 700
6 afios -12 afos 650
12 afios -18 afios 530
>18 afios 200

Existen cepas de Trypanosoma cruzi resistentes al tratamiento con Benzonidazol y
Nifurtimox como la Tipo Ill estudiada por diversos autores entre ellos Camandadora
y cols (120) en contraposicion con la Tipo Il y Tipo | quienes estudian las
susceptibilidad de cepas altamente resistentes , sin embargo esta relacion entre
cepas no es siempre evidente como lo demuestra Mejia AM y cols (121) quienes
estudiaron cepas de Trypanosoma cruzi selvaticas y domesticas procedentes de
Colombia obteniendo resistencia para los dos tipos. El tratamiento sigue entonces

en controversia y ain mas en la fase cronica de la enfermedad.

Como anteriormente se menciono, no se ha encontrado evidencia suficiente a favor
del uso de Nifurtimox y Benzonidazol en el tratamiento de la cardiopatia Chagéasica
grave y los efectos adversos que provoca. Sin embargo el benzonidazol en
pacientes que cursan la fase cronica de la enfermedad de Chagas detiene la
progresion de las lesiones cardiacas, como la miocardiopatia infecciosa y el estado
protrombdético asociado a la presencia del parasito en la sangre, lo que actualmente

lo confiere como el mejor tratamiento en las diferentes fases (122).

2.8.4 Intervencion en el metabolismo del parasito

2.8.4.1 Bloqueo de la proteina Cruzipaina
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Esta cistein proteasa es responsable de la mayor parte de la actividad proteolitica
en los diferentes estadios del parasito por lo que inhibidores especificos son
capaces de impedir la proliferacion tanto de epimastigotes extracelulares como de
amastigotes intracelulares, asi como inhibir la transformacion epimastigote-
tripomastigote metaciclico in vitro (123). En este grupo de drogas se encuentran las

thio-alquil-semicarbazonas (124).

2.8.4.2 Induccién de estrés

Mediante la inhibicion de estrés oxidativo del metabolismo de tripanotiona el
cual mantiene el nivel de 6xido-reduccion celular se convierte en uno de los agentes

anti Trypanosoma cruzi selectivos de estudio para atacar el microorganismo (125).

2.8.4.3 Inhibicion de metabolismo de pirofosfatos

Estos inhibidores del metabolismo de pirofosfatos alteran la adaptacién del
microorganismo al estrés ambiental y el almacenamiento de polifosfatos y cationes,
funcién propia del organelo acidocalcisomas del parasito al igual que el ingreso y
salida de calcio de la matriz acidocalcisomal. Dentro de este grupo se describe
farmaco risedronato, pamidronato aunque al momento no han sido probados para
su uso (126), se espera la generacion de dichas drogas que actlen contra estas

sustancias.

2.8.5 Resincronizacion cardiaca
Se ha optado por terapias alternas que sean utiles en el tratamiento de la

insuficiencia cardiaca; las primeras manifestaciones de la enfermedad son las

arritmias y en etapas mas avanzadas, miocardiopatias dilatadas, por lo que el uso
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de marcapasos biventricular , metodologia introducida en 1990 por Mower (127)
puede causar mejora de los sintomas del estadio crénico de la enfermedad, reduce
la morbilidad y mortalidad de los pacientes con insuficiencia cardiaca avanzada
asociada a aparicion de cardiomegalia, fenbmenos tromboembdlicos, disfuncion
sinusal, arritmias auriculares y/o ventriculares, bloqueos sinoatriales, auriculo-

ventriculares e intraventriculares, y aneurismas ventriculares (128).

2.8.6 Vacunas contra Trypanosoma cruzi

En cuanto a la vacuna contra el mal de Chagas, la OMS reporta que no existe en la
actualidad vacunas preventivas o terapéuticas, el método mas eficaz para prevenirla
en América Latina es el control vectorial (106), la variabilidad genética y mecanismo
de invasion silenciosa son algunos de los desafios que se presentan en la deteccion
temprana de la enfermedad lo que convierte en un reto el disefio de vacunas, sin
embargo gracias a los avances cientificos en Abril de 2017 el Consejo Nacional de
Investigaciones Cientificas y Técnicas (CONICET) y la Universidad de Buenos Aires
(UBA) publico el disefio de una molécula que emplea tres proteinas que combina
las caracteristicas inmunogénicas mas importantes de tres antigenos del

Trypanosoma cruzi la cual llamaron Traspaina.

Las proteinas seleccionadas son, Cruzipaina, la principal cistein proteasa, esta
glicoproteina esta presente en todos los estadios del parasito y cumple un rol clave
en su internalizacion, digestién lisosomal de proteinas, exdégenas o del propio
parasito y proteccién contra la respuesta inmune del hospedador, por destrucciéon
del fragmento Fc de las inmunoglobulinas ligadas a los respectivos antigenos lo que
impide la activacién del complemento (129). Una segunda proteina de 83 kDa
expresada en la membrana plasmatica de la forma amastigote del parasito (ASP2)
antigeno expresado exclusivamente durante la etapa intracelular del parasito (130)

y una ultima proteina, Transialidasa anclada gracias a una fosfolipasa C puede
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liberarse al torrente sanguineo y liberar acido sialico el cual puede unir a las mucinas

del parésito, con el consiguiente efecto disuasorio de la respuesta inmunitaria (98).

Esta vacuna promueve la formacién de LT CD4+ y potencia la respuesta de LT
CD8+, fue probada en ratones con el empleo de diferentes adyuvantes como
Freund, oligodesoxinucleétidos CpG (ODN-CpG) y un producto de origen
bacteriano: c-di-AMP el cual controla el metabolismo de la pared celular, respuestas
de estrés osmotico y esporulacion, este ultimo con mayor éxito logré disminuir los

parametros de dafio analizados durante la fase cronica de la infeccion (27) .

Por otra parte, la investigadora de medicina Jain G de la Universidad de Texas,
también sugiere una vacuna de tercera generacion o vacuna de DNA, empleando
los antigenos TcG2 y TcG4 los cuales inducen la produccién de anticuerpos
contra diferentes cepas de Trypanosoma cruzi nombrada TcVac3 en la que usaron
una combinacién de vectores de ADN de origen bacteriano en los cuales se insertan
los genes que codifican a las proteinas de interés y bajo el control de la secuencia
corta de DNA del promotor de la cepa atenuada del virus Vaccinia (MVA), método
conocido como DNA-prime/MVA boost (131).

Ademas de esta vacuna de DNA, Matos y colaboradores (132) quienes emplean
Salmonella como un sistema de entrega de vectores de ADN conteniendo el poli
péptido Tc52 de Trypanosoma cruzi con una respuesta importante de células Thl
y anticuerpos mediadores de lisis de los tripomastigotes en presencia de
complemento y capaces de inhibir la invasion de células de mamifero in vitro,
arrojando como dato importante después de estudiados los diferentes dominios, que
la porcion N-terminal de Tc52 se posiciona como un candidato 6ptimo para el

desarrollo de una vacuna y que confiere la maxima proteccion contra lainfeccion.

Esta inmunizacién primaria con ADN empleando los antigenos especificos, seguida

de un refuerzo con los mismos antigenos pero como proteinas recombinantes
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(TcVac3), estimula la respuesta inmune humoral y celular de mejor manera que
empleando Unicamente el DNA (TcVacl). Esta vacuna logro en el experimento
realizado con ratones los cuales reconocieron los antigenos por anticuerpos liticos
y células T CD8 la disminucion de la organomegalia y el control de la infeccidon en
un 96% (133). Las vacunas compuestas de ADN son capaces de ofrecer proteccion
ante un desafio con cepas patdgenas de Trypanosoma cruzi; con lo que
concluyeron que TcVac3 provocd inmunidad de células T efectoras de tipo 1
controlando la infeccion por Trypanosoma cruzi y posteriormente, el inicio de
respuestas antiinflamatorias previno la inflamacion crénica y la miocarditis en

ratones Chagasicos (131).

Otro método terapéutico potencial a futuro es el expuesto a mediados del 2017 por
la investigadora Pamela Cribb y su equipo de trabajo en el articulo ‘'Trypanosoma
cruzi High Mobility Group B (TcHMGB) can act as an inflammatory mediator on
mammalian cells”, quienes estudiaron una proteina clave de Trypanosoma cruzi
denominada TcHMGB, por su nombre en inglés High Mobility Group B dicha
proteina cumple funciones a nivel de ndcleo y se encuentra implicada en funciones
vitales del parasito, ademas de ello genera una respuesta en el hospedero
mamifero, mediante diferentes ensayos in vitro e in vivo, los investigadores
demostraron que esta proteina puede liberarse al exterior del parasito y asi cumplir
funciones de mediador inflamatorio induciendo la expresién de citoquinas pro
inflamatoria y anti inflamatorias, dicha proteina es util teniendo en cuenta que los
mamiferos poseen proteinas que median la funcién de alarma tales como las DAMP
(patrones moleculares asociados de peligro (o dafio) segregadas por células
necroticas que avisan al sistema inmune que algo estad sucediendo, esta es la
funcién de la HMGB-1, los investigadores apuntan hacia la importancia de la Tc
HMGB teniendo en cuenta que la proteina del parasito podria tener un papel en la
respuesta inmune y asi mismo en la patogénesis de la enfermedad de Chagas,

probablemente incorporandose con las funciones de las moléculas DAMP de la
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célula huésped (134). Sin embargo este hallazgo es algo que hasta el momento

tiene un desarrollo limitado pero que apunta hacia grandes avances.

3. DISENO METODOLOGICO

3.1 TIPO DE INVESTIGACION

La revision llevada a cabo fue tipo documental, se realizé una recopilacién de
informacion a partir de libros, articulos cientificos de investigacion, articulos de
revision, conferencias, documentos web y tesis doctorales sobre la enfermedad de
Chagas, inmunologia del parasito, donde se resaltan los diversos mecanismos de

evasion inmune; ademas de estudios sobre nuevas perspectivas terapéuticas.

3.2 UNIVERSO

Literatura cientifica publicada en el mundo sobre Trypanosoma cruzi.

3.3 POBLACION
Libros, articulos cientificos de investigacion, articulos de revision, conferencias,
documentos web vy tesis doctorales comprendidos en el periodo del afio 2000 al

2018 relacionados con la enfermedad de Chagas, inmunologia del parésito

Trypanosoma cruzi y su tratamiento.

80



3.4 MUESTRA

Corresponde a ciento seis (106) libros, articulos cientificos de investigacion,
articulos de revision, conferencias, documentos web y tesis doctorales referentes a
los mecanismos de evasién de la respuesta inmune por parte del parasito
Trypanosoma cruzi y las nuevas perspectivas terapéuticas en busca de combatir la

enfermedad.

3.5 CRITERIOS

3.5.1 Criterios deinclusién

Libros, articulos cientificos de investigacién, articulos de revision, conferencias,
documentos web y tesis doctoral del mundo publicado en internet, bibliotecas y
bases de datos referente a la respuesta inmune, mecanismos e evasion y posibles
medidas terapéuticas de la enfermedad de Chagas publicados en el periodo del afio
2000 al 2018.

3.5.2 Criterios de exclusion

Literatura que requeria de inversion monetaria para acceder.

3.6 PROCEDIMIENTOS

La revision y obtencion de informacion se llevo a cabo mediante la basqueda de
informacion bibliogréafica en fuentes de datos académicas como Science Direct,
Google Académico, PubMed, Biblioteca Luis Angel Arango; mediante base de datos
de MEDLINE y en revistas cientificas como Medicina Experimental y Salud Publica,

Federacion Argentina de Cardiologia (FAC), Revista espafiola de Salud Publica.
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3.6.1 Obtencién de lainformacion

La informacion seleccionada fue organizada en una base de datos empleando el
programa Excel clasificada segun tema, tipo de documento, pais, idioma y afio de
publicacion, teniendo en cuenta un periodo de tiempo comprendido entre el afio
2000y 2018.

3.6.2 Anédlisis de lainformacion

Publicaciones sobre Generalidades de la enfermedad de Chagas, agente etiologico
y su ciclo de vida, vector, vias de transmisién, manifestaciones clinicas diagndstico,
epidemiologia, haciendo énfasis en la respuesta inmune del parasito y su
tratamiento con la cual se realiz6 una estadistica basica descriptiva analizando la
informacion segun incidencia en cada parametro ya descrito, fue organizado en

graficas de barras, lineales y tipo torta de una y doble entrada.
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4. RESULTADOS

4.1 TIPO DE DOCUMENTOS

Se llevé a cabo la eleccion, revision y analisis de 106 documentos en total, dentro
de los cuales se tuvieron en cuenta los provenientes de literatura cientifica,
conferencias, libros, documentos web y tesis, seleccionados de acuerdo a los
criterios de inclusién, encontrando que la mayoria corresponden a articulos

cientificos con un 66% en el total de la revisién (Figura 19).

9
(8%)

H Articulos cientificos
E Conferencias
Hlibros
70  mDocumentos web
~ (66%) .
mTesis
1(0.9%)

Figura 19. Distribucion de los tipos de fuente bibliogréafica consultada.
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4.2 ANO DE PUBLICACION

Fueron seleccionados los documentos desde el afio 2000 hasta 2018 obteniendo la
mayor informacion publicada correspondiente al afio 2012 (11%), contrario al afio
2018 (0.9%) del que se encontré el menor nimero de documentos consultados

(Figura 20)
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Figura 20. Organizacion de fuente bibliografica adquirida segun afio de publicacion.

4.3 PAIS DE PUBLICACION

El origen de los documentos de publicacidon en mayor porcentaje es de Colombia,
18 documentos (17%) dentro de la fuente bibliografica consultada, centrando la
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investigacion en un ambito local que permita conocer la situacion de la enfermedad

de Chagas en el pais (Figura 21).
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Figura 21. Seleccién de bibliografia segun el pais de publicacion.

4.4 IDIOMA DE PUBLICACION

Se encontrd que la mayoria de los documentos empleados en esta revision estaban

escritos en espafiol, 67(63%) frente al inglés y el portugués (Figura 22).
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Figura 22. Distribucién segun el idioma de publicacion.

45 TEMA DE LOS DOCUMENTOS

Relacionando la bibliografia consultada, en su mayoria trata

acerca de los

mecanismos de evasion del parasito T. cruzi 25 (23%) y los nuevos avances en

cuanto a tratamiento para la enfermedad de Chagas 39 (36%). (Figura 23).
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Figura 23. Seleccién de tematica del cuerpo de trabajo.
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4.6 MECANISMOS DE EVASION INMUNE

Uno de los temas de interés de la presente revision se centré en los diversos
mecanismos de evasion por parte del parasito T.cruzi encontrando una mayor

fuente de informacion (28%) en cuanto la inactivacion del complemento (Figura 24).
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Figura 24. Mecanismos de evasion inmune del parasito T.cruzi.

4.7 TRATAMIENTOS UTILIZADOS

4.7.1 Tratamientos convencionales

La informacion analizada reporto como tratamiento convencional a Nifurtimox y

Benzonidazol en el tratamiento de la enfermedad de Chagas. (Figura 25)
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Figura 25. Documentacion segun el tratamiento convencional de la enfermedad de Chagas.

4.7.2 Perspectivas terapéuticas

Estas estan dirigidas a huevos medicamentos como Fexonidazol e Itraconazol del
gque se obtuvieron la mayor parte de los articulos consultados 8% para cada uno,
(Figura 26).
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W Alopurinol

M itraconazoly Alopurinol
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Figura 26. Seleccién de la informacién segln las perspectivas terapéuticas para la enfermedad de
Chagas.
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4.7.3 Tipos de Vacunas
A manera preventiva se describen diferentes prototipos de vacunas de las cuales

se encontrd el mayor porcentaje (12%) de informacion la que emplea las proteinas

de T. cruzi en su desarrollo (Figura 27).
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Figura 27. Distribucién de la informacién segun los tipos de vacuna empleados para T.cruzi

4.8 TRATAMIENTO Y PERSPECTIVAS FRENTE A LA EVASION DEL
SISTEMA INMUNE

Del total de articulos referentes a la evasion de la respuesta inmune y tratamiento,
18 relacionaron estas dos variables, para lo cual los tratamiento en su mayoria (8
de 18 ) fueron dirigidos a mpedir o dificultar la invasion del parasito a los diversos
tipos elulares.
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Figura 28. Evasion de la respuesta inmune relacionado con el tratamiento. ESC: Escape del
fagolisosoma, EVAS: Evasion del sistema de complemento, INMUNO: Inmunoregulacion, INV:

Invasion, PRRs: Receptores de patrones de reconocimiento

49 ALGORITMOS DIAGNOSTICOS BASADOS EN LA LITERATURA

Con base en la informacion de la literatura previamente reportada, a continuacion
se indican algunos de los procedimientos a realizar para el diagnéstico (que se
encuentran ya reportados) y se indica el esquema sugerido por el grupo de

investigacion para cada una de las vias de transmisién de la enfermedad.
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49.1 Transmisiéon vectorial

Tras la contaminacion de piel y mucosas con heces de triatdbminos infectados con
el estadio tripomastigote metaciclico y posterior a la identificacién sintomatoldgica
del paciente se procede a buscar formas parasitarias en sangre mediante exdmenes
directos, seguido de serologia con la que se buscara la presencia de la
inmunoglobulina dependiente de la fase, finalizando con una prueba confirmatoria
para descartar o confirmar al paciente con la enfermedad de Chagas. Para lo

anterior se sugiere el siguiente algoritmo diagnostico. (Figura 29).

v \J
(3 semanas pos transmisida)
|
1
Bisqueda de formas parasitarias en sangre Manifestaciones clinicas inespecificas
> mediante métodos directos e indirectos Chagoma 0 complejo oftaimogangBionar
(20 -30 dias pas transmision) o
Manifestaciones clinicas inespecificas

Fiebee, organomegalias, edemas, anemia, [¢—
meningoencefalitis o miocarditis

Prueba confmatoria
* M
* W8
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Figura 29. Diagndstico y esquema terapéutico propuesto en paciente de infeccion vectorial

4.9.2 Transmision pos-transfusional

En este tipo de transmision, los pacientes sintomaticos presentan fiebre, signos
clinicos de puerta de entrada, edema, adenopatias satélites, compromiso cardiaco,
hepatomegalia y esplenomegalia, sin embargo son detectados durante el periodo
de incubacion de la Enfermedad de Chagas transfusional el cual varia entre 28 y
116 dias tiempo en el que mediante serologia se detectaran los antigenos que

confirmen o descarten la enfermedad en el paciente.
El tamizaje en los bancos de sangre es clave a la hora de identificar al paciente

donador Chagasico y diferirlo permanentemente, para esto se sugiere el siguiente
esquema diagnostico. (Figura 30).
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Llamar al banco de sangre para « PACIENTE CON SOSPECHA DE INFECCION POR T. Cruzi
evaluar al donante. ViA TRANSFUSIONAL.
Evaluacion
parasitologica cada 72
horas por una semana.
\

Evaluacion serologica
seriada da 15 dias

hasta el tercer mes.

Prueba confirmatoria.
-IFI
-Inmunoblot

Compatibilidad con infeccion aguda
-Fiebre moderada
-Hepatoesplenomegalia

-Astenia

-Linfadenopatias

-Areas eritematosas

¢ Antigenos totales
*  Antigenos
recombinantes

Figura 30. Diagnéstico y esquema terapéutico propuesto en paciente post- transfusional

4.9.3 Transmision congénita

Con referencia a este tipo de transmision, Inicialmente el estudio de la enfermedad

se hace a través de examenes parasitologicos que evidencia la existencia de

parasitemia, al establecer la negatividad de ello, se estudia serolégicamente al nifio

con sospecha de Chagas congénito, teniendo su primer estudio aproximadamente

a los 9 meses descartando asi la positividad seroldgica asociada los anticuerpos

transmitidos de la madre al nifio.

Es la tercera via de transmision mas frecuente de la enfermedad de Chagas razén

por la cual se debe conocer el esquema diagnostico (Figura 31).
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v
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posilvo \ NEG‘E'VO CASO DESCARTADO
Caso confirmado /T\

Serologia a los 12 meses N
> oty NEGATIVO
(2 pruebas de diferente principio)

Figura 31. Diagnostico propuesto en paciente congénito

4.9.4 Transmisién en paciente inmunosuprimido

Los pacientes inmunosuprimidos tienen un gran riesgo de contraer la enfermedad
de Chagas, por diferentes vias entre ellas la transfusional que se posiciona como
una de las mas relevantes, teniendo en cuenta la obligatoriedad de las transfusiones
en gran parte de dichos pacientes, se hace menester diagnosticar esta enfermedad
en los pacientes inmunocomprometidos ya que su déficit en el sistema inmune se
asocia a un posible desenlace fatal. Es asi que en los pacientes
inmunocomprometidos deben tomarse otro tipo de muestras, que permitan la

visualizacion del parasito como biopsias y aspirados y en caso de seguir con
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sospecha por antecedentes clinicos y epidemiolégicos se sugieren los cultivos

aunque claramente estos requieren mas tiempo para ser efectivos.

El grado de inmunodeficiencia es influyente en la respuesta a la enfermedad, la
inmunodeficiencia es diferente de acuerdo al motivo que la origina. La primo-
infeccion de la enfermedad para estos pacientes en general conlleva
manifestaciones clinicas severas sin embargo la fase cronica también es relevante.
(Figura 32).
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Figura 32. Esquema diagnostico propuesto en paciente inmunosuprimido

495 Transmision Oral

La via de transmisién oral tiene un aumento significativo a la fecha, es por esto que
los exadmenes directos en busca de formas parasitarias se complementan con
examenes serolégicos y de confirmacién para asegurar el buen diagnéstico del
paciente. Es necesario tener en cuenta que la anamnesis cumple un papel



importante dentro del diagndstico, a sabiendas de que es un tipo de contagio poco

frecuente, por lo que es menester integrar el trabajo entre el médico y el laboratorio.

Los utensilios de preparacion de alimentos, o los mismos alimentos pueden ser

infectados con las heces de triatdbminos, el diagnostico se presenta en la (Figura

33).

3-22 dia post- ingesta

-Fiebre prolongada y no muy
elevada
-Mialgias

-Dolor epigastrico

Sangre total -Hepato y Esplenomegalia
Examen directo :gz:;;g;

Frotis sangre periférica
Gota gruesa
Microhematocrito
Strout

Presenciade
Parasitos

Confirma enfermedad de Serologia por duplicado
Chagas

Cualquier resultado positivo

positivo Prueba confirmatoria
IFI
+ WB
negativo

DESCARTAENFERMEDAD DE CHAGAS

Figura 33. Diagnostico propuesto Transmision oral de la enfermedad de Chagas

4.9.6 Transmision por accidente en el laboratorio
El contagio en el laboratorio es de baja incidencia cuando se manejan las normas

y protocolos de bioseguridad adecuados. El procedimiento diagndstico es similar al

de un paciente en estadio agudo. Y los métodos directos resultan con mayor
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efectividad en las primeras horas, esto bido a que os serolégicos uscamos
iInmunoglobulinas y estas ardan un poco en aparecer como se ha descrito

anteriormente

En laboratorios de investigacion y clinicos, es posible contraer la enfermedad, en

la (Figura 34) se muestra el esquema diagndstico.

PACIENTE CON UN ACCIDENTE DE
LABORATORIO

ASINTOMATICO SINTOMATICO  AGUDO

Visualizacién del parasito por
métodos parasitologicos directos

NEGATIVO POSITIVO

Prueba serolégica Prueba serolégica ELISA

CASO CONFIRMADO . Antigenos totales
. Antigenos

Notificar de acuerdo a X
recombinantes

estatuto de SIVIGILA

F Y

Prueba confirmatoria

DESCARTA ENFERMEDAD
DE CHAGAS
4

Figura 34. Diagnostico propuesto en paciente con enfermedad de Chagas por accidente en el

laboratorio.
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4.10 ALGORITMO TERAPEUTICO BASADO EN LA LITERATURA

Llegar a un tratamiento acertado no seria posible sin conocer los algoritmos
diagnosticos de cada uno de los eventos que se pueden presentar para contraer la
enfermedad de Chagas, conociendo lo anterior, se muestra segun la literatura las
nuevas perspectivas terapéuticas que se ofrecerian en mejora de lo que hoy se

dispone en el mercado segun la fase de la enfermedad.

4.10.1 Fase Aguda

Las perspectivas terapéuticas estan encaminadas principalmente a dianas del
parasito que cumplen funciones vitales en el parasito, es por eso que el empleo de
inhibidores del metabolismo de T.cruzi constituye una de las estrategias con mejor
futuro para el tratamiento, asi mismo el uso de compuestos que actien
sinérgicamente con el tratamiento convencional y disminuya los efectos adversos

conocidos.

Aunque los tratamientos convencionales son capaces de controlar la enfermedad
de Chagas en esta fase, diagnosticarla a tiempo es un problema vigente por lo que
se sugiere el siguiente esquema terapéutico que podria ampliar el periodo de

tratamiento (Figura 35).
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Nifurtimox y/o Benznidazol

Perspectivas terapéuticas
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-Inhibidores de cruzipaina (Vinisuffonas)
-Inhibidores de demetilasa triazoles) posacanazal y ravuconazol
-Sinergismo metal-farmaco parael desarrollo de compuestosde rutenio

Figura 35. Esquema terapéutico propuesto en la fase aguda de la enfermedad de Chagas.

4.10.2 Fase indeterminaday crdénica

Debido a la severidad de la megalias en la fase cronica, la indicacion de tratamientos
tripanocidas efectivos como itraconazol, alopurinol y fexinidazol minorizarian los
efectos de la enfermedad.

La insuficiencia del tratamiento convencional en la fase crénica de la enfermedad

ha llevado a presentar diferentes alternativas terapéuticas (Figura 36), algunas de

estas se reportan en la literatura con éxito en pacientes Chagasicos.
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Figura 36 Esquema terapéutico propuesto en la fase cronica de la enfermedad de Chagas.
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5. DISCUSION

La presente revision arrojo que la informacion acerca de la Enfermedad de Chagas
y su acercamiento terapéutico fue proveniente de paises como Colombia y Brasil en
Su mayoria, esto podria deberse a que esta entidad es una enfermedad prevalente
en los paises tropicales, quienes poseen el mayor numero de casos Chagasicos,
como lo afirma Ciaponni y cols (135) quien hizo una revision bibliografica con 4.792
referencias y 143 publicaciones, donde encontré que la mayoria de estudios se

publicaron en Suramérica.

De otro lado, la presente revision evidencio que el afio 2012 fue donde se encontré
la mayoria de los articulos revisados e igualmente los temas mas prevalentes en la
revisién fueron diagndstico, vector, manifestaciones clinicas, respuesta inmune y
tratamiento, lo cual coincide con la guia actualizada de atencion para el paciente
infectado con T.cruzi (136) donde no solo se describen los aspectos anteriormente
anunciados, también plantea una estrategia de control con la participacion de la
comunidad. En ese orden de ideas Eric Chatelain (137), en un articulo de revisién
sugiere las prioridades a corto plazo frente a la enfermedad de Chagas, siendo la
definiciobn de un tratamiento adecuado para los pacientes cronicos, la correcta
evaluacion de la progresion de los pacientes indeterminados, la investigacion en
cuanto a nuevos medicamentos y nuevos marcadores de curacion y progresion de

la enfermedad, los mas relevantes.

En cuanto a la evasion del sistema inmune por parte de Trypanosoma cruzi, la
presente revision encontré que los documentos mas relevantes respecto a los
mecanismos de evasion del sistema inmune, corresponden a la evasion del sistema
de complemento, lo cual concuerda con lo reportado por Escario y cols (73), quienes
indican que en la patologia el complemento cumple un gran papel en cuanto a
formacion de complejos enzimaticos, opsonizacion de células, liberacion de

anafilotoxinas proinflamatorias y la formacion de un complejo de ataque a

102



membrana, que son mecanismos importantes en la respuesta de defensa del
hospedero frente al parasito. Sin embargo el complemento es potentemente
inactivado por T. cruzi principalmente por la inhibicibn de la convertasa de C3,
resultado del clivaje de C2 y C4 gracias a las serin- proteasas MASP1 y MASP2
asociada a MBL que reconoce proteinas glicosiladas con manosa en la superficie
del tripomastigote. Para evadir el sistema de complemento de forma indirecta, el
parasito emplea la enzima Prp-b (prolina racemasa b) la cual es capaz de producir
la activacion policlonal de linfocitos B inespecificamente como lo expone Arguello F
(77). Dentro de estos factores de virulencia se encuentran también las
transialidasas las cuales toman el 4cido sialico de glicoconjugados del hospedador
y los transfiere a mucinas en la superficie del parasito esto permite la evasion de la
activacion del complemento y la cruzipaina la cual participa en el proceso de

metacyclogenesis(98)

Por otro lado la sobrevida al estrés oxidativo y el escape del fagolisosoma se
encontraron en el segundo y tercer lugar, con respecto a la cantidad de articulos
encontrados frente al tema de mecanismos de evasion del sistema inmune. Segun
Diaz M y cols(138), la sobre expresién de genes codificadores de proteinas con
capacidad de producir esistencia al estrés oxidativo es uno de las formas mas
contundentes que posee el parésito en la fase aguda para generar una persistencia
en | hospedero mamifero. Desde otro punto de vista Marina V y COLS (139),
evaluaron el papel del estrés oxidativo en la fase cronica de la enfermedad,
encontrando una afectaciéon a nivel del sistema nervioso, pudiendo ser una
motivacion para los investigadores el abordaje de esta tema, por su implicacién

complejidad tedrica ademas de su implicacion clinica.

Por otro lado el escape del fago lisosoma representa para T.cruzi segun Ana. Nardy
y Cols (140) una forma de evadir tempranamente la respuesta del sistema inmune,
siendo la desialisacion de la membrana interna de fagolisosoma el primer paso. Esto

representa a nivel inmune en la fase temprana de la enfermedad, el no
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reconocimiento por algunos receptores de patrones de reconocimiento molecular, y
por tanto no se produce una cascada de sefializacién que permita a produccion de
interleuquinas que conllevan a una respuesta Thl; convirtiéndose en uno de los

principales blanco profilacticos y terapéuticos de estudio (75).

Lo anterior sustenta el hecho de que T. cruzi es un parasito de importancia
epidemioldgica el cual posee multiples estrategias de evasion del sistema inmune
del hospedero lo que lo hace un patégeno de dificil manejo médico como lo expone
Jesus Gy cols (141).

Respecto a los medicamentos utilizados como tratamiento de la enfermedad de
Chagas, en la presente revision, la mayoria de publicaciones correspondié a
medicamentos que actualmente se encuentran aprobados como Nifurtimox y
Benzonidazol, esto coincide con Molina y cols (6) quienes exponen que luego de
mas de cuarenta afios se siguen empleando como tratamiento etioldégico estos dos

medicamentos.

El tratamiento convencional es eficaz en la fase aguda, en la fase croénica
indeterminada y en la cronica determinada, estos hallazgos coinciden con lo
reportado con lo reportado por la FDA ( Food and Drug Administration) (142) en
Argentina y Brasil, donde se realizaron dos ensayos clinicos evaluando el
benzonidazol, en un cohorte de nifilos de hasta 12 afios que padecieran la
enfermedad de Chagas, con control de placebo, en ese orden de ideas en argentina
el 60% presentaron negativizacibon de anticuerpos post tratamiento , en
comparacion con los que recibieron el placebo que fueron un (14%), mientras en
Brasil el 55% present6 negativizacién post tratamiento, en comparacion con el 5%
de quienes recibieron el placebo, lo que sugiere el establecimiento del tratamiento
convencional para la enfermedad, tolerable en su mayoria por nifios mas que en
adultos con disminucién de efectos adversos o presencia de toxicidad como lo

menciona el Laboratorio Farmacéutico del Estado de Pernambuco (LAFEPE)
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(143).En cuanto a cémo actuan estos medicamentos, Nifurtimox, cuyo mecanismo
de accion de reduccion de grupos nitro a radicales inestables, conlleva a la
produccién de metabolitos de oxigeno altamente toxicos, para los cuales el parasito
no posee mecanismos de defensa, provocando asi el estrés oxidativo; y el
benzonidazol actia uniéndose en forma covalente a los intermediarios de la

nitroreduccion con los diferentes componentes del parasito (112) .

Segun la informacion recolectada otra de las perspectivas mas estudiadas responde
al uso de triazoles inhibidores del ergosterol , capaces de actuar en cualquier fase
de la infeccidn, apuntando hacia el uso de farmacos anélogos estructurales a los
comercialmente disponibles como el itraconazol, como posaconazol y ravuconazol
de actividad tripanocida como lo afirma Urbina y Docampo (140), ademas cuenta
con funcién en modelos murinos con infecciones agudas y crénicas y un estudio de
Sanchez y cols (156) revela que el posaconazol supera en la reduccion del dafo
cardiaco, al farmaco convencional Benzonidazol y también tiene actividad en un
paciente inmunocomprometido por lupus eritematoso como lo afirma Otero y cols
(141).

Debe tenerse en cuenta que segun la Coalicion de Chagas (144), los medicamentos
convencionales previamente descritos son la Unica fuente de “salvacion”, por lo que
afirman a su vez que no existe una vacuna para prevenir el mal de Chagas, sin
embargo las nuevas investigaciones han hallado propuestas preventivas, la vacuna
de la enfermedad de Chagas de la cual se obtuvo la mayor fuente de documentos
en la presente revision, describiendo el empleo de DNA, cepas atenuadas y las
proteinas esenciales del parasito como blancos prometedores para la creacion de
una vacuna, lo cual reafirma Vazquez y cols (145),donde describen las actuales
propuestas de vacunas, dentro de las cuales se evidencian algunas de las revisadas
en el presente trabajo, ademas de las nuevas investigaciones alrededor de esta
tematica, donde los métodos genéticos y moleculares son la base de todos los

estudios, resaltando la utilizacion de vectores virales , primers heterologos de

105



impulso ,ademas de técnicas mas convencionales como la reaccion en cadena de

la polimerasa , inmunohistoquimica, y microscopia confocal (138).

El aporte de los algoritmos diagnosticos sugeridos por el grupo de investigacion
segun la via de transmision, la situacion epidemioldgica, los hallazgos clinicos y el
diagnostico de laboratorio, consiste en conocer las diversas manifestaciones
clinicas, que conforme a la via de transmisién dirigirdn un diagnostico preciso.
Ademas es relevante tener en cuenta que algunos tipos de transmision como la oral
tienen su auge en los ultimos afos segun la OMS y la FAO (146). Aunque Brasil se
ha reportado el mayor nimero de casos por transmision oral, Colombia, Argentina,
Venezuela y Ecuador también cuenta con manifestacion de esta via segun lo

reportado por Pinto (147) y Suarez y cols (148)

La via vectorial sigue siendo la principal via de transmision de la enfermedad
producida a través de las heces del insecto ingresadas en el organismo, la
erradicacion del vector plantea un control de la enfermedad, asi la OPS realizo un
programa de erradicacion vectorial en los departamentos de Arauca, Casanare,
Boyaca y Santander, obteniendo una disminucion de los casos para estos
departamentos. (149). Otra via relevante de transmision es la congénita cuyo
diagndstico requiere de la adquisicion de anticuerpos propios del nifio que no arrojen
falsos positivos a partir de la seroconversion materna como lo afirma Werner y cols
(118); de igual manera en el caso de pacientes inmunosuprimidos, la serologia no
es el método mas confiable, y es por ello que se recomienda un seguimiento, clinico
(destacando de forma particular manifestaciones neurolégicas) y parasitolégico con
método de concentracién, ademas de la visualizacion de otros tipos de muestras,
concordante con lo descrito en la “Guia para la atencion al paciente infectado con
T. cruzi (Enfermedad de Chagas)” (150).

Para el caso de la transmision oral, al ser de baja frecuencia se habla de que es

improbable reconocer el caso para dar un seguimiento, sin embargo se apunta hacia
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la estrategia de un analisis anamnesico seguro que permite establecer la posibilidad
de contagio por esta via, analizando sintomas como fiebre prolongada y constante,
acompafiado de sintomas como megalias, exantemas, edemas y manifestaciones

hemorragicas como lo afirma Diaz y cols (151).

Ante la sospecha de una infeccién por transfusion el diagnostico esta enfocado en
la interpretacion de sintomas compatibles con infeccion aguda en el primer y tercer
mes, con un seguimiento de examenes parasitologicos directos cada 72 h por las
primeras semanas Yy luego estudios seroldgicos cada 15 dias hasta completar el

tercer mes.

En lo que respecta al algoritmo terapéutico sugerido por el grupo para este trabajo
de grado, teniendo en cuenta los aspectos anteriormente descritos, se dividié en
dos, agudo y crénico debido al curso de la fisiopatologia(18), es asi como se plantea
una nueva alternativa basada en la literatura, teniendo en cuenta que el tratamiento
convencional de nifurtimox y benzonidazol no resultan ser una droga ideal debido
principalmente a los importantes efectos adversos que producen estos
medicamentos, desde problemas dermatolégicos hasta incluso alteraciones
hematoldgicas, y ademés su efectividad se asocia al desarrollo de la enfermedad
aguda e inicio de la fase crénica temprana, pero no en lo que respecta a la fase
cronica ademas de otras inconsistencias a nivel de factores como la dosis, el
sistema inmune del paciente, la resistencia natural de las diferentes tipos de cepas,
entre otros (152), por lo cual no se evidencia una apropiada curacion del paciente,
siendo estos los principales obstaculos encontrados para un efectivo manejo

terapéutico de la enfermedad.

La administracion tanto de Benzonidazol como de Nifurtimox resulta hasta el
momento imprescindible debido a que como ya es sabido la fase aguda de la
enfermedad es caracteristica por la parasitemia, y la presencia de sintomas no

especificos, y en fase cronica el nimero de parasitos es en muchos casos no
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identificable y pueden o no presentarse sintomas, siendo estos los Unicos farmacos
que a pesar de la presencia de efectos adversos son efectivos frente al parasito, lo
cual concuerda con lo estipulado por Morillo y cols (153), y Colin y cols (154), en
sus articulos los cuales comparan el efecto individual de cada farmaco n un grupo
de pacientes y en combinacién con otro tipo huevo de medicamento, por lo que se
sugiere y reafirmando con ambos autores que en el presente no existen farmacos
con tanta efectividad como la presentada por estos dos. A pesar de ello, el grupo
de trabajo decidio incluir en el esquema terapéutico en fase aguda y croénica,
medicamentos que a futuro pueden ser eficaces en la terapia contra la enfermedad

de Chagas, basados en el compendio de literatura consultada.

Para el caso de la fase aguda se habla del sinergismo con metales el cual esta
enfocado actualmente en algunos de los farmacos comerciales (itraconazol,
clotrimazol, ketoconazol) con actividad tripanostatica, y en farmacos convencionales
(nifurtimox y benzonidazol); el sinergismo entre metal y farmaco apunta hacia una
efectividad en multiples dianas que contribuya a la disminucion de efectos adversos
por reduccion en las dosis del farmaco como lo indica Vega y Cols (155) , y de este
modo intervenga en la resistencia de la cepa del parasito frente al medicamento,
enmascarandolo al constituir del complejo farmaco-metal; es asi como Sanchez y
Cols (156) realizan un estudio, logrando asi accion tripanocida al emplear
clotrimazol con rutenio al inhibir el desarrollo de epimastigotes; otro estudio fue
descrito por Silva y Cols (157) quienes combinan Rutenio y Benzonidazol y obtienen
una mejora en la efectividad del farmaco con una dosis mil veces menor a la del
farmaco organico, contribuyendo a la reduccion de efectos adversos y a la

eliminacién de amastigotes en el miocardio.

Otra de las posibles perspectivas terapéuticas, la constituyen los Inhibidores de la
Biosintesis de Esteroles (IBE) comerciales como el ketoconazol o el itraconazol, de
los mas reportados en la literatura. los esteroles actian como blancos claves de

Trypanosoma cruzi ya que constituyen moléculas imprescindibles para laviabilidad
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y proliferacion de sus estadios celulares (6) siendo la ruta de produccion de los
esteroles como ergosterol y otros 24 metil-esteroleses de las mas importantes,
teniendo en cuenta que es una ruta Unica en el parasito y que no se encuentra en
los mamiferos, por lo cual va a actuar inhibiendo sintesis de proteinas como esterol
aminotransferasa, y escuelaleno epoxidasa que detienen la produccién de
ergosterol, asi se constituyen los ergosteroles como un blanco de importante
andlisis. Por otro lado es sabido que el itraconazol es un fdrmaco prometedor pero
de resultados controversiales, algunos autores resaltan que no poseen la capacidad
total de detener la progresion de la enfermedad asi como la infeccion en pacientes
cronicos porque actla como tripanostatico y no tripanocida como lo dice Urbina y
Docampo (158), sin embargo existe otra perspectiva, que visualizan estos
medicamentos como potenciales en el control de la enfermedad teniendo en cuenta
la disminucién de los Xenodiagndstico positivos para enfermedad crénica y la
detencion de la progresion del dafio cardiaco como lo expuesto por Apt y Cols (120)
en un estudio en Chile. Probablemente esta discrepancia de resultados se deba a
la susceptibilidad de la cepa chilena al itraconazol; de otro modo se tiene evidencia
de otros triazoles tripanocidas como el posaconazol , ravuconazol, D0870, que
inhiben la metilasa de T. cruzi como lo afirma Lucia Otero (159) y que son capaces
de generar una respuesta de cura completa en modelos murinos agudos y cronicos,

ubicandose como medicamentos clave.

Otra alternativa importante son los inhibidores de cruzipaina, conocidos también
como los Inhibidores de la Cistein-Proteasa (ICP), entre este grupo se encuentran
las thio-alquil-semicarbazonas ciclicas, capaces de actuar frente a una proteina
proteolitica exclusiva del parasito la Cruzipaina, una enzima de T. cruzi que es
responsable de la mayor actividad proteolitica generada por el parasito en todos los
estadios(160) teniendo en cuenta su rol fundamental en la sobrevida del parasito
ademas, los ICP también actlan bloqueando la proliferacion de amastigotes
intracelulares y epimastigotes extracelulares, y asi mismo como inhibidor de la

metacyclogenesis lo que hace imperativo su uso para detener la progresion del ciclo
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del parésito y erradicarlo del hospedero, como lo exponen Caffrey y cols (160). Sin
embargo una limitacién se encuentra en su biodisponibilidad y la vida media del
farmaco, como lo indica Urbina esta solo se ha probado en modelos murinos, (107).
Se habla de una alternativa con la generacion de nuevos compuestos basados en
inhibidores no peptidicos mucho mas simples y con un costo disminuido de sintesis

como lo indica Du y cols (161).

En lo que respecta a la infeccién crénica, los inhibidores del ergosterol y los
inhibidores de cruzipaina resultan completamente viables, afiadido se propuso otra
alternativa terapéutica para esta fase, los inhibidores de la enzima tripanotiona, la
Dafnolina y Cefarantin, que segun la literatura han demostrado una reduccion de
hasta el 70% de la infeccion en modelos murinos cronicos, aludiendo a una cura
parasitolégica segun Fournet y cols (162), aunque se habla de que existen muy
pocos estudios de accion in vivo, y que la mayoria de conocimiento en torno a su
funcionalidad gira en torno a estudios in vitro, por lo que se sugiere ampliar los

estudios in vivo que confirmen su funcionalidad.

La etapa de expresion clinica cardiolégica de la enfermedad de Chagas se
manifiesta de manera variada, (128). Existen peculiaridades de la cardiopatia
Chagésica que son importantes de recordar a la hora de plantear el manejo
terapéutico de los pacientes (150).Es asi como es imprescindible la utilizaciéon de
los diversos farmacos cuya utilidad sera la eliminacion del parasito, ademas de
terapias con el fin de mejorar el estado de la insuficiencia cardiaca para el momento
del diagnostico. Una de las terapias prometedoras es la terapia de re sincronizacion
cardiaca, sin embargo el amplio espectro de alteraciones cardiacas presentadas en
la fase cronica de la enfermedad de Chagas conlleva a que autores como Raul
Garrilo y cols en el articulo “Terapia de Resincronizacién cardiaca en la enfermedad
de Chagas” (128), afirmen que esta metodologia es util solamente en pacientes con
insuficiencia cardiaca con QRS prolongado de aproximadamente 150 ms, y bloqueo

de la rama izquierda del corazén (BIR). Contrastando con el hecho de que dentro
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de las principales alteraciones interventriculares encontradas en la tripanosomiasis

americana esta bloqueo de la rama derecha del corazon.

6. CONCLUSIONES

Segun la revisidn bibliografica, el T.cruzi cuenta con diversos mecanismos
de evasion de respuesta inmune siendo el mas relevante la inactivacion del
complemento, la cual se logra por medio de la via, clasica, alterna y de
lectinas con accion final de la inhibicion de la conversion de C3.
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Las perspectivas farmacolégicas reportadas por la literatura para la
enfermedad de Chagas estan enfocadas a la inhibicién del metabolismo del
parasito siendo las dianas principales la cruzipaina, transialidasa e
inhibidores del ergosterol.

Se expone en un algoritmo como posibles estrategias terapéuticas de mayor
impacto, a los inhibidores del ergosterol en conjunto con los inhibidores de la
cruzipaina por que resultan viables tanto en la fase aguda como en la fase
cronica de la enfermedad, reduciendo efectos adversos como lo reporta la
literatura.

La revision permitié presentar un posible algoritmo diagndstico y terapéutico
basado en los mecanismos de evasion inmune, estadio de la enfermedad y
forma de afeccibon ya que se desea aportar nuevas alternativas
antichagasicas.
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