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RESUMEN

El control de la esquistosomiasis se ha basado en la utilizacion
de molusquicidas quimicos y biolégicos, en la aplicacion de
medidas de ingenieria sanitaria y en la quimioterapia. Sin
embargo, en vista de que es dificil su control y mucho mas su
erradicacion, es necesario desarrollar y aplicar medidas de
control alternativas, como son las vacunas. De las seis
especies del género Schistosoma que afectan al hombre, solo
Schistosoma mansoni esta presente en América. Este
hemoparasito dispone de un complejo sistema de
mecanismos de evasion contra la respuesta inmune del
hospedador y una gran capacidad adaptativa. Los vermes
adultos son practicamente invulnerables a los mecanismos
protectores y la Unica evidencia de proteccion esta asociada a
la disminucién de su fecundidad. Una de las estrategias
particulares contra estos parasitos, son las vacunas anti-
fecundidad, que persiguen, mas que eliminar a los vermes
adultos, limitar la oviposicidn y en consecuencia, la patologia
inducida por los huevos. Las cercarias atenuadas por
irradiacion o farmacos han arrojado un 91% de proteccion,
pero se hace imposible su aplicacion masiva. Varias
moléculas con conocida actividad biolégica han sido
identificadas como blancos de la inmunidad protectora anti-
esquistosoma. Su potencial como vacunas ha sido evaluado
en diferentes modelos animales y sélo la GST-28 ha llegado a
experimentarse en humanos pero no supera el 50% de
eficacia, denotando la necesidad de buscar nuevos blancos
inmunolégicos. En este estudio, se utilizé el modelo raton y
como inmundgenos, péptidos sintéticos polimerizables
derivados de &reas circundantes al sitio activo de las
moléculas escogidas, de manera que los anticuerpos
inducidos pudieran impedir la hidrélisis del sustrato respectivo,
al ocupar el sitio de acceso por competencia estérica. Péptidos
de GST-28, triosa-fosfo-isomerasa (TPI-28), asparaginil
endopeptidasa (Sm32), elastasa, catepsina B (Sm31),
catepsina D y catepsina L, fueron evaluados individualmente o
en mezclas. Hemos obtenido niveles de proteccion superiores
al 50%, con mezclas de péptidos derivados de la GST-28 y de
la TPI-28, y particularmente de la Sm32. Son pocos los
estudios que han mostrado, en animales de laboratorio,
niveles de eficacia comparables a los obtenidos en este
trabajo, sobre todo usando péptidos sintéticos.
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ABSTRACT
Anti-Schistosomiasis vaccines.

Currently, the control of schistosomiasis is based on the use of
chemical and biological molluscicides, on the sanitary
engineering measures and on chemotherapy. Nevertheless,
since the control and eradication is difficult, the development
and application of vaccines arise as an alternative control
measure. Among the six species of Schistosoma affecting
man, only Schistosoma mansoni is present in America. This
haemoparasite has a complex system of evasion mechanisms
against the host's immune response and a great adaptive
capacity. Adult worms are almost invulnerable to the protection
mechanisms and the unique evidence of protection is
associated to the reduction of fecundity. One of the strategies
against this parasites, are the anti-fecundity vaccines, which
instead of killing adult worms, look for limiting oviposition and
in consequence, egg-induced pathology. The use of chemical-
and/or radiation-attenuated cercariae resulted in 91% of
protection, butits massive use is inapplicable. Some molecules
with known biological activity have been identified as targets of
anti-schistosome protective immunity. Their potential as
vaccines has been evaluated in different animal models and
only the GST-28 was used in humans and showed an efficacy
of 50%, confirming the need of looking for new immunological
targets. In this study, polimerizable synthetic peptides derived
from areas close to the active site of the target molecules were
used for the immunization of outbread mice, so the induced
antibodies might prevent the substrate hydrolysis by active site
occupation. Peptides derived from glutation S transferase
(GST-28), triose phosphate isomerase (TPI-28), asparagynil
endopeptidase (Sm32), elastase, cathepsin B (Sm31),
cathepsin D and cathepsin L were evaluated individually or in
mixtures. We obtained more than 50% of protection with
mixtures of GST-28 and TPI-28 derived peptides and
particularly from Sm32 peptides. Few are the studies that have
shown, in laboratory animals, efficacy levels compared to
those obtained in this work, specially using synthetic peptides.

Key words: schistosomiasis, vaccines, synthetic peptides.
INTRODUCCION

Importancia de la esquistosomiasis.

Entre las parasitosis de importancia médica, la
esquistosomiasis mantiene el segundo lugar en importancia,
después de la malaria. Esa ubicacion es producto de su alta
prevalencia, estimandose en mas de 200 millones las
personas infectadas distribuidas en América, Africa y Asia
(1,2). Seis especies de parasitos del género Schistosoma
afectan al humano: S. mansoni, S. haematobium, S.
intercalatum, S. guineensis, S. japonicumy S. mekongi. La
primera de ellas es la especie mas extendida, ya que se
encuentra distribuida en América, Africa y el Medio Oriente,
mientras que, S. haematobium, S. intercalatum y S. guineensis
s6lo se presentan en Africa, asi como S. japonicum y S.
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mekongi, solo se encuentran en el sureste asiatico (3). En
América, S. mansoni se encuentra en Brasil, Surinam,
Venezuela y algunas islas de la Antillas (4). En Venezuela, su
distribucion esta limitada a la regién centro norte costera del
pais (Estados Aragua, Carabobo, Miranda y Guarico) y un
pequefo foco en el occidente del pais en la confluencia de los
estados Lara, Trujillo y Portuguesa (5,6). Venezuela es
considerado un pais hipoendémico donde predominan las
bajas cargas parasitarias (80% de los infectados eliminan
<100 huevos por g de heces), sin embargo se ha estimado que
hay no menos de 50.000 personas infectadas (7).

Control de laendemia.

El control de esta endemia ha sido orientado a la eliminacion
de los caracoles que actuan como huéspedes intermediarios
utilizando molusquicidas quimicos y bioldgicos. Sin embargo,
también se han aplicado medidas de ingenieria sanitaria que
limitan la contaminacion de los cuerpos de agua con heces de
personas eliminando huevos del parasito y la quimioterapia.
Los éxitos iniciales obtenidos con estas medidas, han
retrocedido debido a: i) cambios ambientales inducidos por el
hombre (construccion de represas de uso agricola e
hidroeléctrico que garantizan criaderos extensos vy
permanentes de los moluscos vectores, canales de irrigacion,
etc.); i) la dispersion de los vectores (Biomphalaria glabrata,
la especie autdctona de América ha sido introducida en el sur
del Brasil y en Egipto); iii) la resistencia de los vectores a los
molusquicidas; iv) los desplazamientos y asentamientos
humanos hacia areas de riesgo, sumados a; v) la inexistencia
de tratamiento de aguas servidas y aguas blancas; vi) la
pobreza; vii) el incremento en la participacion de reservorios
silvestres en algunas areas endémicas de Brasil y de las
Antillas, asi como a; viii) las evidencias crecientes de
“tolerancia” al unico esquema de tratamiento actual con
Praziquantel para la mayoria de las especies (8,9). De alli la
necesidad de desarrollar y aplicar medidas de control
alternativas como son las vacunas (10).

Caracteristicas de los parasitos.

Los esquistosomas son organismos muy particulares ya que
ademas de ser los Unicos platelmintos de sexos separados,
son longevos, pudiendo vivir mas de 30 afios. Son verdaderos
hemoparasitos y la mayoria de las especies vive en el sistema
porto-mesentérico. Este parasito dispone de un complejo
sistema de mecanismos de evasion contra el sistema inmune
del hospedador: presenta mimetismo antigénico al recubrirse
con moléculas del hospedador; habita un area del organismo
de tolerancia inmunolégica, como lo es el sistema porto-
mesentérico; presenta una doble membrana plasmatica
(heptalaminar) que le permite “descamar” areas cubiertas con
anticuerpos; exhibe proteasas en su tegumento que hidrolizan
anticuerpos; posee un rico sistema de enzimas anti-toxicas
que neutralizan radicales de oxigeno (glutathion-S-
transferasa, superoxido dismutasa, glutation peroxidasa,
tioredoxina, etc) y componentes inmunosupresores (CIC,
consumo de complemento, compuestos antiinflamatorios de
los esquistosdmulos, como es el caso de prostaglandinas
(PGD2) producidas por el parasito que inhiben e inmovilizan a
las células dendriticas, etc.) (11,12,13,14).

Por otra parte, su capacidad adaptativa es enorme, ya que de
vivir en un caracol, es capaz de pasar al agua en pocos
minutos e inmediatamente habitar en el torrente circulatorio de
mamiferos.

Respuestainmune y patologia.
Son tres los estadios a los que se expone el humano como
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hospedador definitivo, la cercaria-esquistosémulo, los adultos
y los huevos. En términos de la patologia, son los huevos los
responsables del dafio tisular representado por los
granulomas bilharzianos que consiste en una reaccion
inflamatoria concéntrica alrededor de los huevos, que afecta
principalmente al intestino y al higado (15,16). Por el contrario,
en términos de proteccion, el estadio vulnerable es el
esquistosémulo, particularmente en las primeras 72 horas de
la penetracion. Los esquistosémulos -después de este periodo
inicial- y los vermes adultos, son practicamente invulnerables a
los mecanismos protectores y la Unica evidencia de proteccion
esta asociada a la disminucién de su fecundidad (17,18,14).

Las evidencias sobre mecanismos efectores contra este
parasito, estan limitadas a estudios “in vitro” e “in vivo” en
animales experimentales. Las evidencias en humanos son
indirectas y basadas en estudios inmunoepidemioldgicos
(19,20,21). Hasta ahora todo parece indicar que los
anticuerpos, particularmente de las clases IgE, 1gG1, IgG3 e
IgA, participan, asociados a células tales como eosinofilos,
macréfagos, plaquetas y eventualmente neutréfilos a través de
mecanismos de citotoxicidad mediada por células vy
dependiente de anticuerpos (antibody dependent cytotoxicity-
ADCC) y en menor grado por complemento y algunas
citokinas (TNF alfa y FNT) que estimulan la liberacion de
radicales de oxigeno, etc (14,22).

Moléculas blanco para el desarrollo de vacunas.

Los estudios llevados a cabo inmunizando con cercarias
atenuadas por irradiacién o farmacos, si bien se han utilizado
como patron oro de eficacia al alcanzar un 91% de proteccion,
hacen imposible su aplicacidon en poblaciones en riesgo. De
alli la necesidad de desarrollar moléculas o fracciones de las
mismas con capacidad inmunoprotectora (23,24).

Varias moléculas han sido identificadas como blancos de la
inmunidad protectora anti-esquistosoma, siendo la mayoria
de ellas moléculas de conocida actividad bioldgica. Su
potencial como vacunas ha sido evaluado en diferentes
modelos animales (25,26,27,28,29) y solo una de ellas ha
llegado a experimentarse en humanos, la GST-28 (14). En la
Tabla 1 se resume el grupo de moléculas estudiadas, su
funcion, ubicacion topografica, modelos animales evaluados,
tipos de antigeno y eficacia protectora. Es de hacer notar que
la gran mayoria de las moléculas evaluadas hasta ahora, no
supera el 50% de eficacia, denotando la necesidad de buscar
nuevos blancos inmunoldgicos y que eventualmente se
requiera utilizar mezclas de moléculas o de epitopes derivados
de las mismas (30,31). Una de las estrategias particulares
contra estos parasitos, son las vacunas anti-fecundidad, que
persiguen, mas que eliminar a los vermes adultos, limitar la
oviposicién y en consecuencia la patologia inducida por los
huevos (14).

Moléculas evaluadas en este estudio.

En base a los resultados obtenidos previamente por otros
autores, nos hemos propuesto identificar otras moléculas que
medien proteccién y para ello hemos seguido las tres
estrategias resumidas en la Tabla 2, usando el modelo raton
para este fin y como inmundgenos, péptidos sintéticos
polimerizables (32). Una vez seleccionadas las moléculas a
evaluar, se utilizaron algoritmos predictivos para determinar
las regiones hidrofilicas y expuestas. En caso de contar con la
molécula cristalizada, se opté por seleccionar las areas
circundantes al sitio activo, de manera que los anticuerpos
inducidos pudieran impedir la hidrdlisis del sustrato respectivo,
al ocupar el sitio de acceso por competencia estérica (33,27).
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Tabla 1. Antigenos como Vacunas contra la Esquistosomiasis mansoni.
Antigeno Tipo kDa Localizacién Estadio Descripcion  Modelo PrOtﬁ/ccwn Referencia
(]
Glutation S - Péptido sintético Protonefridios Adulto Ratén
Transferasa MAP — 8 28 Parénquima Esquistosémulo Enzima Rata 30-60 25,26
Sm28 GST Recombinante Tegumento Huevo Hamster
. ) Musculo Adulto Proteina del Raton
Paramiosina Recombinante 97 Tegumento Esquistosémulo Musculo Rata <0 &l
Irv5 Adulto q
Antigeno Vacuna Recombinante 62 Tﬁﬁgs[go Esquistosémulo Prﬂg;r(\:]lgel Raton 50-70 41
Irradiada Huevo
Triosa — fosfo — - A=y Adulto
isomerasa Pep:\;:i:PsmTtmo 28 ;’:rgéunzzir::; Esquistosomulo Enzima Raton 30-60 42
Sm28TPI - Huevo
Péptido sintético Adulto ; .
Sm23 MAP — 3 23 Tegumento  Esquistosomulo P&"etfr']’;"’r‘n 'Qrt:g;a' Raton g?_gg 43,44
cDNA Huevo
Asparraginil . . Adulto
endopeptidasa Recombinante 32 Lﬁg?oig?iztilc\:: Esquistosémulo Enzima Ratén 37-53 45,46,47
Sm32 Huevo, Cercaria
Smi4 R binant 14 Tubo digestivo E Actlultg | Proteina de union Rat 67(en ratones 28 .48.49 50 51
f] EColPIae Tegumento Squﬁugigm” O aAcidos grasos Bl heterocigotos) sty
A o Adulto Proteina
G3PDH Peptldl\c;l :g‘ [etieg 37 I,Z%gmuei::g Esquistosémulo citosdlica Raton 20-45 31
q Huevo, Cercaria (glucdlisis)
SOD _CDNA Enzimas . 22-60
GPX Virus Vaccinia NR Tegumento Adulto e T T Raton 23.85 22

Recombinantes

Tabla 2. Estrategias para el desarrollo de vacunas contra
Schistosoma mansoni.

1. Reconocimiento diferencial
permisivos vs permisivos.

entre hospedadores no
2. Bloqueo de moléculas funcionales presentes tanto en
adultos como en la cercaria/esquistosémulo.

® Enzimas responsables de la nutriciéon y metabolismo
(catepsina By D, aspariginil endopeptidasa, TPI).

® Enzimas responsables de la detoxificacion (GST —
28, tioredoxina).

® Enzimas involucradas en la invasion tisular

(elastasa, catepsina B,).

3. Reconocimiento y alteracion de moléculas estructurales
particularmente presentes en membranas.

® Paramiosina.

Como fuente de antigeno se utilizaron péptidos sintéticos
obtenidos quimicamente por la estrategia T-boc y en forma
polimerizable, ya que los mismos presentaban CGy GC en los
extremos amino y carboxi-terminal, a fin de generar polimeros
que habitualmente son mas inmunogénicos que las
estructuras monoméricas (34,35,36). Péptidos de GST-28,
triosa-fosfo-isomerasa (TPI-28) y asparaginil endopeptidasa
(Sm32), elastasa, catepsina B (Sm31), catepsina D y
catepsina L, fueron evaluados individualmente o en mezclas,
inyectandolos por via subcutdnea y utilizando Adyuvante
Completo (ACF) e Incompleto de Freund (AIF). La mayoria de
los péptidos fueron inmunogénicos al reconocer, no sélo a los
péptidos inmunizantes, sino también a la molécula originaria
(36,37,38). Adicionalmente, algunos de los péptidos que han
mostrado capacidad protectiva son reconocidos por otras
especies de esquistosomas, indicando la posibilidad de inducir

proteccion cruzada interespecies (39). Una vez inmunizados,
los ratones se expusieron a 100 cercarias de S. mansoni yla
eficacia protectiva se determind en base al analisis
comparativo con los ratones controles, utilizando diferentes
parametros tales como: nimero de vermes, nimero de huevos
entejido, en heces, fecundidad, etc.

De las moléculas de S. mansoni evaluadas, hemos tenido
consistentes resultados de proteccion superiores al 50%, con
mezclas de péptidos derivados de la GST-28 y de la TPI-28, y
muy en particular de la Sm32. Estos resultados sumados a
otras moléculas actualmente en estudio, permiten evidenciar
el potencial de los péptidos sintéticos como inmundgenos en la
esquistosomiasis, que necesariamente deberan ser
reevaluados en otras especies animales antes de intentar su
aplicacion en humanos. Finalmente, vale la pena destacar lo
promisorio de esta investigacion, pues hasta ahora han sido
escasos los estudios que hayan mostrado, en animales de
laboratorio, niveles de eficacia comparables a los obtenidos en
este proyecto y particularmente utilizando péptidos sintéticos.
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