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CO1. Genoma del Trypanosoma cruzi. ANDRES M.
RUIZ ¥ JACQUELINE BUA.

Instifuio de Parasitologia Dr. Mario Fatala Chabén.
Buenos Aires, Argentina.

El proyecio “Genoma del Trypanosoma cruzi® fue una
iniciativa de la Organizacion Mundial de la Salud, TDR
(Special Programme for Research in Tropical Diseasas)
cuyo objetivo es la secuenciacidn completa del genoma
del parasito permitiendo &l conacimiento de la estructu-
ra de las moléculas involucradas en la infeccion y asi iden-
tificar posibles blancos de atague para su destruccicn, a
través de una quimioterapia yfo una inmunoprofilaxis efec-
tiva. Los laboratorios que intervienen an asle empren-
dimiento conjunto son 20; tres de los cuales panenacen
a Argentina, 9 a Brasil y Venezuela, y 1a EE.UU. En
Europa se encuentran involucrados 7 laboratorios, en Ale-
mania, Espafia, Francia, Reino Unido y Suecia. Se esla-
blecieron redes de trabajo en las que se ha cumplido una
fundamental tarea de generar bibliotecas gendmicas de
grandes fragmentos de ADN, ofras de ADN copia y dis-
tribuir &l material entre los laboralorios interesados. La
amplia hatarogeneidad del T. cruzi en cuanto a SUS pro-
piedades biologicas motiva la eleccidn de un unico orga-
nisma de esludio y referancia para toda la red involucrada
en el estudio el genoma. El clon elegido fue CL Brener,
deriva de la cepa CL, aislada de un Triafoma infestans.
Esta clon presenta las caracteristicas més representati-
vas del parasito. Nuestro laboraterio participa en este pro-
yecto con |a caracterizacion del canotipo molecular a tra-
vés de marcadoras cromosgomales y con el mapeo
fisico y transcripeional del genoma complato del parasi-
to.

Caraclerizacion del canotipo molacular a través de
marcadores cromosomales: Debido a que el material
genélico del T. cruzi se organiza en cromosomas pe-
quefios que no condensan durante la division celular,
su estudio por téenicas convencionales en citogenética
no es posible, pero si lo es mediante la separacicn del
genoma en bandas cromosomales por electroforesis en
campo pulsado. El tamafio del genoma y numero de
bandas cromosomales varia de una cepa a obra del T
cruzi . Al comienzo de este proyecio, s& estmo en 55
megabases el tamafio del genoma del T cruri, pero
estimaciones mas recientes aproximan el genoma a un
tamafo entre B0 y 100 Mb. Para el analisss y visualiza-
cion de diferenies rangos de bandas cromosomales se
daben utilizar diferentes condiciones de separacion pars
resolver apropiadamente la separacion de l0S CrOmOso-
mas mas pequefos, intermedios y los de mayor tama-

fio. En un estudio en que se ensayaron 13 condiciones
de separacion de cromosomas se encontraron diferan-
tes patrones de migracion de bandas cromosomales
entre los clones CL Brener, CA-UT2 y Sylvio X10/7, sien-
do los cromosomas de CL Brener mas grandes en ge-
neral gue en los ofros clones estudiados. El numero de
cromosomas estimados es de al menos 64, la mayoria
de eslos representados como cromosomas homélogos.
Cuando estas electroloresis en campeo pulsado fueron
transferidas a filtros de nylon y se  analzaron median-
te hibridacién con 35 marcadores especificos, se obser-
vi que 30 de ellos reconocieron cromosomas Gnicos,
Las sondas especificas para cromosomas identificarcn
enira 26 y 31 bandas cromosomicas en los tres clones
astudiados, comespondiendo a 20 cromosomas unicos
en CL Brener y 19 en CA-I/72 y Sylvio X10/7. Algunos
marcadores mostraron grupos de conneccion entre si y
so identificaron 9 diferentes grupos conectados, cada
unc comprendiendo de 2 a 4 marcadores. Este estudio
se realizd an 26 diferentes cepas y clones del parasito.
Aproximadamente el 50% de los cromosomas dal pa-
rasito has sido identificados por marcadores o que
implica gue falta obtener olros marcadores especificos,
probablemente proveniantes de EST (expressed lagged
sequences) que definan cromosomas no caracterizados
aun. También en aste estudio se confirmd gue el ADN
repetiive ara mas abundante en el clon CL Brenear que
en los otros clones estudiados. Esle hecho implica una
gran desventaja en la eleccidn de esle clon para su
mapeo y secuenciacion, debido a la redundancia del
material a analizar.

Mapeo fisico y transcripeional del genoma del T.
eruzi.: Hemos comenzado el mapeo del genoma del T
cruzi, a nivel del clonado de cosmidos, Se esta analizan-
do un biblicteca gendmica del parasito construida a par-
tir de ADN gendmico del clon CL Brener, en el casmido
modificado Lawrist 7. La =library«~ resultante consistio
en 36.864 clones primarios individuales de un promedio
de 37 Kb. La representacidn de la library es de 25 equi-
valentes genomicos del parasito y fue realizada por el
Dr. Joarg Hoheisel, del laboratorio de Analisis de
Genomas, Heidelberg, Alemania. El desarrollo que ha
alcanzado la aphcacion de las técnicas de hibridacion
ha posibiitado el andlisis detallado de axtensas regio-
nes de diferentes genomas como también de genomas
completos. Las hibrdaciones Danmilen un examen pa-
ralelo de un gran nimeno de clones y la posibilidad de
ubkcar los clones de la lbrary en filtros de alla densi-
dad permile una caracterizacion inequivoca de cada

cion positivo  (=Engerprinting- | como se requiers para



ensamblar un mapa. El objetivo de esta parte del tra-
bajo es ordenar la genoleca de cosmidos mediante un
andlisis por =fingarprinting= en un minimo conjunto de
clones que supergongan secuencias de ADM (“contigs”)
para obtener un mapa de alta resolucion que permita
la localizacion fisica de marcadores genéticos. Dado
que el genoma del T. cruzi es de B0 a 100 Mb, la
library de contigs tiene un inserto promedio de 37 Kb,
que cada cosmido debe ser hibridizado por lo menos
3 veces por una sonda y que se usan pooles de 12
sondas para hibridar la library completa, el calculo del
nodmero de hibridizaciones gque son necesanos para
obtener un mapa confiable del parasito es de aproxi-
madamente 1100, Diferentes estrategias han sido uti-
lizadas hasta el momento para hibridar la library de
cdsmidos. Se realizaron 70 hibridaciones con poolas
de 12 y de 24 clones de cdsmidos y unas 200
hitridaciones con poolas de 12 clones de ADNc am-
plilicados por PCR. Las hibridaciones con  clones de
ADMNc muestran una disminucién  del ruido de fondo
respects de los cosmidos marcados y a partir de es-
tos resultados se decidid utilizar esta library de ADNc,
normalizada, construida por @ Dr. Edson Rondinelli, del
Instituto de Biclisica Carlos Chagas, Universidad de
Rio de Janeiro, para generar las sondas por PCR.
Los resultados de las hibridaciones, que son exposi-
ciones a filmes radiograficos, han sido leidos manual-
mente. Los clones positivos se analizaron por progra-
mas escritos especialmante para el andlisis de
genomas y procesados en un equipo SUN SPARC-II
en Heidalbarg, Alemania. La oblencion del mapa fisi-
co del T. cruzi serda un logro fundamental para apoyar
los posteriores proyectos de secuenciacion de bases
del ADN del parasito, evitando la redundancia de se-
cuencias an regiones de ADNMN presentes en los
cdsmidos que superponen informacion. Los datos que
ol proyecto genoma del T, cruzi  genara, puaden ser
consultados en la base de datos disponible an la pa-
gina da Internet: hitp:/fwww. dbbm fiocruz.brigenome/
teruzifteruzi html. coordinada por el Departamento de
Bioquimica y Biologia Molecular de la Fundacion
Osvaldo Cruz, en Aio de Janeiro. La misma contiene
datos parasitoldgicos y bioldgicos de la cepa de refe-
rencia, todas las secuencias del T. cruzi provenian-
tes de bancos de datos y las generadas por aste pro-
yecto, datos de las bibliotecas disponibles, listas de
actividades y los grupos participantes.

CO2. Strategies to develop trypanocidal drugs.
LECPOLD FLOHE.

Deparment of Physiclogical Chemistry, Technical
Uriversily Braunschweig, Mascheroder Weg 1, D-
38124 Braunschweaig

Presently available treatments for trypanosomal
infections can nol be rated as satisfying in terms of
efficacy and safety. In view of the impressive numbars
ol affected patients novel approaches 1o specifically attack
the parasiles deserve serious considerations.
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The strategic dream in the development of any
antiinfectious drug is 1o block a metabolic pathway which
is unique and vital to the parasite and virtually absent or
unimportant in the host. This goal has so far been met
anly with the f-lactam antibiotics affecting the
biosynthesis of bacterial cell walls. Unfortunatelly, the
metabolic potential of eukariotic parasites such as
Trypanosoma and Leishmania species is much closar o
that of the host than in the case of bacteria. The choice
of specilic therapeutic largels is correspondingly difficull,

Peculiar to the trypanosomatids is the transformation
of glutathione into the derivative N' N*-bis{glutathionyl)
sparmiding, a compound never detected in any species
outside this family of parasites and called trypanothione
{1). Although the essentiality of trypanothione for the
survival of the parasite has not yet been strictly proven,
it is generally accepted that trypanothione thare
substitutes for glutathiona. At least trypanothione
appears solely responsible for the oxidant defence
system of frypancsomatdae, since glutathione-utilizing
peroxidases and catalase are absent. Correspondingly
the enzymes synthesizing and utilizing trypanothione
have for long been discussed as a potantial target for the
development of trypanocidal drugs. In fact, the redox
cycler nifurtimox may be listed as an example of an
existing drug making use of the relative inefficiency of
the trypanaothione-dependent peroxide removal sys-
tem, trypanocidal arsenicals have been discussed o
block trypanothione and difiuormethylomithine is consi-
dered to interfere with trypanothicne regeneration at the
level of spermidine biosynthesis. Unfortunatelly, all these
therapeutic options suffer from lack of specificity.

A selective attack on the parasite may instead be
expected from specific inhibition of any kind of enzyme
building or using trypanothione. Out of these trypano-
thione reductase has aftracted considerable interast as
a potential drug target and the availability of pertinent
structural data facilitates the design of specific inhibitors
(2). Alternatively, the key enzyme ol the two-slep
biosynthesis of trypanothione, glutathionyl-spermidine
synthetase may be considered as an attractive candidate,
since sequencing data do not reveal any homology to
known host proteins (3). Finally, the two recently de-
scribed proteins tryparedoxin and tryparedoxin peroxidase
which, accting in concert, constitute the trypanothione
peroxidase activity in trypanosomatids offer additional
chancas. Although thay are homologous 1o mammalian
proteins, i.e. to thioredoxin and the peroxredoxing, re-
spectively (4), they appear sufficiently distinct 1o allow
reasonable hopes for the design of specific inhibitors.
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CO03. Regulacion de la respuesta inmune e
inmunopatologia en la esquistosomiasis
murina experimental. MIGUEL J. STADECKER.

Departamento de Patologia, Tufts Universily
School of Medicine, Bosfon, USA

La esquisiosomiasis es una enfermedad parasitaria
sufrida por mas de 200 millones de personas en regio-
nes tropicales del planeta. En particular, la esquis-
losomiasis causada por el helminto Schisfosoma mansoni
consiste en la formacion de granulomas hepaticos e in-
tastinales alrededor de los huevos del parasito. En la
mayoria de los pacientes la enfermedad es cronica y com-
patible con una vida relativamente normal, pero en una
minoria del 5 al 10%, el proceso inflamatorio conduce a
intestinal y mueria. A pasar de que la esquistosomiasis
es una enfermedad pravenible y curable, los casos nue-
vos registrados, paraddjicaments, van en aumento. Los
intentos de producir una vacuna contra el verma mismo
hasta ahora no han dado resultado. Nuestro laboratorio
se dedica a entender la base inmunoldgica de la respucsia
patogénica hacia el huevo del pardsito, y como ésta pus-
de reducirse con miras de prevenir o mejorar &l cuadro
dlinico de la enfermedad, un concapto qua e conoace con
&l nombre da “vacuna antipatologia®.

Durante estas Oltimas décadas los estudios
inmunoldgicos an esquistosomiasis han avanzado con-
siderablamente mediante el uso de un modelo experi-
mental en el raton, gue presenta un cuadro inMunopa-
toldgico de gran similitud al humano. El modelo muring
permitid descubrir gue la inflamacién granulomatosa
perioval hepatica es vigorosa en la fase aguda de la en-
farmedad, pero qua rdpida y espontaneamente sufre una
reduccidn de intensidad. Este fendmeno, que hoy se de-
nomina “inmunomodulacion”, y que tambian existiria en &
humano, seria responsable de atenuar el grado de seve-
ridad de la enfermedad en la gran mayoria de los pacien-
tes, y no funcionaria en aguelios que sufren de su forma
grave y fatal.

Se sabe a ciencia cierta que la patologia que resulta
de la infeccion por esquistosomas es meadiada por
linfocitos T helper (Th) CD4 positivos que exprasan re-
ceptoras para antigeno (TCR) de tipo af} ¥y que son es-
pecificos para antigenos del huevo. Esto quedo claramen-
te demostrado gracias a la existencia de ralones poria-
dores de mutaciones delecionales de moléculas MHC y
de TCR. También se sabe que los linfocitos Th CD4 po-
sitvos son estmulados en presencia de una sefal prima-
fia compuesta por un péptido situado en una molécula
MHC de clase ||, ademas de sefiales secundarias co-
estimulatorias, después de lo cual prodiferan clonalmeanta,
producen citoquinas y generan células efectoras y de
mamona. En ausencia de senales co-estimulalonas, como
aquellas conferidas por el sistema B7, estos linfocitos no
dan respuesta y pueden entrar en un estado de anargia.
Lo que sigue siendo motive de debate es [a contribucion
relativa de las dos sub-poblaciones principales de
Infocitos Th CD4 positivos en mediar dicha patologia: por
un lado estan los de tipo Th-1, que producen IL-2 e
interferdn gamma, y que estan a cargo de fendmenos
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relacionados a la inmunidad celular, y por el otro, los
de tipo Th-2, que producen IL-4, IL-5 e IL-10, y gue fo-
mentan la inmunidad humoral estimulando a los
linfocitos B a producir anticuerpos.

Hace ya tiempo gue nuestro laboratorio demostro cla-
ramenta que clones de linfocitos Th-1 especificos para an-
tigenos del huevo son capaces de mediar granulomas y
postuld gue estos linfocitos son criticos en la fase inical
de formacion de los granulomas vigorosos, dado que se
datectan las ciloguinas correspondientes in vitro. Sin
embargo, estos linfocitos Th-1 disminuyen con el correr
de la enfermedad aguda, al mismo tiempo que empiezan
a aumentar las citoguinas de tipo Th-2. La base de este
cambio de Th-1 a Th-2 ha sido sujeto a un andlisis en al
que se comprobd que durante el transcurso de la anfer-
medad aguda existe un incremento da la IL-10 y una re-
duccidn de exprasion de moléculas de co-estimulacion de
lipo B7 en células accesorias, como por gjemplo los
macrifagos en el granuloma. Estas observaciones dieron
origen a la hipitesis de que |a pérdida de molaculas co-
estimulatorias conferiria a las células presentadoras de
antigeno un fenotipo capaz de inducir anargia en lugar de
estimular a las célula Th-1, de asta manera reduciendo
un componente patogenico critico de la enfermedad. En
cambio, las células Th-2, menos dependienles para su
mantenimiento de las moléculas BY de co-estimulacion,
seguirian intaclas, asegurando la persistencia de
anticuerpos y de eosindfilos. Queda adn por resolver si
los linfocitos Th-2 son capaces par s& de mediar
granulomas. Aunque exparmentos iniciales utilizando
lineas celulares definidas para reconstituir a ratones
inmunodeficientes parecen decir gue no, este lema
mearaca mas investigacion.

Este esquama de eventos relacionados a la induccian
y regulacion de la respuesta inmune e inmunopatologia
en la esquistosomiasis ha sido avalado por observacio-
nes experimentales y clinicas. Por gjempla, an &l tarreno
experimental, la administracién de una proteina de fusion
de IL-10 reduce la inflamacion granulomatosa. Por otro
lado estudios clinkcos en Brasil, Egipto e India han demos-
trado que formas clinicas graves de esquistosomiasis (y
de filariasis) estan asociadas con un aumento de expra-
sion de moléculas BT y con ciloguinas de lipo Th-1, mien-
tras gue en las formas benignas de la enfermedad ocurre
lo contrario y existe una elevacion de la IL-10. Recienta-
mente la relevancia del sistema BT de co-estimulacion en
la patogenia de los granulomas se puso de manifiesto
cuando se demostro que en ralones que carecen de di-
chas moléculas los granulomas son manoras que en los
controles.

Aunque la raspuesta granulomatosa es una conse-
cuencia de la activacion de linfocitos Th CD4 positivos
especificos, existen factores genélicos gue la regulan,
Tal es asi gue ratones de la cepa C3H hacen
granulomas grandes, mientras que los C57BL/G hacen
granulomas mas pequefios. Por otra parle, hemos obser-
vado gue linfocitos mesentéricos de les ratones C3H
montan respuestas proliferativas imporlanies contra un
antigeno mayoritario del huevo denominado Sm-pd0, en
tanto que en los C57BL/E la respuesta es marcadamante
menor. Aln mas, todos los miembros de un panel de



hibridomas T monocionales aspecificos para anligenos
dal huevo que hemaos derivado a partir de ratones C3H
infectados, o inmunizados con una preparacion soluble
de dichos antigenos, respondiaron exclusivamente al
Sm-p40. En cambia, ninguno de los hibridomas CSTBL/
6 correspondientes respondid a este antigeno. Estu-
dios adicionales demostraron gue la respuesta de celu-
las T contra & Sm-p40 es invariable de tipo Th-1 y &5
rastringida por H-2°

Eztos hallazgos parecen indicar que el reconocimien-
to de antigenos principales del huevo puede
comrelacionarse directamente con el grado de patologia
resultante, y sugleren que la induccion de lolerancia en
los linfocitos T correspondientes podria menguar dicha
patalogia. La posibilidad de reducir patologia por me-
die de anligenos especificos es el objetivo de la men-
cionada “vacuna anfti-patologia”, Para tal fin, es nece-
saria la identificacion y analisis de estos antigenos. En
el caso del antigeno Sm-p40, nuestro laboratorio ya ha
identificado la posicin del epitope T dominante y ha
construido el péptido minimo portador de dicho epitope.
Ademnas se astin identificando otros antigenos del hue-
vo reconocidos por hibridomas T. Una vez identificados
y clonados los antigenos/péptidos principales con los co-
rrespondientes epitopes dominantes, éstos deberan ser
administrados apropiadamente para inducir lolerancia
afactiva @n los linfocites T, y consecuentemente dismi-
nuir la severidad de la inmunopatologia.

En resumaen, los estudios experimentales descriptos
han arrojado informacion basica importante sobre la
respuesia inmunopatogénica an la asquislosomiasis y
su regulacidn, a partir de los cuales se abren oportuni-
dades practicas para disminuir la incidencia o gravedad
de la enfermedad. Estas consistiran principalmente en
ensayar la efectividad de las estrategias antigeno-as-
pecificas y no especilicas mencionadas, tanto an for-
ma independiente o en combinacion. Aunque el desa-
fio y la tarea por delante son formidables, la manipula-
cidn inteligente del sistema inmune jugara, sin duda, un
rol importante en &l control de las enfermedades para-
sitarias.

CO4. Cloning and characterization of genes for
trypanothione metabolism in trypancsomatids.,
SERGIO GUERRERO, FADUZI MANAI, LEO-
POLD FLOHE AND MAHAVIR SINGH.

GBF- German National Research Center for
Biotechnology ., and Technical University of
Braunschwelg, D-38124 Braunschweig, Germany

Most living cells contain high concentrations of
spermidine, a polyamine, and glutathione, a tripaptide (Glu-
Cys-Gly, GSH). GSH is the primary antioxidant molecule
for scavenging reactive oxygen species. Parasilic
trypanosomatids, e.g. Trypanosoma cruzi (Chagas
disease), T. brucei gambiensa/T. brucel rhode-siense
(African sleeping sickness), Leishmania sp (Kala Azar) are
responsible for severe diseases for which no effective
drug with low side effects is available. Inlerestingly,
these trypanosomatids are unique in possessing
trypanathiona (TSH) instead ol GSH as the major
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antioxidant molecule. Thus, the enzymes involved in
which is not prasent the metabolism of TSH are
attractive targets for rational drug design.
Trypanothione is a bis(glutathionyl)spemidine conjugate,
synthesized by two enzymes: 1. glutathionylspermidine
synthetase (BS55 or GSPs) and  trypanothione
synthetase (TS), both hydrolysing ATP with the
formation of an amide bond, We have been interestad
in the GSS and TS as drug targets. These enzymes are
expressed at very low levels in the parasites. Crithidia
fasciculata, a parasite of domestic fly, also contains
these enzymes. We recently reported a new method for
tha rapid purification of GSS from C. fasciculata (Konnig
et al., JBC, 272, 11908,1997). Using this method, GSS
was purified and characterized. In contrast to the GSS
of E.coli, the G55 of C.fasciculata does not contain an
additional amidase activity. Amino acid sequence of
peptides from the purified GS5 were oblained and
based on the peptide sequences, oligonucleotides were
synthesized. These oligonuclec-tides were used as
probes for 1. isolating recombinant clones from a
genomic bank of C. fasciculata, and 2. for PCR
amplification using chromosomal DNA as a template.
DMA sequence of the genomic clones and the PCR
fragments were determined. Derived amino acid
sequenca of the GSS of C. fasciculata showed himited
homalogy o the comesponding gene from E.coli. We are
currently working on the expression and purification of
recombinant GSS ol C. fasciculata from E. coli. |solation
of the homologous genes from other trypanosomatids is
in progress.

CO05. Perspectivas de control de la enfermedad de
Chagas en América latina. Importancia del
apoye internacional. JOSE RODRIGUES
COURA

Departamento de Medicina Tropical, Instituto
Oswaldo Cruz (FIQCRUZ), Av. Brasli, 4365 - Rio
de Janeiro, Brasil.

La enfermedad de Chagas, que afecla entre 16 a 18
millones de parsonas y coloca en riesgo a mas de 100
millones an las Américas, desde México hasta el sur de
Argentina y Chile (WHOQ, 1991), es uno de los proble-
mas mas importantes de salud pablica en el Continan-
te Latinoamericano, representando, segun el Banco
Mundial (1993}, la cuara causa de incapacidad y de
pérdida de afios/vida sanos, entre las enfermedades
infecciosas prevalentes en la regidn, suparada apanas
por las enfermedades respiratorias agudas, las diarreas
infecciosas y e SIDA, se encuentra por encima de la
tuberculosis, las helmintiasis, las enfermedades de la
infancia, la malana, la esquistosomiasis, |a lepra y las
leishmaniasis como =carga enfermedad= (Schmufis,
1994),

El control de la enfermedad de Chagas esta. basa-
do en sus principalas macanismos de transmision: por
triatominens vectores y por transtusion de sangre, Exis-
ten mas de 100 especies de trislomineocs veclores en
la naturaleza, de los cuales mas de 50 se han encon-
trado infectadas con Tripanozoma cruzi, pero solo al-
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gunas tienen importancia epidemiclogica por haberse
adaptado al domicilio humano. Los veclores mas impor-
tantes son Trialoma infestans en Argentina, Balivia,
Brasil, Chile, Paraguay, Perd y Uruguay; Panstrongylus
megistus y T. brasiliensis en Brasil; T. sdrdida en Ar-
genfina, Bolivia, Brasil y Paraguay; Rhodnius palescens
en Panama- y A. profixus en Colombia, México, Vena-
zuela y América Central,

T. infestans coloniza en la mayoria de los paises,
excepto en Bolivia, exclusivamente el espacio domici-
liar, tomandose vulnerable al rociado con insecticidas
rasiduales (Coura, 1993) y a la mejora de las viviendas,
al contrario de los veclores ubicuos. Los programas na-
cionales organizados de control de vectores se inicia-
ron en los afios 60 en Argentina, en los afos 70 en
Brasil y en los afios 80 en Chile y Uruguay, siando for-
talecidos en 1991 con la iniciativa de cooperacidn in-
ternacional de los Ministerios de Salud de los paises del
Cono Sur, coordinada por la Organizacion Panamerica-
na de la Salud. Los gobiernos de Argentina, Brasil, Chile
y Uruguay y mas recientements Paraguay, invirtieron
desde 1992 hasta 1995, 207 millones de dolares en el
control de la enfermedad de Chagas (Schmufiis, Zicker
& Moncayo, 1996). En consecuencia hubo un gran pro-
gresa en el control, Por otro lade Bolivia, con una ele-
vada prevalancia seroldgica de infeccidn, astd. hacien-
do un gran esfuerzo para controlar al T. infestans.

Mas de 3 millones de casas an aguellos paises es-
tan bajo vigilancia entomolagica y el impacio del pro-
grama de conirol de la enfermedad esta- siendo medi-
do por el examen serologico de nifos escolares. Angen-
tina redujo en 75% la infestacion de las casas por
triatominecs en 13 de 15 provincias endémicas entra
1982 y 1994, y en 1995 la tasa de infeslacion era de
apanas 4% . En el mismo periodo la prevalencia sero-
logica de infeccién chagdsica entre jdvenes convocados
para el servicio militar cayd de 5,8% a 1,.2% y en 1983
llego al 1%. En Brasil de 711 municipios infestados por
T. infastans en 1982, apenas 83 estaban positivos en
1993, con una captura de solo 2500 ejemplares (2,9%
del total anterior), y ahora menaos del 2% de las casas
de 78 municipios lodavia tienen un residuc de este
triatomineo.

La prevalencia seroldgica de infeccion chagasica en
nifos escolares en Brasil cayd de 4,5% en 1980 a 0,2%
en 1995. En Chile la infestacién domiciliar por T.
infestans descendid de 29% an 1982 a 1,6% en 1995,
y la prevalencia seroldgica en menores de 15 anos cayo
de 54% a 1.3% en 1995, la mayoria de ellas posible-
mente debidas infeccion congénita. En Uruguay la in-
testacion domiciliar descendit de 6% en 1983 a 0,35%
en 1995 y la prevalencia seroldgica en menores de 12
afos de 2,4% se acerco a cero en el mismo periodo
(WHO, 1994-1997).

El problema ahora es el mantenimiento de los pro-
gramas en los paises del Cono Sur hasta la erradica-
cién del T. infestans (esperada para el ano 2000) y el in-
cenlivo para el desarrollo de programas semejantes an
los paises Andinos y de la Aménca Central, donde los
indices de infestacion domiciliar por los triatomineos,
mencipnados para cada pais. todavia son muy eleva-
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dos al igual que los indices de infeccion de la pobla-
cidn. En Balivia, por ejemplo, la media de prevalancia
seroldgica para infeccion chagasica en la poblacion ru-
ral estd: en el orden del 22% y en algunas localidades
llega al 70% con un gran porcentaje de nifos Manores
de 10 afos infectados. Igual ocurre en Honduras y olros
paises de Ameérica Central.

A pesar de haber habido una reduccion importants de
transmisién de la infeccidn chagésica en bancos de san-
gre, principalmente debido a la preccupacitn por |a trans
mision del HIV y de las hepalitis B y C, estimulando asi,
al control de la infeccion chagésica; sdlo en Argantina,
Brasil, Honduras, Uruguay y Venezuela, las pruebas
seroldgicas son obligatorias en los bancos de sangre. En
ofros paises esas pruebas son una decision de los servi-
cios de transfusion. En algunos, como por ejemplo Ecua-
dor, ese servicio astd- a cargo de la Cruz Roja Interma-
cional; olrog, como Bolivia, pueden tener altas tasas de
donadores infectados y ciertamente un elevado indice de
fransmision por esa via. La saleccidn de donadores de
sangre con por lo menos dos pruebas para infeccion
chagdsica deberia sar obligatona en todos los paises. A
pesar de ello se corra el riesgo de transmision an algu-
nos casos falso negativos.

El estimulo internacional para el control de la enfer-
medad de Chagas en América Latina es muy importante,
como se ha verificade a través de la Organizacidn
Paramericana de la Salud en &l caso dal Cono Sur y
de la Organizacidn Mundial de la Salud. a traves del
TDR, que ha contribuido grandemente en el desarrolio
de modelos para el control de vectores y de la lransmi-
sitn de la infeccion chagasica en bancos de sangre. en
practicamanie todos los paises del continente. Lamen-
tablementa, los fondos del TOR estan siendo prograsi-
vamenle reducidos principalmen‘a para Pesquisas Es-
Iralégicas y Desamollo de Productos, particularmenta en
relacion a enfermedad de Chagas, concentrandose en
paises desarrollados no endémicos, exactamente lo
opuesto de los objetivos originales del programa, agui-
vocados a propoésitc con el prelexto de gue la enferme-
dad de Chagas eslaria controlada en los paises endé-
micos subdesarrollados.

Es tundamental que los paises de América Latina
afectados por la enfermedad de Chagas, hagamos es-
fuerzos en conjunto con la Organizacién Mundial de la
Salud y los organismos financiadores de TDR, a traves
de los Minislerios de Salud y de Relacionss Exteriores,
a fin de que aquellos programas mantengan sus obyeli-
vos originales y aumenten los fondos para el apoyo de
proyactos estratégicos de ensefianza, investigacion y
desarrollo de productos para el control de esta enfer-
medad que reduce francamente la capacidad de trabajo
y los afios de vida de nuestras poblaciones.
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CO&. Una vacuna contra Trypanosoma cruzi? ELSA
L. SEGURA.

ANLIS "Or. Carlos G. Malbran™. Av Velez Sarsfiald
553 {1281) Buenos Aires, Argentina

Daesde 1970 invesligamos los componentas de
Trypanosoma cruzi , con la finalidad de desarrollar una
vacuna para la prevencion de la infeccidn por T cruzi
o para la prevencion de la fase cronica de la enferme-
dad de Chagas. Ambos enfogues requieren de un ma-
yor conocimiento de la respuaesta inmune en la enfer-
medad humana. El prolongado periodo de incubacion
entre &l comienzo de una infeccion y el desarrollo de la
tase clinica de la enfermedad podria deberse a que la
respuesta inmune a la primoinfeccidn persiste con la
salud y disminuye o se remodula con la enfermedad
{Salk, J. Mature, 327 473-6, 1987). Si la respuesta in-
mune pudiera ser estimulada para crear resistencia con-
tra T. cruzi, seria posible prevenir el desarrolio de la
anfermedad. El conocimiento del genoma de T. cruzi,
provesra mayores posibilidades de identificar las molé-
culas apropiadas para ser inmundgenos candidatos.
Muestras contribuciones propusieron que la inmuniza-
cién con la fraccion flagelar del parasito, o algunos de
sus componentes moleculares protegian al raton, indu-
ciendo una inmunidad esterilizante en mas del 40% de
los animales desafiados con tripomastigotes infectantes.

La elapa siguienta requiere de una comprension ma-
yor del comportamiento de la infeccion en la naturaleza,
a fin de utilizar en el disefio experimantal @l nivel del de-
safio parasitario, n relacion a los marcadores definidos
de inmunaproteccidn. Durante 1975-1985, nuestras inves-
tigaciones sobre el comportamiento de Traloma infestans
en el ambiente rural de la zona endémica de Argentina,
demastraron que las zonas rurales presentaban una in-
festacion domiciliaria superior al 70 %, que la caplura da
T. infestans en el dormitorio humano, tenia un promedio
da 20 inseclos y que el 30% de los tiatominos domicilia-
rics se hallaba infectado por T, cruai . En dos viviendas
demolidas despues de |a revisacién, se capturaron 2000
insectos, lo que significan 700 inseclos portadores de T.
cruzi en sus heces, dentro de la vivienda. Teniendo en
cuenta la frecuencia alimentaria estimamos que 700 go-
tas de materia fecal de T. infastans, conteniendo T, cruzi,
serian depositadas en la piel, proxima al orificio de la pi-
cadura o en mucosas, de los 5 habitantes de una vivien-
da, ademas de & parrcs, al menos cada 20 dias.

Con esa carga parasitaria, a fines de 1980 y hasta
mediados de esa década, no se eslimd alentadora la
utilizacién de una vacuna, debido a la continua
reinfestacion triatominica de las viviendas. A pesar de
esta, desda el punto de vista inmunologico, desarrollar
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una respuesta inmunoprotectiva, estimulando especifi-
camente con antigenos de T, cruzi, era una hipotasis
razonable.

En los dltimos 10 afos se han ragistrado cambios
drasticos en el panorama de la infestacion domiciliaria
por T, infestans, en Argentina. Dichos cambios también
han alcanrado a otros paises del continenta. Se trata
de la disminucién an algunas zonas y hasta la inexis-
tencia de poblacionas de T. infestans en la vivienda
humana. Por ofra parte, 58 ha registrado la disminucion
de casos agudos, en los Cenlros médicos en la zona
endémica en las qua habitualmente se notilicaban los
cAs0s.

Muestra hipdtesis es que la oportunidad de utilizar
una vacuna contra la transmision de T. cruzi, se pre-
sentaria cuando mejoraran las condiciongs de control
de poblaciones de trialominos y se podria hacer reali-
dad, acompafando la vigilancia entomologica de la
transmision de T, crun

CO7. Control de la transmisién de la enfermedad de
Chagas en Brasil. JOAD CARLOS PINTO DIAS.

Facultad de Meadicina de la Universidad Federal de
Minas Gerais, Fundacién Oswaldo Cruz y Fundacion
Macional de Salud en Minas Gerais, Belo Horizonte, MG,
Brasil. Fax: 55 31 261 6793, E-mail: fnscrmg@
net.em.com.br

Antecedentes: la enfermedad de Chagas (EC) fué
descublierta en 1909 por Caros Chagas, en Brasil, cons-
tando una precoz advertencia politica y sanitaria de esa
genial investigador, ya en 1911, de que se tralaba de un
tema altamente prioritario por su magnitud y morbi-mor-
talidad, un verdadero problema del Estado, que deberia
ser mirado con vistas a su control, en nombre de la dig-
nidad de los pueblos afectados: entre nds & inicialiva de
medidas sanitdrias justifica-se, sem duvida, em
considerades mais elevadas: @ o futuro de um grande
povo gue se deverd- zelar, sdo deveres de humanidade
e de palriotismo gue devem acluar no espirito
progressista dos homens de eslado; € 8 wida humana, &
prograsso malerial, o aperieidoamento de uma raga que
degenera, o obsidculo ao trabalho productivo, & a gran-
deza economica de vasias zonas do pals..., ludo indican-
do & urgencia de medidas sanilanas capazes de afteniuar
a acpdo maléfica do Congrrinhus megisfus® (Chagas,
1911}, Las investigaciones bdsicas para el control de la
transmision de la EC fueron llevadas al cabo por E. Dias
en Minas Gerais, desda 1943, con resultados altamente
promisores tanto atraves de los mejoramientos de vivien-
da como por &l uso de insecticidas de accidn residual;
Dias consideraba que los elementos basicos al control de
la EC ya estaban disponibles en los afios 50 y eran de-
pendientes de deseo politico, de acciones con calidad,
continuidad y en zonas contiguas, pronosticando enton-
ces al total control de |a transmisidn vectorial y la erradi-
cacién dal Triatoma infestans en todo el Pais (Dias,
1858). El programa nacional contra la EC en Bragil fué
iniciado a partir de 1959, con prioridad efectiva solamen-
te en 1982 (cobertura total del drea endémica), basado
fundamentalmente en el control quimico de los vecloras
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domésticos, por el Ministerio de Salud; & mejoramien-
to de las viviendas no perteneceria a ese Ministario y
nunca ha arrancado, en lérminos nacionales. El Esta-
do de Sao Paulo tuvo iniciativa propia contra la EC, en
los afios 60, con cobertura de toda esa provincla con
acciones confinuadas con insecticidas, resultando inte-
rrupcion virtual de la transmision ya en la década si-
guiente (Dias, 1997). Para la priorizacion del programa
nacional fué fundamental la participacion de la comuni-
dad cientifica, no sclamente desarrollando los métodos
8 insumas, como haciendo verdadera presion politica.
Con datos entomoldgicos, de prevalencia y de morbi-
maortalidad; demonstrabase gue la EC estaba dispersa
en 2.500 municipalidades del Pais y afecltaba cerca de
5 millones de individuos, entre los cuales unos 30% ya
tenian o iban desarrcilar una cardiomiopatia chagasica.
También sa demostraba que la tranemisién transfusional
del T.cruzi era marcante en el pais, llegando, en 1979,
a una incidencia da 20.000 casos anuales (Dias, 1988).

Programa conifra la EC en Brasil: estralegias y re-
suftados. El asquema bésico fue lo de Emmanuel Dias,
atraves de la lucha quimica contra los vectoras, al ni-
vel domiciliar y peridomiciliar, con vistas a la interrup-
cion de la transmisidn vectorial, por el Ministerio de la
Salud (SUCAM/FNS), con presupuestos federales. No
sa contemplaron acciones al nivel del ciclo silvestre del
pardsito, ni contra los reservorios naturales. La lucha
contra la EC transfusional fué desarrollada al nivel de
todo &l sistema de salud, con aleccidn de la estrategia
de descarte de donantes chagasicos atravas de
serologia pre transfusional. La lucha antivectorial fué con-
tinua y conducida conforme el moedelo clasico de las cam-
pafias antipalidicas (fases de preparacion, ataque, con-
solidacion y vigilancia), garantizada por un presu-
puesto astable {entre 15 y 25 millones US$/afo) y por
normas técnicas bien definidas, con acompafiamiento y
supervision técnica y epidemioldgica. El insecticida de
eleccion fua a8l Gammexane (HCH al 30% Isdmers y) en
la concentracion de 500 mg/m?, para rociados semastra-
les en el atagque. En seguida dabansa las "evaluacionas®,
con investigacidn entomelogica de las unidades
domiciliares y rociado inmediato de las encontradas
posilivas. La vigilancia fué instalada en condicicnes de
baja infestacidn {Indices de infestacion por abajo da los
5%). v con una caracteristica de acciones horizontales,
con agentes dae salud municipalizados y deteccion de los
tocos por la propia poblacién (participacion comunitaria).
El Programa fué muy activo entra 1982 y 1989, realizan-
do cerca de 4 a 5 millones de visitas domiciliarias y entre
500.000 y 1.2 millones de rociados por afio. En los afios
90, trabajando ya con infestacion mas baja, el Programa
también sufrid dificultades con su recurso humano, par-
cialmente cedido a la lucha contra el Aedes aegypfi en
el inicio contaba con cerca de 6.000 agentes en &l Pro-
grama, llegandose a poco mas de 2.000 en los ahos 90
(Silveira & Rezende, 1994). En 1985, con dificultades
de adguisicion y politicas ambientales contranias a los
productos organc-clorados, el Programa empezt a uti-
lizarse de los Piretroides (grupo a-ciano substitucion),
con buenos resultados. Actualmente se utilizan princi-
palmente, por m?, la Deltametrina (25 mg), las
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Cpermetrinas (125 mg), la Ciflutrina {50 mg) y la A-
Cialotrina (30 mg). con preferencia para las
formulaciones de polvo-mojable y “flowables® (Dias,
1897). A partir de la ditima mitad de los B0, progresiva-
mente avanzaron las accionas de vigilancia, desde que
muchos municipios ya entonces presentaban lasas de
infestacion domiciliarfia por abajo de los 5% y tambien
porque &l T. infestans, principal transmisor an el pais,
rapidamente estaba desapareciendo de las regiones
rociadas; por otro lado, las especies nalivas mas impor-
tantes (T.brasiliensis, T. pseudomaculata, T. sordida,
Panstrongylus megistus y Rhodnius neglectus), aungue
bajaban sus tasas de infestacion donde el Programa se
instalaba, nunca lograban desaparacer (erradicacion)
como al T.infestans, pero también prasentando disminu-
cion de densidad frente los insecticidas. En paralelo, las
encuestas serc-epidemiologicas en los municipios fraba-
jados, entre nifos de escuelas, empezaron a demostrar
una sensible reduccion en las tasas de infeccidn, como
resultado del descenso de la densidad triatomino-tripano-
somica. Por ejemplo, en regiones previamente criticas de
los Estados de S. Paulo y Minas, como Cassia dos
Coqueiros y Bambui, donde las tasas de prevalencia de
la EC entre escolares de 7 a 14 afos eran de cerca da
40 % en los afos 50, yva en 1970 llegaban a menos del
5% y en los anos 90 se mantuvieron cerca de 0% (Dias,
1897). Asi mismo, como products del control vactarial,
las tasas de EC entre donantes de sangre y mujeres
embarazadas, en las regiones endémicas, han logra-
do enorme descenso, encontrandose hoy dia en prome-
dios respectivamente de 0,7% y 0,5%, lo que demues-
fra también una notable raduccidn en el riesgo de trans-
misién de la EC por vias transfusional o congénita (Dias,
1997), Por olro lado, también se nota una significativa
reduccion de los indices de morbi-mortalidad entre po-
blaciones infecladas de todo el Pais, hechos todavia aln
sin completa explicacion. Al nivel del T.infestans, la es-
pecie encuéntrase erradicada en mas del 90% de los 811
municipalidades infestadas en los afos 70, quedando una
infestacidn residual focalizada en pocos municipios de los
Estados de Bahia, Golds y Rio Granda do Sul, asi mis-
mo com muy baja densidad trialominica y tripanosdmica
{Dias, 1997, Silveira y Rezendes, 1954). En ese contaxto,
ademds del Programa, seguramente también han influido
olros faclores como la gran migracién rural-urbana y un
mejoramignto espontdnec de las viviendas rurales
quedantes. A su vaz, al control de los bancos de sangre
ha crecido mucho a partir de los anos 80, especiaimente
com &l aribo de la SIDA, hoy dia pudiendo estimarse que
carca del B5% o mas de los senicios de hemolerapia ha-
can screening seroldgico pre-transfusional en el pais (sa-
guramente, arriba del 98% para el Estado de Sdo Paula).
Mo hay, todavia, un programa de control del Chagas con-
génito, aunque se sapa que esa modalidad de transmi-
sion es cada vez mss rara en el Pais. En términos de
impacto, &l Programa Brasilefio contra la EC ha sido exi-
tosc y con alta tasa de retomo econdmico y social
(Schaofield & Dias, 1991). En un estudio reciente, se ha
considerado que, entre 1993 y 1996, sse Programa ha
costado cerca de 400 millones de USS, a su vez aho-
rrando por lo menos USS900 millones solamente en el



ambito de la sobrevida; en ese pericdo, puesden
acreditarse al Programa la prevencion de por lo menos
277.000 casos nuevos y 85.000 muertes por la EC
{Akhavan, 1997). .

Perspectivas, horizontes y desafios. Las perspectivas
seran muy buenas desde que se mantengan las activida-
des con un minimo de cobertura y calidad, especialmean-
te en términos de la lucha antivectorial y del control de
los bancos de sangre. La tendencia actual es de marca-
do descenso en las tasas de transmisidn vectonal de la
EC en todo el Pais, con eso bajandose natamente las
perspectivas también de las transmisiones por ruta
transfusional o congénita (por falta de donantes y emba-
razadas infectados). En téminos de presupuesto no pa-
recen existir muchos problemas, desde gue histdricamen-
te han sido sensibilizados los ministros y politicos; sin am-
bargo. el problema de los recursos humanos se viene
agravando, por una tendencia de bisgueda de un “Esta-
do Minimo®, donde no se permiten contratacionas y siquie-
ra reposicion de cargos jubllados. La salida esta en con-
sequir aporte de personal en los propios municipios, a fra-
vés de mecanismos de repase de presupuestos ledera-
les (por convenio o via fondo-a-fondo). Asi mismo, el ac-
tual panorama epidemioldgico destaca, al nivel entomao-
légico, las especies “secundarias® y el -ambito
peridomiciliar, como los principales horizontes de traba-
jo. Ani se complican las acciones clasicas contra los
triatominos, ya gque sus reservas naturales (selvdticas),
diferentemants del T.infesians, existen y puaden ser prac-
ticamanta inagotables; también funcionan mucho menos
bien Ins insecticidas disponibles, asi como los mélodos
tradicionales de investigacion y capiura de triatominos.
Con todo eso, crecen en importancia las acciones y es-
trategias horizonlales de vigilancia epidemioldgica con
participacion comunitaria. Actualimeante, cerca de 90% de
los 2.500 municipios brasilefios previamente infestados se
encuentran com una infestacion triatominica domiciliar por
abajo de los 2%, con eso también prevaleciendo el hori-
zonte de la vigilancia continuada. Las acciones comuni-
tarlas puaden y daben involucrar el manejo de la casa y
del peridomicilio, ademas de detectar triatominos y ayu-
dar en la bisqueda de casos agudos de la EC. El trabajo
con poblaciones no es facil y contraria la rutina histérica
dal Programa tradicional, hecho que prasupona muchos
cambios institucionales y de mantalidad (Dias, 1991). Por
ofro lado, nuevas areas de colonizacién triatominica en
viviendas humanas puaden surgir (y ya estan surgiendo)
en la Regidn Amazdnica, como resultado de las migracio-
nes humanas y del desequilibrio ecolégico producido en
la region. Tratase generalmente de la invasidn doméstica
por triatominos silvaticas con altas tasas de infeccion na-
tural por T.cruzi (principalments del género Ahodnius), si-
fuacion esa que exige esquemas de prevencion muy dis-
tinto de las rutinas habiluales. Al nivel de la EC
fransfusional, los desafios son el aumento de la cober-
tura de acciones de control serologico de la sangre y la
derivacion adecuada de evenluales donantes infectados
al sistema de salud. Un programa minimo de serologia
precoz en nifos de 6 meses esta en curso experimen-
tal en Minas Gerais, como estrategia para deteccidn y
tratamiento de la EC congénita. Queda como dltimo
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desafic el monto de 4 millones de infectados. en su
mayoria adultos ammiba de los 30 afos de edad y en la
forma cronica indeterminada de la EC, a meracer aten-
cidn médica adecuada y también de seguridad social:
aqui sa destacan las perspactivas de beneficio que hoy
ze plantean al nivel del tratamiento especifico de indi-
viduos de baja edad o aquellos en la forma indetermi-
nada de la EC. lo que merece mejor investigacion.
MNocesidades de invesfigacion. Frente al panorama
presente, @l control de la EC en Brasil podria ser mejo-
rade con el desarrollo de insumos y estrategias de con-
trol mas efectivo da los triatominos en el peri-domicilio,
especialments an lrminos de inseclicidas mads eficientes
y mejores herramientas de deteccion de focos en silua-
citn de baja densidad triatominica. Mejoramiento de la
serologia para deteccion precoz de la EC congénita y de
la transfusional son otros requerimientos en términos de
sensibilidad, de especificidad, de bajo costo, de simplici-
dad y de rapidez. Siguen las necesidades de mejor far-
maco para el tratamiento especifico, asi como también una
vacuna efectiva alin tendnia importancia en areas de frans-
misién residual. El mejor manejo de pacientas cronicos
sigue aln como necasario, espacialmeanta en lérminos de
prevencion de la cardiomiopatia chagdsica cronica mas
grave (Dias, 1991, 1987).
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Con el control de la transmision de la enfermedad
de Chagas por triatominios y el mejor control de la cali-
dad de sangre para fransfusion, se lorna cada vez mas



