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INTRODUCCION

La enfermedad de Chagas es causada por el parasito Trypanosoma cruzi (T. cruzi), en
donde existen a nivel mundial entre 6 y 7 millones de personas infectadas. Se encuentra
sobre todo en zonas endémicas de 21 paises de América Latina (Organizacion Mundial de
la Salud, 2019). No existe vacuna para esta enfermedad el tratamiento actual se realiza con
Benznidazol o Nifurtimox, medicamentos efectivos si se administran en la fase aguda de la
enfermedad pero en los casos de infeccion cronica se consiguen tasas de curacion muy
bajas (Molina y col., 2015). En nuestro laboratorio se han ensayado varias proteinas de T.
cruzi como candidatos para vacunas de subunidades, y se vio que entre todos estos, la
proteina de superficie Trans-sialidasa (TS) fue la que mostré los resultados mas promisorios
(Bontempi y col., 2015). En base a este antecedente el objetivo es continuar y profundizar
este estudio, trabajando con fracciones de esta proteina TS y formulandola con un
adyuvante desarrollado en el laboratorio (Bertona y col., 2017).

OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar la protecciéon que brindan fragmentos de la proteina TS de T. cruzi a corto plazo y a
largo plazo frente a la infeccion por el parasito en un modelo murino de la enfermedad.

Objetivos particulares

*Expresar los fragmentos proteicos de una proteina de la familia de la TS de T. cruzi en
Escherichia coli y purificarlos.

* Inmunizar los ratones BALB/c con los antigenos y evaluar la respuesta inmune generada a
corto plazo y a largo plazo.

» Evaluar de la capacidad protectora de los antigenos a corto plazo y a largo plazo frente a
un desafio con T. cruzi.

METODOLOGIA

Obtencién de los fragmentos proteicos

Se trabajé con dos fragmentos de la proteina TS de T. cruzi correspondientes a los
extremos amino terminal (EAT-TS) y carboxilo terminal (ECT-TS). Estos fragmentos, ya
clonados en el vector de expresion pET-28a (+), se expresaron en bacterias E. coli, se
purificaron mediante cromatografia en columna de Ni*? y se cuantificaron las fracciones
obtenidas por el método colorimétrico del acido bicinconinico.
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Protocolo de inmunizacion

Para evaluar la capacidad protectora de los fragmentos a corto y a largo plazo se
inmunizaron ratones hembras de la cepa BALB/c. Para la evaluacion a corto plazo se trabajo
con los siguientes grupos (n=5 ratones por grupo): Grupo EAT-TS, inmunizado con el
extremo amino terminal de la TS; Grupo ECT-TS, inmunizado con el extremo carboxilo
terminal de la TS; Grupo mezcla EAT-TS+ECT-TS, inmunizado con los dos fragmentos
proteicos y el Grupo PBS (Grupo control), inmunizado con buffer fosfato salino (PBS). El
protocolo de inmunizacion consistié en tres dosis subcutaneas, una cada 15 dias, en donde
cada ratén recibié 10 ug del antigeno correspondiente formulado con 3 pl del adyuvante
ISPA (Adyuvante de produccion propia del laboratorio, Bertona y col., 2017). El grupo control
recibié 100ul de PBS vy el grupo mezcla fue inmunizado con 5 ug de cada antigeno mas
ISPA. Para la evaluacién de las formulaciones a largo plazo se trabajé con los mismos
grupos experimentales, a excepcion del grupo mezcla y con el mismo esquema de
inmunizacion.

Evaluacion de la respuesta inmune generada por EAT-TS y ECT-TS

Siete dias finalizado el esquema de inmunizacién se extrajeron muestras de sangre de cada
ratén para de evaluar la presencia de anticuerpos especificos mediante ELISA. También se
realizé un ensayo de hipersensibilidad retardada (DTH) el cual permite evaluar la generacion
de una respuesta celular local especifica. Para esta DTH se inocul6 en la almohadilla plantar
izquierda de cada ratén 5 ug del antigeno correspondiente sin adyuvante y antes y 48 hs
después de la inoculacién se midio la inflamacién generada en cada pata con un calibre
Vernier. Para la técnica de ELISA se sensibilizaron con 0,5 ug de antigeno placas de 96
wells y se trabajé con diluciones de plasmas 1/100. Se evaluaron los isotipos IgG1 e IgG2a
especificos. A los grupos de experimentacién para la evaluacion a largo plazo, no solo se
realizé una prueba de DTH y ELISA a los 7 dias post inmunizacion sino que también a los
45 dias para evaluar la respuesta a largo plazo.

Anadlisis de la capacidad protectora de los fragmentos y supervivencia

Quince dias post inmunizacién para los grupos de evaluacion a corto plazo y a los 60 dias
para los grupos de evaluacion de memoria, se infectaron los ratones con 1000 T. cruzi de la
cepa Tulahuen inoculados de forma intraperitoneal. A los 14, 21 y 28 dias post infeccion se
llevé a cabo la parasitemia, en donde se tomd 5 ul de sangre de la cola de cada ratén y se
realizé6 un recuento de parasitos en microscopio. Se evalud la supervivencia hasta los 90
dias post infeccion.

RESULTADOS/CONCLUSIONES

Obtencion de los fragmentos proteicos

MEN Los fragmentos exitosamente expresados se cuantificaron y se corrieron
en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)para corroborar su pureza (Figura
1). La concentracion obtenida de cada proteina fue de 1000 ug/ml para

- EAT-TS y de 1700 ug/ml para ECT-TS.
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b Figura 1: Purificacién de las proteinas recombinantes: SDS-PAGE de las
S PR proteinas purificadas. MPM: marcador de peso molecular. A) EAT-TS de peso
molecular de 35 KDa aproximadamente. La concentracién obtenida fue de
— 1000 ug/ml. B) ECT-TS de peso molecular de 38 KDa aproximadamente. La
concentracion obtenida fue de 1700 ug/ml.
-

Evaluacion de la respuesta inmune generada por EAT-TS y ECT-TS



En el analisis de anticuerpos especificos por ELISA se puede observar que los diferentes
antigenos son capaces de generar anticuerpos y que estos son de un mayor perfil IgG2a el
cual se relaciona en ratones BALB/c con el desarrollo de una respuesta inmune celular,
importante para el control del T. cruzi (Dos Santos y col., 2014) (Figura 2). La mezcla de los
dos antigenos mostré un menor nivel de anticuerpos especificos (Figura 2C). Para el caso
de los ratones inmunizados para la evaluacion de memoria, se puede ver que estos
anticuerpos especificos siguen aumentando a los 45 dias post inoculacion (Figura 2A y 2B).
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Figura 2: Determinaciéon de anticuerpos IgG1 e IlgG2a especificos mediante ELISA. A) IgG1 e
IgG2a a los 7 dias post inoculacién de los grupos de evaluacién a corto plazo (***p<0,0005, Mann
Whitnet test). B) IgG2a de los grupos de evaluacién a largo plazo a los 7 y 45 dias post inoculacion
(***p< 0,0001, Unpaired t test). C) IgG1 de los grupos de evaluacién a largo plazo a los 7 y 45 dias
post inoculacién (***p< 0,0005; Unpaired t test).

Con respecto a la evaluacion de la respuesta celular por DTH se puede ver que los distintos
fragmentos generan una gran inflamacion local especifica (Figura 3) y que el grupo EAT-TS
mostrd los niveles mas altos a los 7 dias post inmunizacion (Figura 3A y 3B). Para el caso
del modelo a largo plazo, se ve que el grupo EAT-TS disminuye este nivel de DTH a los 45
dias post inoculacion y que el grupo ECT-TS aumentd dicho nivel para este dia, pero de
igual manera estos niveles de inflamacion se mantienen altos al mes y medio post
inmunizacioén (Figura 3A).
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Figura 3. Evaluacion de la respuesta inmune in vivo: test de hipersensibilidad retardada (DTH).
A) DTH de los grupos de evaluacion a corto plazo realizado a los 7 dias post inmunizacion (**p<
0,005, Unpaired t test). B) DTH de los grupos de evaluacion a largo plazo medidos a los 7 y 45 dias
post inmunizacion.

Analisis de la supervivencia de cada grupo



Con respecto al analisis de supervivencia podemos observar que para la evaluacién a corto
plazo el grupo EAT-TS fue el que presenté el mayor nivel de supervivencia, siendo este del
60%, seguido por el grupo ECT-TS que mostré un nivel del 40%. El grupo PBS present6 una
mortalidad del 100% al dia 19 post infeccion. El grupo EAT-TS+ECT-TS se comport6 de
igual manera, con una mortalidad del 100% al dia 21 post infeccion (Figura 4 A). Con
respecto a los grupos de evaluacion a largo plazo, tanto el grupo PBS como el EAT-TS
presentaron una mortalidad del 100% y solo el grupo ECT-TS presentd una sobrevida baja
del 25% (Figura 4 B).
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Figura 4: Proteccion obtenida con las formulaciones vacunales: supervivencia luego de un
desafio con 1000 T. cruzi. A) Grafico de supervivencia de los grupos de evaluacion a corto plazo. B)
Grafico de supervivencia de los grupos de evaluacién a largo plazo. (*p< 0,05 para el grupo EAT-TS

vs PBSy EAT-TS vs EAT-TS+ECT-TS, Log-rank (Mantel-Cox) Test).

dias post infeccion

Como puede evidenciarse los fragmentos EAT-TS y ECT-TS son capaces de generar una
buena respuesta inmune, la cual se mantiene hasta 45 dias post inmunizacién, y generan
proteccion frente a un desafio con T. cruzi cuando este se realiza a corto plazo (15 dias post
inmunizacién). El grupo inmunizado con la mezcla de los fragmentos no mejord los
resultados obtenidos comparados con el desempefio de los fragmentos por si solos,
presenté una mortalidad del 100%. Cuando se realiza el desafio a largo plazo (45 dias post
inmunizacién), si bien la respuesta inmune a esa fecha siguié siendo buena, los grupos
vacunados no lograron sobrevivir a esta dosis de parasitos, revelando que la capacidad de
proteccion de las formulaciones vacunales disminuye con el tiempo. Esto podria deberse a
que el esquema de inmunizacién empleado, de tres dosis seguidas, no favorezca el
desarrollo de la memoria inmunologica (Siegrist, 2018), aspecto a seguir trabajando para
poder mejorar estos resultados. Otro ensayo a realizar a futuro para evaluar si nuestras
formulaciones generan memoria es la medicion por citometria de flujo para la determinacién
de linfocitos T de memoria utilizando marcadores celulares como lo son el CD44 y CD62.
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