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Abreviaturas y Simbolos

SFU: 5-fluorouracilo.

ADN: Acido desoxirribonucleico.

ARN: Acido ribonucleico.

ARNm: Acido ribonucleico mensajero.

Argl: Arginasa 1.

BMDCs: Células dendriticas derivadas de médula dsea.

BZ: Benznidazol.

CCC: Cardiopatia chagasica cronica (“Chronic Chagas heart disease™).
CDs: Células dendriticas.

Células NK: Células asesinas naturales (“Natural killer cells™).

CFSE: 5,6 carboxifluorescein diacetato succinimidil éster.

ConA: Concanavalina A.

DO: Densidad 6ptica.

DTH: Hipersensibilidad retardada (“Delayed hypersensitivity™)
DTU/DTUs: Unidad/es discreta de tipificacion (“Discrete Typing Units”™).
EC: Enfermedad de Chagas

EDTA: Acido etilendiaminotetraacético.

ELISA: Ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas (“Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay™).
G-CSF: Factor estimulante de colonias de granulocitos (“Granulocyte colony stimulating factor™).
GIPL: Glicoinositolfosfolipidos (“Glycoinositolphospholipid”).
GM-CSF: Factor estimulante de colonias de granulocitos y macrofagos (“Granulocyte-macrophage
colony stimulating factor”).

GPI: Glicosilfosfatidilinositol (“Glycosylphosphatidylinositol™).

i.d.: Inoculacién intradérmica.

IDO: Enzima indolamina-2,3-dioxigenasa.

iNOS: Oxido nitrico sintasa inducible.

i.p.: Inoculacién intraperitoneal.

IFN-y: Interferéon gamma.

IgG: Inmunoglobulina G.

IL: Interleuquina.

ISPA: Adyuvante de jaulas lipidicas (“Immunostimulating Particles™).
Treg / Tregs: Células T regulatorias Foxp3+.

LPS: Lipopolisacarido.

M-CSF: Factor estimulante de colonias de macrofagos (“Macrophage colony stimulating factor™).




MDSC/MDSCs: Célula(s) supresora(s) de origen mieloide (“Myeloid derived suppressor cells™).
MEFTI: Intensidad de fluorescencia media (“Mean fluorescence intensity™).

MHC: Complejo mayor de histocompatibilidad (“Major histocompatibility complex™).

MHC II: Complejo mayor de histocompatibilidad clase II.

M-MDSC / M-MDSCs: Célula(s) supresora(s) de origen mieloide monocitica(s).

NO: Oxido nitrico (“Nitric oxide™).

NI: No infectado.

NFX: Nifurtimox.

OMS: Organizacién Mundial de la Salud.

PAMP: Patrones Moleculares Asociados a Patogenos (“Pathogen Associated Molecular Patterns™).
PBS: Buffer fosfato salino.

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa (“Polymerase chain reaction”).

PGE2: Prostaglandina E2.

PMN-MDSC/PMN-MDSCs: Célula(s) supresora(s) de origen mieloide polimorfonuclear(es).
Post-inm: post-inmunizacion.

PRRs: Receptores de Reconocimiento de Patrones (“Pattern Recognition Receptors™).

PSS: Solucién fisioldgica salina.

ROS: Especies reactivas del oxigeno (“Reactive oxygen species™).

RPMI: Medio de cultivo completo.

s.c: Administracion subcutdnea.

SFB: Suero Fetal Bovino.

SP: Sangre periférica.

T. cruzi: Trypanosoma cruzi.

TGF-B: Factor de crecimiento transformante beta.

TLR: Receptores Toll-like.

TMB: Tetrametil-bencidina.

TNEF: Factor de necrosis tumoral (“Tumor necrosis factor™).

TS: Trans-sialidasa.

TSf: Fraccion de la Trans-sialidasa.




Resumen

La enfermedad de Chagas (EC), causada por Trypanosoma cruzi (T. cruzi), contintia siendo un grave
problema de salud publica, principalmente en América Latina, pero con una creciente relevancia global,
estimdndose entre 6 y 7 millones de personas infectadas en todo el mundo. A pesar de los esfuerzos realizados
para desarrollar una vacuna efectiva, el complejo ciclo de vida, la diversidad genética y la capacidad de 7. cruzi
de manipular el sistema inmune del hospedador han dificultado el avance hacia una vacuna con licencia y, hasta
el momento, ningtin candidato vacunal ha sido evaluado en fases clinicas avanzadas (fase II/III). Este escenario

destaca la necesidad de complementar las estrategias tradicionales con enfoques innovadores.

Sobre la base de estos antecedentes, se planted una linea de investigacion con una perspectiva integral
del proceso de vacunacién, considerando no solo el brazo efector del sistema inmune, sino también los

componentes regulatorios que pueden participar en la modulacién de la respuesta inducida por la vacuna.

En particular, esta tesis evalué una estrategia inmunoldgica orientada a mejorar la eficacia de un
candidato vacunal basado en una fraccién de la proteina trans-sialidasa (TS) de 7. cruzi, formulada con un
adyuvante de base lipidica (ISPA), bajo la hipétesis de que la deplecidn transitoria, mediante 5-fluorouracilo
(5FU), de células CD11b*Gr-1* con fenotipo de células supresoras de origen mieloide (MDSCs) potenciaria la

respuesta inmune efectora y aumentaria la capacidad protectora contra 7. cruzi en diferentes modelos murinos.

En primer lugar, se optimiz6 el esquema de administraciéon de los componentes TSf-ISPA y SFU,
basado en tres dosis separadas cada 15 dias. Se observé que la administraciéon de SFU el dia previo a cada
inmunizacion con TSf-ISPA producia una disminucioén inicial de las células CD11b*Gr-1%, seguida de un efecto
rebote hacia el dia 7 post-inmunizacién. De acuerdo con este resultado, se optimizd un protocolo de doble dosis
que incorpor6 una administracion adicional de SFU el dia 8 post-inmunizacién con TSf-ISPA, lo cual permiti6
controlar esta dindmica, disminuyendo los niveles de dichas células hacia el dia 15 post-inmunizacion.
Funcionalmente, se aportd evidencia de que los esplenocitos CD11b*Gr-17 que se expanden durante la
inmunizacién incluyen células con capacidad supresora, afectando pardmetros compatibles con la maduracién
de células dendriticas (CDs) y la proliferacion de linfocitos T CD4*. La respuesta humoral aument6 en todos
los protocolos que incluyeron TSf-ISPA, sin diferencias significativas entre los esquemas con o sin SFU; sin
embargo, la respuesta celular, evaluada mediante hipersensibilidad retardada (DTH), fue mayor en los animales
tratados con el protocolo de doble SFU TSf-ISPA que en aquellos que recibieron una sola dosis de SFU. En
términos de proteccidn, el protocolo basado en la doble administracién de SFU mostré una mayor capacidad
protectora frente a dosis letales elevadas de la cepa Tulahuén en ratones BALB/c, por lo que fue seleccionado

como el mds promisorio.

Si bien la diversidad genética del pardsito, agrupada en siete unidades discretas de tipificaciéon (DTUs),

constituye uno de los principales obstidculos para el desarrollo vacunal, son escasos los trabajos que han




evaluado la proteccién cruzada de una misma vacuna frente a distintos linajes de 7. cruzi. Asimismo, tanto la
respuesta del hospedador como la via de infeccidn son variables que afectan la calidad de las respuestas inmunes
y que tampoco han sido ampliamente consideradas. A lo largo de esta tesis se aporté evidencia de que la
formulacion seleccionada (doble SFU TSf-ISPA) confiere capacidad protectora en términos de parasitemia y/o
supervivencia en diferentes modelos murinos, empleando cepas de raton de distinta base genética (BALB/c y
C57BL/6), linajes del parasito genéticamente distantes (DTU I y DTU VI) y diferentes vias de infeccién
(intraperitoneal e intradérmica). Ademads, la formulacién también confirié capacidad protectora a mediano plazo
(45 dias post-inmunizacién) en el modelo BALB/c/Tulahuén, lo que respalda la generacién de memoria

inmunoldgica.

En cuanto a los mecanismos inmunolégicos involucrados, el tratamiento con doble SFU TSf-ISPA
indujo un mayor incremento de células CD4* y CDS8*, incluyendo poblaciones de memoria CD4*CD44" y
CD8*CD44+, asi como de células dendriticas con un fenotipo compatible con células dendriticas convencionales
de tipo I en ganglios y bazo, en comparacién con el grupo tratado con una sola dosis de SFU, aportando evidencia
de que la deplecion de MDSCs permite alcanzar una mayor protecciéon mediante el refuerzo de la respuesta

efectora celular.

Por 1ltimo, a partir de un protocolo basado en citometria de flujo utilizando pequefios volimenes de
sangre periférica (SP), se observé que el esquema de doble SFU disminuyé de manera sistémica las células
CD11b*Gr-1", abriendo la posibilidad de incorporar nuevas herramientas para la determinacién de correlatos de

proteccién del candidato vacunal.

En conjunto, los resultados demuestran que la inmunizacién con TSf-ISPA induce la expansién de
MDSCs, las cuales pueden actuar como un mecanismo limitante de la respuesta efectora. La modulacion
transitoria de estas células mediante SFU se asoci6é con mayor respuesta celular y capacidad protectora de la
vacuna en multiples condiciones experimentales. Estos resultados refuerzan la importancia de considerar al
sistema inmune en su totalidad durante el disefio racional de vacunas contra patégenos complejos, integrando
no solo el estudio de la respuesta efectora, sino también la participacion de los componentes regulatorios como

un complemento valioso para el desarrollo de estrategias superadoras.
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Abstract

Chagas disease (CD), caused by Trypanosoma cruzi (T. cruzi), remains a major public health problem,
primarily in Latin America but with increasing global relevance, with an estimated 6—7 million people infected
worldwide. Despite efforts to develop an effective vaccine, the complex life cycle, genetic diversity, and the
ability of 7. cruzi to manipulate the host immune system have hindered progress toward a licensed vaccine, and
to date, no vaccine candidate has been evaluated in advanced clinical phases (phase II/III). This scenario

highlights the need to complement traditional strategies with innovative approaches.

Based on this background, a research line was proposed with an integrated perspective on the
vaccination process, considering not only the effector arm of the immune system but also regulatory components

that may participate in modulating the vaccine-induced response.

In this context, this thesis evaluated an immunological strategy aimed at improving the efficacy of a
vaccine candidate based on a fraction of the trans-sialidase (TS) protein of 7. cruzi, formulated with a lipid-
based adjuvant (ISPA), under the hypothesis that transient depletion, using 5-fluorouracil (SFU), of CD11b*Gr-
1* cells with a myeloid-derived suppressor cell (MDSC) phenotype would enhance the effector immune

response and increase protective capacity against 7. cruzi in different murine models.

First, the administration schedule of TSf-ISPA and 5FU was optimized, based on three doses
administered 15 days apart. It was observed that administering SFU the day prior to each immunization with
TSf-ISPA induced an initial decrease in CD11b*Gr-1* cells, followed by a rebound effect by day 7 post-
immunization. Based on this finding, a double-dose protocol was optimized, incorporating an additional
administration of 5FU on day 8 post-immunization with TSf-ISPA. This approach allowed control of this
dynamic, reducing the levels of these cells by day 15 post-immunization. Functionally, evidence was provided
that CD11b*Gr-1* splenocytes expanding during immunization include cells with suppressive capacity,
affecting dendritic cell (DC) maturation and CD4* T cell proliferation. The humoral response increased in all
protocols including TSf-ISPA, with no significant differences between regimens with or without SFU; however,
the cellular response, evaluated by delayed-type hypersensitivity (DTH), was higher in animals treated with the
double 5FU TSf-ISPA protocol than in those receiving a single dose of SFU. In terms of protection, the protocol
based on double SFU administration showed greater protective capacity against high lethal doses of the

Tulahuén strain in BALB/c mice, and was therefore selected as the most promising.

Although the genetic diversity of the parasite, grouped into seven discrete typing units (DTUs),
represents one of the main obstacles to vaccine development, few studies have evaluated cross-protection of a
single vaccine against different 7. cruzi lineages. Moreover, both host response and route of infection are
variables that affect the quality of immune responses and have not been widely considered. Throughout this

thesis, evidence was provided that the selected formulation (double SFU TSf-ISPA) confers protective capacity
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in terms of parasitemia and/or survival across different murine models, using mouse strains with distinct genetic
backgrounds (BALB/c and C57BL/6), genetically distant parasite lineages (DTU I and DTU VI), and different
routes of infection (intraperitoneal and intradermal). In addition, the formulation also conferred medium-term
protection (45 days post-immunization) in the BALB/c/Tulahuén model, supporting the generation of

immunological memory.

Regarding the underlying immunological mechanisms, treatment with double SFU TSf-ISPA induced
a greater increase in CD4* and CD8* cells, including CD4*CD44" and CD8"CD44* memory populations, as well
as dendritic cells with a phenotype consistent with type I responses in lymph nodes and spleen, compared with
the group treated with a single dose of SFU. These findings provide evidence that MDSC depletion enhances

protection by strengthening the cellular effector response.

Finally, using a flow cytometry protocol based on small volumes of peripheral blood (PB), it was
observed that the double SFU regimen systemically reduced CD11b*Gr-17 cells, opening the possibility of

incorporating new tools to determine correlates of protection for this vaccine candidate.

Overall, the results demonstrate that immunization with TSf-ISPA induces the expansion of MDSCs,
which may act as a limiting mechanism of the effector response. Transient modulation of these cells using SFU
enhanced the cellular response and improved the protective capacity of the vaccine under multiple experimental
conditions. These results highlight the importance of considering the immune system as a whole in the rational
design of vaccines against complex pathogens, integrating not only the study of the effector response but also
the contribution of regulatory components as a valuable complement for the development of improved

strategies.
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Introduccion

Enfermedad de Chagas: Historia y relevancia epidemiologica

La enfermedad de Chagas (EC), también denominada tripanosomiasis americana, es una zoonosis
causada por el protozoo Trypanosoma cruzi (T. cruzi). Actualmente, ha sido reportada en 44 paises de los cinco
continentes. La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) estima que entre 6 y 7 millones de personas se
encuentran infectadas en territorios tanto endémicos, principalmente Latinoamérica, como no endémicos,
debido a los movimientos migratorios. La EC contintia siendo un grave problema de salud ptblica, ya que
alrededor de 75 millones de personas viven en dreas expuestas al riesgo de infeccién, y se reportan
aproximadamente 12.000 muertes anuales (1). La incidencia anual se calcula en 30.000 a 40.000 casos; sin
embargo, la deteccion es baja en la mayoria de los paises (con tasas menores al 10% e incluso al 1%), lo que

limita el acceso oportuno al diagndstico y a una atencién sanitaria adecuada (2).

La enfermedad fue descrita por primera vez en 1909 por Carlos Ribeiro Justiniano Chagas en Minas
Gerais, Brasil. Sus hallazgos fueron luego corroborados y ampliados por los aportes de Salvador Mazza en
Argentina (3). Existen, sin embargo, referencias previas al vector: en 1835, Charles Darwin relaté en su libro,
“Viaje de un naturalista alrededor del mundo” su encuentro con insectos hematdfagos durante su estadia en
Chile. Tras su regreso a Inglaterra permanecié asintomdtico hasta 1841, cuando comenzé a presentar
alteraciones cardiacas y gastrointestinales progresivas que culminaron con su muerte en 1882. Afios mds tarde
se planted la hipétesis de que Darwin pudo haber adquirido la enfermedad de Chagas durante su paso por dreas

endémicas de Chile y Argentina (3).

El primer caso clinico descrito fue el de Berenice, una nifia de 2 afios atendida por Carlos Chagas el 14
de febrero de 1909, que presentaba fiebre alta, hepatoesplenomegalia, edema facial y parasitemia detectable.
Sorprendentemente, Berenice permanecié asintomatica toda su vida, falleciendo a los 73 afios por causas no
relacionadas (4). Posteriormente, la enfermedad fue documentada en otros paises de América Latina: El
Salvador (1913), Pert (1919), Venezuela (1919), Costa Rica (1922), Paraguay (1924), Guatemala (1933), Chile
(1937), México (1938), Bolivia (1942), Colombia (1947), Nicaragua (1949), Argentina (1949) y Honduras
(1960). Evidencias mds recientes han identificado ADN de 7. cruzi en momias de Chile/Perd y Brasil, con
dataciones entre 7.050 y 2.500 afios a.C., lo que demuestra que la infeccién ha estado presente en América por
mads de 9.000 afios (5). Estudios de prevalencia sugieren que hasta un 40% de la poblacién de aquella época

podria haber estado infectada con 7. cruzi (5).

Los aportes de Chagas resultan tinicos en la historia de la medicina y la parasitologia, dado que describid

de manera integral los principales elementos de una nueva enfermedad tropical: el vector, el patégeno y sus
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ciclos de desarrollo, los reservorios, las manifestaciones clinicas, la epidemiologia y medidas profilacticas (1).

Segtin Lannes-Vieira, la historia de la EC puede dividirse en tres fases:

1909-1934: marcada por el descubrimiento y los trabajos de Chagas, asi como la controversia cientifica

y social en torno al reconocimiento de la enfermedad.

1935-1960: caracterizada por las contribuciones de Mazza y Romafia en Argentina, quienes
confirmaron la forma aguda de la enfermedad, y por los aportes de Evandro Chagas y Emmanuel Dias en Brasil,

que consolidaron el cardcter endémico y crénico de la infeccion.

1961-actualidad: definida por los desafios persistentes en la comprension de la enfermedad y en su

control, lo que ha impulsado el desarrollo de politicas sanitarias nacionales e internacionales (1).

Agente Etiologico de la enfermedad: T. cruzi

El pardsito 7. cruzi es un protista caracterizado por la presencia de un unico flagelo y una Unica
mitocondria. El genoma mitocondrial se organiza en una region especializada denominada kinetoplasto, ubicada

en proximidad a la base del flagelo, cuya estructura es fundamental para la supervivencia del parasito (6).

Desde el punto de vista taxonémico, T. cruzi se ubica actualmente dentro del clado Discoba, filo
Euglenozoa, clase Kinetoplastea, orden Trypanosomatida y familia Trypanosomatidae (Figura 1), de acuerdo
con clasificaciones basadas en filogendmica que han reemplazado los esquemas tradicionales como
Sarcomastigophora/Mastigophora, hoy considerados obsoletos (7). Los kinetoplastidos se distinguen por la

presencia del kinetoplasto, que corresponde a una red de ADN mitocondrial asociada al flagelo.

Dentro de la familia Trypanosomatidae, el género Trypanosoma incluye numerosos pardsitos de
relevancia médica y veterinaria. Particularmente, 7. cruzi se caracteriza por ser un pardsito intracelular con un
ciclo de vida heteroxénico y complejo, que involucra tanto insectos vectores (triatominos) como una amplia

gama de mamiferos, incluidos los humanos, como reservorios (8).

La clasificacién propuesta por Levine y colaboradores (6), basada en criterios morfolégicos y
biolégicos, constituyé un marco de referencia clave. Sin embargo, los avances en biologia molecular y
filogendmica han permitido refinar esta organizacién, ubicando a 7. cruzi dentro de linajes evolutivos mejor
definidos. Esta actualizacién no solo tiene implicancias taxondmicas, sino que también contribuye a una

comprension mds precisa de su biologia, evolucion y relevancia en la patogenia de la enfermedad de Chagas

).
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Figura 1: Clasificacion Taxonémica de 7. cruzi. Figura de autoria propia.

El genoma de T. cruzi como base para la clasificacion en Unidades Discretas de Tipificacion

T. cruzi presenta una notable heterogeneidad genética, considerada una de las mds elevadas entre los
protozoos pardsitos. La comprension del origen y la estructura de esta diversidad resultan clave para interpretar
los distintos ciclos de transmision, los patrones epidemioldgicos y las caracteristicas bioldgicas y patogénicas
del parasito. Los estudios genémicos y poblacionales han demostrado que esta variabilidad se manifiesta tanto
a nivel nuclear como mitocondrial, reflejando una compleja historia evolutiva marcada por eventos de

divergencia, recombinacién e hibridacién (10,11).

Hasta mediados de la década de 2010 se habia documentado la distribucién geogrifica de
aproximadamente 6.400 aislados de T. cruzi, obtenidos a partir de reservorios humanos, vectores triatominos y
una amplia variedad de mamiferos silvestres y domésticos en dreas endémicas (12). Estos estudios evidenciaron
una fuerte asociacion entre determinados genotipos del parésito y nichos ecolégicos especificos, aunque también
mostraron la superposicion geogréfica de distintos linajes (10). Si bien esta base de datos ha sido actualizada en
afios posteriores, dichos trabajos sentaron las bases para un sistema de clasificacién robusto y ampliamente

aceptado.

Con el objetivo de estandarizar la nomenclatura y facilitar la comunicacién entre los distintos grupos
de investigacidn, en 2009 se alcanzé un consenso internacional que establecio la clasificacion de T. cruzi en seis
Unidades Discretas de Tipificacion (Discrete Typing Units, DTUs), denominadas Tcl a TcVI. Este sistema se
fundamenta en el concepto de linajes evolutivos discretos, definidos como conjuntos de aislados que presentan
mayor similitud genética entre si que con los pertenecientes a otros grupos, independientemente del marcador

utilizado para su identificacién (10,12,13). La asignacién a una DTU se realiza mediante el andlisis combinado
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de marcadores genéticos nucleares y mitocondriales, asi como de caracteristicas moleculares e inmunoldgicas

compartidas.

Posteriormente, se describié una DTU adicional, denominada TcBat, asociada principalmente a
murciélagos y filogenéticamente diferenciada del resto de los linajes humanos cldsicos. La identificacion de

TcBat reforzé la idea de que la diversidad de T. cruzi es ain mayor de lo inicialmente propuesto (5).

Desde una perspectiva evolutiva, Tcl, Tclll y TcIV han sido propuestos como un grupo monofilético,
mientras que Tcll se ubica en un linaje diferenciado (Figura 2). Estudios de tipificaciéon multilocus respaldan
que los linajes TcV y TcVI tienen un origen hibrido, producto de eventos de recombinacién entre los linajes
ancestrales Tcll y TcIIl (Figura 2). Estos procesos de hibridacién, junto con fenémenos de introgresién
mitocondrial (como la transferencia de genoma mitocondrial de TcIV a TclIIl), han contribuido de manera
significativa a la actual estructura genética de 7. cruzi, complejizando la interpretacion de sus relaciones

filogenéticas (Figura 2) (11).

La clasificaciéon en DTUs, basada en informacién genética, constituye una herramienta fundamental
para el estudio integral de 7. cruzi, ya que permite vincular la diversidad del pardsito con aspectos ecoldgicos,

epidemioldgicos, clinicos e inmunopatogénicos.

Linajes Ancestrales

/N

Tcl Tclll TclV Tcll
Introgresion
_ Mitocondrial
Tclll
Hibridacién
TcV
Tc VI

Q\CVI Tclll  TclV TcV QNVI\ \TS I>I

Predominan en Predominan en
infecciones humanas infecciones humanas

Figura 2: Modelo evolutivo de las DTUs de 7. cruzi. Figura modificada de (11).
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Ciclos de transmision de T. cruzi

La infeccién por T. cruzi se lleva a cabo a través de tres ciclos epidemiolégicos que se interrelacionan
entre si: el ciclo silvestre, el peridoméstico y el doméstico (Figura 3). En el ciclo silvestre, el pardsito circula
entre animales silvestres y triatominos que habitan ambientes naturales. Sin embargo, la deforestacion y la
pérdida de fuentes de alimento en estos entornos facilitan que triatominos y mamiferos silvestres infectados
(principalmente marsupiales) se acerquen a dreas peridomésticas en busca de alimento. A su vez, los animales
domésticos y de corral pueden desplazarse hacia el ambiente selvético y adquirir la infeccién, lo que genera un

flujo bidireccional entre ambos ambientes (14).

Los triatominos peridomésticos, progresivamente adaptados a convivir cerca de los humanos, pueden
invadir el domicilio y alimentarse de sangre humana, estableciendo asi el ciclo doméstico. En algunos casos,
incluso triatominos silvestres pueden ser atraidos directamente a las viviendas por la luz artificial y alimentarse
de sangre de las personas cuando la disponibilidad de presas en la selva es baja. Del mismo modo, marsupiales
y murciélagos pueden ingresar a los hogares en busca de alimento, incrementando la posibilidad de transmisién

(14).

Por otra parte, la acciéon humana también influye en esta dindmica: actividades como la tala, la caza o
la extraccion de fibras vegetales favorecen el contacto con triatominos y reservorios silvestres, y pueden facilitar
el transporte accidental de insectos infectados al interior de las casas, junto con materiales como madera, palmas
o fibras utilizadas en techos y paredes en dreas rurales. De esta manera, se configura un intercambio de “doble
via” entre los tres ciclos de transmision de la enfermedad de Chagas, cuyo eje central lo constituyen los

reservorios, los vectores y el ser humano (14).

Ambiente

(' Ciclo doméstico ‘

Hombre I\
Ambiente lv A Ambiente
< [
Vector A\
~ S \ =
! Y
Reservorio
(_ Ciclosalvaje ) &———)  (Ciclo peridoméstico)
Vector- T. cruzi- vector
Ambiente

Figura 3: Ciclos de transmision de 7. cruzi y sus principales formas evolutivas. Figura modificada de (14).
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Estadios de T. cruzi

T. cruzi presenta un ciclo de vida complejo, durante el cual adopta distintas formas morfolégicas que le

permiten adaptarse a los diversos ambientes que atraviesa. A lo largo de este proceso, el pardsito transita por

los siguientes estadios principales: tripomastigote (metaciclico y sanguineo), amastigote y epimastigote, como

se muestra en la Figura 4 (15).

A) B) C)

‘O

Figura 4: Estadios celulares de 7. cruzi. Figura modificada de (15).

A)

B)

)

Tripomastigote: es la forma infectiva que circula en el torrente sanguineo del hospedador vertebrado y también
la que se transmite al vector. Presenta un flagelo libre y el kinetoplasto ubicado en posicién posterior al niicleo.

Dentro de este estadio se distinguen dos variantes principales. Tripomastigote sanguineo: se encuentra en la sangre

del hospedador vertebrado. No se divide en el torrente sanguineo y puede presentarse en dos morfologias: una
forma esbelta, con niicleo alargado y flagelo corto, principalmente asociada a la infeccion de células vertebradas,
y una forma ancha, con ntcleo ovalado y flagelo mds largo, que tendria mayor capacidad para infectar al insecto

vector. Tripomastigote metaciclico: se origina en el recto del insecto vector a partir de epimastigotes y es

eliminado con las heces durante la alimentacién. Esta forma es la responsable de iniciar la infeccién en el
hospedador vertebrado al ingresar por soluciones de continuidad en la piel o a través de mucosas. Una vez que el
tripomastigote invade la célula hospedadora, inicia una serie de transformaciones altamente reguladas. El parasito
se pliega sobre si mismo dentro de la vacuola parasitéfora, acercando sus extremos anterior y posterior, lo que
favorece la relocalizacién del kinetoplasto y los cuerpos basales y el acortamiento del flagelo, marcando el inicio
de la amastigogénesis (16).

Amastigote: corresponde a la forma intracelular que se multiplica dentro de las células del hospedador,
especialmente en tejidos musculares y nerviosos. Se caracteriza por su morfologia redondeada y la ausencia de
flagelo libre. La transicién hacia amastigote incluye formas intermedias con diferentes grados de redondez y
longitud flagelar. Ademads, los amastigotes se dividen mediante mitosis nuclear semicerrada, donde el huso
mitético se forma dentro del nicleo sin participacion de los cuerpos basales. Este estadio contintia hasta alcanzar
una elevada carga intracelular, momento en el que se inicia la transformacién inversa hacia tripomastigotes (16).
Epimastigote: es la forma proliferativa presente en el intestino medio del insecto vector. Posee un flagelo
emergente y el kinetoplasto localizado en posicidn anterior al nicleo. Dentro del hospedador vertebrado, existen
formas transicionales semejantes a epimastigotes que aparecen durante la transicién amastigote/tripomastigote.
Estas formas presentan: cuerpo mas alargado o “en forma de hoja”, flagelo progresivamente mas largo y el
kinetoplasto en posicion similar al epimastigote cldsico. Sin embargo, a diferencia de los epimastigotes del vector,
estas formas no parecen ser replicativas y actuarian como intermediarias necesarias antes de la formacién del

tripomastigote maduro (16).
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El ciclo de T. cruzi puede iniciarse cuando el triatomino se alimenta de la sangre de un animal o de una
persona infectada que porta el pardsito en su estadio tripomastigote sanguineo (Figura 5). Una vez ingeridos, la
mayoria de los pardsitos son destruidos en el estdmago del insecto; sin embargo, algunos logran sobrevivir y,
tras unos dias, se diferencian en epimastigotes. Estas formas proliferativas migran hacia el intestino posterior
del vector, donde se transforman en tripomastigotes metaciclicos. La transmisién a un nuevo huésped ocurre
cuando el triatomino infectado vuelve a alimentarse, generalmente durante la noche. En ese momento defeca
cerca del sitio de la picadura, liberando en sus heces los tripomastigotes metaciclicos. El prurito provocado por
la picadura favorece que la persona o el animal se rasque, permitiendo que los pardsitos ingresen al organismo
a través de lesiones cutaneas o mucosas, o bien al llevar accidentalmente las manos contaminadas hacia la boca

o los ojos (17).

Una vez dentro del huésped vertebrado, los tripomastigotes invaden las células en el sitio de inoculacién
mediante un proceso de reconocimiento especifico entre el pardsito y las células del mamifero, que involucra

numerosas moléculas presentes en ambos tipos celulares (18).

El ingreso de T. cruzi a la célula puede dividirse en dos etapas: primero, la adhesién, mediada por la
unién de antigenos del pardsito a receptores de la célula huésped, lo que desencadena eventos de sefializacion
celular; y segundo, la internalizacién, que culmina con la formacién de una vacuola parasitéfora que alberga al
pardsito (19). Una vez formada esta vacuola, se produce la fusién con lisosomas celulares, lo que conduce a su
maduracidn, proceso esencial para el avance de la infeccion (20). Esta fusién se asocia con el inicio de la
diferenciacion de tripomastigotes a amastigotes, inducida en parte por el pH dcido generado dentro de la vacuola
(21). Posteriormente, los amastigotes degradan la membrana vacuolar mediante enzimas propias y quedan libres
en el citoplasma de la célula huésped, donde se multiplican asexualmente por fision binaria. Finalmente, los
amastigotes se diferencian en tripomastigotes sanguineos, los cuales son liberados tras la ruptura celular,

pudiendo invadir nuevas células o reincorporarse al torrente (Figura 5) (22).
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Figura 5: Ciclo de vida de T. cruzi. Se detallan las fases en el vector y en el huésped mamifero. El ciclo intracelular incluye
la invasién de células nucleadas, diferenciaciéon en amastigotes, replicaciéon por fision binaria y liberacion de

tripomastigotes sanguineos. Figura modificada de (23).

El vector: insectos triatominos

Los triatominos son insectos hematdfagos pertenecientes al orden Hemiptera y a la familia Reduviidae,
que actian como vectores de 7. cruzi (Figura 6 y 7). Su distribucién se concentra principalmente en América

Latina, aunque también se han registrado en algunas regiones de Estados Unidos, como Texas (24,25).

Entre los triatominos asociados a hdbitats domésticos con mayor relevancia epidemioldgica se destacan:
Triatoma infestans, predominante en Argentina, Bolivia, Brasil, Chile, Paraguay, Uruguay y Perd; Rhodnius
prolixus, en Colombia, Venezuela y paises de Centroamérica; Triatoma dimidiata, presente en Ecuador y

América Central; y Rhodnius pallescens, en Panama (26).

Figura 6: Fotografia de Triatoma dimidiata, tomada el 17 de mayo de 2005. Figura modificada de la pagina de la OMS
(2).

Los triatominos presentan un desarrollo que comprende estadios ninfales antes de alcanzar la etapa
adulta. Durante los estadios inmaduros, carecen de alas pero ya poseen habitos hematéfagos. A medida que

maduran, adquieren gradualmente las caracteristicas morfoldgicas tipicas de los adultos, incluyendo alas y una
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estructura corporal definida. En la etapa adulta, se destacan rasgos como la cabeza alargada con un aparato bucal
suctor especializado y un abdomen segmentado, adaptaciones clave para su alimentacién y rol como vector

(Figura 7) (25).

Figura 7: Estadios del Triatomino. A) B) Estadios ninfales (inmaduros). Los triatominos atraviesan cinco estadios
ninfales antes de llegar a la adultez. En esta etapa no tienen alas, pero ya son hematéfagos. C) Adulto, con alas desarrolladas
y caracteristicas morfoldgicas definitivas. D) Vista lateral del adulto, donde se observa la cabeza alargada con el pico suctor

y el abdomen segmentado. Figura modificada de (25).

Los triatominos no solo transmiten 7. cruzi a los seres humanos, sino también a una amplia variedad de
animales domésticos, como perros, gatos y cabras, y a animales silvestres, entre los que se incluyen roedores,
mapaches y armadillos. Ademads, han desarrollado una notable capacidad de adaptacion a la vida cercana al ser
humano, estableciéndose en grietas y hendiduras de las paredes de las viviendas, asi como en corrales y otras

estructuras del peridomicilio (27).

Vias de transmision

La transmisién de 7. cruzi ha sido histéricamente predominantemente vectorial, a través de triatominos
que se adaptaron progresivamente desde el ciclo silvestre al peridoméstico y doméstico. También son relevantes
la via transfusional, antes muy frecuente hasta la implementacién de controles en bancos de sangre, y la oral,
responsable de numerosos brotes agudos en la Amazonia. A estas se suman la transmisién congénita y, en menor
medida, accidentes de laboratorio, y trasplantes. Finalmente, la migracién de personas desde dreas endémicas

hacia paises no endémicos constituye un factor epidemiolédgico relevante que debe ser considerado (28,29).

En la transmisién materno-fetal de 7. cruzi (via vertical), el pardsito atraviesa la placenta y alcanza al
feto, y el establecimiento de la infeccién depende de la compleja interaccién entre el pardsito, la placenta, la

madre y el feto (30). Se ha estimado que esta forma de transmisién ocurre en un 1-12% de los embarazos y
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guarda relacidn directa con la parasitemia materna (31). En Argentina, la tasa de transmisién vertical se
aproxima al 6%, y a nivel regional se calcula que nacen anualmente alrededor de 9.000 nifios infectados en

América Latina (32).

Por otro lado, la via oral constituye uno de los mecanismos mas relevantes de transmisién de 7. cruzi
en el ciclo silvestre, ya que muchos mamiferos consumen insectos infectados (29). En los udltimos afios, los
procesos de deforestacion y otras modificaciones ambientales han alterado la dindmica de los vectores y
reservorios, favoreciendo su desplazamiento hacia nuevas dreas. Como consecuencia, se han documentado
episodios de contaminacién con el pardsito en espacios de preparacién y consumo de alimentos. Esta forma de
transmisién puede originarse por la ingesta de jugos de frutas, agua o vegetales contaminados con heces de
triatominos o con secreciones de mamiferos infectados, asi como por el consumo de carne insuficientemente

cocida procedente de animales portadores del parasito (33).

Finalmente, la transmision sexual de 7. cruzi constituye un tema en investigaciéon. Aunque esta
posibilidad fue planteada hace varias décadas, la evidencia disponible atin es limitada. Experimentos en modelos
murinos han demostrado que, tras el apareamiento entre animales infectados y no infectados, los individuos
sanos pueden presentar infeccion, lo que sugiere la viabilidad de este mecanismo (34,35). En humanos, se han
identificado casos familiares de EC en los que se detecté ADN del pardsito en muestras seminales. Al
correlacionar estos hallazgos con la informacién clinica, se planted la hipdtesis de una posible transmision

sexual (36).

Presentacion clinica de la enfermedad

La EC evoluciona en dos fases consecutivas con manifestaciones clinicas diferenciadas: una fase aguda

inicial y, posteriormente, una fase cronica.

Fase Aquda

La fase aguda se caracteriza por generar una elevada parasitemia, en la cual los pardsitos se diseminan
en la forma de tripomastigotes sanguineos e invaden diversos tejidos, como higado, intestino, bazo, ganglios
linfaticos, sistema nervioso central y el musculo cardiaco. La mayoria de las veces, los pacientes son
asintomdticos, pero en ciertos casos pueden presentar fiebre, dolores musculares y de cabeza, escalofrios,
nduseas, vomitos o diarrea. Esta fase aguda dura aproximadamente entre 1 a 3 meses, y es seguida por una fase

asintomadtica indeterminada, sin manifestaciones clinicas (33).

Cuando la transmisién ocurre por medio de vectores, el sitio en el cual ocurrié la picadura puede
presentar una lesion inflamatoria, conocida como “chagoma”, pero si el ingreso de 7. cruzi sucede por medio
de la membrana conjuntiva, se produce una alteracion caracteristica, la cual se denomina “Signo de Romafa”

(37). En la infeccién por la via vectorial, en muy pocos casos se desarrollan sintomas mds severos y
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posiblemente fatales como miocarditis aguda y/o meningoencefalitis (38). En la mayoria de los casos se produce
escasa sintomatologia, por lo cual la infeccion cursa de manera desapercibida para la persona infectada, siendo

comtin su diagnéstico cuando se encuentra en el estadio crénico de la enfermedad (1).

La deteccién de la infeccidn en la fase aguda, se basa en la deteccion del pardsito por medio de un
examen microscOpico de sangre fresca anticoagulada, o por un frotis de sangre. También puede emplearse
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (Polymerase chain reaction, PCR) para detectar y amplificar un segmento

del genoma de T. cruzi, habitualmente de sangre periférica (33).

Fase Cronica

Luego de transcurrida la fase aguda, los individuos que se encuentran infectados ingresan a la fase
cronica, la cual puede dividirse en dos formas clinicas diferentes: la fase cronica asintomdtica (también conocida

como indeterminada) y la fase crénica sintomadtica.

Fase cronica asintomadtica o indeterminada

Esta fase, tiene como caracteristica que no presenta sintomas o manifestaciones clinicas. Los pacientes
que se encuentran en esta fase, se caracterizan por presentar resultados normales en los estudios radiolégicos de
corazon, es6fago y colon. Ademads, no presenta variaciones en los electrocardiogramas (39). Pero, aunque no
presentan sintomatologia, presentan serologia positiva con anticuerpos contra 7. cruzi. Esta fase puede durar

afios e incluso toda la vida en algunos pacientes (40).

Fase cronica sintomatica

De las personas que se encuentran infectadas con 7. cruzi, se estima que un 30% evoluciona a una fase
crénica sintomadtica (38). Esta fase suele iniciar entre la segunda y la cuarta década de vida de la persona que se
encuentra infectada, luego de 5 a 15 afos de la infeccién original. En esta etapa, las manifestaciones clinicas

estan relacionadas con dafios en el corazén, es6fago y colon (41) (Figura 8).

Cuando los pacientes cursan este estadio cronico, el corazén es uno de los érganos mds afectados. La
manifestaciéon mds grave y comin que se presenta es la enfermedad cardiaca crénica, en la cual los corazones
suelen estar agrandados con una marcada alteracion en el tamafio y la forma. Esta miocardiopatia chagdsica

ocurre con mayor frecuencia en personas de 20 a 59 afios (42).
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Figura 8: Caso crénico de enfermedad de Chagas adquirida por transfusion sanguinea que muestra radiografia con
agrandamiento y signos de insuficiencia cardiaca (A) y electrocardiograma que muestra isquemia miocérdica (B). Figura

modificada de (29).

Por otra parte, alrededor de un 10% y 15% de los infectados crénicos sufren dafio digestivo,
principalmente megavisceras. Los pacientes presentan dilatacién del es6fago y/o colon, lo que se conoce como

megaesofago y megacolon (43).

Durante esta fase crénica, el nimero de pardsitos en sangre disminuye, por lo cual el diagndstico debe
enfocarse de otra manera, y requiere de al menos dos pruebas seroldgicas positivas contra 7. cruzi. Hay tres
tipos de ensayos que se pueden realizar cuando el paciente se encuentra cursando esta fase de la enfermedad:
hemaglutinacién indirecta, inmunofluorescencia indirecta y ensayo por inmunoabsorcién ligado a enzimas
(ELISA). Ademads, es recomendable que se realicen controles periddicos de electrocardiogramas y radiologia

para buscar signos de manifestaciones cardiacas y/o digestivas (44).

Tratamiento farmacologico de la infeccion

En la actualidad, se continta la bisqueda de tratamientos eficaces para la enfermedad de Chagas. Solo
se dispone de dos medicamentos aprobados: Nifurtimox (NFX) y Benznidazol (BZ). Ambos son eficaces
cuando la enfermedad de Chagas se trata en su fase temprana, pudiendo erradicar el pardsito en
aproximadamente el 50%-80% de los casos tratados. Sin embargo, la eficacia en la fase crénica, especialmente
en etapas avanzadas, es limitada y atin motivo de debate (45). El BZ se administra durante 60 dias, en dosis

diarias de 5-7,5 mg/kg, mientras que el NFX se administra 8-10 mg/kg por dia durante 60-90 dias (39).

Ambos farmacos pueden provocar reacciones adversas. No obstante, los nifios menores de 12 afios
muestran una mejor tolerancia a estos medicamentos. En adultos, la incidencia de reacciones adversas es casi
el doble (60.9% con NFX 'y 55% con BZ) en comparacidén con los nifios (29.3% con NFX y 25% con BZ). El
NFX se asocia principalmente con la pérdida de peso y efectos adversos psiquidtricos, mientras que el BZ se
vincula con reacciones cutdneas y neuroldgicas. En mujeres embarazadas, no se recomienda el tratamiento

debido a que no se conoce bien el riesgo teratogénico que pueden causar estas drogas (46).
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Aspectos inmunoldgicos de la infeccion por T. cruzi

Parametros de la respuesta inmune efectora

La infeccién por T. cruzi en vertebrados, por via vectorial u oral, comienza cuando el pardsito penetra
en el hospedador a través de lesiones en la piel o la mucosa oral. Se estima que el indculo inicial puede ser
pequeio, desde cientos hasta unos pocos miles de pardsitos (47). La primera ronda de replicacién ocurriria
principalmente in situ, en los tejidos del hospedador préximos al lugar de ingreso del pardsito (48,49). Luego

de una replicacion inicial, se produce el encuentro con el sistema inmune.

En la inmunidad innata, la activacién de los receptores de reconocimiento de patrones (Pattern
Recognition Receptors, PRRs) es fundamental para el control inicial de la parasitemia; en este contexto,
destacan los receptores Toll-like (TLR) TLR2/6, TLR4 y TLRO, ya que se ha observado que modelos murinos
knock-out (KO) para estos receptores presentan una mayor susceptibilidad a la infeccién por 7. cruzi (50-57).
A través de estos PRRs los macréfagos y las células dendriticas (CDs) que patrullan los tejidos pueden reconocer
patrones moleculares asociados a patégenos (PAMP) de T. cruzi. Por ejemplo, se ha descrito que extractos
lipidicos totales de las cepas RA y K98 inducen una respuesta proinflamatoria a través de TLR2/6 en macréfagos
y células HEK (58). Grandes cantidades de glicoinositolfosfolipidos (Glycoinositolphospholipid, GIPL) cubren
al pardsito. La fraccion lipidica de los GIPL, podria ser reconocida por TLR4 e inducir efectos proinflamatorios
e inmunomoduladores (54,59). Ademads, los GIPL podrian activar las células asesinas naturales (NK) y provocar

la secrecion de anticuerpos por parte de las células B (60,61).

Los anclajes de glicosilfosfatidilinositol (GPI) unen glicoproteinas a la superficie del parésito (53). Los
anclajes de GPI derivados de T. cruzi son ligandos de TLR2; e inducen la sintesis de citocinas proinflamatorias

como IL-12, TNF-a y 6xido nitrico (nitric oxide, NO) en células inmunes innatas (53).

Por otro lado, se ha reportado que el ARN del pardsito interactia con TLR7 del hospedador (62),
mientras que el ADN CpG no metilado se une a TLR9, un hecho que puede inducir la produccion de 1L-12p40,
TNF-a. y NO por células inmunitarias como las células dendriticas del bazo y las derivadas de médula dsea

(52,56,57).

De acuerdo con las moléculas secretadas cuando el sistema innato interactia con 7. cruzi, se ha descrito
que una respuesta inmune protectora deberia incluir [IFN-y, IL-12 y NO. Esta observacién también se respalda
en el hecho de que ratones deficientes en estos componentes inmunitarios, asociados con polarizacién Thl, son

altamente susceptibles a la infeccion por T. cruzi (56).

Los macréfagos cultivados con 7. cruzi se infectan y lisan facilmente, mientras que el pretratamiento
de macréfagos con IFN-y disminuye la infeccion por pardsitos mediante un mecanismo que incluye la expresion

de iNOS y la produccion de NO. Ademas, se ha demostrado que TNF-a juega un papel sinérgico, potenciando
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el efecto del IFN-y (63). Asimismo, después de reaccionar con superoxido O2¢—, el NO puede formar el agente

citotdxico peroxinitrito, el cual podria ser crucial para la eliminacién de 7. cruzi (64,65).

La relevancia de IL-12 y del IFN-y en la induccion de una respuesta Thl se refuerza por el papel de las
células NK. Se ha reportado que las células NK participan tempranamente secretando IFN-y e incluso pueden

matar al pardsito mediante un mecanismo dependiente de contacto (66,67).

Con respecto a la participacion de las CDs en la activacion de la respuesta inmune efectora, se reportd
que la proteina cruzipaina de 7. cruzi induce la maduracion de dichas células mediante la activacion del receptor
de bradicinina B2, un evento que podria ser importante para la induccién de una respuesta Th1 protectora (68).
En este sentido, la transferencia adoptiva de CDs B2R+/+ a ratones B2R-/- rescaté las respuestas Thl y de
células T citotoxicas, protegiendo a los animales frente al desafio de infeccion aguda (68). Ademads, se describid
que otra proteina del pardsito, Tc52, era capaz de inducir la maduracién de CDs via TLR2 (69). Asimismo, la
invasion por 7. cruzi conduce a la activacion de NFATc1 y maduracién de CDs, resultando en la produccién de

IFN-y de manera independiente de TLR (56).

En cuanto a la respuesta adaptativa, se ha aportado evidencia de que un perfil Th1 con induccién de una
respuesta citotoxica de células T CDS8 seria muy importante para la proteccién (48), lo cual se avalé utilizando
modelos murinos KO para células T CD4 y CD8, que son altamente susceptibles a la infeccion (70). Ademds,
en afios recientes se ha sugerido un papel protector de las células T CD4 con perfil Th17 (71). Asimismo, se ha
reportado que las respuestas de células B también juegan un papel critico (70,72,73). Los anticuerpos especificos
contra 7. cruzi también serian importantes para la lisis dependiente de anticuerpos y mediada por complemento,
ya que se ha descrito que los tripomastigotes son resistentes a la lisis en ausencia de anticuerpos (74). Se
sugirieron varios blancos superficiales, como epitopos a-galactosil (a-gal), para permitir la lisis dependiente de

anticuerpos mediada por complemento (75,76).

En conjunto, varias lineas de investigacién sugieren que el control de la infeccién por 7. cruzi mediante
la respuesta inmune efectora depende tanto de la inmunidad innata como adaptativa, involucrando el sistema de
complemento, células NK, macréfagos, CDs, linfocitos T y B, y la produccién de citoquinas proinflamatorias

tipo Th1 como IFN-y, TNF-a e [L-12, y eventualmente también IL-17 y el perfil Th17 de células T CD4 (38).
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Figura 9: Representacion simplificada de la respuesta inmune innata y adaptativa frente a la infeccién por T. cruzi. En la
respuesta innata efectora, las CDs, macréfagos y células NK actian como primera linea de defensa, reconociendo PAMPs
del patégeno y secretando IL-12, IFN-y y TNF-a. En cuanto a la respuesta adaptativa efectora, las CDs participan
presentando antigenos a las células ThO, que pueden diferenciarse hacia Th1 —promoviendo la activacién de células CD8+
citotéxicas y macréfagos via IFN-y— o hacia Th17, con produccién de IL-17 e IL-21. Las células plasmaticas secretan
anticuerpos IgG1 e IgG2a que median lisis y opsonizacion del patdgeno. Por otra parte, dentro del brazo regulatorio del
sistema inmune, las MDSCs pueden participar fundamentalmente dentro de la respuesta innata mientras que las Tregs
pueden participar en la respuesta adaptativa, modulando la respuesta inmune, en parte a través de citoquinas como TGF-f3

e IL-10. Figura modificada de (77).

Sin embargo, en paralelo a la caracterizacion de los mecanismos efectores, también se ha acumulado
importante evidencia sobre numerosos eventos que involucran a la respuesta inmune y que no serian favorables
para la eliminacién del pardsito. Por ejemplo, si bien los macréfagos producen NO y especies reactivas de
oxigeno como mecanismos microbicidas (63—65), el pardsito expresa enzimas antioxidantes que contrarrestarian
estos efectos (78,79). Ademds, se ha reportado que la activacion de los PRRs no seria suficiente para activar de
forma eficiente al sistema inmune, lo cual retrasaria la generacién de linfocitos T CD8+ especificos (48,55).
Asimismo, otro hallazgo caracteristico en la fase aguda es la activacién policlonal de linfocitos B, con

produccién masiva de anticuerpos inespecificos, lo cual retrasaria la respuesta humoral protectora (72,80,81).
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Esta activacion es inducida por proteinas parasitarias como la prolina-racemasa, el antigeno SAPA derivado de

las trans-sialidasas y el superantigeno Tc24 (82—84).

De este modo, aunque existe abundante evidencia sobre los mecanismos inmunolégicos que participan
en el control de la infeccién por T. cruzi, también se han descrito multiples estrategias del parésito para evadir

y modular la respuesta inmune, favoreciendo el establecimiento de la infeccion crénica (48,72,85,86).

Parametros de la respuesta inmune requlatoria

El sistema inmunolégico no solo ha evolucionado para reconocer y eliminar patégenos y células propias
alteradas, sino también para evitar respuestas dirigidas contra la microbiota comensal y los tejidos sanos, asi
como para regular la magnitud y duracion de la respuesta efectora con el fin de preservar la integridad tisular
del hospedador (87). En este contexto, la respuesta inmune regulatoria constituye un componente esencial del
sistema inmune, actuando como un mecanismo de control que limita la inflamacién excesiva y previene el

desarrollo de inmunopatologia.

Desde los primeros trabajos que postularon la existencia de poblaciones celulares con funciones
supresoras, se ha acumulado abundante evidencia que demuestra que tanto células de origen linfoide como
mieloide participan activamente en la regulacion de la respuesta inmune (87-90). Actualmente, se reconoce que
la inmunorregulacién es un proceso dindmico y altamente contextual, presente en multiples escenarios
fisiologicos y patoldgicos, incluyendo infecciones agudas y crénicas, cdncer, enfermedades autoinmunes,

embarazo, envejecimiento y vacunacién (91).

Si bien estos mecanismos son fundamentales para mantener la homeostasis inmunolégica, también
pueden ser explotados por distintos patdgenos para limitar las respuestas efectoras dirigidas en su contra. En
este sentido, 7. cruzi representa un ejemplo de este tipo de patégenos, capaz de modular la respuesta inmune
del hospedador, tal como ha sido revisado previamente (92). Entre las poblaciones reguladoras/supresoras con
mayor relevancia en la infeccién por 7. cruzi, las células T regulatorias CD4+Foxp3+ (Tregs) (93-95), y las

células supresoras de origen mieloide (MDSCs) podrian tener un rol preponderante (91,96,97).

Células Treg: generalidades

Las Tregs representan el paradigma cldsico de la inmunorregulacién adaptativa. Estas células se
caracterizan por la expresion constitutiva del receptor de IL-2 (CD25) y del factor de transcripcién Foxp3, cuya
funcién es esencial para su desarrollo y actividad supresora. Se ha demostrado que la ausencia o disfuncion de
estas células conduce a una activaciéon inmunoldgica descontrolada y al desarrollo de enfermedades

autoinmunes severas, lo que resalta su rol critico en el mantenimiento de la tolerancia periférica (90).
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Desde el punto de vista funcional, las Tregs ejercen su accién inmunosupresora a través de miltiples
mecanismos no excluyentes. Estos incluyen la inhibicién directa de la proliferacién de linfocitos T efectores
mediante contacto célula-célula, el consumo de IL-2 del microambiente, y la secrecién de citoquinas
antiinflamatorias como IL-10 y TGF-B. Ademas, pueden modular la funcion de células presentadoras de
antigeno, particularmente las CDs, promoviendo un fenotipo tolerogénico que limita la activacidn de respuestas

efectoras robustas (87,98).

Debido a su importante papel en la respuesta inmune, numerosos estudios han analizado el rol de estas
células durante la infeccién por 7. cruzi, asi como su influencia en animales vacunados. Las condiciones
experimentales empleadas han variado en cuanto a las cepas de ratones empleadas (BALB/c, C57BL/6,
C3H/Hel, ratones A/J, Swiss exocriados), las DTU de las cepas de T. cruzi (Tulahuén, cepa Y, Colombiana,
Brasil, Yucatdn, RA), las dosis de parasitos (50, 100, 1000, 2000, 10.000, 80.000), los enfoques experimentales
utilizados para evaluar el papel de las Tregs (deplecidn con anti-CD25, transferencia adoptiva, tratamiento con
IL-2 + dexametasona, deplecién de Tregs con toxina diftérica) (95). Si bien los resultados obtenidos parecen
depender de los modelos empleados, en términos generales, se observa que estas células o bien no participan
significativamente, o bien influyen favoreciendo la supervivencia del hospedador, al limitar la respuesta inmune,

incluso a costa de permitir mayor carga parasitaria (95).

Células supresoras de origen mieloide (MDSCs)

Las MDSCs se describen como una poblaciéon de células de origen mieloide, inmaduras y con una
elevada capacidad para suprimir respuestas inmunes. Si bien diversos estudios se focalizaron en poblaciones
celulares con caracteristicas compatibles con MDSCs desde la década del 70 (89), recién en 2007 se consensud
el empleo de la nomenclatura basada en el término MDSCs para referirse a dichas células (99). Evidencia
acumulada indica que las MDSCs constituyen una de las poblaciones reguladoras mds relevantes del sistema
inmune, ya que se ha demostrado su participacion tanto en contextos fisiolégicos normales (como el embarazo,
el envejecimiento o en recién nacidos) como en procesos patoldgicos (tales como el cédncer, la obesidad,
inflamacién crénica e infecciones por diversos patégenos, incluyendo virus, bacterias, hongos y parésitos)

(Figura 10) (96,100-102).
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Figura 10: Escenarios fisiopatolégicos de la generaciéon de MDSCs. La generaciéon de MDSCs ocurre no sélo en
condiciones patoldgicas, sino también en escenarios fisiolégicos y no patoldgicos. Las condiciones patoldgicas pueden
clasificarse en agudas, como infecciones, sepsis y traumatismos; y crénicas, como infecciones, cdncer, obesidad,
enfermedades autoinmunes, asma y trasplantes. Las condiciones fisioldgicas y no patoldgicas incluyen el envejecimiento,

el embarazo, el periodo neonatal y la vacunacion. Figura modificada de (96).
Origen de las MDSCs

Las células mieloides, como los neutrdfilos y los monocitos, han surgido evolutivamente como
componentes de un mecanismo protector critico del sistema inmune innato. En condiciones de estado
estacionario, factores de crecimiento como GM-CSF, G-CSF y M-CSF impulsan la mielopoyesis e inducen la
diferenciacion de granulocitos y monocitos a un ritmo que garantiza la homeostasis (103,104). Sin embargo,
ciertas condiciones pueden afectar la produccién de estos factores, lo que, junto con otras moléculas, puede
favorecer la expansion de las MDSCs a través de dos vias principales. Por un lado, condiciones agudas (como
sepsis o ciertas infecciones) pueden causar una fuerte sobreactivaciéon de los PRRs y la secrecién de
quimiocinas, citocinas y factores de crecimiento, reclutando leucocitos hacia el tejido afectado (105). Cuando

la patologia aguda no se controla adecuadamente, la movilizacién masiva de leucocitos puede afectar la
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homeostasis de la médula ésea, activando una mielopoyesis de emergencia para reponer las células innatas
inmaduras (100,106), compensando el desequilibrio inflamatorio (107). Por otro lado, patologias crénicas
(como céancer u obesidad) provocan un aumento leve pero persistente de estos factores de crecimiento,

favoreciendo la generacion de MDSCs (108,109).

Actualmente, el "modelo de dos sefiales" es el mds aceptado para explicar la acumulacién y activacién
de MDSCs. La primera sefial es necesaria para la expansion de dichas células e incluye factores como GM-CSF,
G-CSF, IL-6 y Gal-1 (107,110,111). La segunda sefial, relacionada con la activacién celular, incluye citocinas

inflamatorias y DAMPs como IFN-y, IL-1B, PGE2 y ligandos de TLR (109,111,112).

Marcadores de superficie de las MDSCs

En los seres humanos, las MDSCs se definen como células CD33* CD11b" HLA-DRlow/—,
distinguiéndose dos subpoblaciones principales, las M-MDSCs CD14* CD15~ (MDSC monociticas) y las PMN-
MDSCs CDI15" CD14~ CD66b" (MDSC polimorfonucleares o granulociticas) (100,101,109,113). Otros
marcadores también han sido propuestos, aunque su uso es limitado todavia, como LOX-1 (113). En modelos
murinos, el uso de anticuerpos especificos contra Ly6G y Ly6C permitié una clasificacién mds precisa de estas
células en las mismas subpoblaciones principales descritas en humanos: las PMN-MDSCs o G-MDSCs
(CD11b* Ly6G* Ly6C*/low) y las M-MDSCs (CD11b* Ly6G~ Ly6C*). Si bien tradicionalmente estas células
se identifican como CD11b*Gr-1*, esta estrategia no permite discriminar entre ambas subpoblaciones, ya que el
anticuerpo anti-Gr-1 reconoce tanto a Ly6G como a Ly6C, por lo que marca la poblacién de MDSCs total

(101,109,113).
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Figura 11: Marcadores de células supresoras de origen mieloide (MDSCs). La figura ilustra los marcadores de

superficie de los diferentes subconjuntos de células MDSCs en ratones y humanos. Estos marcadores permiten la
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discriminacién entre células supresoras de origen mieloide polimorfonucleares (PMN-MDSCs) y células supresoras
derivadas de mieloides monociticas (M-MDSCs). LOX-1+, receptor de LDL oxidado tipo lectina 1+. Los recuadros

pequeiios muestran que el anticuerpo anti-GR-1 se une a las moléculas Ly6G y Ly6C. Figura modificada de (114).

Cada subpoblacidn se asocia fundamentalmente con un perfil molecular particular. En el caso de las M-
MDSCs, se observa una elevada expresion de iNOS y arginasa 1 (Argl), combinacién que les confiere rasgos
funcionales asociados tanto a macréfagos de tipo M1 como M2. Por su parte, las PMN-MDSCs se caracterizan
por una intensa actividad de NOX-2, enzima fundamental para la generacién de especies reactivas de oxigeno
(ROS) (97). A pesar de estas diferencias, ambas poblaciones comparten la expresién de diversos mediadores
reguladores, entre ellos STAT3 fosforilado, PD-L1, ST00A8/A9, IL-10 y GM-CSF, que resultan esenciales para

su activacion y capacidad supresora (97).

Cabe destacar que, aunque la fenotipificacion es ttil para su identificacion, debido a la similitud de las
M-MDSCs con los monocitos, y de las PMN-MDSCs con los neutrdfilos, se recomienda evaluar la capacidad

supresora de las células mediante ensayos funcionales (97,101,109).

Mecanismos de supresion de las MDSCs

Las MDSCs ejercen una amplia variedad de mecanismos inmunosupresores, que pueden afectar a
células T CD4+, T CD8+, linfocitos B, CDs, y células NK, entre otras (Figura 12), lo que las convierte en una
poblacién altamente efectiva para modular la respuesta del hospedador. Entre los mecanismos mejor

caracterizados se encuentran:

Catabolismo de L-arginina: iNOS y Arg1

Las MDSCs expresan en forma simultdnea Oxido Nitrico Sintasa Inducible (iNOS) y Arginasa-1
(Argl), dos enzimas que utilizan el mismo sustrato: la L-arginina. La actividad de Argl agota la L-arginina del
microambiente, bloqueando la sintesis de la cadena CD3(, del receptor de las células T (TCR), interfiriendo con
la proliferacion de los linfocitos T; y la iNOS utiliza la L-arginina para generar NO, una molécula que puede
participar en vias metabdlicas que interfieren con la sefializacion del receptor de IL-2 y que pueden inducir

apoptosis en linfocitos T activados (97).

En modelos de T. cruzi, este mecanismo se ha identificado como uno de los principales responsables de
la disminucién de la respuesta efectora durante la fase aguda. Se ha demostrado incluso que la expansion
descontrolada de M-MDSCs puede llevar a niveles criticos de deplecién de L-arginina, afectando de manera

sistémica la fisiologia del hospedador y contribuyendo a la mortalidad si no se restablece su disponibilidad (97).
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Produccion de ROS y peroxinitritos

Las PMN-MDSCs, mediante la actividad de NADPH oxidasa 2 (NOX-2), generan grandes cantidades
de especies reactivas del oxigeno (ROS), que pueden reaccionar con NO para formar peroxinitritos (ONOO-).
Estos compuestos, nitratan residuos de tirosina en el TCR, afectando su estructura y disminuyendo la afinidad
por el complejo péptido-complejo mayor de histocompatibilidad (péptido-MHC). Ademds, pueden bloquear la

migracién de los linfocitos T al nitrar quimioquinas como CCL2 involucradas en el trafico celular (108,115).

Modulacion de CDs

Las MDSCs pueden ejercer efectos inmunosupresores mediante la modulacién de CDs. En un modelo
de vacunacién con Mycobacterium tuberculosis inactivada por calor se describié que la inmunizacion repetida
indujo la expansiéon de MDSCs monociticas (M-MDSCs) en el bazo, las cuales, tras una sefial inflamatoria
secundaria, se activaron y expresaron iNOS, produciendo NO (116). Estas M-MDSCs activadas migraron hacia
las zonas ricas en linfocitos T de la pulpa blanca esplénica, donde establecieron un contacto estrecho con CDs

convencionales y plasmacitoides, induciendo su apoptosis de manera dependiente de NO.

La disminucién de CDs funcionales compromete la presentacién antigénica y la provision de sefiales
coestimuladoras, lo cual puede conducir a generar un microambiente tolerogénico que limita la activacién de

linfocitos T efectores y favorece la induccién de respuestas regulatorias (116).

Otros mecanismos

A estos mecanismos fundamentales se suman otros procesos, como la producciéon de TGF-, la
induccién de COX-2 y PGE2, la deplecién de cisteina y triptéfano, induccién de células Treg, entre otros, todos
ellos capaces de modular y suprimir diferentes componentes de la inmunidad innata y adaptativa (Figura 12)

(94,111,112,114,117).
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Figura 12: Mecanismos supresores de las MDSCs. Las MDSCs pueden influir sobre varios tipos de células inmunitarias,
tanto del brazo innato como adaptativo, a través del contacto célula a célula y la secrecién de diversas moléculas
antiinflamatorias. A su vez, pueden afectar la funciéon de varias proteinas y la migracién celular. Los mecanismos de
supresion de las MDSC son diversos y pueden ejercer su accion de manera especifica o no especifica. Abreviaturas: TGF-
B, factor de crecimiento transformante 3; PGE2, Prostaglandina E2; NO, ¢xido nitrico; ROS, especies reactivas de oxigeno;
IL-1, interleucina 1; IL-10, interleucina 10; CD62L, grupo de ligando de diferenciacién 62; CD73, grupo de diferenciacion
73; IDO, indolamina 2,3-dioxigenasa; ARG-1, Arginasa-1; PNT, peroxinitrito; VISTA, dominio Ig supresor de la

activacion de células T. Figura modificada de (114).
Rol de las MIDSCs en la infeccion por T. cruzi

La infeccién por T. cruzi implica un desafio complejo para el sistema inmune. Durante la fase aguda,
observaciones realizadas fundamentalmente en modelos experimentales aportan evidencia de que el pardsito
logra inducir un estado de profunda inmunosupresion en el hospedador, acompaiiado de un notable aumento de

la frecuencia de células CD11b*Gr-1* en bazo, higado y corazon.

Dichas células fueron identificadas como MDSCs funcionales (97,118), incluso desde el ano 2002, a
partir de estudios llevados a cabo en modelo de ratones Sv129 y C57BL/6 infectados con pardsitos Tulahuén
(119). Los autores mostraron que las células CD11b+Gr-1+ purificadas de animales infectados suprimen la
proliferaciéon de células T, mediante un mecanismo que dependia del NO. Ademds describieron que los
aumentos de MDSCs era dependiente de IFN-y, dado que los ratones deficientes en el receptor de [FN-y (IFN-

YR -/-) no mostraron aumentos de células CD11b+Gr-1+ supresoras tras la infeccion (119).

Luego, el grupo de Gea y colaboradores compar6 la expansiéon de MDSCs en la infeccion de ratones

BALB/c vs C57BL/6 infectados con la cepa Tulahuén de 7. cruzi (118). Los ratones C57BL/6, que son mds
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susceptibles a dicha cepa, mostraron incrementos menores de MDSCs que los BALB/c, los cuales presentaron
niveles mas altos de MDSCs y una mayor supervivencia tras la infeccion, sugiriendo que dichas células

cumplian un rol importante permitiendo la mayor supervivencia del huésped (118).

Las MDSC:s aisladas expresaron niveles elevados de la enzima iNOS y de la subunidad p47phox de la
NADPH oxidasa; en consecuencia, se demostré nuevamente que la supresion dependia del NO, pero también
de las especies reactivas del oxigeno (ROS). Ademds, los autores detectaron nitracién de tirosinas en la
superficie de las células T CD8 y CD4, lo que demuestra la participacién del peroxinitrito (PNT) en el

mecanismo de supresion (118).

Se observd que el aumento de las MDSCs dependia de la IL-6, ya que en ratones KO para IL-6 se

detecto un incremento tres veces menor en el nimero de estas células.

Para estudiar el papel fisiologico de las MDSCs, se depletaron dichas células en los dias 10 y/o 15 post-
infeccion con 5-fluorouracilo (SFU), utilizando una dosis que ha sido descrita en diversos trabajos para depletar
MDSCs de forma selectiva (120,121). De manera interesante, la supervivencia de los animales infectados
disminuy6 drasticamente en los animales depletados de MDSCs, aportando importante evidencia de que estas
células cumplen un papel no menor en la infeccién, y sugirieron que tendrian un rol en la resolucién de la
inflamacién (118). Los animales depletados mostraron niveles mds altos de citoquinas inflamatorias, como IL-
6 e IFN-y, un mayor numero de células Th1l (CD4+IFN-y) y Th17 (CD4+IL-17A+) sugiriendo que 7. cruzi se
beneficia de la presencia de las MDSCs para evitar la induccién de una respuesta inmune efectora mds potente

por parte del hospedador (118).

De este modo, el aumento de MDSCs observado durante la infeccién podria no constituir inicamente
una consecuencia secundaria del proceso inflamatorio. Por el contrario, podria reflejar un mecanismo activo de
modulacién inmunolégica manipulado por el pardsito de modo de disminuir la respuesta efectora e inflamatoria,

favoreciendo tanto la supervivencia del huésped como su propia persistencia.

Diseno racional de vacunas

La vacunacion profildctica tiene como objetivo principal inducir una respuesta inmune protectora contra
un patégeno determinado sin generar la enfermedad y las posibles complicaciones que esta pueda conllevar
(122). Por ende, con este fin, las vacunas profilacticas estan disefiadas para activar el sistema inmune, de manera

similar a la que ocurre en la interaccién con un determinado agente infeccioso (123).

Las vacunas actdan iniciando una respuesta inmune innata, que a su vez activa una respuesta inmune
adaptativa especifica de antigeno. Dependiendo de la naturaleza de la infeccién y de la enfermedad, una vacuna
puede requerir la induccién de diferentes mecanismos inmunitarios para ser eficaz. Por lo tanto, comprender el

modo de accién de las vacunas es importante para predecir su eficacia, su perfil de seguridad y el beneficio
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esperado para las personas vacunadas y la poblacién en general. Las vacunas protegen por mecanismos efectores

capaces de controlar el ingreso, la replicacion o la produccién de toxinas de los patégenos (124).

Las vacunas se consideran uno de los mayores logros en la salud publica en el dltimo siglo. Se ha
estimado que salvan mds de 2 millones de vidas por afio y han reducido en gran medida la incidencia de varias

enfermedades importantes como la poliomielitis y el sarampidn (125).

Las vacunas suelen considerarse como medios de proteccion individual, pero también ofrecen
beneficios colectivos al reducir la transmisién del agente infeccioso y disminuir las probabilidades de exposicién
entre las personas no vacunadas. Este efecto indirecto, conocido como proteccién de rebafio o inmunidad
comunitaria, se logra cuando una proporcidn significativa de la poblacién (entre el 75 % y el 95 %, segtn el

patégeno), o un grupo clave en la propagacion de la enfermedad, recibe la vacunacién (122).
Caracteristicas de las vacunas

Existen tres factores claves a tener en cuenta a la hora de realizar el disefio de una vacuna, los cuales

son: el inmundgeno, el adyuvante y el sistema de administracién (Figura 13).
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Figura 13: Triada fundamental de la formulacién vacunal. Esquema representativo de los elementos clave de una
vacuna: inmundgeno, adyuvante y sistema de administracién, cuya interaccion determina la magnitud, calidad y duracién

de la respuesta inmune inducida. Figura de autoria propia.

Inmunégeno: sustancia capaz de producir una respuesta inmune especifica, con el fin de combatir cada
patégeno puntual. Su eleccion es fundamental en el disefio de una vacuna, ya que debe considerarse la
antigenicidad y la utilidad que tiene el inmundgeno para proteger contra distintas cepas de un patégeno. Pero

solo la prueba empirica permite evaluar la funcionalidad de cada inmunégeno (124).

Advuvante: sustancias que se agregan a la vacuna para potenciar al inmunégeno o redirigir su accién a un
determinado perfil de respuesta inmune. Los adyuvantes se clasifican en vehiculos, inmunoestimulantes, o
aquellos que comparten ambas propiedades (Tabla 1). Los vehiculos pueden transportar al antigeno y a la vez
sirven de matriz, mientras que los inmunoestimulantes son capaces de actuar directamente sobre el sistema

inmune (126).
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Tabla 1: Clasificacion de adyuvantes. Tabla extraida y adaptada de (126).

Tipo Adyuvante / Formulacion
Vehiculos

+ Sales de aluminio (alumbre)
Sales minerales + Fosfato de calcio

+ Adyuvante incompleto de Freund (IFA)

Emulsiones « MF59
« AS03
+ Virosomas
Microparticulas + PLA (acido polil4ctico), PLGA (polif4cido lactico-co-glicélico])

Particulas tipo virus (VLPs)

Inmunoestimulantes
+ Monofosforil lipido A (MPL)
+ Lipopolisacarido (LPS)
5 + Flagelina
zg;;nstas deERRLRY | 5 Imidazoquinolinas: imiquimod (R837), resiquimod (R848)

Poly(I:C), Poly-ICLC
Oligodesoxinucleétidos CpG (ODN)
Dipéptido muramil (MDP)
Saponinas (QS-21)

Adyuvantes mucosales

+ Toxina colérica (CT)
Adyuvantes mucosales « Enterotoxina termdlabil (LTK3 y LTR72)
+ Quitosano

Sistema _de administracion: Incluye la via de administracion y la dosis empleada. Existen diversas rutas

empleadas por una vacuna, las cuales pueden ser subcutdnea, intradérmica, intramuscular, nasal, oral, entre otras

(127).

Tipos de vacunas

Existe una gran variedad de estrategias y pueden clasificarse de distintas maneras (Figura 14), incluyendo:

e Vacunas vivas atenuadas: estas vacunas se desarrollan a partir de microorganismos cuya virulencia
ha sido reducida experimentalmente, de modo que su capacidad de provocar enfermedad queda
practicamente eliminada. Al replicarse en el organismo de manera similar a una infeccién natural,
inducen una respuesta inmune robusta y duradera, comparable a la generada por el patégeno original,
frecuentemente tras una unica dosis (128). No obstante, presentan ciertas limitaciones y riesgos. En

casos poco frecuentes, la vacunacién puede ocasionar una forma leve de la enfermedad, con sintomas
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atenuados respecto a los de la infeccion natural. Por ello, su uso estd contraindicado en personas
inmunocomprometidas, ya que existe el riesgo de una replicacion no controlada del agente vacunal.
Asimismo, no deben administrarse durante el embarazo debido al peligro de infeccion fetal y

transmision vertical, como se ha descrito en el caso de la rubéola o la varicela (122).

Vacunas no vivas y estrategias modernas: como su nombre indica, estas vacunas no contienen
particulas vivas ni infecciosas, por lo que no pueden causar enfermedad ni reactivarse, siendo seguras
incluso en personas inmunodeprimidas (122). Su principal limitacién es que la inmunogenicidad y la
duracién de la proteccidn son, en general, menores que en las vacunas vivas, por lo que suelen requerir
miltiples dosis o el empleo de adyuvantes. Estas vacunas impulsan las respuestas inmunitarias
mediadas por anticuerpos y células a través de dosis primarias y refuerzos regulares, y pueden contener
patégenos completos inactivados o tinicamente componentes especificos de ellos (128,129).

o Vacunas inactivadas: elaboradas con microorganismos enteros inactivados mediante métodos
fisicos o quimicos —como calor, radiacién o formaldehido—, de modo que no pueden
multiplicarse ni diseminarse, pero conservan su inmunogenicidad y el sistema inmunitario
puede reconocer al patégeno objetivo (122,129).

o Vacunas de subunidad: se elaboran empleando componentes especificos del patégeno en
lugar del microorganismo completo. Estos componentes funcionan como antigenos y pueden
ser proteinas, polisacdridos o fragmentos virales capaces de autoensamblarse en particulas
similares a virus. En general, provocan menos efectos adversos que las formuladas con
patégenos vivos o inactivados; sin embargo, su inmunogenicidad suele ser menor dado el
ndmero limitado de antigenos incluidos y la posible eliminacién de activadores de la inmunidad
innata durante el proceso de purificacién (122,128).

o Vacunas toxoides: utilizadas frente a patégenos cuya patogenicidad depende de la liberacion
de exotoxinas —como el tétanos o la difteria—, estas vacunas consisten en toxinas inactivadas
con formaldehido que conservan su capacidad antigénica. Su administracién induce la
produccién de anticuerpos anti-toxoide capaces de neutralizar la toxina circulante, sin riesgo de
infeccion ni reversion a la forma virulenta (128,129).

o Vacunas de polisacaridos y conjugadas: algunos patdgenos bacterianos capsulados son
reconocidos principalmente por sus polisacaridos superficiales. Las vacunas de polisacdridos
puros generan respuestas T-independientes de corta duracion y escasa eficacia en menores de
dos afios; este problema se supera con las vacunas conjugadas, en las que el polisacarido se une
covalentemente a una proteina transportadora, convirtiendo la respuesta en T-dependiente e
induciendo memoria inmunolégica de largo plazo (128).

o Particulas similares a virus (VLP, por sus siglas en inglés): consisten en estructuras proteicas

autoensambladas que imitan la morfologia del virién nativo pero carecen de material genético,
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por lo que no son infecciosas ni pueden replicarse. Su alta similitud estructural con el patégeno
las hace especialmente inmunogénicas (128).

o Vesiculas de membrana externa (VME): son nanovesiculas esféricas liberadas naturalmente
por bacterias gram negativas que contienen proteinas, lipidos y otros componentes de la
membrana bacteriana externa. Al presentar multiples PAMPs, actian simultdneamente como
antigeno y como adyuvante natural (128).

o Vectores virales: estas vacunas emplean un virus recombinante —replicante 0 no—
modificado genéticamente para eliminar sus genes de virulencia e incorporar el gen que codifica
el antigeno del patégeno objetivo. La presentacidn del antigeno en combinacidn con sefiales
propias del vector mimetiza una infeccidn natural e induce respuestas humorales y celulares

robustas, generalmente sin necesidad de utilizar un adyuvante exdgeno (128).

Vacunas de ADN y ARN: las vacunas de ADN se basan en pldsmidos bacterianos que codifican
antigenos del patégeno, regulados por promotores eucariotas. Para que sean funcionales, el ADN debe
ingresar al ndcleo de las células del huésped e inducir la expresion del antigeno in vivo, lo que permite
su presentacion en las moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) y el
reconocimiento por parte de las células T (130). Esta estrategia implica un riesgo minimo de integracién
en el ADN celular. En cambio, en las vacunas de ARN, el material genético no necesita ingresar al
nicleo y el riesgo de integracién en el genoma del huésped es minimo (131). Existen dos tipos
principales de ARN utilizados como vacunas: el ARNm no replicante y el ARN autoamplificador
derivado de virus. Las vacunas basadas en ARNm codifican el antigeno de interés flanqueado por
regiones no traducidas (UTR) 5’ y 3’, mientras que los ARN autoamplificadores codifican ademads la
magquinaria de replicacion viral, lo que permite la amplificacion intracelular del ARN y una expresion

proteica mds abundante (129,131).

Vacunas basadas en células dendriticas (CDs): esta plataforma se basa en primero obtener estas
células —por ejemplo, a partir de médula 6sea—, para luego activarlas ex vivo mediante estimulos
inflamatorios como el lipopolisacdrido (LPS) y cargarlas con antigenos especificos del patégeno. Una
vez reintroducidas en el organismo, estas células activan directamente a los linfocitos T especificos,
incluyendo a los CD8+ citot6xicos, para reconocer y eliminar al patégeno (132,133). Estudios recientes
han demostrado que esta estrategia puede generar una memoria inmunoldgica y conferir proteccién
parcial contra pardsitos complejos como T. cruzi, aunque su efectividad puede variar segtin factores

biolégicos como el sexo del huésped (133).
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Figura 14: Tipos de vacunas. Representacion esquematica de los distintos tipos de vacunas contra patégenos. Figura

modificada de (128).

Desarrollo de vacunas contra T. cruzi

En la actualidad existen diversas estrategias para controlar la EC, basadas principalmente en la
prevencion, el diagndstico y el tratamiento. El método més utilizado continda siendo el control vectorial de 7.
cruzi, complementado con la vigilancia en bancos de sangre mediante técnicas seroldgicas (29,42). Sin embargo,
a pesar de estas medidas, la erradicacion y el control de la infeccién siguen enfrentando importantes dificultades
debido a la persistencia de reservorios en animales domésticos, la cronicidad de la infeccién en personas
afectadas y la falta de tratamientos de probada efectividad (134). Estos factores resaltan la necesidad de disefiar

una vacuna preventiva que constituya una alternativa viable para el control de la enfermedad (135).

40



A pesar de que las vacunas han demostrado ser herramientas altamente efectivas para disminuir la
morbilidad de numerosas enfermedades infecciosas, atin existe un nimero considerable de patégenos para los
cuales no se dispone de formulaciones eficaces (124). Muchos de estos agentes comparten caracteristicas como
una marcada variabilidad genética, ciclos de vida complejos y la capacidad de evadir o modular la respuesta
inmune del huésped (92), rasgos que se asocian en gran medida con 7. cruzi y que podrian explicar, al menos

en parte, el retraso en el desarrollo de una vacuna licenciada contra este patégeno.

Se ha mencionado que una vacuna eficaz deberia considerar los dos estadios evolutivos de 7. cruzi mas
relevantes en la infeccién en mamiferos: el amastigote intracelular y el tripomastigote extracelular. La
generacién de inmundgenos capaces de inducir respuestas protectoras frente a estos estadios permitiria atenuar
o interrumpir la progresion de la enfermedad en los hospedadores (136). Asimismo, un conocimiento profundo
de las interacciones entre el pardsito y el sistema inmune resulta indispensable para el disefio racional de
candidatos vacunales. Existe consenso en que una vacuna efectiva deberia inducir una fuerte activacién de la
inmunidad celular tipo Th1, promover la activacién adecuada de células presentadoras de antigeno (como CDs
y macréfagos) y generar linfocitos T CD8* citotdxicos funcionales, acompafiados de una respuesta humoral

eficaz y de mecanismos reguladores capaces de limitar el dafio tisular (137).

Los primeros intentos de vacunacién contra 7. cruzi se remontan a 1912, cuando se observo que
animales que superaban la fase aguda adquirian resistencia a nuevas infecciones. A partir de estas observaciones
se ensayaron multiples estrategias. Entre las mds tempranas se incluyeron inmunizaciones con tripanosomas
inactivados mediante procedimientos quimicos (Timerosal, formalina) o fisicos (sonicacién, congelamiento,
irradiacién); sin embargo, los niveles de proteccién obtenidos fueron limitados (138). En la década de 1950
comenzaron a explorarse vacunas basadas en cepas atenuadas de 7. cruzi, obtenidas mediante tratamientos
farmacolégicos o pasajes seriados en cultivo. Mds recientemente, el avance en la ingenieria genética ha
permitido el desarrollo de pardsitos vivos con atenuacién dirigida mediante la eliminacién de genes especificos.
Estas cepas genéticamente atenuadas (GAPs) representan una evolucién frente a las aproximaciones clésicas,
ya que buscan garantizar la seguridad biol6gica mediante mutaciones estables que impiden la reversién a la
virulencia, al tiempo que mantienen la capacidad de estimular una respuesta inmunitaria completa y duradera,
mimetizando el curso de una infeccién natural (139,140). Aunque estas aproximaciones generaron respuestas
inmunitarias robustas y duraderas, debido a los riesgos de seguridad estos avances no han alcanzado todavia
fases clinicas (141). Hacia finales del siglo XX se evaluaron otras estrategias, como inmunizaciones con
epimastigotes de T. rangeli o Phytomonas serpens, que lograron reducir la parasitemia en modelos animales
(142,143). Paralelamente, se avanzé en la identificacion y purificaciéon de componentes inmunogénicos de 7.
cruzi, observandose que la fraccidn flagelar conferia proteccidn, asi como diversas glicoproteinas y antigenos

de membrana evaluados posteriormente (144).

En las ultimas décadas se ha intensificado el desarrollo de candidatos vacunales, evaluandose

practicamente todas las plataformas disponibles (vacunas atenuadas, inactivadas, de subunidades, ADN,
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vectores virales, entre otras) Estos esfuerzos han permitido delinear un panorama amplio de estrategias
inmunizantes y han puesto de manifiesto los desafios asociados a la compleja biologia del parasito, su ciclo de
vida, su extensa diversidad genética y la ausencia de correlatos inmunolégicos de proteccién claramente

establecidos (145).

El reconocimiento de las limitaciones de las terapias actuales, particularmente su eficacia restringida en
la fase crénica y los efectos adversos asociados, ha reforzado la necesidad de una vacuna capaz de complementar
o incluso sustituir la terapia. Los avances recientes en inmunologia, la caracterizacion detallada de antigenos
parasitarios y el desarrollo de nuevas plataformas vacunales han impulsado el disefio de prototipos capaces de
inducir respuestas celulares robustas de tipo Thl y mediadas por linfocitos T CD8", fundamentales para
controlar la replicacién de T. cruzi. Entre los candidatos mds prometedores se encuentran los antigenos Tc24,
TSA-1, ASP-2 y diversas trans-sialidasas (TS), utilizados en combinacién con vectores adenovirales, ADN
plasmidico, ARN mensajero, y adyuvantes de cajas lipidicas, entre otros, que han sido ampliamente revisados
en la bibliografia (141,146,147), con resultados alentadores tanto en estrategias profildcticas como terapéuticas

(147).

Pese a estos avances, el desarrollo de una vacuna contra 7. cruzi enfrenta desafios persistentes. Entre
los obstdaculos mas relevantes se encuentran la exigencia tradicional de lograr inmunidad estéril como criterio
de eficacia, la falta de modelos animales que reproduzcan adecuadamente la patogenia humana, la dificultad
para establecer pardmetros confiables y la elevada variabilidad antigénica del parasito derivada de sus familias
multigénicas. A ello se suman limitaciones regulatorias y econdmicas que han dificultado la transicién hacia
ensayos clinicos. No obstante, el progreso alcanzado en biologia molecular, inmunologia y plataformas de
vacunacion de nueva generacion permite concebir vacunas cuyo objetivo no necesariamente sea la erradicacion
total del pardsito, sino la reduccién sostenida de la carga parasitaria, la modulacién de la inflamacién crénica y

la prevencién del daio tisular (148).

En conjunto, los resultados obtenidos hasta el momento, sumados a nuevas herramientas informéticas
(149), aportan fundamentos para respaldar el desarrollo de una vacuna contra 7. cruzi. Las estrategias modernas
permiten considerar tanto formulaciones profilacticas dirigidas a poblaciones en riesgo como vacunas
terapéuticas destinadas a modificar el curso de la infeccidén crénica. Su implementacién podria reducir la
incidencia de nuevas infecciones, limitar la progresion hacia formas clinicas graves y complementar de manera
efectiva las terapias existentes. Aunque varios candidatos han demostrado efectos protectores (como
disminucién de la parasitemia y aumento de la supervivencia en modelos experimentales), atin no han alcanzado
fases avanzadas (II/III) de pruebas clinicas. De lograrse, una vacuna profildctica representaria un avance

fundamental en el control integral de la EC al ofrecer la posibilidad de prevenir la infeccién en humanos (114).
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Candidato vacunal: Trans-sialidasa

Para establecer una infeccidn persistente, 7. cruzi debe evitar ser eliminado por el sistema inmune del
huésped. Para ello, el pardsito evolucioné multiples mecanismos de evasidn y subversion, entre los que se
incluyen la capacidad de instalarse en un nicho intracelular de replicacién y la generacion de formas persistentes

o latentes (150).

Una de las estrategias mds relevantes de evasién es la manipulacién del 4cido sidlico (AS) en la
superficie celular. Los AS constituyen una familia de monosacaridos de nueve carbonos que, en los mamiferos,
suelen localizarse en los extremos de las cadenas de oligosacaridos de glicoconjugados presentes en la
membrana o secretados. Los dos tipos predominantes en vertebrados son el 4cido N-acetilneuraminico y el 4cido
N-glicolilneuraminico. Mediante el aprovechamiento y remodelacién de estas moléculas, 7. cruzi modula su

interaccion con el hospedador y contribuye a evadir la respuesta inmune (151,152).

Dado que T. cruzi carece de la capacidad de sintetizar AS de novo, el pardsito depende de su adquisicion
desde el hospedador mediante la actividad de una enzima exclusiva, la trans-sialidasa (TS). Esta enzima
reconoce residuos terminales de AS unidos en configuracion 02,3 a -galactopiranosas (BGalp) presentes en
glicoconjugados del hospedador, y los remueve para posteriormente transferirlos a aceptores en la superficie

parasitaria (151,152).

A diferencia de las sialidasas clésicas, que solo hidrolizan estos enlaces, la TS cataliza la generacién de
estructuras ASo2—-3PGalp semejantes a los glicanos asociados a proteinas tipo mucina expuestas en la

membrana del parasito, contribuyendo asf a su revestimiento sialilado (151).

La presencia de estas estructuras ricas en AS en la superficie de los tripomastigotes es fundamental para
su infectividad y proteccion frente a mecanismos efectores del hospedador. De hecho, las modificaciones
inducidas por la TS en el sialilfenotipo del hospedador se han asociado con disfunciones inmunoldgicas,
alteraciones hematoldgicas y una mayor susceptibilidad a la infeccién y progresion de la enfermedad de Chagas

(151).

Considerando su papel central en la patogénesis y la ausencia de una enzima equivalente en mamiferos,
la TS se destaca como un blanco particularmente atractivo para el diseno de nuevas terapias y estrategias

vacunales contra T. cruzi (95).

La TS de T. cruzi constituye una extensa y altamente diversa superfamilia génica, integrada por méas de
1400 genes polimérficos organizados en ocho grupos. Dentro de ellos, solo los miembros del grupo I poseen
actividad trans-sialidasa propiamente dicha (153). Su actividad enzimética depende criticamente de una tirosina
(Tyr) localizada en el residuo 342 o 343 de la proteina, cuya presencia es indispensable para la funcionalidad

catalitica (154).
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La expresion de la TS es predominantemente elevada en los tripomastigotes, etapa en la cual puede
encontrarse asociada a la membrana parasitaria, incorporada en vesiculas extracelulares liberadas por el parasito
o secretada al medio, pudiendo detectarse también como proteina soluble en el torrente sanguineo del

hospedador (23).

La TS contiene un dominio repetitivo conocido como SAPA (“Shed Acute Phase Antigen”), que
favorece una mayor vida media de la enzima cuando se encuentra libre en el espacio extracelular. Este dominio
estd constituido por miltiples repeticiones en tdindem de doce aminodcidos localizadas en el extremo carboxilo
de la proteina, lo que convierte a SAPA en un antigeno capaz de inducir anticuerpos especificos tanto durante
la fase aguda como en la fase cronica de la infeccién (155). Dichos anticuerpos anti-SAPA no logran neutralizar
la actividad de la TS. Por eso, se ha propuesto que la funcién de este dominio inmunodominante consiste en
“desviar la atencion” del sistema inmune, retrasando asi la generacion de una respuesta humoral neutralizante

dirigida contra el sitio activo de la enzima (156).

La TS se ha empleado como candidato vacunal en diversos trabajos (93,157,158). Varios estudios se
formularon con la forma activa de la proteina, logrando una reduccion en la parasitemia, después del desafio
con T. cruzi. Pero, al emplear la forma activa de la TS como inmunégeno, se puede producir un dafio tisular
similar al causado por la enzima durante la infeccion (159). Por dicho motivo, desde los estudios iniciales
realizados en nuestro laboratorio, se emplearon como antigeno a variantes inactivas de la TS, y que ademas no
contengan el dominio SAPA (93,157,160,161), formulados con adyuvantes basados en jaulas lipidicas como

ISCOMATRIX™ e ISPA (162).

Estos desarrollos lograron resultados promisorios en términos de proteccidn, logrando una
supervivencia del 90% en modelos murinos, una reduccion significativa de la parasitemia y una disminucién
del dafio por fibrosis en el tejido cardiaco durante la fase crénica (161,163). Asimismo, al comparar la eficacia
de este candidato con otras formulaciones, se determiné que la variante basada en la TS inactiva posee una
capacidad protectiva superior a otros antigenos del parasito, como la proteina flagelar repetitiva (FRA) o la

cruzipaina (163).

Posteriormente, se avanzd en el desarrollo de un candidato vacunal con una secuencia menor, que
permita la expresion en sistemas de entrega mediante bacterias recombinantes, ya que la eficiencia de expresion

heter6loga mejora con secuencias menores a 1000 pares de bases. (163,164).

Con este fin se obtuvo un fragmento de la TS que incluyera una fraccién de 290 aminoécidos (TSf,
desde el residuo 338 al 627), con un 90% de identidad aminoacidica con la secuencia de referencia (GenBank
AJ276679). La reduccidn del tamafio permitié generar una variante que careciera del dominio amino-terminal,
necesario para unir galactosa como parte de su actividad catalitica, manteniendo una secuencia clave del
extremo COOH terminal, denominada FLY (VTVXNVFLYNR) (165,166), que participa en el proceso de

invasion de las células del huésped y que se ha descrito que aumenta la virulencia del parésito (167). Ademas,
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se omitié completamente el dominio SAPA localizado en el extremo carboxilo (COOH), con el fin de evitar la

respuesta de anticuerpos 'distractores' que genera dicha regién, como ya se mencioné anteriormente (164).

El estudio de Prochetto y colaboradores (164) reportd que la inmunizacién con TSf-ISPA no solo indujo
una respuesta efectora robusta (caracterizada por altos niveles de anticuerpos IgG2a, respuesta DTH y aumento
de células T CD8+ productoras de IFN-y en el bazo), sino que también influyd sobre el brazo regulatorio del
sistema inmune, afectando a poblaciones como las células CD11b+Gr-1+ con fenotipo de células MDSCs tanto

durante la inmunizacién, como luego de la infeccién, y a las células Treg Foxp3+ luego de la infeccion (164).

Deplecion de MDSCs durante la infeccion por T. cruzi de animales vacunados con TSf-ISPA

Como se describié anteriormente, la utilizacién experimental del SFU como herramienta para la
deplecién de MDSCs ha aportado importante evidencia de la relevancia funcional de estas células durante la
infeccion por T. cruzi (118). De acuerdo a este antecedente, en nuestro laboratorio comenzé a estudiarse si la
vacuna TSf-ISPA tenia influencia sobre el brazo regulatorio del sistema inmune, analizando alteraciones de las
Tregs Foxp3+ y MDSCs en los animales vacunados. En particular, se observé que los animales vacunados con
TS{-ISPA y depletados de MDSCs durante la infeccién por 7. cruzi, generaron una mayor respuesta inmune
efectora, caracterizada por un aumento en la activacion de linfocitos T CD8*, con mayor expresion de
marcadores de activacion y citotoxicidad, mayor produccién de citocinas proinflamatorias como IFN-y, y un
cambio en el perfil de maduracién de CDs, evidenciado por alteraciones en la expresién de moléculas
coestimuladoras y del complejo mayor de histocompatibilidad de clase II (168). Incluso se observé un aumento
de células Tregs Foxp3+ en los animales vacunados con TSf-ISPA, infectados, y depletados de MDSCs, en
relacién a los animales, infectados, vacunados, pero no depletados de dichas células. De acuerdo a esto, los
resultados sugirieron que a pesar de que los animales vacunados alcanzan una mayor supervivencia y mas
respuesta efectora que los control no vacunados, las MDSCs remanentes, (que aumentan durante la infeccidn,
aunque menos de lo que aumentan en animales control infectados), atin son capaces de influir significativamente

sobre la respuesta inmune del huésped (168).

Considerando el estudio previo de Prochetto y colaboradores, en el cual se observé que la inmunizacién
con TSf-ISPA induce un incremento de células CD11b+Gr-1+ con fenotipo supresor (MDSC), y en funcién de
los resultados obtenidos al depletar dichas poblaciones con SFU durante la fase de infeccidn, nuestro grupo
inicié una linea de investigacion orientada a potenciar la eficacia de la vacuna mediante la administracion de
SFU durante la etapa de inmunizacion (164). Los estudios iniciales demostraron que el pretratamiento con una
dosis intraperitoneal de SFU, administrada el dia previo a cada dosis de la vacuna, resulté en una supervivencia

del 100% en los animales vacunados frente al 0% observado en los controles (168).

Sobre la base de estos antecedentes, se planted la siguiente hipdtesis: la modulacién transitoria del brazo

regulador del sistema inmune durante el protocolo de vacunacién, mediante la deplecidn con 5FU de células
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con fenotipo MDSC (CD11b+Gr-1+), puede potenciar la respuesta inmune efectora inducida por el candidato
vacunal TSf-ISPA, incrementando su capacidad protectiva frente a la infeccion por 7. cruzi, incluso en distintos

modelos murinos.
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Objetivos del trabajo

Objetivo general

Por lo anteriormente expuesto, y de acuerdo a nuestros resultados previos, el objetivo general de este
trabajo es emplear 5-fluorouracilo para optimizar el candidato vacunal TSf-ISPA contra 7. cruzi y evaluar la

capacidad protectiva en diferentes modelos murinos.

Objetivos especificos

1) Seleccionar una estrategia de administracion de los compuestos SFU y TSf-ISPA en base a la

respuesta inmune y la capacidad protectiva contra 7. cruzi.

2) Evaluar en diferentes modelos murinos la capacidad protectiva contra 7. cruzi de los compuestos

SFU y TSf-ISPA.

3) Analizar los mecanismos inmunolégicos que permiten potenciar el candidato vacunal TSf-ISPA al

usar SFU en la etapa de inmunizacion.
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Capitulo 1

"Seleccion de una estrategia de administracion de los

compuestos 5FU y TSf-ISPA en base a la respuesta inmune y la

capacidad protectiva contra T. cruzi"
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Introduccion

Rol de las MIDSC en infecciones

Las MDSCs son un componente clave en la regulacion de la respuesta inmune durante las infecciones.
Su impacto final sobre el curso de la enfermedad depende del tipo de patégeno, la carga infecciosa, el contexto
inflamatorio y el momento de la respuesta. Comprender en profundidad los mecanismos que regulan la
expansion y funcién de las MDSC en infecciones resulta fundamental para el disefio de estrategias terapéuticas

que permitan limitar la inmunopatologia sin comprometer la eliminacién del patégeno (102).

Debido a su funcionalidad, las MDSCs pueden participar en muchos casos cumpliendo un rol dual que
debe ser finamente regulado. Por un lado, su expansion puede resultar beneficiosa para el hospedador al limitar
el dafio tisular causado por una respuesta inflamatoria excesiva. Sin embargo, su potente capacidad supresora
puede interferir con la eliminacién efectiva del patégeno, favoreciendo la persistencia y el establecimiento de
infecciones crénicas, e incluso pueden ser un blanco a manipular por patégenos con capacidad para subvertir la

respuesta inmune del huésped (102).

La participacién de MDSCs en infecciones ha sido documentada con patégenos bacterianos, virales,
fungicos y parasitarios (96) (Figura 15). En infecciones como la tuberculosis, la hepatitis C y la infeccién por
VIH, la expansién de MDSCs se ha asociado con la supresion de respuestas T protectoras y la progresién de la
enfermedad. En contraste, en ciertos contextos como infecciones por Klebsiella pneumoniae y Candida albicans

las MDSCs pueden contribuir a la resolucién de la inflamacién y al control del patégeno (102).

Leishmania spp. >
Toxoplasma gondii
Plasmodium falciparum
Schistosoma japonicum
Echinoooccus granulosus
) Trypanosoma congolense
o N

Trypanosoma brucei
Heligmosomoides polygyrus bakeri
Taenia crassiceps
Trypanosoma cruzi

PARASITOS

@@)

. a HCV
BCG Bacillus Calmette-Guerin "
Mycobacterium avium 3 Inﬂg/e‘rR\z;&;//l_rus
Staphyloccus aureus (’; 173 HIV
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g : ) &
Klebsiella pneumoniae 2 > Hepatitis B virus (HBS)

Porphyromonas gingivalis

Helicobacter pylori Vaccinia virus (VV)

Cytomegalovirus (CMV)
Herpes simplex virus-1 (HSV1)

Q‘ﬁx Aspergillus fumigatus
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- ” Candida krusei
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Candida parapsilosis

Figura 15: Infecciones por patégenos y MDSCs. La expansion de MDSCs se ha descrito en diversos contextos de

infeccion por patégenos, incluyendo bacterias, pardsitos, virus y hongos. Figura modificada de (96).
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MDSCs en infecciones virales

Se han descrito aumentos significativos de MDSCs durante infecciones por virus de ARN (Hepatitis C,
Influenza A, SARS-CoV-2, retrovirus (HIV, SIV), y ADN (Hepatitis B, Vaccinia y Citomegalovirus))

incluyendo infecciones tanto agudas como crénicas (96,169).

Diversos componentes virales han sido asociados a la expansiéon de MDSCs. La proteina Core del HCV
y el antigeno HBeAg del HBV participarian en el pasaje a cronicidad de la infeccién mediante la via STAT3 y
la induccién de tolerancia (170). En retrovirus como el VIH, se ha reportado que las proteinas de la envoltura
(gp120) y accesorias (Nef, Tat) serian capaces de transformar monocitos en células supresoras (171). Por dltimo,
en infecciones agudas como el COVID-19, la proteina Spike y la liberacién masiva de alarminas (S100A8)

tendrian un rol provocando una expansién mieloide que correlaciona con un prondstico grave (172).

MDSCs en infecciones bacterianas

Se han descrito varios patdgenos bacterianos, tanto gram positivos como gram negativos, que en
modelos in vitro o bien in vivo, principalmente durante infecciones que cursan con inflamacién sistémica o
cronicidad, inducen una expansion robusta de MDSCs tanto en modelos experimentales como en humanos

(96,173).

El Bacilo de Calmette-Guerin, Mycobacterium tuberculosis, Staphylococcus aureus, Pseudomona
aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Porphyromonas gingivalis, Helicobacter pylori son algunas de las
bacterias que podrian inducir MDSCs como parte de sus interacciones huésped patégeno (96,172). El
lipopolisacdrido, los lipopéptidos, la flagelina y el ADN con secuencias CpG son algunos de los componentes

involucrados en la expansion de MDSCs (173).

La vacuna BCG es la inmunizacién mds extensamente utilizada a nivel global desde su primera
aplicacion clinica en 1921 (174). Resulta de gran interés que tanto la inoculacién con BCG como la infeccién
por Mycobacterium tuberculosis pueden inducir un incremento en las poblaciones de MDSCs; este fenémeno
se ha postulado como una de las causas por las cuales la vacunacién con BCG no logra conferir una inmunidad
esterilizante (175). En este sentido, estudios de inoculacién intradérmica en el pabelldn auricular de ratones han
demostrado que la BCG promueve el reclutamiento de estas células supresoras al sitio de infeccién y a los
ganglios linféticos drenantes, limitando la respuesta efectora de las células T (175). Ademads, en modelos de
tuberculosis, por ejemplo, la acumulacién de MDSCs se correlaciona con mayor carga bacteriana y progresion

de la enfermedad (169).

Por otra parte, en infecciones bacterianas agudas severas, como sepsis, se ha descrito que las MDSCs

podrian contribuir a la inmunopatogénesis, caracterizada por una etapa de marcada inmunosupresion (102,176).
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MDSCs en infecciones fungicas

Las MDSCs también participan en la respuesta inmune frente a patégenos fingicos. En infecciones por
Candida y Aspergillus, se ha observado la expansion de MDSCs (102). Los beta glucanos de los hongos

participarian en la induccién de estas células a través del receptor Dectin-1 (177).

En este contexto, las MDSCs pueden contribuir a la persistencia del hongo, al limitar la activacion de
células efectoras y la produccién de citocinas proinflamatorias. Sin embargo, su presencia también podria
reducir el dafio tisular asociado a una inflamacién excesiva. En este sentido, experimentos de transferencia
adoptiva y supervivencia han mostrado que las MDSCs podrian ser protectoras durante la infeccién invasiva

por C. albicans, pero no en la infeccion por A. fumigatus, destacando nuevamente su rol dual (102).

MDSCs en infecciones parasitarias

En infecciones parasitarias, como las causadas por Plasmodium falciparum, Helmintos, Leishmania y
T. cruzi, entre otros, las MDSCs desempefian un rol particularmente relevante en la regulacion del equilibrio
entre el control del pardsito y la inmunopatologia. En malaria humana experimental por Plasmodium falciparum,
se ha demostrado una expansion temprana y funcional de PMN-MDSCs en sangre periférica, incluso en fases
subclinicas de la infeccién (178). Esto podria explicar, al menos en parte, la tolerancia inmunolégica observada
en infecciones crénicas o repetidas por Plasmodium, asi como la disminucién en la eficacia de respuestas

vacunales en individuos expuestos en zonas endémicas (178).

Las infecciones por helmintos se caracterizan por su cronicidad y por la induccién de potentes redes
inmunorreguladoras. Los helmintos inducen activamente la expansién de MDSCs como parte de su estrategia
de evasion inmune (179). Se ha observado que moléculas como oligosacdridos inmunorreguladores,
especificamente lacto-N-fucopentaosa III y lacto-N-neotetraosa, presentes en antigenos de huevos de

Schistosoma mansoni, son capaces de inducir MDSCs, asi como ciertos glicanos de Taenia crassiceps (179).

Tanto M-MDSCs como PMN-MDSCs suprimen respuestas Th1 y Th2, interfiriendo con la eliminacién

del parésito y favoreciendo la supervivencia a largo plazo del hospedador y del helminto.

MDSCs en inmunizaciones

Considerando que la vacunacién intenta reproducir, al menos en parte, eventos semejantes a los que
tienen lugar durante la infeccién misma, existe la posibilidad, dependiendo de la estrategia de vacunacion
elegida, de que si la infeccidn causa aumentos de MDSCs, la inmunizacién también. De hecho, los primeros
indicios de que la inmunizacion puede inducir células mieloides con capacidad supresora se obtuvieron

realizando estudios con la vacuna BCG, previos incluso al establecimiento de la nomenclatura de MDSCs, en
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los que se observé que la administracion sistémica de BCG activaba células de médula ésea con fenotipo
supresor (89). Utilizando la terminologia actual, Martino y colaboradores (175) reportaron que la inmunizacién
con BCG en un modelo murino recluté MDSCs al sitio de inoculacion, donde las células CD11b*Ly-6C*int Ly-
6G~ produjeron oxido nitrico e inhibieron la estimulaciéon de linfocitos T en el ganglio linfatico. Mas
recientemente, y en linea con estos trabajos, se describié que la inmunizacion con bacterias de M. tuberculosis
inactivadas por calor genera aumentos de MDSCs con capacidad de matar CDs (116), aportando importante
evidencia de que no solo las infecciones, sino también las inmunizaciones pueden causar aumento de MDSCs,

con capacidad de limitar la efectividad esperada de las vacunas.

Asimismo, cabe resaltar que esta caracteristica no se ha visto restringida a vacunas contra un solo tipo
de patégeno, como los bacterianos, sino que también se ha observado en inmunizaciones contra virus, hongos

y pardsitos(114).

En cuanto al efecto de la via de administracion, utilizando un modelo de macacos, se observo que la
inmunizacién con un vector viral MV A (Modified Vaccinia Ankara), causé aumentos significativos de MDSCs
en sangre periférica, incluso si se utilizaban diferentes vias de inoculacién, como intradérmica, intramuscular,

y subcutdnea (180).

Por lo tanto, evidencia creciente sugiere que los incrementos de MDSCs que tienen lugar durante la
etapa de inmunizacién no son exclusivos de un modelo puntual, sino que serian una respuesta frecuente de
numerosas y diversas plataformas vacunales, incluyendo formulaciones emulsionadas, vectores virales, vacunas

recombinantes, vacunas de dcidos nucleicos y particulas de tipo ISCOM (114).

Deplecion de las MDSCs

Debido a que la acumulacién de MDSCs ha mostrado generar una influencia marcada sobre el sistema
inmune en contextos muy diferentes, se han desarrollado diversas estrategias orientadas a reducir su presencia
de modo de incrementar la respuesta inmune efectora. Estas alternativas se han estudiado fundamentalmente en
el campo de la oncologia, de acuerdo a la importancia de estas células en dicha patologia, pero también se han
reportado ejemplos en otros marcos de estudio (181). Entre las opciones que se han probado, se incluyen las

siguientes vias principales:

Quimioterapia a bajas dosis: El uso de farmacos como la gemcitabina y el SFU ha sido ampliamente utilizado
para reducir poblaciones enriquecidas en MDSCs, logrando una reduccién de su presencia en el bazo y en

microambientes tumorales sin comprometer la viabilidad de los linfocitos T (182).

Inhibidores de Tirosina Quinasa (TKI): El sunitinib destaca por su capacidad dual; no solo bloquea la

sefalizacion de STAT3 necesaria para la expansion de las MDSCs, sino que también induce su muerte celular

al inhibir receptores como c-kit (182).
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Anticuerpos y Aptdmeros: La utilizacién de anticuerpos dirigidos contra marcadores especificos (como Gr-1 en

modelos preclinicos) o el uso de aptimeros contra el receptor IL4R-a permite una deplecion mds dirigida,

minimizando efectos sistémicos (182).

Un hallazgo critico para entender por qué la deplecion natural o inducida a veces falla es el mecanismo
de compensacién en la médula 6sea. Si bien los tratamientos promueven la muerte de las MDSCs en la periferia,

simultdneamente la médula 6sea comienza una produccién acelerada para reponer dichas células (112).

Este proceso crea un ciclo de alto recambio donde las células mueren rdpidamente pero son
reemplazadas de forma masiva, manteniendo un flujo constante de células supresoras. Este mecanismo sugiere
que cualquier estrategia de deplecidn efectiva no solo debe atacar a las células maduras, sino también considerar

la inhibicién de este "rebote" o expansién compensatoria (112,182).

5-fluorouracilo y su mecanismo de accion

El 5-fluorouracilo (SFU) es uno de los compuestos ampliamente utilizados para depletar MDSCs. Es
un antimetabolito, estructuralmente andlogo al uracilo, en el cual un dtomo de fltior sustituye al hidrégeno en la
posicion C-5 del anillo pirimidinico. Este cambio estructural le confiere la capacidad de interferir con procesos
esenciales del metabolismo de los dcidos nucleicos. La principal via de catabolismo del SFU estd mediada por
la enzima dihidropirimidina deshidrogenasa (DPD), que convierte al farmaco en dihidrofluorouracilo (DHFU).
Mas del 80 % del SFU administrado es degradado por esta via, principalmente en el higado, donde la expresion

de DPD es elevada.

El 5FU que no es degradado, puede ingresar rdpidamente a las células a través de los mismos
mecanismos de transporte facilitado que el uracilo y, una vez en el interior celular, es metabolizado a diferentes
compuestos activos, entre ellos el monofosfato de fluorodesoxiuridina (FAUMP), el trifosfato de
fluorodesoxiuridina (FAUTP) y el trifosfato de fluorouridina (FUTP). Cuando el blanco son células cancerosas,
el SFU se ha administrado en elevadas concentraciones para generar los metabolitos mencionados para que

interfieran con la sintesis de ARN y ADN (183).

Ademds, el FAUMP tiene como blanco particular la enzima timidilato sintasa, a la cual inhibe luego de
su unién. Se ha descrito que las células MDSCs presentan una baja expresion de dicha enzima, lo que las
volveria particularmente sensibles al SFU, promoviendo la activacién de la apoptosis al no poder sintetizar

correctamente acidos nucleicos (121).

Estudios realizados por Vincent y colaboradores mostraron que, a una concentracion apropiada, el SFU
induce una deplecién selectiva de MDSCs tanto in vitro como in vivo, sin afectar significativamente a otras

poblaciones inmunes como linfocitos T, células NK, células dendriticas o linfocitos B (121).
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Adicionalmente, se ha descrito que el 5FU activa la via de la proteina supresora tumoral p53 en MDSCs,
lo que conduce a un aumento en la expresion del receptor de muerte Fas (CD95) en su superficie. Este fendmeno
incrementa la susceptibilidad de las MDSCs a la apoptosis mediada por FasL, contribuyendo asi a su eliminacién
selectiva (121). En contextos tumorales, se ha descrito que el SFU también podria activar el inflamosoma
NLRP3 (NLR family, pyrin domain containing 3) en las MDSCs, lo cual podria contribuir a efectos

inmunomoduladores adicionales que contintian bajo estudio (184).

Por otro lado, aunque atin debe ser estudiado en mayor profundidad, también se ha descrito que el SFU
puede estimular la captura antigénica y la presentacién cruzada en CDs de tipo I, y se ha utilizado incluso para

potenciar vacunas basadas en CDs (185).

Estos mecanismos posicionan al SFU como un agente modulador de la respuesta inmune, con potencial
para ser utilizado como un potenciador de diferentes candidatos vacunales que estén asociados a la expansion

de MDSCs.
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Objetivo del capitulo 1

Seleccionar una estrategia de administracion de los compuestos SFU y TSf-ISPA en base a la respuesta

inmune y la capacidad protectiva contra 7. cruzi.

55



Materiales y métodos

Animales

Para los diferentes estudios se utilizaron ratones hembras BALB/c de 6 a 8 semanas de edad, las cuales
fueron adquiridas en el Centro de Medicina Comparada de la Facultad de Ciencias Veterinarias, Universidad
Nacional del Litoral (Esperanza-Santa Fe). Los animales fueron mantenidos en el bioterio del Laboratorio de
Tecnologia Inmunolégica, bajo condiciones controladas de luz y temperatura, con disponibilidad de agua y

comida ad libitum.

Todos los protocolos experimentales se llevaron a cabo en conformidad con las normas éticas
internacionales para animales de experimentacion (“Guia para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio”
del National Research Council de los Estados Unidos de Norteamérica) y fueron aprobados por el Comité
Asesor de Etica y Seguridad de la Investigacién de la Facultad de Bioquimica y Ciencias Biolégicas, UNL

(CAESI CE2022-26).

Formulacion del candidato vacunal TSf-ISPA

Se utilizé el fragmento proteico TSf purificado, previamente descrito (163), que abarca la regién entre
los aminodcidos 338 y 627 (GenBank AJ276679.1). Este fragmento fue formulado con un adyuvante de cajas
lipidicas denominado Immunostimulating Particle (ISPA), desarrollado inicialmente por nuestro grupo de
trabajo en colaboracién con Lipomize SRL, Santa Fe (162). El adyuvante ISPA consiste en particulas lipidicas
con forma de cajas, compuestas por fosfatidilcolina (DPPC), colesterol (CHOL), esterilamina (STEA), tocoferol

(TOCOP) y saponina (162).

Tratamiento con 5FU

Se utilizé 5-fluorouracilo (5FU) (Sigma) en una dosis final de 50-60 mg/kg de ratén (118,121),
administrada por via intraperitoneal (168). Inicialmente, las inoculaciones de SFU se realizaron siguiendo dos
protocolos diferentes, en los cuales se variaba el momento de la administracién de SFU. En uno de los
protocolos, el SFU se administré intraperitonealmente (i.p.) el dia anterior a cada dosis de TSf-ISPA (estrategia
prevacuna SFU TSf-ISPA), mientras que en el otro protocolo, ambos compuestos se administraron

simultdneamente, de forma subcutdnea (s.c.), (estrategia conjunta o covacuna SFU TSf-ISPA).

Luego se ensay6 también la estrategia doble SFU TSf-ISPA, la cual es similar a la estrategia prevacuna,

pero agregando una segunda dosis i.p. de SFU a los 7 dias de cada inoculacién con TSf-ISPA.
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Inmunizaciones

Los grupos experimentales utilizados en este capitulo consistieron en 5 a 8 ratones cada uno y se

definieron de la siguiente manera:

Grupo TST-ISPA: El protocolo de inmunizacién (Figura 16) consistié en la administracion de tres dosis

subcutdneas de 10 pg de TSf junto con 3 pul de adyuvante ISPA, en un volumen final de 100 ul de Buffer Fosfato

Salino (PBS), con un intervalo de 15 dias entre cada dosis (grupo TSf-ISPA).

Grupo 5FU prevacuna TSf-ISPA: Inmunizado como el grupo TSf-ISPA con una inoculacién de SFU
i.p. el dia previo a cada dosis de TSf-ISPA.

Grupo 5FU covacuna TSf-ISPA: Inmunizado como el grupo TSf-ISPA con una inoculacién simultdnea

s.c. de SFU.

Grupo doble 5FU TSf-ISPA: Inmunizado como el grupo TSf-ISPA con una inoculacién de SFU i.p. el
dia previo y a los 7 dias de cada dosis de TSf-ISPA.

Grupo 5FU solo: Inoculado con PBS en los dias correspondientes a dosis de TSf-ISPA e inoculado con

5FU i.p. los dias de inoculacién como el grupo prevacuna.

Grupo control PBS (las inmunizaciones se realizaron con PBS en lugar de la formulacién y el SFU).

Esquema de inmunizacion - Grupos experimentales
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via subcutdnea (s.c.)
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¥

Administracion intraperitoneal (1.p.)

« En el grupo doble 5FU: 5FU el dia previo (0, 14, 29)
y alos 7 dias (7, 22, 37) de cada dosis.

Figura 16: Linea de tiempo del esquema de vacunacion, que muestra los diferentes protocolos de inmunizacién empleados

a lo largo de este trabajo de Tesis y descritos en el texto.
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Evaluacion de la respuesta inmune generada

Evaluacion de anticuerpos especificos mediante la técnica ELISA

Para la evaluacion de la respuesta humoral se tomaron muestras de sangre periférica de la vena facial
(186). Las muestras se centrifugaron 10 min a 10.000 rpm, se separd el plasma de cada una de ellas, y fueron

almacenadas a -20 °C hasta ser utilizadas.

Mediante la técnica de ELISA indirecto (Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay) se evalud la presencia
de anticuerpos especificos IgG totales anti-TSf de las muestras obtenidas de los ratones. Para llevar a cabo esta
técnica, se emplearon microplacas de poliestireno de 96 pocillos de fondo plano, las cuales fueron sensibilizadas
con 0,5 pg/pocillo de antigeno TSf en buffer carbonato (Tabla 2), durante toda la noche a 4 °C. Al siguiente dia
las placas se lavaron con una solucién de lavado (Tabla 2), y se bloquearon agregando 100 ul en cada pocillo
de una solucién de bloqueo (Tabla 2) durante 45 min a 37 °C. Pasado este tiempo, se volvieron a lavar los
pocillos 5 veces con la solucion de lavado empleada anteriormente, y luego de finalizada esa etapa, se agregaron
los plasmas murinos diluidos 1/100 en solucién de incubacién (Tabla 2) durante 45 min a 37 °C. Finalizado el
tiempo correspondiente, se volvieron a realizar lavados sucesivos en los pocillos y se agregé el anticuerpo anti-
IgG total ratén conjugado (Abcam), diluido 1/2000 en solucién de incubacién. La placa nuevamente fue
mantenida a 37 °C durante 45 min, se volvi6 a lavar y se procedié a revelar agregando 1 gota (50 ul) de TMB
(tetrametil-bencidina) (Life TechnologiesTM) a cada pocillo. Se dejé en oscuridad a temperatura ambiente entre
5-15 min hasta la aparicién de color azul. Luego se agregé una gota (50ul) de solucién de stop (Tabla 2) para
frenar la reaccion colorimétrica. Los resultados obtenidos, se leyeron con un lector de ELISA (Molecular Device

Emax) a 450 nm, y fueron expresados como densidad 6ptica (DO).

Tabla 2: Soluciones utilizadas para el ensayo de ELISA.

Solucion Reactivos Concentracién
Solucién de Na2C03 15 Mm
sensibilizacion NaHCO3 35mM

NaN3 3,1 mM

pH= 9,6
Solucién de bloqueo PBS 1X

Leche 5% (p/v)
Solucién de lavado PBS 1X

Tween 20 0,05 % (v/v)

Solucion de incubacion PBS 1X

Leche 1% (p/v)
Solucion stopper H2504 0,5N
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Evaluacion de la respuesta celular: reaccion de hipersensibilidad retardada (DTH)

La respuesta celular especifica generada tras las inmunizaciones se evalué mediante la prueba de
hipersensibilidad retardada (DTH), la cual fue realizada a los 5 dias de finalizado el protocolo de
inmunizacion establecido. Para tal fin, se inocularon 5 pg de TSf sin adyuvante en 20ul de PBS, en la
almohadilla plantar trasera derecha de cada ratén. Se midi6 el grosor de la almohadilla plantar antes de
inocular y a las 48 hs post inoculacién empleando un calibre Vernier. El resultado se expres6é como la

diferencia entre el grosor de la pata inoculada (medida a las 48 hs) menos el grosor inicial en mm. (164).

Cinética de cambio de la poblacion MDSCs con los tratamientos de una dosis de 5FU

prevacuna y covacuna

Citometria de flujo para evaluar deplecion de células CD11b+Gr-1+ a los 7 y 15 dias post-

inmunizacion

Los animales recibieron dosis de S5FU dependiendo al grupo al cual pertenecian (covacuna o
prevacuna), tal como se describi0 anteriormente en la seccion de inmunizaciones de este capitulo.
Diferentes grupos de ratones fueron sacrificados a los 7 o 15 dias posteriores a la tltima dosis de vacuna,
y se analiz6 por citometria de flujo el porcentaje y nimero absoluto de células CD11b+Gr-1+ en el bazo

de los animales.

Luego del sacrificio, se prepararon suspensiones individuales de las células de cada bazo mediante
homogeneizacién empleando una malla de acero inoxidable usando PBS con suero fetal bovino al 3%
(SFB, Internegocios SA, Argentina). Los niimeros absolutos del bazo se determinaron contando las células
en cdmara de Neubauer utilizando soluciéon de Turk y de acuerdo al volumen final luego de la
homogeneizacion. A continuacion se eliminaron los glébulos rojos por lisis con buffer NH4CI comercial

(Thermofisher) de acuerdo a las instrucciones del fabricante.

Para el estudio de citometria, 0.5x10° células se incubaron con anti-FcRyII/III durante 15 minutos
y luego se tifieron con los siguientes anticuerpos de BD-Biosciences (USA) en combinaciones apropiadas
de fluor6foros: anti-CD11b y anti-Gr-1. Después de una incubacion de 40 minutos a 4°C y en oscuridad,
las muestras fueron lavadas 2 veces con solucién PBS 3% SFB, 0,1% azida y fueron adquiridas en un
citometro Accuri C6 plus disponible en la Unidad Tecnoldgica Multipropésito (UTM) de la Facultad de

Bioquimica y Ciencias Bioldgicas-UNL. Los andlisis se realizaron utilizando el software FlowJo.
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Capacidad supresora de las células Gr-1+ de inhibir la maduracion de CDs derivadas de

médula 6sea

Las CDs derivadas de médula 6sea (BMDCs) se obtuvieron de ratones BALB/c sanos. Se extrajeron
los fémures de los ratones y las células de médula 6sea se recolectaron lavando el interior del hueso con medio
RPMI 1640 (Gibco™). Las células obtenidas se incubaron en medio de cultivo completo (RPMI 1640
conteniendo 10% de SFB, 2% de penicilina (100 mg/mL) y estreptomicina (100 U/mL) (Gibco™))
suplementado con 30% de sobrenadante de la linea celular J588-GM (medio de diferenciacién), cedido
gentilmente por la Dra. Ménica Vermeulen, del IMEX-CONICET, Academia Nacional de Medicina. Las células
se sembraron en placas de 24 pocillos (Nunc) (0,75 x 10° células/pocillo) a 37 °C 'y 5% de CO-. En los dias 3 y
5 se agregdé medio de diferenciacion fresco. En el dia 8, las BMDCs se recolectaron para su andlisis por

citometria de flujo y para los cultivos.

La obtencién de BMDCs se controlé evaluando la expresion de moléculas coestimuladoras en células
CDl1c" estimuladas con lipopolisacarido (LPS) de Escherichia coli (ThermoFisher). Para ello, se cultivé 1 x
10° BMDCs en placas de 96 pocillos (Nunc) en medio de cultivo completo durante 24 horas en presencia o
ausencia de LPS (1 pug/mL). Se realizo citometria de flujo con anticuerpos anti-CD11c (Miltenyi Biotec), anti-
CD80 (BD-Biosciences) y anti-MHCII (Miltenyi Biotec), en combinaciones apropiadas de fluordforos,
confirmando la obtencion de células CD11c¢* con capacidad de respuesta a LPS, evidenciada por un aumento en

la expresion de MHC-II y CDSO.

Paralelamente, células Gr-1* fueron purificadas mediante separacion magnética de células a partir de
bazos de ratones BALB/c inmunizados con el protocolo TSf-ISPA, utilizando el kit de aislamiento de células
supresoras derivadas de mieloides (Myeloid-Derived Suppressor Cell Isolation Kit, Miltenyi Biotec), de acuerdo
con las instrucciones del fabricante. El dia 7 post-inmunizacién (post-inm.), los ratones inmunizados con TSf-
ISPA fueron sacrificados, los bazos se extrajeron en condiciones asépticas y se obtuvieron los esplenocitos
como se describié previamente. Tras la purificacion, la pureza de las células Gr-1* fue superior al 90%, segiin

se evalud por citometria de flujo utilizando un anticuerpo anti-Gr-1 (BD Biosciences).

Para el ensayo de supresiéon de BMDCs por células Gr-1* purificadas de animales inmunizados, se
cocultivaron 1 x 10° BMDCs con 1 x 10° células Gr-1* purificadas, en placas de 96 pocillos (Nunc), en medio
de cultivo completo (RPMI 1640 (Gibco™), 10% de SFB (Internegocios), 2% de penicilina (100 mg/mL) y
estreptomicina (100 U/mL) (Gibco™)). Se agregdé LPS (1 pg/mL, ThermoFisher). Para completar el nimero
total de células por pocillo, se agregaron BMDCs en lugar de células Gr-1* en los cultivos control sin células
purificadas Gr-1*. Luego de 72 horas a 37 °C y 5% de CO-, las células fueron recolectadas y se evalud la
actividad supresora de las células Gr-1* por citometria de flujo empleando los anticuerpos descritos
anteriormente: anti-CD1 1¢ (Miltenyi Biotec), anti-CD80 (BD-Biosciences) y anti-MHCII (Miltenyi Biotec). La

preparacidn, adquisicién y andlisis de la citometria de flujo se realiz6 de manera similar a la descrita mds arriba.
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Capacidad supresora sobre la proliferacion de linfocitos T CD4+

También se analiz6 la capacidad de las células Gr-1* purificadas de animales inmunizados de inhibir la
proliferacion de linfocitos T CD4*. Para este fin, esplenocitos de ratones BALB/c no infectados fueron marcados
con 10 uM de 5,6-carboxifluoresceina diacetato succinimidil éster (CFSE) (Molecular Probes, Eugene, OR),
siguiendo las instrucciones del fabricante. El correcto marcado con CFSE fue verificado por citometria de flujo.
Luego, 1 x 10° esplenocitos marcados fueron agregados a los cultivos conteniendo BMDCs y células purificadas
Gr-1". Los cultivos se realizaron en medio de cultivo completo, con concanavalina A (ConA, Sigma, 5 pg/mL).
Al cabo de 48-72 hs de cultivo se realiz citometria de flujo utilizando el anticuerpo anti-CD4 conjugado a PE
(BD-Biosciences). Se cuantificd la proliferacion en presencia o ausencia de células Gr-1* mediante el analisis

de la dilucion del colorante CFSE dentro de las células CD4*.

Infeccion con T. cruzi

Para las infecciones se emplearon pardsitos tripomastigotes sanguineos de la cepa Tulahuén, los cuales
fueron extraidos de ratones Cb1 de 25 a 30 dias de edad, cedidos por la Dra. Ana Rosa Pérez del Instituto de
Inmunologia Clinica y Experimental de Rosario (IDICER-CONICET), Facultad de Ciencias Médicas (FCM)
de la Universidad Nacional de Rosario (UNR), Santa Fe, Argentina.

Para la extraccion de los pardsitos, los ratones infectados fueron anestesiados con solucién de ketamina-
xilacina y se extrajo alrededor de 1 ml de sangre entera por puncién cardiaca, tras lo cual los animales fueron
sacrificados. Las muestras de sangre entera fueron centrifugadas a 1500 rpm por 10 minutos, y luego se separ6
el sobrenadante conteniendo los pardsitos. El mismo fue lavado agregando 10 ml de PBS y tras una nueva
centrifugacién a 2500 rpm durante 10 min, se descarté el sobrenadante y se resuspendié la muestra con pardsitos
en 1 ml de PBS. Por ultimo, se determind la concentracion de los mismos utilizando una camara de Neubauer
y se ajusto la cantidad de pardsitos de modo tal de inocular la cantidad necesaria de pardsitos por ratén en un
volumen final de 100 pl de PBS. Las infecciones se realizaron por via intraperitoneal quince dias después de la

dltima inmunizacion.

Parasitemia

Luego de la infeccién se estudio la parasitemia a los 15 y 20 dias post-infeccién, mediante recuento en
portaobjeto de 5 ul de sangre entera extraida de la punta de la cola de cada ratén. Por cada muestra se contaron

un total de 20-50 campos aleatorios al microscopio éptico.

Supervivencia

La supervivencia de cada grupo experimental fue registrada diariamente hasta el dia 35 después de la

infeccion.
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Estadistica

Los andlisis estadisticos se realizaron utilizando el software GraphPad Prism 8.0 (GraphPad Software,
San Diego, CA, USA). Para la comparacién entre grupos se emplearon las pruebas no paramétricas de Mann—
Whitney (para la comparacion de dos grupos independientes) o Kruskal-Wallis (para comparar mds de dos
grupos), dado que estos tests son adecuados para tamafios muestrales pequefios o para datos que no cumplen los
supuestos de normalidad y homocedasticidad (187). En los casos donde se emple6é Kruskal-Wallis como test
omnibus, se realizaron comparaciones multiples mediante el test de Dunn (188). Para controlar la tasa de falso
descubrimiento (FDR) en estas comparaciones, se aplicé el método de Benjamini-Hochberg (189), exceptuando

del andlisis al grupo PBS, el cual se incluyé tnicamente como referencia de los valores basales.

En determinados casos se realizé una Ginica comparacién planificada a priori entre dos grupos de interés
bioldgico especificos, empleando el test de Mann—Whitney; este enfoque permiti realizar los contrastes
principales sin aumentar el riesgo de error de tipo I asociado a la multiplicidad de pruebas (190). En el uso de
Mann—Whitney, se utilizaron pruebas de una cola cuando existia evidencia previa que respaldara la
direccionalidad de la hipdétesis, y de dos colas en ausencia de dicha informacion (191). Las curvas de
supervivencia fueron evaluadas mediante el test de Log-rank (192). Se consideraron estadisticamente

significativos los valores de *p < 0,05.

El tamafio muestral empleado en los distintos experimentos se determind considerando la literatura
disponible en modelos murinos de infeccién y vacunacién con 7. cruzi, el conocimiento de experimentos
preliminares del grupo, y consideraciones éticas vinculadas al uso de animales de experimentacién, en

concordancia con el principio de reduccién de las 3Rs.
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Resultados

Estrategias de Administracion de 5FU y TSf-ISPA: Proceso de Seleccion y Andlisis

Previamente hemos descrito que el tratamiento con SFU por via i.p. el dia anterior a la inmunizacién
con TSf-ISPA permite potenciar la capacidad protectiva de dicho candidato vacunal (estrategia Prevacuna,
también abreviado Prevac) (168). Considerando que una administracién simultdnea de ambos compuestos
resultaria beneficiosa desde un punto de vista prictico, en este trabajo se analizo, en primer lugar, la posibilidad
de desarrollar un protocolo conjunto que permita unificar la dosis de 5FU junto con la dosis de TSf-ISPA

(estrategia Conjunta, también denominada Covac).

Para tal fin, se evalud la produccion de anticuerpos plasméticos IgG totales anti-TSf y la respuesta de
hipersensibilidad retardada (DTH) en los grupos experimentales correspondientes a las estrategias de
administracién prevac y covac, empleando como controles de referencia al grupo TSf-ISPA y al grupo control
tratado solo con PBS. Los niveles de anticuerpos plasmadticos se determinaron mediante ELISA indirecto
utilizando sangre periférica obtenida al dia 7 post-inmunizacién (post-inm), luego de la tltima dosis de vacuna.
Por su parte, la respuesta DTH se evalué inoculando TSf (sin adyuvante) en la almohadilla plantar de los ratones
al dia 5 post-inm, y se midié6 la diferencia en el grosor de la almohadilla plantar al dia 7 post-inm utilizando un
calibre Vernier. Ambas técnicas se realizaron siguiendo los procedimientos detallados en la seccién de

Materiales y Métodos.

Como controles se utilizaron animales tratados con TSf-ISPA o PBS. Todos los tratamientos que
incluyeron TSf-ISPA generaron una respuesta importante de anticuerpos IgG totales especificos contra TSf, asi
como una marcada respuesta DTH. La Figura 17 A y 17 B muestran los resultados expresados como el ratio de
los valores experimentales obtenidos para cada grupo en relacion a los valores promedios de DO y delta DTH
del grupo PBS. En ambas mediciones se observé una tendencia ascendente en el orden TSf-ISPA <5FU Covac

TSf-ISPA < 5FU Prevac TSf-ISPA, aunque esta diferencia no resultd estadisticamente significativa.
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Figura 17: Evaluacion de la produccion de anticuerpos IgG anti-TSf y DTH a los 7 dias post-inm. Ratones BALB/c
fueron tratados con PBS, TSf-ISPA, SFU Covac TSf-ISPA y SFU Prevac TSf-ISPA. A) Se analizaron muestras de plasma
para detectar anticuerpos IgG totales especificos contra TSf mediante ELISA a los 7 dias post-inm. Se calcul6 el promedio
de la DO del grupo control PBS y se obtuvo el ratio para cada grupo luego de dividir cada valor por dicho promedio (ratio
DO 450 nm cada animal de cada grupo/ promedio DO 450 nm del grupo control PBS) B) A los 5 dias post-inm se evalué
la respuesta de DTH en los mismos grupos experimentales. Se calculd el promedio DTH del grupo control PBS y se obtuvo
el ratio para cada grupo luego de dividir cada valor por dicho promedio (ratio delta mm cada animal de cada grupo/
promedio delta mm grupo control PBS) (n=3-4 ratones por grupo). Los datos se presentan como medianas + IC 95%. Test

de Kruskal-Wallis, p>0,05.

Cinética de las células CD11b+Gr-1+: Caracterizacion Post-inm

Dado que la deplecién de células CD11b+Gr-1+ mediante el tratamiento con 5FU Prevac fue
fundamental para mejorar la capacidad protectiva de nuestro candidato vacunal TSf-ISPA (168), en esta etapa
se analiz6 la cinética de cambio de estas células en el bazo comparando las diferentes estrategias de

administracién de SFU implementadas en los protocolos Prevac y Covac, descritas en materiales y métodos.

Se evalud, a los 7 y 15 dias post-inm, el porcentaje y niimero absoluto de esplenocitos CD11b+Gr-1+

utilizando citometria de flujo, siguiendo protocolos previamente descritos (114,163).

Como se muestra en la Figura 18, los grupos SFU Covac TSf-ISPA y SFU Prevac TSf-ISPA presentaron
diferencias significativas en comparacion con el grupo TSf-ISPA, tanto en el porcentaje (Figura 18 Ay 18 B)
como en el ndmero absoluto de esplenocitos CD11b+Gr-1+ (Figura 18 C y 18 D) a los 7 y 15 dias post-inm.
Sin embargo, el grupo SFU Prevac TSf-ISPA mostr6 una tendencia més pronunciada en esta diferenciacion, e
incluso dicha tendencia alcanz6 significancia estadistica a los 15 dias post-inm, momento en el cual se observd
un incremento significativo en el nimero absoluto de células CD11b+Gr-1+ en el grupo SFU Prevac TSf-ISPA

en comparacién con el grupo SFU Covac TSf-ISPA.
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Figura 18: Alteraciones en la poblacion de células CD11b+ Gr-1+ en el bazo de ratones, a los 7 y 15 dias después de
la dltima inmunizacion. Los animales se sacrificaron en los dias establecidos, y tras la extraccién del bazo, se evaluaron
las alteraciones en la poblacion de esplenocitos CD11b+Gr-1+ de los diferentes grupos experimentales mediante citometria
de flujo. A) y B) Porcentaje de células CD11b+Gr-1+ en los grupos PBS, TS{-ISPA, SFU Covac TSf-ISPA y SFU Prevac
TSf-ISPA a los 7 y 15 dias post-inmunizacién. C) y D) Nimero absoluto de células CD11b+Gr-1+ (x10%). Los datos se
presentan como medianas + IC 95%, con un tamafio de muestra de n=2-4 ratones por grupo. *p < 0,05 test de Kruskal-
Wallis, seguido de comparaciones por pares con el test de Dunn, utilizando la correcciéon de Benjamini-Hochberg para
controlar la tasa de falso descubrimiento (FDR) entre todos los grupos. Se exceptud del andlisis comparativo al grupo PBS,

el cual se incluy6 tnicamente como referencia de los valores basales. *p < 0,05 indica significancia estadistica entre los

grupos sefialados.
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Considerando que el tratamiento con SFU Prevac TSf-ISPA mejor6 la capacidad protectiva contra 7.
cruzi en comparacion del grupo tratado solo con TSf-ISPA (168), y que de los dos tratamientos con SFU (Prevac
y Covac), el tratamiento SFU Covac mostrd niveles mds similares al grupo de menor proteccion en cuanto a
produccién de anticuerpos anti-TSf, respuesta DTH, y niveles de células CD11b+Gr-1+, se optd por continuar
empleando el protocolo SFU Prevac, como el mds promisorio de los tratamientos que incluyen SFU, de acuerdo

a la mayor proteccion obtenida y las mayores diferencias observadas en relacién al grupo tratado solo con TSf-
ISPA.

Control de la efectividad del 5FU para depletar células CD11b+Gr-1+

Considerando que los ratones tratados con SFU para depletar células MDSCs mostraron un aumento de
dichas células al dia 7 post-inm, para confirmar que el tratamiento estuviera funcionando de acuerdo con lo
esperado, se realiz un ensayo adicional para evaluar el porcentaje y nimero absoluto de las células CD11b+
Gr-1+ a los 2 dias post-inm. Como se muestra en la Figura 19, el grupo tratado con 5FU Prevac TSf-ISPA
presentd una disminucion significativa tanto en el porcentaje (Figura 19 A) como en el nimero absoluto (Figura
19 B) de esplenocitos CD11b+Gr-1+, en comparacion con el grupo tratado tinicamente con TSf-ISPA, lo cual

estd en linea con el efecto descrito del SFU y su capacidad para depletar células CD11b+Gr-1+.
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Figura 19: Cambios en la poblacion de células CD11b+Gr-1+ a los 2 dias post-inm con TSf-ISPA y SFU Prevac TSf-
ISPA. Al tiempo establecido, los animales fueron sacrificados, y se le midieron las alteraciones en los esplenocitos
CD11b+Gr-1+ de los diferentes grupos experimentales mediante citometria de flujo. A) Porcentaje de esplenocitos
CD11b+Gr-1+ en los grupos PBS, TSf-ISPA y 5FU prevac TSf-ISPA. B) Nimero absoluto de células CD11b+Gr-1+
(x10°) en los grupos en estudio. Los datos se expresan como medianas + IC 95% con un n=4-5 ratones por grupo. *p <0,05,

test de Mann-Whitney entre los grupos indicados.
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Cinética de las células MDSCs en el grupo experimental 5FU solo

Adicionalmente, si bien no estd descrito que el SFU genere aumento de células CD11b+Gr-1+, se
analiz6 como un control adicional, que no se produjera un aumento de dichas células en los animales tratados
solo con 5FU en relacidn al grupo tratado solo con PBS, a los 7 dias post-inm, momento en el cual se observo

el mayor aumento de dichas células en los animales vacunados.

La Figura 20 muestra que los animales tratados solo con SFU no presentan alteraciones en el porcentaje

(A) ni ndmero absoluto de esplenocitos CD11b+Gr-1+ (B) en comparacién del grupo control tratado con PBS.
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Figura 20: Células CD11b+Gr-1+ a los 7 dias luego de tratamiento con SFU solo, SFU TSf-ISPA o PBS.

Al tiempo establecido, los animales fueron sacrificados, y se le midieron las alteraciones en los esplenocitos CD11b+Gr-
1+ de los diferentes grupos mediante citometria de flujo. A) Porcentaje de esplenocitos CD11b+Gr-1+ en los grupos
PBS, 5FU solo y 5FU prevac TSf-ISPA. B) Nimero absoluto de células CD11b+Gr-1+ (x10°) en los grupos en estudio.
Los datos se expresan como medianas + IC 95% con un n=4 ratones por grupo. ns, test no significativo luego de Mann-

Whitney entre los grupos indicados.

Capacidad supresora de las células MDSCs

Si bien en nuestro modelo ya hemos confirmado que los esplenocitos CD11b+Gr-1+ que aumentan
luego de la infeccion con T. cruzi poseen capacidad supresora, incluyendo MDSCs (168) y numerosos trabajos
han mostrado que distintos protocolos de inmunizacién pueden generar aumentos de células CD11b+Gr-1+
MDSCs (114) se realizaron ensayos para aportar evidencia de que en nuestro modelo de trabajo los esplenocitos
CD11b+Gr-1+ que aumentan durante la etapa de inmunizacion también incluyen células que poseen funcién

supresora y por lo tanto contienen MDSCs.

Con esta finalidad, se purificaron células Gr-1+ de ratones inmunizados con TSf-ISPA a los 7 dias
posteriores a la dltima dosis de vacuna, y se llevaron a cabo cultivos en dos condiciones: en cocultivo con células

dendriticas derivadas de médula 6ésea (BMDC), para evaluar su efecto inhibitorio sobre estas, y en cocultivo
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con BMDCs méds esplenocitos marcados con CFSE, con el fin de examinar la supresion de la proliferacion de
linfocitos T CD4+.

Capacidad Supresora de las células Gr-1+ sobre células dendriticas derivadas de médula

osea

Los esplenocitos Gr-1+ se purificaron mediante separacién magnética a partir de ratones inmunizados
con TSf-ISPA, siete dias después de la administracién de la tltima dosis de inmunizacién. Las BMDCs se
generaron in vitro siguiendo protocolos estdndar, cuyo desarrollo y metodologia fueron descritos previamente
(193,194). Posteriormente, las células Gr-1+ y las BMDCs fueron co-cultivadas en presencia de LPS (1 pg/ml)
durante 3 dias a generaron in vitro siguiendo protocolos estdndar, cuyo desarrollo y metodologia se describi6
previamente 37 °C y 5 % de CO». La capacidad supresora de las células Gr-1+ se evalué midiendo su efecto
inhibitorio sobre la expresion de los marcadores de activacion MHCII y CD80 en células dendriticas
CD11chigh+, mediante andlisis por citometria de flujo. La Figura 21 muestra que las CDs co-cultivadas en
presencia de células Gr-1+ purificadas presentaron menor porcentaje de expresion de MHCII y CD80 en las
células dendriticas CD1 1c+high, y menor MFI (intensidad de fluorescencia media) de MHCII y CD80 en dichas

CDs, aportando evidencia de que las células purificadas tienen la capacidad de inhibir la maduracién de las
BMDCs.
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Figura 21: Capacidad supresora de las MDSCs sobre las BMDCs. Los esplenocitos Gr-1+ se purificaron mediante
separacion celular magnética a partir de esplenocitos de ratones inmunizados con TSf-ISPA, siete dias después de la tltima
dosis de inmunizacién. Las BMDCs se generaron in vitro utilizando protocolos estdndar. Las células BMDCs y las células
Gr-1+ se cocultivaron en presencia de LPS (1 pg/ml) durante 3 dias a 37 °Cy 5 % de CO, y posteriormente se recuperaron
y tifieron para citometria de flujo. A) Gréficos de puntos representativos que muestran la estrategia de seleccion de células
CDl11chigh+ y el posterior andlisis de la capacidad supresora de las células Gr-1+, evaluando la expresiéon de moléculas
coestimuladoras como MHCII y CD80 en las células CD11chigh+ co-cultivadas con células Gr-1+ (CDs + MDSCs) o no
co-cultivadas con células Gr-1+ (CDs). B) Porcentaje de células MHCIIhigh dentro de las células CD11chigh+ y MFI de
MHCII dentro de las células CD1 1chigh+ en los pocillos cocultivados con células Gr-1+ (CDs + MDSCs) o no cocultivados
con células Gr-1+ (CDs) (Los datos se expresan como mediana + IC 95%). C) Porcentaje de células CD80high dentro de
las células CD11chigh+ y MFI de CD8O0 dentro de las células CD1 1chigh+ en los pocillos cocultivados con células Gr+1
(CDs + MDSCs) o no cocultivados con células Gr-1+ (CDs (Los datos se expresan como mediana + IC 95%) (n = 3-4
pocillos por grupo). El resultado es representativo de dos experimentos independientes. *p< 0,05, test de Mann-Whitney

de una cola, debido a evidencia previa de capacidad supresora de las células Gr-1+.

Capacidad supresora de las células Gr-1+ sobre la proliferacion de linfocitos T CD4+

Para analizar la capacidad supresora de las células Gr-1+ purificadas sobre la proliferacién de los
linfocitos T CD4+, se agregaron esplenocitos de ratones sanos marcados con CFSE a los cocultivos descritos
en el item anterior. Los cultivos fueron estimulados con LPS (1 pg/ml) y Con A (5 ug/mL), y tras un periodo
de incubacién de 48 a 72 horas, se realizé un andlisis por citometria de flujo para determinar la dilucién del
CFSE en las células CD4+ (193). La Figura 22 A muestra la estrategia de seleccién de regiones aplicada,
mientras que la Figura 22 B muestra histogramas representativos de la proliferacion de células CFSE+ dentro
de la poblacién de células CD4+. En linea con los resultados obtenidos sobre CDs, la Figura 22 C muestra que
se produjo una reduccion en el porcentaje de proliferacion de las células CD4+ cuando se incorporaron células

Gr-1+ purificadas a los cultivos que contienen BMDCs y esplenocitos marcados con CFSE.
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Figura 22: Supresion de la proliferacion de células CD4+ por células Gr-1+ purificadas. A) Dot plots representativos
de la toma de regiones para el andlisis de la citometria de flujo. B) Histogramas representativos de la dilucién del CFSE
dentro de las células CD4+ en los pocillos control y en presencia de las células Gr-1+ purificadas, y C) porcentaje de
proliferacion de las células CFSE+ dentro de las células CD4+ en el grupo control vs el grupo experimental en presencia
de células Gr-1+. n= 3 pocillos por grupo, p<0,05, Test de Mann-Whitney de una cola, debido a evidencia previa de

capacidad supresora de las células Gr-1+. El ensayo se repitié dos veces con resultados similares.

En su conjunto, los resultados aportan evidencia de que las células Gr-1+ purificadas el dia 7 post-inm
con el protocolo TSf-ISPA incluyen células MDSCs, inhibiendo la maduracién de células dendriticas derivadas

de médula dsea, asi como la proliferacion de linfocitos T CD4+.

Seleccion entre estrategia de una o dos dosis de 5FU para potenciar la formulacion TSf-ISPA

Una vez seleccionada la estrategia de administracién SFU prevac TSf-ISPA, se procedi6 a completar el
andlisis de la cinética de las MDSCs en el bazo, repitiendo el ensayo e incluyendo no solo los dias 7 y 15, (como
se mostré previamente en la Figura 18), sino también a los 2 dias post-inm, completando de ese modo la cinética
de dichas células durante los 15 dias post-inm luego de la dltima dosis de vacuna. Para mayor claridad, en

adelante, la formulacion “5FU Prevac TSf-ISPA” se denomind “SFU TSf-ISPA”.

La Figura 23 (A y B) muestra que el porcentaje y nimero absoluto de las células CD11b+Gr-1+ de los
animales inmunizados y tratados con SFU TSf-ISPA efectivamente se mantienen bajos, y al mismo nivel de los

animales tratados con PBS al dia 2 post-inm. Sin embargo, luego aumentan significativamente al dia 7 post-inm
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y se mantienen o disminuyen ligeramente al dia 15 post-inm, pero manteniéndose por encima del grupo control

tratado con PBS.
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Figura 23: Alteraciones de los esplenocitos CD11b* Gr-1* en distintos dias post-inm con SFU TSf-ISPA. Los ratones
fueron tratados con SFU TSf-ISPA o PBS tres veces cada dos semanas y sacrificados para obtener esplenocitos en distintos
dias después de la dltima dosis de inmunizacién. Cinética del porcentaje (A) y niimero absoluto (n abs) (x10°) (B) de
células CD11b*Gr-1" en distintos dias post-inmunizacion (2, 7 y 15 dias) en esplenocitos de ratones tratados con PBS o
SFU TSt-ISPA. (Los datos se expresan como medianas y valores individuales (n = 3—5 ratones por grupo). *p < 0,05, test

de Mann-Whitney entre los grupos y dias indicados.

Estos resultados sugieren fuertemente que si bien el SFU es capaz de disminuir las células CD11b+Gr-
1+ al dia 2 post-inm a los niveles basales, no es capaz de evitar una expansién hacia el dia 7 post-inm.
Considerando que se ha descrito que puede ocurrir un efecto rebote al depletar esta poblacién en un contexto
inflamatorio (195), se procedié a analizar la factibilidad de administrar una dosis adicional de SFU el dia 8 post-

inm, para tratar de controlar el aumento observado al dia 7 post-inm.

Este protocolo denominado doble SFU TSf-ISPA mantuvo niveles bajos de MDSCs al dia 2 post-inm
y logré ademds disminuir significativamente el porcentaje y nimero absoluto de dicha poblacién hacia el dia

15 post-inm, de forma que retornen a niveles similares a los animales tratados con PBS (Figura 24 A y B)
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Figura 24: Alteraciones de los esplenocitos CD11b* Gr-1" en distintos dias post-inm con doble SFU TSf-ISPA. Los
ratones fueron tratados con doble SFU TSf-ISPA o PBS tres veces cada dos semanas y sacrificados para obtener
esplenocitos en distintos dias después de la tltima dosis de inmunizacién. Cinética del porcentaje (A) y nimero absoluto
(n abs) (x10% (B) de células CD11b*Gr-1* en distintos dias post-inm (2, 7 y 15 dias) en esplenocitos de ratones tratados
con PBS o doble SFU TSf-ISPA. (Los datos se expresan como medianas y valores individuales (n = 5 ratones por grupo).

*p < 0,05, test de Mann-Whitney entre los grupos y dias indicados.

A partir de los resultados obtenidos, se generd una comparacion relativizando los valores de porcentaje
y nimero absoluto de los esplenocitos CD11b+Gr-1+ de los grupos tratados con SFU TSf-ISPA sobre los
valores del grupo control PBS. Ademas se incluy6 en la comparacién y como referencia, valores disponibles de

la relativizacién de los valores de CD11b+Gr-1+ en el grupo TSf-ISPA relativizado también al PBS.

La Figura 25 A y B muestra que al dia 2 post-inm, ambos grupos tratados con SFU disminuyen
significativamente los niveles de células MDSCs en comparacién del grupo tratado solo con TSf-ISPA,
(coincidente con la deplecion causada por el SFU), mientras que al dia 15, el grupo doble SFU TSf-ISPA
disminuye significativamente el ratio de células MDSCs en comparacién del grupo tratado con una sola dosis
de S5FU TSf-ISPA, aportando evidencia de que dos dosis de SFU permiten reducir dicha poblacién hacia el dia

15 post-inm.
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Figura 25: Alteraciones en el ratio de los esplenocitos CD11b* Gr-1* en distintos dias post-inm entre los grupos TSf-
ISPA, 5FU TSf-ISPA y doble SFU TSf-ISPA relativizados al valor promedio del grupo control PBS en cada
experimento. Los ratones de cada grupo experimental fueron sacrificados para obtener esplenocitos en distintos dias
después de la dltima dosis de inmunizacién. Cinética del ratio del porcentaje A) y niimero absoluto (n abs) (x10°) B) de
células CD11b*Gr-1" en distintos dias post-inm (2, 7 y 15 dias) en esplenocitos de ratones tratados TSf-ISPA, SFU TSf-
ISPA y doble SFU TSf-ISPA, relativizados a los valores promedio del PBS en cada experimento. (Los datos se expresan
como medianas + IC 95%; n = 3-5 ratones por grupo). Los andlisis estadisticos se realizaron mediante el test de Kruskal-
Wallis seguido del test de Dunn con correccién de Benjamini-Hochberg para comparaciones mdltiples. En el Dia 2, se
indican diferencias significativas (*p < 0,05) en el porcentaje y nimero absoluto para las comparaciones TSf-ISPA vs. SFU
TSE-ISPA y TSf-ISPA vs. doble SFU TSf-ISPA. En el Dia 15, se indican diferencias significativas (*p < 0,05) tanto en el
porcentaje como en el nimero absoluto para las comparaciones SFU TSf-ISPA vs. doble SFU TSf-ISPA.

Respuesta humoral y celular en los grupos vacunados con TSf-ISPA y tratados con una o dos

dosis de 5FU

Paralelamente al andlisis de la cinética de células MDSCs, se evalu6 la produccién de anticuerpos

plasméticos IgG anti-TSf y la respuesta DTH, en los grupos experimentales.

La Figura 26 muestra los resultados expresados como el ratio de los valores experimentales obtenidos
para cada grupo en relacién a los valores promedios de DO y delta DTH del grupo PBS. En ambas mediciones

se observo una tendencia ascendente en el orden TSf-ISPA < SFU TSf-ISPA < doble 5SFU TSf-ISPA,
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observandose un aumento significativo en la respuesta DTH del grupo doble SFU TSf-ISPA con respecto a los

grupos TSf-ISPA y SFU TSf-ISPA.
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Figura 26: Evaluacion de produccion de anticuerpos IgG anti-TSf y respuesta DTH a los 7 dias post-inmunizacion.
Ratones BALB/c fueron tratados con PBS, TSf-ISPA, 5FU TSf-ISPA y doble SFU TSf-ISPA. (A) Se analizaron muestras
de plasma para detectar anticuerpos IgG totales especificos contra TSf mediante ELISA a los 7 dias post-inm. Se calcul6
el promedio de la DO del grupo control PBS y se obtuvo el ratio para cada animal de cada grupo luego de dividir los valores
individuales por dicho promedio (ratio DO 450 nm cada animal de cada grupo/ promedio DO 450 nm grupo control PBS).
B) A los 5 dias post-inm se evalud la respuesta de DTH en los mismos grupos experimentales. Se calculd el promedio
DTH del grupo control PBS y se obtuvo el ratio para cada animal de cada grupo luego de dividir los valores por dicho
promedio (ratio delta mm cada animal de cada grupo/ promedio delta mm grupo control PBS) (n=3-10 ratones por grupo).
Los datos se presentan como medianas + IC 95%. Los andlisis estadisticos se realizaron mediante el test de Kruskal-Wallis
seguido del test de Dunn con correccién de Benjamini-Hochberg para comparaciones miltiples, *p<0,05 entre los grupos

indicados.

Evaluacion de la capacidad protectiva. Desafios con T. cruzi

Para definir la mejor estrategia de inmunizacién, se compard la capacidad protectiva de los grupos
tratados con TSf-ISPA y una o dos dosis de SFU ante desafios con distintas dosis letales de 7. cruzi de la cepa
Tulahuén. Dado que los protocolos de vacunacién con SFU han logrado generar 100% de supervivencia ante
dosis de 1000 parasitos Tulahuén (168), en este caso los animales se desafiaron i.p. con dosis letales elevadas
de 2000 o 3000 pardsitos, con el fin de poder distinguir diferencias en la capacidad protectiva de ambas
formulaciones.

Como se muestra en la Figura 27 A, B, C y D, la formulacién doble SFU TSf-ISPA logré mejor capacidad
protectiva en ambos casos, en relacion a una disminucion en la parasitemia (A y B), como de la supervivencia
(Cy D), porlo que se selecciond dicha formulacién como la mas promisoria para seguir en los préximos estudios

de proteccién en diversos modelos murinos.
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Figura 27: Evaluacion de la parasitemia y supervivencia de ratones BALB/c inmunizados con SFU TSf-ISPA o doble
5FU TSf-ISPA, infectados con 2000 y 3000 tripomastigotes de la cepa Tulahuén. Parasitemia A) y supervivencia. B)
de ratones inmunizados con SFU TSf-ISPA y doble SFU TSf-ISPA, infectados con 2000 tripomastigotes de la cepa
Tulahuén de T. cruzi 15 dias después de la dltima dosis de inmunizacién. La parasitemia se muestra al dia 20 post-infeccién
(los datos se expresan como medianas + IC 95%). Debido a la elevada dosis empleada, todos los ratones del grupo PBS
murieron antes del dia 20 post-infeccién. La supervivencia se muestra hasta el dia 35 post-infecciéon (n=5-7). *p < 0,05
entre doble SFU TSf-ISPA vs. SFU TSf-ISPA o PBS, test de Log-rank. Parasitemia C) y supervivencia D) de ratones
inmunizados con SFU TSf-ISPA y doble SFU TSf-ISPA, infectados con 3000 tripomastigotes de la cepa Tulahuén de 7.
cruzi. La parasitemia se muestra al dia 20 post-infeccion (los datos se expresan como medianas + IC95%, *p < 0,05, Mann-
Whitney para comparacion de parasitemias (todos los ratones del grupo PBS murieron antes del dia 20 post-infeccién). La
supervivencia se muestra hasta el dia 35 post-infeccion (n=5-9). *p < 0,05 entre doble SFU TSf-ISPA vs. 5SFU TSf-ISPA
o PBS (test de Log-rank).
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Discusion

Un objetivo central de la vacunacién se relaciona con la capacidad de generar una respuesta inmune
con el perfil adecuado para enfrentar posteriormente al patégeno contra el cual fue disefiada la vacuna. En el
caso de T. cruzi, cuyo ciclo de vida es complejo e incluye estadios intra y extracelulares en el huésped, la
evidencia acumulada apoya la necesidad de inducir una respuesta inmune integral, que contemple tanto
componentes humorales como celulares (57). En este sentido, resulta de particular interés la generacién de una
respuesta que incluya presentacion cruzada por parte de CDs, de modo que se estimule una respuesta de

linfocitos T CD8" dirigida contra los epitopos incluidos en el inmundgeno (48,70).

Los adyuvantes de cajas lipidicas, como ISPA, han demostrado poseer esta capacidad (93,161,162), lo
que les confiere un alto potencial para el disefio racional de vacunas contra este pardsito. Debido a que la
induccién de una respuesta inmune potente puede acompaidiarse de incrementos en poblaciones de células
MDSCs, no solo en el caso de ISPA, sino en diferentes modelos de inmunizacion (96), en estudios previos
evaluamos la posibilidad de depletar dichas células, con el fin de potenciar atin més el brazo efector del sistema

inmune.

Considerando la evidencia que avala el uso de SFU para depletar de manera selectiva a las células
MDSC:s, y su uso aprobado por la FDA en humanos, del SFU o bien de precursores, y con la finalidad de depletar
MDSC:s en pruebas clinicas (196), e incluso en el contexto de la infeccidén por 7. cruzi (118,120), nuestro grupo
de trabajo inici6 una linea de investigacion orientada a optimizar racionalmente la formulacién vacunal TSf-
ISPA, incorporando una dosis intraperitoneal de SFU el dia previo a cada dosis de vacuna, en concordancia con
los esquemas experimentales previamente descritos. Luego de controlar que en nuestro modelo no se produjeran
diferencias significativas en otras poblaciones celulares como células B, CD4+, CD8+ o CDs, presentado en un
trabajo de tesina previo (197) y en linea con los reportes de la dosis empleada en modelos murinos
(118,120,121), el protocolo empleado potencid la capacidad protectiva del candidato vacunal (168). Si bien no
puede descartarse que el tratamiento con SFU haya afectado otros pardmetros biolgicos no evaluados, el hecho
de que se haya logrado aumentar la proteccion contra 7. cruzi, en base a la estrategia racional disefiada, reforzé

la posibilidad de ensayar nuevos disefios vacunales basados en el uso de SFU.

De acuerdo con este resultado previo, en esta tesis se analizaron en primer lugar otras alternativas de
administracion de SFU para acompafiar a la formulacién TSf-ISPA, de un modo que permitiera mejorar la
aplicacién practica o la respuesta inmune generada. La comparacién entre la administracion i.p. de SFU el dia
previo a la vacuna TSf-ISPA (Prevac) y la inoculacion s.c. conjunta de SFU y TSf-ISPA (Covac), la cual seria
una manera mas prictica de administrar ambos componentes, mostré una tendencia a mayor respuesta en la
primera estrategia, en relacion a la produccién de anticuerpos IgG anti-TSf y respuesta DTH, pero sin alcanzar

diferencias significativas.
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Sin embargo, el analisis de la cinética de cambio de los esplenocitos CD11b*Gr-1* aportd evidencia de
que el tratamiento Covac genera cambios mds similares a los causados por la administracién de TSf-ISPA sola,
mientras que la inoculacion Prevac se diferencié més del grupo TSf-ISPA, e incluso de la administracién Covac,

de manera significativa en cuanto al nimero absoluto de células CD11b*Gr-1* al dia 15 post-inm.

Considerando que el grupo Prevac mostré mayor supervivencia que el grupo TSf-ISPA, y que el grupo
Covac se diferencié menos que el grupo Prevac del grupo TSf-ISPA, en este trabajo de tesis se optd por
continuar con el empleo de la administracion i.p. de SFU el dia previo para potenciar la formulacién TSf-ISPA,
de manera de trabajar con el modelo mds promisorio en cuanto a la generacién de la mixima capacidad

protectiva.

No obstante, cabe resaltar que la administracién conjunta, si bien no fue seleccionada, no mostré
resultados negativos, por lo que eventualmente podria retomarse en caso de que en futuros estudios se decida

priorizar una estrategia mas practica, como se comentard también mds adelante.

El hecho de que la formulacién con mayor capacidad protectiva haya mostrado mayores incrementos
de células CD11b+Gr-1+, estd en linea con otros estudios que han reportado que la deplecidn abrupta de células
MDSCs genera un estimulo capaz de inducir una mayor liberacién de estas células desde médula dsea, en lo
que se ha descrito como un efecto rebote (118). De todas formas, para analizar que en nuestro modelo
efectivamente se esté produciendo la deplecion esperada por la administracion de SFU, se midieron los niveles
de dichas células en el bazo a las 72 hs después de la administracion del SFU, coincidente con las 48hs

posteriores al tratamiento con TSf-ISPA.

Los resultados mostraron una muy significativa disminucién de células CD11b+Gr-1+ en el grupo
tratado con SFU previo a la inoculaciéon de TSf-ISPA, en comparacién al grupo tratado solo con TSf-ISPA,
aportando evidencia de que el tratamiento de deplecion se produce de acuerdo a lo esperado y que efectivamente
el mayor incremento de dichas células observado al dia 7 post-inm, podria estar causado por un efecto rebote,

como se menciond anteriormente.

Por otra parte, antes de continuar con la caracterizacién y optimizacioén del disefio racional de nuestro
candidato vacunal, se realizaron ensayos de purificacion y evaluacion de la capacidad supresora de las células
CD11b+Gr-1+, con el objetivo de aportar evidencia de que esta poblacidn se comporta de manera semejante a

lo descrito en otros modelos de inmunizacion (114,118,119).

Ribechini y colaboradores han reportado, por ejemplo, que las células CD11b+Gr-1+ que aumentan
luego de la inmunizacién con M. tuberculosis inactivado por calor son capaces de afectar la respuesta inmune,
incluso induciendo la muerte de CDs. En la misma direccidn de dicho reporte, nuestros resultados mostraron
que las células Gr-1+ purificadas de ratones tratados con TSf-ISPA fueron capaces de disminuir la maduracién

de células dendriticas derivadas de médula 6sea, evidenciado por la disminucién en la expresion de CD80 y
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MHC II en comparacién con los cultivos realizados en ausencia de células Gr-1+. Asimismo, el agregado de
esplenocitos marcados con CFSE mostro que la presencia de células Gr-1+ purificadas de animales inmunizados
disminuye la proliferacion de esplenocitos CD4+ estimulados con Con A. Por lo tanto, en su conjunto, estos
resultados sugieren fuertemente que al menos parte de las células CD11b+Gr-1+ que se expanden de manera
notoria al dia 7 post-inm poseen la capacidad de suprimir la respuesta inmune efectora, afectando tanto a CDs
como a linfocitos T CD4+, directa o indirectamente. Si bien esta poblacion es heterogénea y no es posible
determinar qué proporcion de sus células posee individualmente capacidad supresora, en adelante se denominara
MDSCs, en concordancia con el uso habitual una vez demostrada la capacidad supresora de la poblacién total

((100,109).

A continuacién, con el fin de disponer de mayor informacién para explorar nuevas alternativas
orientadas a mejorar la estrategia vacunal, se caracteriz6 la cinética de cambio de las células MDSCs durante
los primeros 15 dias post-inm (de la dltima dosis). Estos resultados mostraron que el tratamiento con SFU
disminuye las células MDSCs al dia 2 post-inm, que sin embargo, aumentan hacia el dia 7 post-inm y que
incluso dichas células permanecen elevadas al menos hasta el dia 15 pos-imm. El esclarecimiento de esta
cinética abri6 la posibilidad a la administracién de dosis adicionales de SFU destinadas a contrarrestar el
aumento observado al dia 7-post-inm. Inicialmente se realiz6 un ensayo preliminar de doble dosis al dia 4 post-
inm, pero el mismo no logré mejorar los resultados ya obtenidos (datos no mostrados). Considerando que la
administracion de refuerzo en la primera semana post-inm no fue productiva, se procedié a evaluar la
administracién de una segunda dosis, al dia 8 post-inm con el fin de disminuir las células expandidas al dia 7,
en un protocolo que se denominé doble SFU TSf-ISPA. El andlisis de esta cinética mostré que este protocolo
con dos dosis de SFU fue capaz de disminuir significativamente la poblacién de células MDSCs hacia el dia 15

post-inm, generando una estrategia con potencial para mejorar el protocolo de vacunacion.

Para nuestro conocimiento, este tipo de estudio focalizado en comprender la cinética de cambio de las
células MDSCs no ha sido llevado a cabo anteriormente. Si bien se ha determinado en muchos casos la
expansion de esta poblacién, sugiriendo que podria restringir la respuesta efectora, no se ha profundizado sobre

el cambio en el periodo de tiempo posterior a la inmunizacion.

Para iniciar una comparacion entre los protocolos con 1y 2 dosis de SFU en la etapa de inmunizacion
con TSf-ISPA, se midieron los anticuerpos especificos IgG anti-TSf y la respuesta DTH. En este caso, los
resultados mostraron que no hubo diferencia significativa en los niveles de anticuerpos, sugiriendo que el
cambio en la cinética de MDSCs no incidiria sobre esta variable inmune. Estos resultados no descartan que la
respuesta humoral participe con un rol protectivo similar en todos los candidatos vacunales ensayados: TSf-

ISPA, S5FU TSf-ISPA y doble SFU TSf-ISPA.
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En cambio, se observé un aumento leve pero significativo de la respuesta DTH con el protocolo basado
en dos dosis de SFU, en comparacion de 1 dosis, sugiriendo que la respuesta celular podria incrementarse al

disminuir las células MDSCs durante la segunda semana post-inm.

A continuacién, para obtener informacién que apoyara la eleccién de una u otra estrategia vacunal
basadaen 1 o dos dosis de SFU, se realizaron experimentos de infeccién con dosis letales y elevadas de parasitos.
Dado que previamente se observd que una dosis de 1000 parasitos Tulahuén resulta 100% letal en ratones PBS,
pero los animales vacunados con una dosis de SFU y TSf-ISPA mostraron supervivencia del 100% (168), se
decidié emplear dosis de 2000 y 3000 pardsitos de modo de causar una mortalidad significativa en los grupos
vacunados, que permitiera discernir si alguno de los dos protocolos posee mayor capacidad protectiva. Los
resultados mostraron que los animales tratados con dos dosis de 5SFU lograron mayor proteccién en ambos casos,
tanto con respecto a la supervivencia como a la parasitemia, en cuyo caso la tendencia fue siempre la misma, y

alcanz6 diferencia significativa en los ratones inoculados con 3000 pardsitos.

En conjunto, estos resultados aportan evidencia sobre la amplitud de eventos en que las MDSCs pueden
estar involucradas. Estudios de otros grupos y del nuestro han aportado evidencia del papel dual desempefiado
por las MDSCs durante la infeccién por 7. cruzi: por un lado, controlan la inflamacién y restringen la respuesta
efectora, pero al mismo tiempo cumplen un papel no menor en la supervivencia del huésped, dado que la
deplecién de estas células aumenta significativamente la mortalidad de los animales infectados (118—
120,164,168,193,198). Asimismo, se ha observado que, a pesar de que los niveles de MDSCs disminuyen en
los animales vacunados durante la infeccién, en comparacién de los controles no vacunados e infectados, las
células remanentes atin son capaces de modelar la respuesta inmune generada (168). Ampliando el espectro de
acontecimientos en que estas células pueden participar, y en consonancia con otros reportes en distintos sistemas
vacunales, los resultados presentados en esta Tesis describen que las MDSCs participan también durante la
etapa de inmunizacion con la formulacién TSf-ISPA. Profundizando en las alteraciones de esta poblacion, se
observo que las MDSCs siguen una cinética particular durante la inmunizacién y que el tratamiento con SFU
como estrategia para controlar dicha expansion es capaz de modificar significativamente esa cinética, hecho que

correlacioné con una mayor capacidad protectora frente a la infeccién por 7. cruzi.

De esta manera, si bien no puede descartarse que otros efectos inmunoldgicos adicionales derivados del
uso del SFU hayan contribuido parcialmente en la proteccién observada los resultados permiten proponer nuevas
perspectivas para el disefio racional de candidatos vacunales contra 7. cruzi, dirigidas no solo a potenciar la
respuesta efectora, sino también a incorporar una vision integral del sistema inmune que incluya componentes
del brazo regulatorio, como las MDSCs, como blancos complementarios para la optimizacién de una vacuna

contra la EC.
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Conclusiones Parciales

El protocolo Covac (administracion simultdnea de TSf-ISPA y SFU) generd una respuesta inmune mas
similar a la obtenida con la formulacién simple de TSf-ISPA, en términos de niveles de anticuerpos,
respuesta DTH y cinética de esplenocitos CD11b*Gr-17, y diferente de la inducida por el protocolo

Prevac, el cual ha demostrado previamente mayor capacidad protectiva que TSf-ISPA.

Las células Gr-1" purificadas durante el protocolo de vacunacién mostraron capacidad supresora in
vitro, evidenciada por la inhibicion de la maduracion BMDCs y de la proliferacion de linfocitos T CD4",

lo que aporta evidencia sobre su rol supresor en el contexto de la inmunizacion.

A diferencia del protocolo Prevac basado en una tnica dosis de SFU, el esquema con doble dosis de

SFU TSf-ISPA logré disminuir la poblacion de esplenocitos CD11b*Gr-1" hacia el dia 15 post-inm.

No se obtuvo evidencia de que el tratamiento con dos dosis de SFU aumente la respuesta humoral en
relacion al uso de una dosis SFU, mientras que se observd un incremento de la respuesta celular, medida
en términos de la respuesta DTH, la cual se asocié con una mayor capacidad protectiva frente al desafio

empleando dosis letales de 7. cruzi (cepa Tulahuén).

El protocolo doble SFU TSf-ISPA logré mayor capacidad protectiva ante dosis elevadas de 7. cruzi, en

comparacion del protocolo SFU TSf-ISPA, en términos de parasitemia y supervivencia.

Por lo tanto, en funcién de estos resultados, se selecciond el protocolo doble SFU TSf-ISPA para

avanzar con los siguientes objetivos de la tesis.
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Capitulo 2

"Evaluacion en diferentes modelos murinos de la capacidad

protectiva contra T. cruzi de los compuestos 5FU y TSf-ISPA"
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Introduccion

T. cruzi es predominantemente diploide y tipicamente se reproduce de forma asexual a través de la
division binaria, pero existe evidencia de hibridacién natural, intercambio genético entre cepas y reproduccion

sexual (199).

La diversidad genética y bioldgica de 7. cruzi motivé durante décadas la bisqueda de un sistema
unificado de clasificacién que permitiera agrupar las cepas en clases evolutivas estables y comparables entre
estudios. Ante esta necesidad, un comité internacional de expertos propuso en 2009 una nomenclatura basada
en Unidades Discretas de Tipificacion (Discrete Typing Units, DTUs), definidas como conjuntos de poblaciones
parasitarias mds similares entre si que respecto de cualquier otro grupo, y distinguibles mediante marcadores

moleculares reproducibles (10).

Inicialmente, 7. cruzi se dividié en dos grandes grupos (7. cruzi 1y T. cruzi II) sustentados en diferencias
bioldgicas, bioquimicas y genéticas. Sin embargo, el avance de la genotipificacién multilocus revelé que esa
clasificacién era insuficiente y que la diversidad real del pardsito comprendia seis linajes principales,
denominados Tcl-TcVI, a los cuales posteriormente se sumé un séptimo, TcBat, hallado inicialmente en

murciélagos.

Origen evolutivo de las DTUs

La evidencia filogenética indica que Tcl y Tcll representan linajes ancestrales, que han evolucionado
de manera independiente durante largos periodos evolutivos. Por otra parte, TcV y TcVI son linajes hibridos,
originados por eventos de recombinacién entre ancestros de Tcll y Tclll. Aunque atin se debate si estos hibridos
surgieron por un Unico evento o por eventos independientes, existe consenso en que sus origenes son

evolutivamente antiguos (12).

La evolucién de Tclll y TelV ha sido discutida extensamente, y aunque algunos modelos proponen que
son hibridos, otros estudios sugieren que se derivan de un ancestro comiin relacionado con TcI (5). Finalmente,
TcBat, estrechamente emparentado con Tcl, representa un linaje que circula principalmente en murciélagos y

cuyo rol ecoepidemioldgico aun se investiga (5).

Criterios genéticos y moleculares para la identificacion de DTUs

El uso del rRNA 24Sa, la region intergénica del mini-exon, el ADN polimérfico amplificado
aleatoriamente (RAPD), entre otros, permitid diferenciar de forma robusta a los linajes DTU Iy Il de T. cruzi.
Luego, la DTU II fue subdividida en cinco (DTU II-VI), utilizando informacion filogenética derivada de
marcadores RAPD y MLEE (Electroforesis de enzimas multilocus) (5,10).
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Ademds, a partir de la secuenciacién se dividié el genoma en dos compartimentos: el nicleo
(conservado) y el disruptivo (variable en longitud y con familias de genes multicopia entre las cepas (199). La
region disruptiva de 7. cruzi incluye un alto contenido de secuencias repetidas y familias multigénicas altamente
expandidas (TS, mucinas, MASP), elementos que presentan variaciones cuantitativas caracteristicas entre
DTUs. Por ejemplo, los genomas Tcl tienden a ser mds pequefios y presentan menor expansion de estas familias
respecto de los linajes hibridos como TcV y TcVI, que muestran mayor plasticidad genémica y variabilidad de

antigenos de superficie (12).

A pesar de la estabilidad de las DTUs como linajes genéticos, existe una marcada heterogeneidad
genética y bioldgica entre cepas pertenecientes a una misma DTU. En consecuencia, la asignacién a un DTU
determinado no implica homogeneidad fenotipica ni funcional, lo que debe ser considerado al interpretar

resultados experimentales y epidemioldgicos (200).

Distribucion eco-epidemioldgica de las DTUs

T. cruzi es capaz de infectar mds de 100 especies de mamiferos, entre ellas zarigiieyas, armadillos,
murciélagos, carnivoros, roedores y primates, muchas de las cuales se encuentran en el ambiente silvestre. La
diversidad estd estrechamente ligada a su compleja red de transmision, que involucra miltiples reservorios y
vectores en distintos biomas americanos. La evidencia indica asociaciones preferenciales entre determinados

mamiferos y DTUs (5):

Tel: ampliamente distribuida en América y se asocia fuertemente a zarigiieyas (Didelphis spp.), donde

presenta una alta adaptacién bioldgica.

Tell: se asocia predominantemente a ciclos de transmisién domésticos, con alta prevalencia en regiones

del centro y sudeste de Brasil, y escasa presencia en ambientes silvestres.

Telll: se encuentra frecuentemente en armadillos, especialmente en regiones del Chaco sudamericano,

donde es dominante en el ciclo silvestre.

TelV: predomina en primates no humanos en la Amazonia y en carnivoros silvestres del hemisferio

norte como mapaches y mofetas.

TecV: presenta escasos reservorios silvestres conocidos, con detecciones puntuales en armadillos, pero
muestra una marcada asociacion con ciclos domésticos y una alta prevalencia en poblaciones humanas del Cono

Sur, especialmente en Bolivia, Paraguay, Chile, Uruguay y Argentina.

TcVI: al igual que TcV, posee pocos reservorios silvestres documentados y se asocia principalmente a

la transmision doméstica, siendo altamente prevalente en infecciones humanas del Cono Sur.

TeBat: circula principalmente en murciélagos y se ha detectado en insectos asociados a colonias de

quirdpteros, aunque rara vez en otros mamiferos (5).
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Estas asociaciones sugieren que cada DTU ha experimentado presiones selectivas especificas segtn los

hospederos y ambientes en los que circula, lo que contribuy6 a la diversificacién del parésito.

La distribuciéon de las DTUs refleja procesos de adaptacién ecoldgica y coevoluciéon con los
hospedadores vertebrados, mds que una simple segregacion geogrifica, contribuyendo a la estructuracién

genética de las poblaciones de T. cruzi (200).

Importancia clinica y epidemioldgica de las DTUs

Si bien todas las DTU son capaces de causar la EC, TcI, Tcll, TcV y TcVIson las DTUs mds prevalentes
en pacientes de América Latina. La clasificacién en DTUs permiti6 avanzar en la comprension del vinculo entre
genotipo parasitario, reservorios, distribucion geografica y patrones clinicos de la EC. Aunque la evidencia no

es concluyente, diversos estudios indican:

Tcl: predominante en Mesoamérica y norte de Sudamérica, se asocia con mayor frecuencia a formas

cardiacas.

Tell, TeVy TeVI: predominantes en el Cono Sur, se han vinculado a mayor frecuencia de megaes6fago

y megacolon.
Tclll 'y TelV: raros en humanos; mas frecuentes en ciclos silvestres.

Sin embargo, la progresion clinica depende tanto del pardsito como de la respuesta inmune del huésped,
por lo que resulta dificil establecer relaciones causales directas entre DTU y formas clinicas (12,200). A pesar
de esta limitacién, el reconocimiento y la caracterizacion de las DTU de 7. cruzi han tenido un impacto
significativo en el control, diagndstico y desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas para la EC, ya que
permitieron comprender mejor la dindmica de transmisién del pardsito en distintas regiones geograficas, las
diferencias en la susceptibilidad a farmacos entre cepas y la importancia de considerar la diversidad genética
del pardsito en los ensayos preclinicos. Asimismo, este enfoque puso en evidencia las dificultades para el
desarrollo de vacunas y terapias efectivas, derivadas de la marcada variabilidad de los antigenos de superficie y
de las sofisticadas estrategias de evasion del sistema inmune que presenta 7. cruzi. En este contexto, la existencia
de una considerable variabilidad genética incluso dentro de una misma DTU refuerza la necesidad de incluir
multiples cepas representativas en los estudios farmacolégicos y de vacunas, a fin de obtener resultados mas

robustos y transnacionalmente relevantes (12).

84



Telv

Q » Tel, Tcll, TcBat

Tcll Tcl, TclV

Figura 28: Reservorios selvaticos de unidades discretas de tipificacion (DTUs) de T. cruzi. La figura ilustra el consenso
sobre la asociacion preferencial, pero no exclusiva, de las DTU con ciertas especies de mamiferos silvestres. Figura

modificada de (5).

Andlisis Comparativo de las Cepas Dm28c y Tulahuén de T. cruzi

En la clasificacién actual de 7. cruzi en siete DTUs, las cepas Dm28c y Tulahuén representan

caracteristicas muy diferentes en la estructura poblacional del pardsito.

La cepa Dm28c es un clon de referencia del linaje Tcl, mientras que la cepa Tulahuén pertenece al

linaje TcVI (5,12).

La diversidad genética de estas cepas estd intimamente ligada a sus ciclos de transmisién. La cepa
Dm28c (Tcl) se asocia frecuentemente con vectores del género Rhodnius y reservorios como los zarigiieyas
(Didelphis), aunque su presencia en ciclos domésticos es creciente (5). En contraste, Tulahuén (TcVI) ha sido
histéricamente vinculada al ciclo doméstico en el Cono Sur de Sudamérica, transmitida principalmente por
Triatoma infestans, y estd fuertemente asociada a las manifestaciones clinicas crénicas de la enfermedad de

Chagas en humanos (12).

En el ambito experimental, la virulencia es un factor diferenciador clave. Mientras que Tulahuén es
reconocida por su alta agresividad y mortalidad en modelos experimentales, Dm28c presenta una virulencia
moderada. Por pertenecer a linajes genéticamente divergentes, presentar perfiles de virulencia contrastantes y
constituir cepas de referencia ampliamente utilizadas en estudios preclinicos de vacunas contra 7. cruzi, ambas

cepas fueron seleccionadas para evaluar la capacidad protectora de la formulacidn vacunal en el presente trabajo.

La tabla 3 contiene diferencias entre ambas cepas.
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Tabla 3: Comparacion de propiedades genémicas y fenotipicas entre los linajes Tcl (Dm28c) y TcVI (Tulahuén) de

T. cruzi. (12,201-203).

Caracteristica Dm28c Tulahuén
Linaje (DTU) Tcl Tevi
Origen Bioldgico Didelphis marsupialis (Zarigieya) Humano

Lugar Geografico

preponderante

Norte de Sudamérica /
Centroamérica

Cono Sur (Chile/Argentina)

Estado de Ploidia

Diploide (Aprox. 2n = 80-90 Mb)

Diploide Hibrido (Mayor contenido de ADN)

Tipo de Genoma

No hibrido. Genoma "base" de Tcl

Hibrido natural (de Tcll y Tclll)

Genes Trans-sialidasa (TS)

~1,200 - 1,400 copias

~2,500 - 3,000+ copias (mucho mayor)

Genes MASP

Menor cantidad (~500-600)

Mayor expansion (~1,000+)

Genes Mucinas (TcMUC)

Proporcionalmente menor

Altamente expandido (caracteristico de TcVI)

Compartimento Disruptivo

Menos complejo

Extremadamente complejo por hibridacion

Parasitemia (BALB/c)

Baja a moderada, Suele cronificar

Alta

Parasitemia (C57BL/6)

Controlada (resistencia del ratén)

Alta

Severidad de Infeccion

Moderada. Foco principal en
miocardio

Grave/Aguda. Alta carga en multiples 6rganos

Tropismo Tisular

Principalmente cardiaco

Cardiaco, muscular y digestivo

Metaciclogénesis In Vitro

Excelente (estandar para estudios
moleculares)

Pobre o irregular

Sensibilidad a Drogas

Sensibilidad variable (a veces
resistencia natural)

Generalmente sensible a Benznidazo!
(estéandar)

Comparacion de la respuesta inmune en modelos BALB/c y C57BL/6 infectados con T. cruzi

Existe amplia evidencia de que la respuesta inmune en la interaccién huésped-pardsito no depende
unicamente de la cepa de T. cruzi, sino también de la base genética del huésped. Numerosos estudios han
caracterizado las diferencias en la respuesta inmune al emplear distintos modelos murinos, mostrando que
practicamente todos sus componentes pueden variar cuando se utiliza una misma cepa del pardsito en diferentes

huéspedes, e incluso ante la inmunizacién con antigenos parasitarios en distintas cepas de raton.



En este sentido, se han realizado ensayos enfocados en caracterizar diferencias en la respuesta inmune
innata, como en la respuesta adaptativa. Las diferencias observadas entre cepas de ratén infectado ocurren desde
la primera instancia del reconocimiento de 7. cruzi a través de PRRs (204), 1a participacion diferencial de células
del sistema inmune innato como los macréfagos, neutrdfilos y células MDSCs (205,206), la produccién de
citoquinas (207) y la participacién de las CDs (206), nexo entre la inmunidad innata y la adaptativa. Asimismo,
también se han descrito diferencias en el brazo adaptativo, observdndose respuestas distintas en cuanto a la

participacion de linfocitos T CD4+, CD8+ y células B productoras de anticuerpos (208,209).

En términos generales, se ha descrito que los ratones BALB/c desarrollan preferencialmente una
activacion mds compatible con un fenotipo Th2 (con mayor participacién de citoquinas como IL-4, IL-5, IL-10
y TGF-f), mientras que los ratones C57BL/6 desarrollan, en general, una respuesta mas compatible con un perfil

Th1, caracterizada por altos niveles de IFN-y, IL-6, y TNF-a y bajos niveles de IL-4 (206,210).

En relacién a la participacién del brazo regulatorio del sistema inmune, y en linea con estos perfiles, se
ha descrito que los ratones BALB/c logran reclutar un niimero significativamente mayor de MDSCs en el bazo
y el higado en comparacién con los C57BL/6, que desarrollan una respuesta con menor participacién de MDSCs
y con una respuesta inflamatoria mds fuerte. Las MDSCs de los ratones BALB/c mostraron una funcién

supresora efectiva sobre la proliferacién de esplenocitos, contribuyendo a una menor inflamacién (118).

Variabilidad de T. cruzi y desarrollo de vacunas

En linea con lo expuesto anteriormente, se ha resaltado que el desarrollo de una vacuna contra 7. cruzi
debe ser capaz de resolver los desafios causados por su complejo ciclo de vida, y por la diversidad genética del
pardsito (145). Sin embargo, un aspecto adicional que debe considerarse, se relaciona con la presencia de
familias multigénicas, las cuales codifican antigenos de superficie altamente variables. Las tres familias
multigénicas mds grandes de 7. cruzi codifican los antigenos de superficie trans-sialidasas (TSs), proteinas de
superficie asociadas a mucinas (MASPs) y mucinas (TcMUCs), y pueden afectar la respuesta inmune. El hecho
de que estas familias hayan evolucionado de esta forma, sugiere que la variabilidad de las secuencias entre los
antigenos de superficie del pardsito representa un mecanismo mas de evasiéon inmunitaria, lo cual agrega un

plano extra de complejidad al disefio de candidatos vacunales, tal como ha sido remarcado (149).

El uso de herramientas bioinforméticas y datos de secuenciacién de un nimero cada vez mayor de
genomas de 7. cruzi ha permitido comparar regiones de estos genes que también se mantienen constantes entre
varios linajes (147). En este sentido, se ha descrito que las secuencias de TS indexadas en GenBank,
correspondientes en muchos casos a las principales DTUs infectivas del ser humano, comparten més del 92%
de identidad. Se observé también la existencia de epitopos de células T y B, que no solo estdn conservadas en
la mayoria de dichas secuencias, sino que podrian ser reconocidas de forma cruzada por moléculas MHC-I y
por diversos backgrounds genéticos murinos, lo que avala su uso para mejorar y facilitar el desarrollo de nuevas

vacunas basadas en TS, sugiriendo un potencial inmunogénico y protector en humanos (211).
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A pesar de que en las tltimas décadas se han ensayado numerosos candidatos vacunales contra 7. cruzi,
revisados ampliamente en la bibliografia (135,145,147,212), y pese a que diferentes cepas de ratén pueden
responder con componentes de la respuesta efectora y regulatoria de un modo muy diferente, son muy escasos
los estudios que evaluaron si un candidato vacunal es capaz de conferir proteccién frente a cepas de distintas
DTUs, en ratones de diferente base genética y mediante distintas vias de infeccidn. En este sentido, la existencia
de epitopos de células T y B conservados entre las principales DTUs infectivas para el ser humano sustenta la

hipétesis de que una vacuna basada en la TS podria conferir proteccion cruzada en miltiples modelos murinos.
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Objetivo del capitulo 2

Evaluar en diferentes modelos murinos la capacidad protectiva contra 7. cruzi de los compuestos SFU

y TSf-ISPA.
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Materiales y métodos

Animales

Se utilizaron ratones hembras BALB/c y C57BL/6 de 6 a 8 semanas de edad, las cuales fueron
adquiridas en el Centro de Medicina Comparada de la Facultad de Ciencias Veterinarias, Universidad Nacional
del Litoral (Esperanza-Santa Fe) y mantenidas en nuestro bioterio del Laboratorio de Tecnologia Inmunolégica,

bajo condiciones controladas de luz y temperatura, con disponibilidad de agua y comida ad libitum.

Todos los protocolos experimentales se llevaron a cabo en conformidad con las normas éticas
internacionales para animales de experimentacion (“Guia para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio”
del National Research Council de los Estados Unidos de Norteamérica) y fueron aprobados por el Comité

Asesor de Etica y Seguridad de la Investigaci6n de la Facultad de Bioquimica y Ciencias Biolégicas, UNL.

Formulacion del candidato vacunal e inmunizaciones

Se empled el fragmento proteico TSf purificado, formulado con ISPA, mds las dosis de SFU, de acuerdo

a los protocolos descritos previamente en la seccion de materiales y métodos del capitulo 1.

Los grupos experimentales consistieron en 5 a 8 ratones de los grupos: TSf-ISPA, SFU TSf-ISPA
(denominado Prevac en el capitulo 1), grupo doble-5FU TS{-ISPA, grupo control PBS, todos tratados de manera

semejante a como se describid en el capitulo 1 y se observa en la Figura 29.

Esquema de inmunizacion - Grupos experimentales

0 1 7 14 15 22 29 30 37
. 4 © . L ¢ & *—>
1° dosis 2° dosis 3° dosis
TSf-ISPA TSf-ISPA TSf-ISPA
Grupo
Doble 5FU R ¢ J y 4 4 J @ 4 5 4
TH-ISPA 3/ 8/ &/ &/ @/’ s/ &/ &/ 3/
Control PBS 9] $ P [3 - 9 r'-\ § R-"I 4 (-W § r? 4 R 4 :w 4
/ W/ W7 W/ @/ 5/ &/ &/ 5/
Leyenda Notas
TSHSPA 560 n - ; Administracion subcutdnea (s . Seadm'inistraron3dosi§deTSf-ISPA
(0w Tst+3piisp) 3 (5-60mghg s ) | SR
via subcutanea (s.c.) viaintraperitoneal (ip.) /* Administracion ntraperitoneal (1p) || * En el grupo doble SFU: 5FU el dia previo (0, 14,29)
/ yalos 7 dias (7,22, 37) de cada dosis.

Figura 29: Linea de tiempo del esquema de vacunacion, que muestra los diferentes protocolos de inmunizacién empleados

en este capitulo de Tesis y descritos en el texto.
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Evaluacion de anticuerpos especificos mediante la técnica ELISA y de la respuesta celular:

Reaccion de hipersensibilidad retardada (DTH)

Ambas respuestas fueron evaluadas segin el procedimiento detallado en la seccién de materiales y

métodos del capitulo 1.

Infeccion con diferentes cepas de T. cruzi

Se emplearon pardsitos tripomastigotes sanguineos de diferentes unidades discretas de tipificacion

(DTUs): Tulahuén (Tc VI), Dm28c (Tcl).

Para las infecciones con la cepa Tulahuén, se utilizaron tripomastigotes sanguineos, cuya obtencion ya

ha sido descrita en la seccion de materiales y métodos del capitulo 1.

En los experimentos que involucraron la cepa Dm28c, los tripomastigotes fueron suministrados por la
Dra. Pamela Cribb del Instituto de Biologia Molecular y Celular de Rosario (IBR), CCT-CONICET, Santa Fe,
Argentina (202).

Los animales fueron infectados 15 dias después de la tltima dosis de vacuna TSf-ISPA, a excepcion de

los experimentos de memoria inmunoldgica, en que la infeccion se realizé a los 45 y 60 dias post-inm.

Las infecciones fueron llevadas a cabo por dos vias de inoculacion:

e Intraperitoneal (i.p.):
=> De la cepa Tulahuén se inocularon 2000 o 3000 tripomastigotes en los experimentos de
comparacion de protocolos de SFU (Capitulo 2), y 1500 tripomastigotes para los experimentos
de memoria inmunolégica (45 y 60 dias post-inmunizacién) en los ratones BALB/c. Se
inocularon 1000 tripomastigotes en el modelo C57BL/6.
= De la cepa Dm28c se inocularon 20.000 tripomastigotes obtenidos de cultivo en ambas cepas
de ratén BALB/c y C57BL/6
e Intradérmica (i.d.):
=> Se inocularon 2500 tripomastigotes de la cepa Tulahuén en ambas cepas de ratén (BALB/c y

C57BL/6). La inoculacién intradérmica se realiz6 en la almohadilla plantar.

En todos los casos, las infecciones se realizaron 15 dias después de la dltima dosis de inmunizacién,

salvo los experimentos de memoria inmunoldgica.

Parasitemia

Después de la infeccién, se evalud la parasitemia dependiendo de la cepa de 7. cruzi utilizada, de
acuerdo a como se realizé previamente (164,202). Este procedimiento se realizé conforme a lo descrito en la

seccidn de materiales y métodos del capitulo 1. La parasitemia de los animales infectados con la cepa Tulahuén
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se realiz6 a los 20 o 21 dias post-infeccidn. La parasitemia de los animales infectados con la cepa Dm28c se

realizé a los 12 y 14 dias post-infeccion (202).

Supervivencia

El porcentaje de supervivencia de cada grupo experimental fue registrado diariamente hasta el dia 35

después de la infeccion.

Citometria de flujo de MDSCs post-infeccion

Los animales C57BL/6 infectados con la cepa Tulahuén fueron sacrificados a los 21 dias post-
infeccion para determinar los subtipos de esplenocitos MDSCs (M-MDSCs y PMN-MDSCs), en consonancia
con estudios previos llevados a cabo en la cepa BALB/c (164). Para este fin se realizé un andlisis mediante
citometria de flujo, utilizando anticuerpos anti-CD11b, anti-Ly6G y anti-Ly6C, en combinaciones apropiadas

de fluoréforos y siguiendo un protocolo similar al descrito en materiales y métodos del capitulo 1.

Estadistica

Los andlisis estadisticos fueron llevados a cabo utilizando el programa GraphPad Prism 8.0 Software
(GraphPad), y con las mismas consideraciones descritas para el capitulo anterior. Se consideraron

estadisticamente significativos los valores de *p< 0,05.
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Resultados

Modelo de inmunizacidn e infeccion basado en ratones C57BL/6

Debido a que la linea de trabajo se desarroll integramente en ratones de la cepa BALB/c, para avanzar
en la evaluacién de la capacidad protectiva de la formulacién vacunal en otros modelos, en primer lugar, se
realiz6 una caracterizacion de la respuesta inmune generada por la inmunizacién con el candidato vacunal doble

SFU TSf-ISPA en la cepa de ratones C57BL/6.

La Figura 30 A muestra que la inmunizacién de acuerdo al protocolo establecido logré generar elevados
niveles de anticuerpos plasméticos IgG anti-TSf, a los 7 dias post-inm, de manera similar a lo observado durante
la inmunizacién de ratones BALB/c. Asimismo, se confirmé también que la inmunizacién permitié obtener
respuesta celular, medida a través de la respuesta DTH luego de la administracién de TSf en la almohadilla

plantar de los ratones, de forma semejante a la observada previamente en la cepa BALB/c (Figura 30 B).
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Figura 30: Parametros inmunolégicos de la respuesta inmune inducida por inmunizacién con doble SFU TSf-ISPA
en ratones C57BL/6. A) Los ratones C57BL/6 fueron inoculados con PBS o con doble SFU TSf-ISPA, y las muestras de
plasma fueron analizadas a los 7 dias post-inm para detectar anticuerpos IgG especificos anti TSf mediante ELISA. *p
<0,05, prueba de Mann-Whitney. B) Respuesta de hipersensibilidad retardada (DTH) en ratones inmunizados: el grosor de
la almohadilla plantar se midi6 antes y 48 h después de la inoculacion de 5 ug de TSf, siete dias después de completar el
esquema de inmunizacion. Los resultados se expresan como “delta DTH (mm)”, que corresponde a la diferencia entre los
valores obtenidos antes y después de la inoculacién. *p <0,05, prueba de Mann-Whitney. Los datos se expresan como

mediana + IC 95%. (n =6 ratones por grupo).
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Infeccion en el modelo C57BL/6-Tulahuén

De acuerdo a estos resultados, se procedio a evaluar la capacidad protectiva de la formulacién vacunal
ante un desafio inicial estdndar de 1000 tripomastigotes de la cepa Tulahuén (DTU VI). Con esta dosis de
parésitos se observo una tendencia clara en donde los animales vacunados mostraron una menor parasitemia en
relacion al control (p=0,0504 Mann-Whitney, una cola), pero no fue suficiente para causar mortalidad en

ninguno de los dos grupos de animales infectados.
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Figura 31: Parasitemia de ratones C57BL/6 inmunizados con PBS o con doble SFU TSf-ISPA, que fueron infectados (Tc*)
con 1000 tripomastigotes de la cepa Tulahuén de 7. cruzi (DTU VI), 15 dias después de la dltima dosis de inmunizacion.

La parasitemia se muestra al dia 20 post-infeccion (los datos se expresan como mediana + IC 95%. (n = 6 por grupo).

El ensayo fue utilizado para caracterizar la respuesta de células MDSCs de ambos subtipos,
CD11b+Ly6G+Ly6C+/low (MDSCs granulociticas PMN-MDSCs) y CD11b+Ly6G-Ly6C+ (MDSCs
monociticas, M-MDSCs), al dia 21 post-infeccién. En linea con los observado en el modelo de infeccién de
ratones BALB/c, los animales vacunados presentaron una disminucion significativa del nimero absoluto de
ambas poblaciones PMN-MDSCs, y M-MDSCs, lo cual hemos reportado que correlaciona con mayor respuesta

efectora y mayor capacidad protectiva en los animales vacunados (164,168).
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Figura 32: Alteraciones en las PMN-MDSCs y M-MDSCs esplénicas al dia 21 post-infeccion con 7. cruzi en ratones
C57BL/6. Los ratones C57BL/6 inmunizados con PBS o con doble SFU TSf-ISPA, fueron infectados (Tc¢*) con 1000
tripomastigotes de la cepa Tulahuén de 7. cruzi (DTU VI), 15 dias después de la tiltima dosis de inmunizacién. La expresion
de CD11b, Ly6G y Ly6C se analiz6 por citometria de flujo en ratones no inmunizados y no infectados (NI), en animales
tratados con PBS, y en animales inmunizados con doble SFU TSf-ISPA. A) Porcentaje de células CD11b* Ly6G~ Ly6C*
(M-MDSCs), B) porcentaje de células CD11b* Ly6G* Ly6C*/low (PMN-MDSCs). C) Numero absoluto de células CD11b*
Ly6G- Ly6C* (M-MDSCs) (x10°), D) Numero absoluto de células CD11b* Ly6G* Ly6C*/low (PMN-MDSCs) (x10°), *p
< 0,05 Test de Mann-Whitney entre los grupos indicados. Los datos se expresan como medianas + IC 95% (n = 3—6 por

grupo).




Modelos de infeccion basados en T. cruzi de DTU |

A continuacidn, se procedi6 a evaluar la capacidad protectiva en ambas cepas (BALB/c y C57BL6) de

la formulacién vacunal contra la cepa Dm28c de 7. cruzi perteneciente a la DTU L

La Figura 33 A y B muestran que tanto al dia 12 como 14 post-infeccién los animales BALB/c
vacunados presentan menor parasitemia que los animales control, llegando esta diferencia a ser significativa al

dia 14 post-inm.

En linea con dichos resultados, los animales C57BL/6 vacunados e infectados mostraron una tendencia
a disminuir los valores de parasitemia en ambos dias post-infeccion (12 y 14), en relacién a los animales control

infectados, aunque la diferencia no alcanz¢ significancia estadistica (Figura 33 A y B).
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Figura 33: Cambios en la parasitemia a los dias 12 y 14 post-infeccion con la cepa Dm28c de 7. cruzi en ratones
BALB/cy C57BL/6. (A, B) Tras la infeccion con la cepa Dm28c de 7. cruzi en ratones BALB/c tratados con PBS o ratones
inmunizados con doble SFU TSf-ISPA, se midi6 la parasitemia a los dias 12 y 14 post-infeccion; *p < 0,05, test de Mann-

Whitney (los datos se expresan como medianas + IC95%, n=4-8 por grupo). (C, D) Tras la infeccién con la cepa Dm28c
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de T. cruzi en ratones C57BL/6 tratados con PBS o ratones inmunizados con doble SFU TSf-ISPA, se midié la parasitemia

a los dias 12 y 14 post-infeccion (los datos se expresan como mediana £ [C95% (n = 6 por grupo).

Modelo basado en infeccion intradérmica

Luego, en ambas cepas de raton se evalud la capacidad protectiva de la formulacién doble SFU TSf-

ISPA, empleando la via intradérmica de infeccién, empleando 2500 parasitos de la cepa Tulahuén.

En la cepa BALB/c se observé una tendencia a disminuir la parasitemia y la mortalidad, siendo de 80%
la supervivencia en los animales vacunados e infectados y de 40% en los animales control infectados. En la cepa
C57BL/6, la dosis no fue suficiente para afectar la supervivencia de los ratones, pero se observd también una

tendencia a disminuir la parasitemia en los animales vacunados e infectados en comparacién de los animales

control.
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Figura 34: Parasitemia y supervivencia de ratones BALB/c tratados con doble SFU TSf-ISPA e infectados
intradérmicamente (i.d) con parasitos Tulahuén 7. cruzi. Los ratones fueron tratados con PBS o doble SFU TSf-ISPA
e infectados 2500 tripomastigotes Tulahuén quince dias después de la ultima inmunizacién. A) Parasitemia de ratones
BALB/c inmunizados con PBS y doble SFU TSf-ISPA el dia 21 después de la infeccidn (datos expresados como mediana
+1C95%). B) La supervivencia se muestra al dia 35 después de la infeccion en ratones BALB/c, (n=5). C) Parasitemia de
ratones C57BL/6 inmunizados con PBS y doble SFU TSf-ISPA el dia 21 después de la infeccién. (Datos expresados como

mediana £ IC95% (n = 6 animales por grupo).
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Analisis de la capacidad protectiva a largo plazo de la formulacion doble 5FU TSf-ISPA

Por ultimo, en el modelo BALB/c—Tulahuén se realizaron dos experimentos destinados a evaluar la
proteccion a largo plazo, como indicador de memoria inmunoldgica. Para ello, los animales fueron desafiados
con una dosis letal de 1500 pardsitos por viai.p. a los 45 y 60 dias posteriores a la dltima dosis de inmunizacion,
intervalos en los que se espera que la respuesta inmune causada por la vacuna haya disminuido y predomine la

memoria inmunoldgica.

Como se observa en la Figura 35 A, los animales desafiados a los 45 dias post-inmunizacién mostraron
diferencias significativas en parasitemia y supervivencia respecto al grupo control, aportando evidencia de que
el protocolo de doble SFU TSf-ISPA es capaz de generar memoria inmunolégica con capacidad protectora. Por
otra parte, cuando el desafio se realiz6 a los 60 dias post-inmunizacién, se observé una reduccion de la capacidad
protectora, sugiriendo que ciertos componentes de la memoria inmunoldgica decaen con el tiempo (Figura 35).
Estos resultados abren la posibilidad de explorar estrategias adicionales, como dosis de refuerzo para extender

la eficacia vacunal.

98



45 dias

A) B)
*
T I |
~ 60+
©
i __100
4 £ 8
£ 40- = l_f
8 S 60
§ §
S 204 I %,_ 40+
8 @ 20
8
g 0 T 0 T T T 1
o 0 10 20 30 40
e PBS 1500 Tc+ Dias post-infeccion
v double 5FU TSf-ISPA 1500 Tc+ —~ PBS 1500 To+
-+ doble 5FU TSf-ISPA 1500 Tc+
60 dias
C) D)
T
T 30
iﬁu, T 100
3 =
o S -
g. 204 —1T % 80
S c
60
: : q
S 404
< 10 g 40 .
8 @ 204
® 4
g 0_ 0 T T T 1
o 0 10 20 30 40
e PBS 1500 Tc+ Dias post-infeccion

v doble 5SFU TSf-ISPA 1500 Tc+
-~ PBS 1500 Tc+

-+ doble SFU TSf-ISPA 1500 Tc+

Figura 35: Parasitemia y supervivencia de ratones BALB/c tratados con doble SFU TSf-ISPA e infectados i.p. con
parasitos Tulahuén 7. cruzi. A-B) Ratones desafiados a los 45 dias posteriores a la dltima inmunizacion: (A) parasitemia
determinada a los 14 dias post-infeccién y (B) supervivencia hasta los 35 dias post-infeccién (n=5). C—D) Ratones
desafiados a los 60 dias post-inm: (C) parasitemia a los 14 dias post-infeccion y (D) supervivencia (n=3-9). Los datos de
parasitemia se expresan como mediana * IC 95% (n = 3-9). Las diferencias estadisticas se analizaron mediante test de

Mann-Whitney para las parasitemias y logrank-test para las supervivencias, considerdndose significativas cuando *p <
0,05.
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Discusion

La diversidad genética del parasito es uno de los factores que muy posiblemente han dificultado el
desarrollo de una vacuna efectiva contra 7. cruzi (145). Sin embargo, a pesar de que este tipo de evaluacién
resultaria de gran importancia para respaldar a un candidato vacunal, hasta el momento, son muy limitados los
estudios que han realizado este abordaje, analizando la capacidad protectiva de las formulaciones contra
distintas DTUs del parésito (213,214). Asimismo, debido a que la base genética del huésped, asi como la via de
infeccion, pueden influir en el tipo de respuesta inmune generada, resulta también de interés evaluar si los
candidatos vacunales conservan capacidad protectiva al ser empleados en condiciones inmunoldgicas diferentes,

utilizando distintos modelos preclinicos que permitan obtener resultados mds robustos.

En el caso de este trabajo de Tesis, una vez seleccionada la mejor formulacién, se procedié a iniciar un
andlisis orientado a evaluar el desempefio del candidato vacunal doble SFU TSf-ISPA en condiciones
experimentales muy diferentes a las empleadas en la evaluacién inicial. Luego de confirmar que la formulacién
generaba una respuesta inmune humoral y celular significativa también en el background genético de los ratones
C57BL/6, se realiz6 un desafio de infeccidn intraperitoneal con 1000 pardsitos de la cepa Tulahuén. La dosis
empleada no fue suficiente para causar mortalidad ni en el grupo vacunado ni en el grupo control, pero se
observé una tendencia a reducir la parasitemia en el grupo vacunado en comparacién del control. En linea con
este resultado se observd que los animales vacunados tuvieron un menor incremento en el nimero absoluto de
células MDSCs de ambos subtipos, M-MDSCs y PMN-MDSCs en el bazo, al dia 21 post-infeccion, de manera
similar a lo observado en ratones BALB/c infectados con la cepa Tulahuén (164). Un menor aumento de
esplenocitos MDSCs post-infeccidn ha correlacionado con mejor respuesta efectora y capacidad protectiva en
el modelo BALB/c/ Tulahuén (164), respaldando, en conjunto, que la formulacién vacunal también genera
capacidad protectiva en el modelo C57BL6/Tulahuén. Dado que recientemente se ha reportado que dosis de
2000 pardsitos Tulahuén inoculados por via intraperitoneal generan mortalidad en modelo murino de ratones
macho y hembras, permitiendo analizar la capacidad protectiva de un candidato vacunal basado en la
inmunizacién con células dendriticas derivadas de médula dsea, pre-activadas in vitro hacia un epitopo
inmunodominante (TsKb20) de la TS (133), en el futuro se realizardan desafios con dosis mayores de parasitos

con el fin de aportar evidencia que confirme la capacidad protectora de la formulacién doble SFU TSf-ISPA.

La diferencia de susceptibilidad contra el 7. cruzi entre las cepas de BALB/c y C57BL6 ha sido
asociada, al menos en parte, con diferente produccion de citoquinas (207,215), e incluso se ha descrito que la
respuesta inmune podria depender en mayor medida de la base genética del huésped que de la cepa de pardsito
(215). Al respecto, se ha descrito que la modulacién de la respuesta de citoquinas con a-tocoferol puede
remodelar la respuesta inflamatoria/regulatoria en los ratones C57BL/6, permitiendo un mejor control de la
infeccién (216). Sin embargo, cabe destacar también que se ha observado dimorfismo sexual y variabilidad en

la respuesta inmune generada, asi como en la proteccidn, al utilizarse ratones macho y hembras infectados con
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Tulahuén, tanto en la cepa BALB/c (217) como en la C57BL/6 (133), sugiriendo que este es otro aspecto

relevante a considerar en la evaluacién y el disefio racional de candidatos vacunales.

Ademas de la DTU VI, la DTU I es otro de los linajes comtiinmente encontrados en personas infectadas
y que por lo tanto reviste importancia para el desarrollo de una vacuna ttil que genere proteccion cruzada contra
diferentes DTUs. Este linaje no suele causar infeccién letal en modelos murinos, y genera baja parasitemia
(5,12). Estudios recientes de la Dra. Pamela Cribb, han mostrado que la cepa Dm28c si bien no es letal, genera
parasitemia baja pero medible (202), lo cual resulta valioso como un pardmetro que puede ser medido de manera
practica. De acuerdo a esto, se estableci6 una colaboracién para implementar el modelo de infeccién con la cepa
Dm28c a partir de pardsitos obtenidos de cultivo, cedidos gentilmente por la Dra. Cribb, y se evalué la capacidad
protectiva de la formulacién doble SFU TSf-ISPA tanto en el background de ratones BALB/c como C57BL6,

ante un desafio de 20000 parésitos inoculados por via i.p.

En la misma linea con los resultados obtenidos en los modelos BALB/c/Tulahuén y C57BL/6/Tulahuén,
se observd una tendencia a generar capacidad protectiva por el candidato vacunal en los dias post-infeccién
medidos (12 y 14), que incluso alcanz?6 significancia estadistica a los 14 dias post-infeccién en el modelo de los
ratones BALB/c/Dm28c. Para nuestro conocimiento este es el inico estudio hasta el momento que ha evaluado
proteccién vacunal ante la cepa Dm28c en modelos preclinicos, lo cual resulta de interés porque complementa
los resultados obtenidos con la DTU VI, aportando evidencia no solo in silico, sino también in vivo, de que
efectivamente el uso de un candidato vacunal basado en una proteina que se conserva de manera importante
entre distintas DTUs como la TS, puede ser ttil para el disefio racional de vacunas, considerando tanto la

diversidad genética del pardsito como sus mecanismos de evasion (211,218).

Si bien el modelo de infeccién i.p. resulta muy til para obtener informacioén y ha sido ampliamente
estudiado en distintos candidatos vacunales, la via de inmunizacion intradérmica se encuentra mas relacionada
con la via de infeccién natural del parésito, por lo que se llevaron a cabo estudios de proteccidon en ambas cepas
de ratén, empleando pardsitos del linaje DTU VI que genera alteraciones mds marcadas. Una vez mads, los
ratones BALB/c inmunizados e infectados mostraron una tendencia a desarrollar proteccién contra 7. cruzi,
tanto en términos de reduccion de la parasitemia como de la supervivencia, ya que alcanzaron un 80% de
supervivencia en comparacion del 40% del grupo control. Asimismo, si bien la supervivencia de los ratones
C57BL/6 no se vio afectada en ninglin grupo, ya que la via de infeccién es incluso menos virulenta que la via
i.p., también se observo una tendencia a una disminucion de la parasitemia en el grupo vacunado en comparacién
del grupo control, sugiriendo que, en ambos casos, el candidato vacunal confiere capacidad protectiva a los

animales inmunizados, en linea con el conjunto de los resultados obtenidos a lo largo de este trabajo de Tesis.

Ademads de la diversidad genética relacionada con las DTUSs, la existencia de familias de proteinas de
superficie con alta variabilidad, también ha sido remarcado como una posible estrategia de evasion del sistema
inmune empleada por el pardsito y que podria dificultar el desarrollo de un candidato vacunal (5,49). En este

sentido, el uso de un inmunégeno basado en la proteina TS podria ser de utilidad, ya que ha sido descrito que,
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a pesar de su variabilidad, esta proteina presenta elevada identidad entre diferentes DTUs, y contiene epitopos
que pueden ser presentados por moléculas HLA humanas y también por moléculas de histocompatibilidad
murinas (211) Incluso, en estudios comparativos, se ha descrito que formulaciones basadas en la TS han

mostrado mayor capacidad protectiva en comparacién de otras proteinas utilizadas como antigenos (163).

Por ultimo, en el modelo que permite observar cambios de manera més notoria BALB/c- Tulahuén se
evaluo la capacidad de la formulacién doble SFU TSf-ISPA de generar memoria inmunoldgica y proteccién de
largo plazo, incluso ante dosis letales de parasito. Los resultados mostraron que luego de un mes y medio
posterior a la dltima inmunizacidn, los animales todavia mantienen una significativa proteccion ante el desafio
con T. cruzi, respaldando la generacién de memoria inmunoldgica por parte de la formulacién vacunal. A mds
largo plazo, comenzd a observarse una disminucién de la capacidad protectiva de la formulacidn, abriendo la
posibilidad a estudios que permitan seguir optimizando el candidato vacunal con el fin de lograr incluso

memoria a mds largo plazo.

En la literatura son limitados los estudios que han analizado la memoria de largo plazo mediante
desafios con el pardsito. Por ejemplo, Rigato y colaboradores (219) realizaron una estrategia de vacunacion
heterdloga tipo prime—boost en modelos murinos, utilizando ratones A/Sn inmunizados con un pldsmido de
ADN codificante para ASP-2 seguido de un refuerzo con un adenovirus recombinante (AdHuS5) expresando el
mismo antigeno. Luego de un desafio a mds de 90 dias post-inm con la cepa Y de 7. cruzi, observaron una
reduccion significativa de la parasitemia y un aumento en la supervivencia de 90% en los grupos inmunizados
en relacién al control, apoyando la capacidad de conferir proteccién de largo plazo bajo las condiciones

experimentales empleadas (219).

Mais recientemente, Castro y colaboradores (213), continuando en esta linea de investigacion, estudiaron
la capacidad protectiva de un candidato vacunal basado también en ASP-2 pero formando una quimera con la
TS. Luego del desafio a los 30 y 90 dias post-inm, empleando dosis subletales de la cepa Y de T. cruzi,
reportaron que la vacunacién causé un aumento de la supervivencia de un 40% y 60% en los animales vacunados

versus los animales control, hasta los 25 dias post-infeccién (213).

Por otra parte, un estudio del afio 2011 basado en la inmunizacién con el gen de la proteina TS,
coadministrada con un pldsmido que codifica IL-15 en ratones BALB/c, mostré proteccion frente al desafio
subcutdneo con una dosis letal de tripomastigotes sanguineos de la cepa Tulahuén. La proteccién fue evaluada
incluyendo el andlisis de supervivencia, y se reportd que la coadministracion de IL-15 mejord la persistencia de
la respuesta protectora, con efectos detectables hasta 6 meses post-vacunacion (220). Este estudio mostré una
mejora de la supervivencia de hasta el 100% con respecto al control, siendo uno de los més destacados en este
aspecto en la bibliografia, pero no se han encontrado estudios que hayan continuado posteriormente con esta

linea de investigacién (220).
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En una aproximacién diferente, Gupta, S, 2015, inmunizaron ratones C57BL/6 con protocolos de prime
con ADN codificante para los antigenos TcG2 y TcG4, seguido de un boost con las proteinas recombinantes
correspondientes formuladas con saponina, evaluando la proteccion a los 120 y 180 dias post-vacunacion, pero
al infectar con la cepa SilvioX 10, que no genera mortalidad, los cambios observados de proteccién estuvieron

relacionados con carga parasitaria en tejidos y no con la supervivencia (221).

En su conjunto, los resultados respaldan que es posible generar inmunidad de largo plazo contra T.
cruzi, mediante distintas aproximaciones, lo cual es promisorio para continuar profundizando en el desarrollo

de candidatos vacunales que puedan ser exitosos para avanzar a estadios clinicos de evaluacién.
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Conclusiones Parciales

La formulacién doble SFU TSf-ISPA gener6 respuestas inmunes humorales y celulares en ratones
C57BL/6, aportando evidencia de que la inmunogenicidad del candidato vacunal se conserva en

distintos backgrounds genéticos.

En el modelo C57BL/6/Tulahuén, la vacunacién no permitié evaluar supervivencia, pero mostré una
tendencia a reducir la parasitemia y a limitar la expansion de células MDSCs post-infeccién, en

concordancia con asociaciones previamente descriptas entre estos parametros y la capacidad protectiva.

La formulacién doble SFU TSf-ISPA disminuyé la parasitemia luego del desafio con la cepa Dm28c
(DTUI) en ratones BALB/c, lo que apoya la capacidad de generar proteccion cruzada de la formulacion

seleccionada.

La formulacién doble SFU TSf-ISPA indujo proteccion frente al desafio con dosis letales de 7. cruzi a
mediano plazo (=45 dias post-inmunizacion), observandose una disminucién de dicha capacidad a

tiempos mds prolongados.

En conjunto, los resultados indican que la formulacién vacunal doble SFU TSf-ISPA presenta capacidad
de inducir respuestas inmunes y efectos protectivos en distintos modelos preclinicos, con magnitud

variable segtin las condiciones experimentales evaluadas.
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Capitulo 3

“Analisis de los mecanismos inmunolodgicos para la potenciacion

del candidato vacunal TSf-ISPA al usar 5FU en la etapa de

inmunizacion”
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Introduccion

Caracterizacion de la respuesta inmunoldgica en la etapa de inmunizacion

La caracterizacion de la respuesta inmune inducida por cada vacuna resulta de vital importancia para
identificar qué perfil de respuesta y qué componentes celulares y humorales son estimulados por el antigeno y
adyuvante empleados para conferir proteccion contra un patégeno puntual. Este tipo de andlisis es clave para
asistir en el disefio racional, en la optimizacién de nuevos candidatos vacunales y para la identificaciéon de

potenciales correlatos de proteccién inmunoldgica (222,223).

Considerando que la generacién de anticuerpos especificos es el principal biomarcador empleado en
correlatos de proteccion (223), esta variable es uno de los principales componentes medidos durante los
protocolos de inmunizacion de diversos candidatos vacunales asi como en el estudio de vacunas contra 7. cruzi

(93,135).

Dado que la evidencia acumulada sugiere fuertemente que una vacuna contra 7. cruzi no solo debe estar
basada en la produccién de anticuerpos efectivos sino también en la induccién de la respuesta celular, la
respuesta DTH es otra de las variables habitualmente medidas para caracterizar la capacidad de los candidatos

vacunales de estimular esta respuesta (164,193).

Ademds de estas dos variables, las alteraciones de las CDs en cuanto a la expresiéon de moléculas
coestimulatorias, y las poblaciones T CD4+ y T CD8+, en relaciéon a su estado de perfil de activacion,
especificidad y memoria, son también frecuentemente analizadas, ya que permiten evaluar en mayor
profundidad la capacidad de las vacunas para estimular el brazo adaptativo, en relacién al antigeno especifico

empleado, como la TS (Figura 36).

Por otro lado, 1a medicién de citoquinas asociadas a los diferentes perfiles inmunolégicos puede aportar
evidencia que respalde las observaciones sobre la generacién de uno u otro tipo de respuesta inmunoldgica,
siendo medidas principalmente citoquinas como IFN-y, IL-4, IL-17, IL-10, asociadas fundamentalmente con

perfiles Th1, Th2, Th17 o Treg (224-227).
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Figura 36: Esquema de la respuesta inmune inducida por las vacunas de TS recombinante. La inmunizacion activa
vias clave de activacion de la respuesta humoral (produccién de anticuerpos IgG por células B), y la respuesta celular
efectora (linfocitos T CD4+ y T CD8+ para eliminar macréfagos infectados). Ademads, las vacunas también pueden afectar
la respuesta supresora/regulatoria, como se evalda en esta tesis en cuanto a la participacién de las células MDSCs, y también
potencialmente por el control que pueden ejercer las células T Foxp3+. En el conjunto, estos mecanismos tienen como

finalidad reducir la parasitemia, el dafio tisular y la mortalidad por 7. cruzi. Figura modificada de (228).

Andlisis de poblaciones celulares en sangre periférica entera

Si bien para estudios en seres humanos es metodolégicamente simple analizar las poblaciones celulares
a partir de muestras de sangre periférica, en el caso de estudios preclinicos en modelos murinos resulta un
desafio la obtencién de suficiente cantidad de sangre para llevar a cabo el andlisis inmunolégico
correspondiente, de una forma que no implique el sacrificio del animal, minimizando el estrés y preservando la
estabilidad hemodindmica. En este contexto, la puncién de la vena facial destaca sobre otros métodos (como la
puncién retroorbital o la amputacion de la punta de la cola) por ser un procedimiento minimamente traumatico

y de répida ejecucion (186).
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Figura 37: Representacion esquematica del sitio de puncion en la vena facial. La ilustracion detalla la ubicacion

anatomica para la recoleccién de sangre periférica en el modelo murino. Figura modificada de (186).

Esta metodologia permite recolectar volimenes de sangre reducidos pero suficientes para el andlisis,
sin comprometer la viabilidad del animal. La preservacién del estado fisiologico es fundamental en muchos
casos, como durante estudios de vacunas, ya que permite la realizacion de andlisis correlativos posteriores, tales
como la medicién de pardmetros inflamatorios sistémicos o el seguimiento de las curvas de supervivencia en el

marco de la patologia en estudio (149,193).

Por otro lado, una vez obtenida la muestra, una aproximacién convencional implica el cultivo y la
estimulacién in vitro con pools de péptidos para efectuar la citometria de flujo, permitiendo la deteccion de
citoquinas intracelulares o marcadores de activacion (229,230). Sin embargo, este enfoque conlleva un grado
de manipulacién ex vivo que puede distorsionar el perfil inmunitario original, alejandose de una medicidn directa
del estado celular. Ademas, en el caso de modelos murinos, resulta metodoldgicamente complicado obtener una
cantidad suficiente de células mononucleares de sangre periférica para caracterizar respuestas frente a antigenos
sin comprometer la salud del animal. Debido a esto, la mayoria de los estudios optan por el uso de esplenocitos
tras el sacrificio, lo que permite alcanzar umbrales de eventos necesarios para un andlisis robusto de
subpoblaciones de células T CD4+ y T CDS8+, pero impide realizar un seguimiento longitudinal de cada

individuo (229,231).

En ese sentido, la optimizacién de un protocolo de monitorizacién de poblaciones inmunes a partir de
un minimo volumen de sangre periférica constituiria una herramienta diagndstica y experimental de alto valor.
Asimismo, ademds de la medicién de alteraciones en el brazo inmune efector, como células T CD4+ y CD8+,
dado que las células CD11b+Gr-1+ pueden expandirse durante la inmunizacién (96), la evaluacién de sus
alteraciones en sangre periférica representa un paso preliminar valioso antes de proceder a la caracterizacion de

su capacidad supresora.
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Objetivo del capitulo 3

Analizar los mecanismos inmunoldgicos que permiten potenciar el candidato vacunal TSf-ISPA al usar

5FU en la etapa de inmunizacion.
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Materiales y métodos

Caracterizacion de la respuesta inmunoldgica en el bazo y ganglios inguinales de los

animales inmunizados con el candidato vacunal seleccionado en el objetivo 1

A los 7 dias post-inmunizacién, momento en el que se han observado las mayores diferencias en nuestro
modelo, los animales fueron sacrificados para la preparacion de suspensiones celulares de bazo y ganglios
linfaticos inguinales. Las suspensiones de bazo se obtuvieron siguiendo el protocolo descrito en el capitulo 1,
realizando el recuento en cimara de Neubauer mediante el uso inicial de solucion de Tiirk para determinar los
nimeros absolutos y, posteriormente, tras la lisis de glébulos rojos con cloruro de amonio, un nuevo recuento

utilizando azul de tripan.

Los ganglios inguinales fueron extraidos y disgregados mecdnicamente con tijera sobre malla metélica,
empleando la misma solucién utilizada para los bazos. Las células obtenidas fueron centrifugadas a 300 x gy

resuspendidas en PBS suplementado con 3% de SFB, previo al recuento con azul de tripan.

Tras el recuento celular, las suspensiones de bazo y ganglio linfitico fueron marcadas con anticuerpos
anti-CD4, anti-CD8a, anti-CD44, anti-CD11c, anti-CD11b, anti-Gr-1, anti-MHCII y anti-CD80, en paneles de

cuatro fluoréforos, siguiendo el protocolo de marcacién, adquisicion y andlisis descrito en el capitulo 1.

Por otro lado, para evaluar la produccién de IFN-y, IL.-17 e IL-10 se realizaron cultivos in vitro de
0,5x10° esplenocitos/mL estimulados con TSf (5ug/ml) en placas de 48 pocillos (Nunc™, Thermo Fisher
Scientific) y luego se adoptaron dos estrategias, la medicion intracitoplasmadtica de las citoquinas en linfocitos
T CD4+ y T CD8+, y la mediciéon de las mismas en sobrenadantes de cultivo. Para la medicién
intracitoplasmatica se utilizé kit de marcacion comercial (Cytofix/Cytoperm™, BD Biosciences) de acuerdo a
las instruccion del fabricante, luego de la marca de superficie con anticuerpos anti-CD4 y anti-CD8 (193). Para
la medicién en sobrenadante de cultivo de IFN-y e IL-10 se utilizaron kit de ELISA (BD OptEIA™, BD

Biosciences), de acuerdo a las instrucciones del fabricante (193).

Caracterizacion de la respuesta inmunoldgica en sangre periférica de los animales

inmunizados con el candidato vacunal seleccionado en el objetivo 1.

Las muestras se obtuvieron por puncién en la vena facial utilizando una lanceta estéril, y se recolectaron
2-3 gotas de sangre en tubos Eppendorf conteniendo 10 uL de heparina sddica. Se transfirieron 30-50 microlitros
de sangre periférica a un tubo Falcon de 15 mL y se lisaron con 2 mL de agua destilada estéril durante 30

segundos. Luego, el volumen se ajustd a 8 mL con solucion fisioldgica salina (PSS) conteniendo 10% de suero
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fetal bovino (SFB, Internegocios S.A.). Luego de una centrifugaciéon durante 5 minutos, se descarté el

sobrenadante y el pellet celular se resuspendié en 100 pL. de PSS con 3% de SFB y 0,1% de azida sddica.

Entre 0,75 y 1x10° células se incubaron con 0.1 pg de anticuerpo bloqueante anti-FcyRIII/II
(Biolegends) en 100 pL. durante 10 minutos a 4 °C en la oscuridad. Luego, las células se marcaron con 0,2 pug
de anticuerpos anti-CD4, anti-CD8, anti-CD11b y anti-Gr-1 (BD-Biosciences), en combinaciones apropiadas
de fluorocromos. Luego de los lavados, las muestras fueron adquiridas y analizadas como se describi6 en el

objetivo 1.

Estadistica

Los andlisis estadisticos se realizaron utilizando el software GraphPad Prism 8.0 (GraphPad Software,
San Diego, CA, USA). Para la comparacién entre grupos se emplearon las pruebas no paramétricas de Mann—
Whitney (para la comparacién de dos grupos independientes) o Kruskal-Wallis (para comparar mds de dos
grupos). El grupo PBS se incluy6 tnicamente como referencia de los valores basales. En el uso de Mann—
Whitney, se utilizaron pruebas de una cola cuando existia evidencia previa que respaldara la direccionalidad de
la hipdtesis, y de dos colas en ausencia de dicha informacién (191). Se consideraron estadisticamente

significativos los valores de *p < 0,05.
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Resultados

Alteraciones en poblaciones inmunes del bazo luego de la inmunizacion

Dado que se obtuvo mayor capacidad protectiva con la formulacién basada en 2 dosis de SFU para
depletar MDSCs, se procedid a evaluar alteraciones inmunoldgicas de la respuesta efectora que pudieran estar
involucradas en la mayor proteccidn observada al disminuir las células MDSCs. Considerando que el porcentaje
se encuentra mas afectado por los cambios en los porcentajes de dichas células, las cuales varian de manera
muy notable, se priorizé el andlisis y comparacion del nimero absoluto de células CD4+, CD4+CD44+, CD8+,
CD8+CD44+, CD11ct+y CD11c+CD8a+ de los grupos experimentales.

La Figura 38 muestra que, a los 7 dias post-inm, el grupo que recibi6 el protocolo doble SFU TSf-ISPA
presentd aumentos significativos en el nimero absoluto de esplenocitos CD4+, CD8+, CD4+CD44+ y
CD8+CD44+, (Figuras 38 C, D, E y F respectivamente), comparado al grupo que recibi6 una sola dosis de SFU,
sugiriendo que dos dosis de SFU permiten generar una mayor respuesta efectora con componentes de activacion
y memoria. Ademds, se observé una tendencia a generar un aumento en el ndimero absoluto de células
dendriticas CD11¢c+CD8o+ (Figura 38 I y J), sugiriendo que la administracion de dos dosis de SFU podria
favorecer la expansion de CDs convencionales tipo I, poblacién asociada a la estimulacién de presentacion
cruzada de antigenos via MHC-I (232,233), todo lo cual respalda los mejores resultados de proteccién
observados al comparar la supervivencia de los ratones inmunizados con doble SFU TSf-ISPA versus los

animales que recibieron una sola dosis de SFU.

Asimismo, luego de cultivo in vitro de los esplenocitos de los diferentes grupos experimentales, se
observé mayor porcentaje o tendencia en dicha direccién en cuanto a la presencia de células CD4+IFN-y+
(Figura 38 K) y CD8+IFN-y+ (Figura 38 L) en los cultivos provenientes de esplenocitos inmunizados con doble
SFU TSf-ISPA versus los animales tratados con SFU TSf-ISPA. También en el sentido de esta observacidn, se
detectaron mayores niveles de IFN-y en sobrenadante de cultivo de los animales tratados con el protocolo doble
SFU TSf-ISPA (Figura 38 M), todo lo cual aporta evidencia de que la deplecién mds completa de las células
CD11b+Gr-1+ permite generar una mayor respuesta inmune efectora, compatible con un perfil Thl. No se
detectaron cambios en relacién al control en cuanto a la produccion de IL-10 a nivel intracitoplasmadtico ni en

sobrenadante de cultivo, de IL-10 o IL-17, sin encontrarse diferencias significativas.
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Figura 38: Cambios en las poblaciones celulares de los bazos a los 7 dias de la inmunizacion. Los ratones fueron
tratados con PBS, SFU-TSf-ISPA o doble SFU TSf-ISPA, y fueron sacrificados 7 dias después de la ultima dosis de
inmunizacién para obtener suspensiones de esplenocitos. A, B) Graficos de puntos representativos que muestran la
estrategia utilizada para seleccionar las poblaciones de CD4+ y CD8+ en ratones experimentales y de control tratados con
PBS. C) Numero absoluto de esplenocitos CD4+ (x10°). D) Numero absoluto de células CD8+ (x10°). E) Nimero absoluto
de células CD4+CD44+ (x10%). F) Ndmero absoluto de células CD8+CD44+ (x10°. G, H) Diagramas de puntos
representativos que muestran la estrategia utilizada para seleccionar las poblaciones CD11c+, CD11c+ y CD8a+ en ratones
experimentales y de control tratados con PBS. I) Nimero absoluto de células CD11c+ (x10°). J) Nimero absoluto de
células CD11c¢+CD8a+ (x10°). K-M) Cultivo in vitro de esplenocitos. Tras 72 horas de incubacién con TSf, se midieron
los niveles de células CD4+IFN-y+, CD8+IFN-y+ e IFN-y en los sobrenadantes: K) Porcentaje de células CD4+IFN-y+.
L) Porcentaje de células CD8+IFN-y+. M) Niveles de IFN-y en sobrenadantes (pg/mL). Los datos se expresan como la
mediana con el rango intercuartilico. Los resultados mostrados son representativos de dos experimentos independientes (n
= 3-5 ratones por grupo). El andlisis estadistico se realizé mediante la prueba de Mann-Whitney para comparaciones entre

grupos: (*) indica diferencias significativas con un valor de p < 0,05.

Alteraciones en las poblaciones inmunes de los ganglios linfaticos luego de la

inmunizacion

En paralelo, se analizé también el nimero absoluto de las poblaciones CD4+, CD8+, CD4+CD44+,
CD8+CD44+, CDl11c+, y CD11c+CD8o+ de ganglios inguinales en los grupos en estudio (Figura 39 A, B, C,
D, E y F). En linea con todos los resultados obtenidos a lo largo de este trabajo de Tesis, se observé que los
ganglios provenientes de animales vacunados con el protocolo doble SFU TSf-ISPA mostraron aumentos
significativos en el nimero absoluto de dichas poblaciones en comparaciéon del grupo SFU TSf-ISPA, a
excepcion de la poblacion CD4+CD44+, en cuyo caso se observd la misma tendencia pero sin alcanzar
diferencia significativa. En su conjunto, los resultados coinciden de manera muy marcada en que los animales
de los grupos tratados con dos dosis de SFU para depletar las células MDSCs logran generar una mayor
respuesta efectora, con un perfil compatible con una respuesta de tipo Thl, y que correlacioné con una mayor

supervivencia luego del desafio con dosis letales de 7. cruzi.
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Figura 39: Cambios en las poblaciones celulares de los ganglios linfaticos a los 7 dias de la inmunizacién. Los ratones
fueron tratados con PBS, SFU-TSf-ISPA o doble SFU TSf-ISPA, y fueron sacrificados 7 dias después de la tltima dosis
de inmunizacién para obtener suspensiones de células ganglionares. A) Numero absoluto de células ganglionares CD4+
(x10%). B) Ndmero absoluto de células CD8+ (x10°). C) Nimero absoluto de células CD4+CD44+ (x10°). D) Nimero
absoluto de células CD8+CD44+ (x10°). E) Ntimero absoluto de células CD11c+ (x10°). F) Ndmero absoluto de células
CD11c+CD8a+ (x10%). Los datos se expresan como la mediana con el rango intercuartilico. Los resultados mostrados son
representativos de dos experimentos independientes (n = 3-5 ratones por grupo). El andlisis estadistico se realiz6 mediante

la prueba de Mann-Whitney para comparaciones entre los grupos indicados. Diferencias significativas con un valor de *p
<0,05.

Sangre perifeérica

Tras caracterizar los cambios celulares en los érganos linfoides secundarios (bazo y ganglios linféticos),
resultd de interés determinar si la modulacién con la estrategia de doble dosis de SFU y la inmunizacién con

TSf-ISPA generaban un impacto detectable a nivel sistémico.
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Para este andlisis, se recolectaron muestras de SP de animales control y tratados con doble SFU TSf-

ISPA alas 48 horas posteriores a la finalizacién del esquema de inmunizacién. Luego de optimizar el protocolo,

seleccionando el uso de 50 ul de SP, con H,O destilada como medio para realizar la lisis de los glébulos rojos,

en un tiempo de incubacién de 30 segundos, se procedid a realizar citometria de flujo para evaluar las

frecuencias de las poblaciones linfocitarias CD4+ y CD8+, asi como de las poblaciones de células compatibles

con MDSCs, por su expresion de CD11b+Gr-1+.
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Figura 40: Evaluacion de las poblaciones de células inmunitarias en sangre periférica durante el protocolo de
inmunizacién. Ratones hembra BALB/c fueron inmunizados con doble SFU TSf-ISPA o recibieron PBS o TSf-ISPA
como control. Se recolecté SP 48 horas después de la ultima dosis de inmunizacién y se analiz6 mediante citometria de
flujo. A) Gréficos de puntos (dot plots) representativos que muestran la estrategia de seleccion (gating) utilizada para
identificar células CD4+, CD8+ y CD11b+Gr-1+ en ratones tratados. B-D) Porcentajes de células CD8+ (B), CD4+ (C) y
CD11b+Gr-1+ (D) en 50 puL de sangre periférica de ratones tratados con PBS, TSf-ISPA o doble SFU TSf-ISPA. Los datos
se expresan como mediana * IC 95%. Los resultados mostrados son representativos de dos experimentos independientes
(n = 3-6 ratones por grupo). El andlisis estadistico se realizé mediante la prueba de Mann-Whitney para comparaciones

entre los grupos indicados. Diferencias significativas con un valor de *p < 0,05.

Con el nimero de ratones empleados, no se observaron cambios significativos entre los grupos control,
TS{-ISPA, y doble SFU TSf-ISPA en cuanto a los porcentajes de células CD4+ y CD8+ en SP. Sin embargo,
los ratones que recibieron el protocolo doble SFU TSf-ISPA mostraron en SP una disminucién significativa de
células CD11b+Gr-1+, compatibles con células MDSCs, en comparacién de los ratones tratados con TSf-ISPA,
aportando evidencia de que el SFU permite disminuir esta poblacién celular no solo en el bazo sino también de

manera sistémica en los ratones inmunizados (Figura 40).

Aunque estos resultados no son definitivos, muestran que el protocolo optimizado para realizar
citometria de flujo a partir de un volumen pequefio de SP es vélido para obtener datos sobre las poblaciones
inmunes de los animales en experimentacion, sin la necesidad de sacrificarlos para obtener los datos y
permitiendo llevar a cabo posteriores estudios longitudinales que sirvan de guia para la mejora y optimizacion

de formulaciones basadas en el disefio racional del candidato vacunal.
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Discusion

Durante las dltimas décadas, se han evaluado una gran cantidad de formulaciones vacunales contra el
T. cruzi, alcanzando diferentes grados de proteccion, en variados modelos experimentales (135,145). A pesar
de la cantidad de pruebas realizadas, son limitados los casos en que se ha logrado realizar estudios en modelos
no murinos, y no se han alcanzado todavia fases clinicas avanzadas (II/III) en ningtin caso (218). El avance
lento que se ha observado en la optimizacién de los candidatos vacunales, sugiere que a pesar del éxito parcial
que se ha logrado, adn resta explorar posibles alternativas que permitan potenciar ain mds los candidatos
vacunales. En este sentido, si bien el sistema inmune estd conformado por componentes efectores y regulatorios,
practicamente no se han descrito en la bibliografia estudios que hayan abordado el disefio racional de una vacuna
contra 7. cruzi con una aproximacién mas amplia, que no se focalice inicamente en la generacion de respuesta
efectora de memoria, sino que también considere el papel del brazo regulatorio como un posible blanco a utilizar
para optimizar el disefio racional de las formulaciones vacunales. Considerando que previamente hemos
observado que la deplecidn de las células CD11b+Gr-1+ con SFU en la etapa de inmunizacién permitié mejorar
la capacidad protectiva de la formulaciéon TSf-ISPA, este trabajo de Tesis tuvo como objetivo continuar

optimizando esta estrategia, asi como analizar los cambios inmunolégicos asociados.

Dado que el protocolo doble SFU TSf-ISPA logré disminuir significativamente las MDSCs,
aumentando la capacidad protectiva en relacién a la formulaciéon basada en una sola dosis de 5FU,
correlacionando con cambios en la respuesta celular DTH, (pero no de anticuerpos), se profundizé sobre los

cambios en la respuesta celular que podrian estar implicados en la mayor proteccion.

Los resultados obtenidos mostraron que los animales tratados con doble SFU TSf-ISPA generan
mayores aumentos del nimero de esplenocitos T CD4+ y CD8+, asi como células activadas que incluyen células
T de memoria CD4+CD44+ y CD8+CD44+ en comparacion con los animales tratados con una sola dosis de
SFU y TSf-ISPA. Ademds, los animales tratados con dos dosis de SFU para depletar células MDSCs mostraron
en el bazo mayores niveles de CDs compatibles con CDs convencionales de tipo I que favorecen la presentaciéon
cruzada, sustentando el desarrollo de una mayor respuesta de células T CD8+. Asimismo, cultivos in vitro
estimulados con TS mostraron que los esplenocitos provenientes de ratones inmunizados con doble SFU TSf-
ISPA presentaron mayor porcentaje de células TCD4+IFN-y+, T CD8+IFN-y+ y mayores niveles de IFN-y en
el sobrenadante de los cultivos, todo lo cual refuerza el concepto de que la deplecion de las células CD11b+Gr-
1+ con dos dosis de SFU se asocia con la generacidon de una mayor respuesta efectora que incluye células T

CD8+ de memoria y productoras de IFN-y.

También en linea con estos resultados, los estudios realizados en células del ganglio inguinal drenante
mostraron cambios semejantes, aportando evidencia de que la mayor respuesta T CD8+ observada en los
animales tratados con doble SFU TSf-ISPA tiene lugar tanto a nivel local de los ganglios drenantes como

sistémico, incluyendo el bazo.
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Estos resultados estdn en linea con la gran mayoria de los estudios realizados sobre candidatos
vacunales, e inclusos los escasos desarrollos que han avanzado a pruebas en modelos preclinicos no murinos,
que han asociado fundamentalmente la capacidad protectiva a la generacién de una respuesta protectiva de
células T CD8+ productoras de IFN-y (234). Para sustentar estos resultados, se prevé la realizacion de
experimentos de transferencia adoptiva de MDSCs, lo cual permitiria evaluar si la reconstitucion de esta

poblacion revierte los efectos observados sobre la respuesta efectora.

La asociacion de la respuesta CD8+ ha sido también estudiada en mayor profundidad mediante el uso
de tetrdmeros (235). Por ejemplo, Biscari y colaboradores (133) mostraron que la inmunizacién con una vacuna
basada en CDs estimuladas con LPS y cargadas con el epitopo TsKb20 indujo un aumento significativo de

linfocitos T CD8+ especificos para dicho epitopo (133).

Si bien no se habia analizado ni empleado previamente en el contexto de vacunas contra 7. cruzi, otros
trabajos también han abordado el estudio de la participacion de las células MDSCs en cuanto a su capacidad de
limitar la efectividad de candidatos vacunales contra otros patdgenos. A partir de los estudios realizados pudo
observarse que la expansion de las MDSCs no es exclusiva de ciertas condiciones particulares, sino que por el
contrario, estan involucradas en procesos de inmunizacion realizados con distintos antigenos, adyuvantes y vias
de inmunizacion (193). Por ejemplo, Aintablian y colaboradores (236), reportaron que la deplecion de MDSCs
con 4cido transretinoico permite aumentar la frecuencia y activaciéon de CDs y de las células T CD4+ en un
modelo de inmunizacién con bacterias M. Tuberculosis inactivadas por calor (236), lo cual también respalda
que las MDSCs pueden jugar un papel en la etapa de inmunizacion afectando tanto las células T CD8+, T CD4+,
y CDs, en el mismo sentido que se ha observado en nuestro modelo. Interesantemente, se ha reportado que la
influencia de las MDSCs sobre las CDs es muy notorio, al punto de que dichas células podrian matar las CDs

mediante un mecanismo dependiente de NO (116).

En su conjunto, los resultados mostrados sustentan que la vacuna con dos dosis de SFU permite
potenciar en mejor medida la formulacién TSf-ISPA, que una sola dosis de SFU, y la disminucién de MDSCs
observada en los animales vacunados se asocié con mayores incrementos de distintas poblaciones de la respuesta
efectora, incluyendo células activadas y de memoria, en el bazo y ganglios, las cuales se asocian con la mayor

capacidad protectiva y la memoria inmunoldgica observada en los animales tratados con doble SFU TSf-ISPA.

Debido a que la evaluacion clinica mediante la vacunacién de las poblaciones afectadas es de dificil
implementacidn, por diferentes causas relacionadas tanto con el tiempo necesario para llevar a cabo los estudios,
como por complejas causas sociales (218), la identificacién de potenciales correlatos de proteccion representaria
una herramienta valiosa, ya que podrian ser ttiles como guia para la optimizacion de los candidatos vacunales,
e incluso como punto final sustituto de la eficacia de proteccién, evitando o acortando los tiempos de estudio

requeridos (237).
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La mayoria de los correlatos de proteccion establecidos contra diversos patégenos hasta el momento se
basan mayoritariamente en anticuerpos y en muy limitados casos se han identificado o planteado el uso de
correlatos basados en poblaciones celulares como linfocitos T CD8+ especificos o polifuncionales (223). Para
el caso del T. cruzi, este hecho tiene una relevancia especial, ya que la generacidn de anticuerpos especificos si
bien podria cumplir un rol protectivo, en la mayoria de los casos no se ha postulado que sean suficientes por si
solos, por lo que la bisqueda de correlatos de proteccion basados en componentes celulares como las células T
CD8+ podria adquirir mayor importancia. Esta condicion plantea un mayor desafio en cuanto a lo metodolégico
ya que el andlisis de anticuerpos puede realizarse a partir de un volumen minimo de sangre periférica que no
implica sacrificar el animal, mientras que el andlisis de poblaciones celulares puede requerir, en el caso de
modelos murinos, el sacrificio del mismo, para analizar esplenocitos, células de los ganglios o incluso cultivos
celulares que permitan amplificar la cantidad de células que secretan IFN-y. Esta dificultad implica la
realizacién de al menos dos experimentos independientes: un ensayo para mostrar que los animales vacunados
tienen, por ejemplo, mayor respuesta CD8+ y otro experimento para mostrar que los animales vacunados tienen
mayor proteccion, para luego asociar ambos resultados. Sin embargo, esta metodologia implica el inconveniente
de no permitir evaluar en cada ratén qué niveles de células son los que correlacionan con la proteccién de cada

ratén individual, en cuanto a niveles de parasitemia y supervivencia.

Para este fin, resulta vital realizar un andlisis longitudinal de cada individuo, y optimizar un protocolo
que permita analizar por citometria de flujo distintas poblaciones celulares. De acuerdo a los antecedentes de
esta linea de investigacion, en esta Tesis se prioriz6 evaluar niveles de linfocitos T CD4+, T CD8+ y células
CD11b+Gr-1+, compatibles con células MDSCs, a partir de un volumen pequefio de SP, que no implique el

sacrificio del animal ni afecte significativamente su estado general, previo a la infeccion.

Una vez optimizado el protocolo, se observé que los animales vacunados con doble SFU TSf-ISPA
presentaban en SP menores niveles de células CD11b+Gr-1+ que los ratones tratados solo con TSf-ISPA. Este
resultado también respalda la utilidad de emplear SFU para potenciar la formulacién TSf-ISPA, disminuyendo
los niveles de células CD11b+Gr-1+ no solo en el bazo sino también a nivel sistémico. En este caso en que se
utilizé un nimero reducido de animales, no se observé diferencia significativa en cuanto a los niveles de células
CD4+ y CD8+ en SP entre los diferentes grupos experimentales. Sin embargo, un estudio posterior llevado a
cabo en mayor profundidad, mostré que si hay diferencias significativas en estas poblaciones en SP entre el
grupo vacunado con doble SFU TSf-ISPA y los ratones control, permitiendo, (luego de un anélisis integrador),
la identificacion de un potencial correlato de proteccion basado en el uso del protocolo optimizado en esta Tesis

(149).
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Conclusiones Parciales

Se observo que la estrategia de inmunizacién con doble SFU TSf-ISPA se asoci6 con:

Mayor respuesta celular efectora en bazo y ganglio drenante en comparacién de los animales tratados
con S5FU TSf-ISPA, con incrementos en el nimero absoluto de células CD4+ y CD8+ e incluyendo
células activadas y de memoria CD4+CD44+, CD8+CD44+, con capacidad de generar mayor
produccion de IFN-y luego de cultivo in vitro. Ademas, estos cambios estuvieron acompafiados por un
incremento en el nimero absoluto de CDs compatible con CDs convencionales de tipo I, asociadas a la

estimulacién de respuestas Thl.

Mediante el uso de un protocolo de medicién de varias poblaciones celulares a partir de un volumen
pequeio de SP se observo que el protocolo doble SFU TSf-ISPA también disminuye las células CD11b+
Gr-1+ compatibles con MDSCs a nivel sistémico y tempranamente a las 48 hs, en comparacién de un

protocolo de inmunizacién con TSf-ISPA sin SFU.
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Conclusiones finales

La presente tesis doctoral aporta evidencia de que la modulacién del ambiente inmunolégico mediante

el uso de una doble dosis de SFU es una herramienta valiosa para optimizar la capacidad protectiva del candidato

vacunal TSf-ISPA contra 7. cruzi.

A través del desarrollo de este trabajo, se ha logrado establecer que:

La administracion del protocolo doble SFU TSf-ISPA modulé la cinética de los esplenocitos CD11b+
Gr-1+, inducidos en la inmunizacion, los cuales presentaron capacidad supresora in vifro y son
compatibles con células MDSCs. La estrategia logré disminuir dichas células hacia el dia 15 post-inm
y mostré mejor capacidad protectiva contra dosis letales elevadas de 7. cruzi Tulahuén en la cepa

BALB/c, en comparacion con el uso de una sola dosis de SFU previo a la inoculacién con TSf-ISPA.

La formulacién seleccionada doble SFU TSf-ISPA mostré proteccidon en cuanto a la parasitemia y/o
supervivencia en diferentes modelos murinos, en donde se emplearon cepas de ratén de distinta base
genética (ratones BALB/c y C57BL/6), distintos linajes genéticamente distantes del pardsito (DTU Iy
DTU VI), y distintas vias de infeccidn (intraperitoneal e intradérmica). Ademas, la formulacién también
confirié capacidad protectiva a mediano plazo (45 dias post-inm) en el modelo BALB/c/Tulahuén,

avalando la generacién de memoria inmunolégica.

Se observé mayor incremento de células CD4+, CD8+ y CDs compatibles con CDs convencionales de
tipo I en los ganglios y bazo de los animales tratados con doble SFU TSf-ISPA, en comparacién con el
grupo tratado con una sola dosis de SFU, aportando evidencia de que la deplecién de las células MDSCs
permite generar mayor proteccion de forma asociada a la generacién de una mayor respuesta efectora
celular. Por otro lado, no se obtuvo evidencia que respalde que la respuesta humoral sea responsable

del incremento de proteccién generado con dos dosis de SFU.

Se puso en practica un protocolo de medicién por citometria de flujo de poblaciones celulares con
volimenes pequefios de SP, con el cual se obtuvo evidencia de que el protocolo doble SFU TSf-ISPA

también disminuye tempranamente las células CD11b+Gr-1+ de forma sistémica.

En su conjunto, los resultados sustentan que la formulacidon doble SFU TSf-ISPA confiere capacidad

protectiva contra 7. cruzi en distintos modelos preclinicos, influenciando tanto al brazo efector como al brazo

regulatorio del sistema inmune, todo lo cual aporta informacion relevante para continuar avanzando hacia el

desarrollo racional de un candidato vacunal con potencial para progresar hacia estadios clinicos de evaluacién.
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