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RESUMEN

La infertilidad es un problema de salud publica que afecta a personas de todo el
mundo. Una de las causas de infertilidad son las infecciones de transmisién sexual (ITS). La
infeccidn genital por Chlamydia trachomatis es la causa mas comun de ITS en todo el mundo y
tiene un efecto significativo en la reproduccion humana. Por otra parte, Mycoplasma hominis y
Ureaplasma urealyticum son a menudo concomitantes con C. trachomatis y han sido descritos
como microorganismos causantes de ITS que en diversas situaciones estin estrechamente
relacionados con trastornos de la salud reproductiva de mujeres y hombres. Teniendo en cuenta que
la infertilidad relacionada con la presencia de infecciones genitales podria ser el resultado tanto de
un efecto directo del agente infeccioso como de la respuesta inmune propia del individuo resulta
importante investigar esa relacion. Entre los factores inmunoldgicos involucrados en infertilidad,
uno de los mds estudiados es la presencia de anticuerpos antiespermaticos (ASA). Estos
anticuerpos pueden encontrarse tanto en la mujer como en el hombre, y pueden afectar diferentes
eventos del proceso de fecundacion. Asimismo, las ITS producirfan un cambio en las poblaciones
leucocitarias presentes en el tejido junto con la produccién de mediadores inflamatorios, como
citoquinas y quimioquinas, entre otros, que podria alterar la fertilidad. Por otro lado, existe un gran
interés en controlar las infecciones genitales. Particularmente, teniendo en cuenta el impacto
mundial que produce la infeccién por C. trachomatis en la salud reproductiva de hombres y
mujeres, existe un creciente interés en desarrollar una vacuna que pueda inducir una respuesta
inmune protectiva sin generar patologias como alteraciones en la fertilidad.

El objetivo general de la presente tesis fue investigar la relacién entre la respuesta
inmune asociada a infecciones genitales y la infertilidad, y contribuir al disefio de una estrategia de
prevencion de infeccién por C. trachomatis.

En consecuencia, en primer lugar se analizé la prevalencia de infecciones genitales
producidas por C. trachomatis, M. hominis y U. urealyticum en pacientes en consulta por
infertilidad del hospital JB Iturraspe de la ciudad de Santa Fe. Luego se caracterizé el perfil de
respuesta inmune en lavado vaginal y en semen de pacientes infértiles y fértiles, con y sin estas
infecciones genitales. Particularmente, la expresion de citoquinas (IFN-y, TNF-o; IL-17, IL-10,
TGF-B, 1L-6, IL-8), y factores de transcripcion maestros de linfocitos T helper (LTh) (Thl: Tbet,
Th2: GATA3, Treg: FOXp3 y Th17: RORyt) fue determinada por RT-qPCR. Por otro lado,
mediante citometria de flujo se cuantificaron algunas citoquinas entre ellas IFN-y, IL-10, IL-6, IL-
17A. Con todos los resultados obtenidos se establecieron posibles relaciones entre el perfil de
respuesta inmune hallado en los pacientes con y sin infecciones genitales y la infertilidad. En
segundo lugar se disefiaron, optimizaron, desarrollaron y evaluaron diferentes formulaciones
basadas en ADN plasmidico (ADNp) y proteina recombinante para inducir inmunidad hacia PmpD

de C. trachomatis. Mediante un andlisis in silico se seleccion6 un fragmento de PmpD denominado
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Fragmento 2 (F2), que contiene miltiples epitopes de linfocitos B (LB), conformacionales y
lineales, y de linfocitos T (LT), con capacidad de unién a moléculas MHC II. La secuencia
codificante del mismo fue insertada en un vector de expresion eucariota, precedida de un lider
secretorio, para ser usado en la inmunizacién con ADNp. Asimismo, el fragmento se obtuvo por
expresion recombinante en Escherichia coli. Se realizé un protocolo de inmunizacién prime-boost
aplicando diversas vias de inoculacién. Ratones hembra recibieron una dosis con ADNp desnudo
administrado por via intradérmica. Luego se administraron 2 refuerzos con F2 de la proteina
polimérfica de membrana D (polymorphic membrane protein D: PmpD) recombinante por dos vias
simultineas: sistémica (subcutidnea) y por via de las mucosas (nasal), formulada con liposomas
suplementados o no con un inmunoestimulante, Los inmunoestimulantes empleados fueron:
oligodesoxinucledtidos (ODN) CpG y anfifilos Gemini (Gem). Para evaluar la respuesta inmune
generada se determinaron los niveles de anticuerpos especificos IgG, IgG1 e 1gG2a en suero e IgG
e IgA en lavados vaginales. Por ultimo, se evalué la fertilidad in vivo de los animales inmunizados
mediante el apareo con machos de fertilidad comprobada.

Respecto al andlisis de prevalencia, los resultados mostraron que el 29,9% de los 193
pacientes infértiles analizados presenta alguna de estas tres ITS, por lo tanto, las infecciones por C.
trachomatis, M. hominis y U. urealyticum son potenciales causas de infertilidad. Particularmente,
C. trachomatis y M. hominis son mas prevalente en mujeres infértiles y U. urealyticum en hombres
infértiles. Si bien la presencia de ASA se asocié a infecciones por C. trachomatis 'y U. urealyticum,
los resultados obtenidos sugieren que los ASA no serian los principales factores que contribuyen a
la infertilidad en los pacientes estudiados. Tanto los pacientes infértiles con ITS como sin ITS
presentaron alteraciones en citoquinas y factores de transcripcion maestros de LTh tanto en lavado
vaginal como en plasma seminal. Las mujeres infértiles infectadas por C. trachomatis presentan
una alteracion en los factores inmunes, particularmente mediado por RORyt, IL-6 y correlaciones
altamente significativas entre IL-10, INF-y y IL-17A. Las pacientes infértiles infectadas con M.
hominis presentan una alteracidon de la flora normal con vaginosis bacteriana y un desequilibrio
inmunolégico potencialmente mediado por IL-10, IL-8, IL-17A, IL-6, RORyt. Las pacientes
infértiles infectadas con U. urealyticum presentaron una alteracion de factores inmunes, mediada
por IFN-y, RORyt, GATA3, FOXp3. Respecto a los resultados obtenidos sobre pardmetros
espermdticos en pacientes masculinos, U. urealyticum no produciria efectos directos sobre los
espermatozoides. Sin embargo, se observé un aumento de TNF-o e IL-10 en plasma seminal. En
conjunto, estos resultados apoyan la hipétesis de que las ITS producen alteraciones en el ambiente
inmunolégico que podrian impactar negativamente en la fertilidad. Por otra parte, en ausencia de
infeccidn, las mujeres infértiles presentan claras alteraciones en los factores inmunolégicos pero la
mayoria presenta microbiota normal. Particularmente, la disminucién de TGF-B, una citoquina

clave para la reproduccion, y el aumento de una de las principales citoquinas proinflamatorias INF-
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v junto con el aumento de RORyt los cuales podrian ser factores que contribuyen a la infertilidad en
mujeres infértiles sin infeccion.

El fragmento de PmpD de C. trachomatis seleccionado sobre la base del andlisis in silico
fue insertado en un pldsmido de expresién eucariota para inmunizacién génica. Asimismo, se logrd
expresar y purificar la proteina recombinante F2 de PmpD, que se emple6 para la inmunizacién
utilizando la estrategia de prime-boost. El diseiio desarrollado tiene como objetivo inducir una
respuesta tendiente a un perfil Thl y anticuerpos especificos. La estrategia de prime-boost generd
una robusta respuesta humoral, tanto sistémica como local (en mucosa vaginal) en un modelo
murino, con todas las formulaciones evaluadas. Particularmente, la formulacién que contenia la
proteina acompaiiada de liposomas catiénicos y CpG generé altos niveles de anticuerpos 1gG2a
séricos especificos lo que sugiere que este inmunoestimulante dirige la respuesta hacia un perfil
Th1, e IgG en mucosa vaginal. Por otro lado, la formulacién con liposomas con inmunoestimulante
Gem condujo a la produccién de anticuerpos de isotipo IgA en vagina. Las formulaciones
evaluadas mediante la estrategia de prime-boost no exhibieron alteraciones en los pardmetros de
fertilidad evaluados (potencial de fertilidad, tasa de pérdida pre- y pos- implantacién).

El presente trabajo de tesis permitié por un lado comprender los factores locales que
regulan la inmunidad de las mucosas en pacientes infértiles con y sin infecciones genitales y por el
otro disefar, desarrollar y evaluar diversas formulaciones vacunales para lograr inmunidad contra
C. tachomatis sin alterar la fertilidad.

En conjunto, este trabajo brinda elementos para una mejor comprensién de los trastornos
reproductivos y aporta posibles herramientas para la prevencién de una ITS con gran impacto en la

salud reproductiva y neonatal.
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RESUMEN EN INGLES

Infertility is a public health problem that affects people worldwide. Sexually Transmitted
Infections (STI) are a common cause of human infertility. Genital infection with Chlamydia
trachomatis is the most common cause of STI worldwide and has a significant effect on human
reproduction. On the other hand, Mycoplasma hominis and Ureaplasma urealyticum are often
concomitant with C. trachomatis and have been described as causative organisms of STI that in
various situations are related to reproductive health disorders in women and men. Considering that
infertility related to the presence of genital infections could be the result of both a direct effect of
the infectious agent and the individual's immune response, it is important to investigate this
relationship. Among the immunological factors involved in infertility, one of the most studied is
antisperm antibodies (ASA). These ASA can be found in both women and men and can affect
different events of the fertilization process. Moreover, STI would produce a change in leukocyte
populations in the tissue with the production of inflammatory mediators, such as cytokines and
chemokines, among others, which could alter fertility. There is a great interest in controlling genital
infections. Particularly, taking into account the global impact of C. frachomatis infection on the
reproductive health of men and women, there is a growing interest in developing a vaccine that can
induce a protective immune response without generating pathologies such as alterations in fertility.

The general objective of this thesis was to investigate the relationship between the immune
response associated with genital infections and infertility, and to contribute to the design of a
strategy to prevent C. trachomatis infection.

First, the prevalence of genital infections caused by C. trachomatis, M. hominis and U.
urealyticum in patients consulting for infertility at Iturraspe Hospital in Santa Fe, Argentina was
analyzed. Then, the immune response profile in vaginal washing and in semen of infertile and
fertile patients with and without these genital infections was characterized. Particularly, the
expression of cytokines (IFN-y, TNF-a, IL-17, IL-10, TGF-f, IL-6, IL.-8), and master transcription
factors of T helper cells (Thl: Tbet, Th2: GATA3, Treg: FOXp3 and Th17: RORyt) was
determined by RT-qPCR. A principal component analysis, for reducing the dimensionality of such
datasets, increasing interpretability but at the same time minimizing information loss was made.
Moreover, a Spearman correlation between pairs of immune factors was made using InfoStat
software. Some cytokines such as IFN-y, IL-10, IL-6, IL-17A were quantified by flow cytometry.
The relationship between the immune response profile found in patients with and without genital
infections and infertility was analyzed. Second, different formulations based on plasmid DNA
(pDNA) and recombinant protein were designed, developed and evaluated to induce immunity to
C. trachomatis PmpD. In silico prediction of B-cell and T-cell epitopes within the amino acid
sequence of PmpD was made. A fragment of PmpD named F2 was selected, which contains

multiple conformational and linear B-cell, and T-cell epitopes capable of binding to MHC II
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molecules. The coding sequence of F2 was inserted into a eukaryotic expression vector, preceded
by a secretory leader, to be used in pDNA immunization. Moreover, the fragment F2 was obtained
by recombinant expression in Escherichia coli. A prime-boost immunization protocol was applied
by different routes of inoculation. Female mice received intradermally a dose with naked pDNA.
Then, two doses were administered with recombinant PmpD F2 by two simultaneous routes:
systemic (subcutaneous) and mucosal (nasal), formulated with liposomes supplemented with or
without an immunostimulant. The immunostimulants used were: CpG oligonucleotides and Gemini
amphiphiles. To evaluate the generated immune response, the levels of specific IgG, IgG1 and
IgG2a antibodies in serum and IgG and IgA antibodies in vaginal washings were determined.
Finally, the in vivo fertility of the immunized animals was evaluated by mating with males of
proven fertility.

Regarding the prevalence analysis, the results showed that 29% of the 193 infertile patients
analyzed have any of these three STI, therefore, infections by C. trachomatis, M. hominis and U.
urealiticum are potential causes of infertility. Particularly, C. trachomatis and M. hominis are more
prevalent in infertile women and U. urealyticum in infertile men. Although the presence of
antisperm antibodies was associated with C. trachomatis and U. urealyticum infections, the results
suggest that ASA would not be the main contributing factors to infertility in the patients studied.
Infertile patients with and without STI presented alterations in cytokines and master transcription
factors of T helper cells both in vaginal washing and in seminal plasma. Particularly, infertile
women infected with C. trachomatis show alterations in the immune factors, particularly mediated
by RORyt, IL-6 and highly significant correlations among IL-10, INF-y and IL-17A. The infertile
female patients infected with M. hominis present an alteration of the normal flora with bacterial
vaginosis and an immune imbalance potentially mediated by IL-10, IL-8, IL-17A, IL-6, RORyt.
Infertile women infected with U. wurealyticum present alterations of immune factors, that are
mediated by IFN-y, RORyt, GATA3, FOXp3. Regarding the results obtained on sperm parameters
in male patients, U. urealyticum would not have direct effects on the sperm. However, an increase
in TNF-a and IL-10 in seminal plasma was observed. Taken together, these results support the
hypothesis that STI produce alterations in the immune environment that could negatively impact
fertility. On the other hand, in the absence of infection, infertile women show clear alterations in
the immunological factors but most of them present normal microbiota. Particularly, the decrease
of TGF-B, a key cytokine for reproduction, and the increase of one of the main proinflammatory
cytokines, INF-y, together with the increase of RORyt could be contributing factors to infertility in
infertile women without infection.

The F2 fragment from C. trachomatis PmpD, selected on the basis of in silico analysis was
inserted into an eukaryotic expression plasmid for gene immunization. Likewise, it was possible to

express and purify the recombinant protein F2 of PmpD, which was used for immunization using
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the prime-boost strategy. The developed design aims to induce a response tending to a Th1 profile
and specific antibodies. The strategy of prime-boost generated a robust humoral response, both
systemic and local (in vaginal mucosa) in a murine model, with all the formulations evaluated.
Particularly, the formulation containing the protein accompanied by cationic liposomes and CpG
generated high levels of specific serum IgG2a antibodies suggesting that this immunostimulant
directs the response towards a Thl profile, and IgG in vaginal mucosa. On the other hand, the
formulation with liposomes with gemini immunostimulant led to the production of IgA isotype
antibodies in the vagina. The formulations administered by the prime-boost strategy did not
generate alterations in the evaluated fertility parameters (fertility potential, pre- and pos-
implantation loss rate).

The present work of the thesis allowed on the one hand to understand the local factors that
regulate the immunity of the mucosa in infertile patients with and without genital infections and on
the other, to design, develop, and evaluate various vaccine formulations to achieve protective
immunity against C. trachomatis without altering fertility.

Taken together, this work provides elements for a better understanding of reproductive
disorders and provides possible tools for the prevention of STI with a great impact on reproductive

and neonatal health.
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INTRODUCCION

Definicion de Infertilidad

En el afio 2009 la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) y el Comité Internacional para
el Monitoreo de Tecnologia Reproductiva Asistida (International Committee for monitoring
assisted reproductive technology: ICMART) definieron la infertilidad como “una enfermedad del
sistema reproductivo definida por la imposibilidad de lograr un embarazo clinico después de 12
meses 0 mas de tener relaciones sexuales regulares sin proteccion” [1]. Posteriormente, se publico
“el glosario internacional sobre cuidado de la infertilidad y la fertilidad” cuyo objetivo fue generar
un consenso en un conjunto de términos y definiciones basados en la evidencia para ser utilizados a
nivel mundial con el fin de garantizar coherencia cuando se informa sobre infertilidad [2]. De esta
manera, en el aiio 2017 la definicién de "infertilidad" se ha ampliado para abarcar un mayor
espectro de condiciones que afectan la capacidad de reproduccién de individuos y parejas.
Actualmente, la infertilidad se define como una enfermedad caracterizada por la imposibilidad de
establecer un embarazo clinico; sin embargo, también reconoce que el hecho de no quedar
embarazada no siempre es el resultado de una enfermedad, y por lo tanto introduce el concepto de
un deterioro de la funcién que puede conducir a una discapacidad. Asimismo, se alcanzé un
consenso para el término “subfertilidad”. Se acordo que la subfertilidad no define una diferencia o
un estado de fertilidad menos grave que la infertilidad, ni es una condicién que existe antes de que
se diagnostique la infertilidad. Por lo tanto, se llegd a la aceptacion que la subfertilidad es un
término redundante, siendo reemplazada por el término infertilidad para estandarizar la definicion y
evitar confusion. Ademads, se alcanzd un consenso con el término "esterilidad" el cual solo deberia
usarse para definir un estado permanente de infertilidad. De este modo, se evitaria la suposicion de

que el diagnéstico de infertilidad implica esterilidad [2].

Prevalencia

La infertilidad es un problema de salud publica que afecta a personas de todo el mundo [3],
[4]. La prevalencia es dificil de determinar dentro y entre diferentes ubicaciones geogréficas, esto
se debe a la naturaleza de la muestra poblacional, el ambiente sociocultural, socioeconémico, el
estigma social, entre otros factores. Si bien se sabe que la infertilidad afecta tanto a hombres como
mujeres, la mayoria de los escasos datos de prevalencia reportados se refieren particularmente a
mujeres. En el afio 2007, Boivin y colaboradores estimaron que en el mundo hay aproximadamente
72,4 millones de mujeres que se encuentran en una relacion consensual, de edad entre 20 y 44 afios
que son infértiles. De éstas, 40,5 millones buscan atencién médica para abordar la infertilidad.
Asimismo, estimaron que la tasa de prevalencia de 12 meses en paises desarrollados vari6 entre

3,5% al 16,7% mientras que en paises sub-desarrollados entre 6,9% y 9,3%, considerando una
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prevalencia mediana general estimada del 9% [3]. Las estimaciones del afio 2010 refieren que el
1,9% vy el 10,5% de mujeres en edad reproductiva (20-40 afios) padecen infertilidad primaria y
secundaria, respectivamente [5]. La OMS define como infertilidad primaria a la incapacidad para
quedar embarazada a pesar de intentar activamente por un cierto nimero de afios mientras que la
infertilidad secundaria es definida como la incapacidad para quedar embarazada a pesar de intentar
activamente por un cierto nimero de afios y haber estado embarazada o haber tenido un hijo en el
pasado. Datos mds actuales reportan que la infertilidad afecta al 10% y el 15% de las parejas en

edad reproductiva [6].

Causas

Existen diversas causas que pueden provocar fallas en la reproduccién. La edad avanzada
de las mujeres se relaciona con menor cantidad y calidad de foliculos [7], [8], un mayor riesgo de
aborto involuntario [8], [9], [10], morbilidad obstétrica y complicaciones perinatales [11]. Edades
avanzadas tanto de mujeres como de hombres han sido asociadas con un mayor tiempo para lograr
el embarazo [12], [13]. Algunos problemas de infertilidad no pueden prevenirse. Sin embargo,
ciertos factores de riesgo son prevenibles [14]. Entre ellos se pueden mencionar, las infecciones de
transmision sexual (ITS) [15] el tabaquismo [16] el consumo de alcohol [17], la obesidad o bajo
peso [16], [18], [19], el consumo de cafeina [20], el estrés [20] e incluso el teléfono celular [21],
[22] y el uso de internet inaldmbrico [23]. Para una revisién completa de algunos de estos y otros
factores de riesgo revisar Homan y colaboradores 2007 [20], Anderson y colaboradores 2010 [24],

Sharma y colaboradores [25].

Infertilidad sin causa aparente

La infertilidad sin causa aparente o infertilidad inexplicable es un término que se ha
aplicado al 30-40% de las parejas infértiles [26]. Particularmente, se refiere a la situacion en la que
todas las investigaciones estdndares (pruebas de ovulacién, permeabilidad tubdrica, andlisis de
semen) dan resultados dentro de valores normales [27]. Para la pareja infértil, un "diagnéstico" de
infertilidad sin causa aparente puede ser muy frustrante y con frecuencia es interpretado como una
falta de explicacion para la causa de la infertilidad y, por lo tanto, falta de tratamiento efectivo. La
infertilidad sin causa aparente puede estar relacionada con trastornos en el equilibrio inmunolégico,

endocrinolégico, genético y en la fisiologia reproductiva [28].
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OBJETIVOS
Objetivo General

Investigar la relacién entre la respuesta inmune asociada a infecciones genitales y la
infertilidad, y contribuir al disefio de una estrategia de prevencién de infeccién por Chlamydia
trachomatis.
Objetivos Particulares

1. Detectar infeccion por Clamydia trachomatis, Ureaplasma urealyticum y Mycoplasma
hominis en exudados cervicales y uretrales en pacientes en consulta por infertilidad y en

pacientes fértiles de nuestra regién. Analizar la prevalencia de estas infecciones.

2. Caracterizar el perfil de respuesta inmune en semen y en lavado vaginal de pacientes

infértiles/fértiles con y sin infecciones.

3. Analizar la presencia de anticuerpos antiespermadticos en muestras de lavado vaginal o

plasma seminal de pacientes infértiles/fértiles con y sin infecciones.

4. Establecer posibles relaciones entre el perfil de respuesta inmune hallado en los pacientes

con y sin infecciones genitales y la infertilidad.

5. Disefiar diferentes formulaciones basadas en ADN plasmidico/proteina para inducir

inmunidad hacia PmpD de Chlamydia trachomatis.

6. Inmunizar ratones hembras con las diferentes formulaciones vacunales.

7. Evaluar la presencia de anticuerpos especificos en suero y en lavados vaginales.

8. Evaluar la fertilidad in vivo de los animales inmunizados mediante el apareo con machos

de fertilidad comprobada.
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CAPITULO 1

Estudio de la respuesta inmune asociada a infecciones
genitales en su relacion con la infertilidad




INTRODUCCION

Tracto Reproductor Femenino

Estructura y morfologia

El tracto reproductor femenino (TRF) en los seres humanos se compone del tracto superior,
que incluye las trompas de Falopio, ttero y endocervix, y del tracto inferior, compuesto por el
ectocervix y el tracto vaginal (Figura 1). El tracto reproductivo superior esta recubierto por una sola
capa de células epiteliales columnares unidas por uniones estrechas que forman una barrera fisica
que impide la entrada de microorganismos y antigenos presentes en el lumen [29], [30], [31]. A
diferencia del tracto reproductivo superior, el revestimiento del tracto reproductivo inferior estd
compuesto por un epitelio escamoso estratificado que se basa principalmente en la presencia de
miultiples capas de células que proporcionan una barrera protectora contra la entrada de
microorganismos [29], [30]. Sin embargo, las capas superficiales de las céulas que componen el
tracto reproductivo inferior se diferencian del resto ya que permiten la penetracion de
microorganismos tanto de la flora comensal como patdgenos y otros mediadores [32]. La zona de
transformacién representa una transiciéon abrupta entre el ectocervix y el endocervix. La
susceptibilidad de estas regiones a los organismos infecciosos difiere. Por ejemplo, Candida
albicans y Trichomonas vaginalis colonizan la vagina, mientras que el cuello uterino es susceptible
a la infeccién por C. trachomatis, Neiseria gonorrea, y virus del papiloma humano (Human
papilloma virus: VPH) [33]. La proliferacién y diferenciacién del tejido del tracto reproductivo esta
regulada por las hormonas reproductivas, estrégeno y progesterona. Debajo del epitelio, tanto del
tracto reproductivo inferior como superior, se encuentran principalmente fibroblastos, sangre

dispersa en vasos revestidos con endotelio y una variedad de células inmunes.
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Figura 1. Componentes anatomicos y epitelios del tracto reproductor femenino (Figura modificada de Hladik

y McElrath, 2008).
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Sistema inmune del tracto reproductor femenino
Generalidades

El tracto reproductor ademds de poseer caracteristicas comunes con otras superficies
mucosas, tiene adaptaciones Unicas en su sistema inmune que han evolucionado principalmente
para proteger al feto del reconocimiento y rechazo inmunoldgico. Asimismo, el sistema
inmunolégico humano, a diferencia de muchas otras especies de mamiferos, tiene que conferir
proteccién contra patégenos de transmision sexual a lo largo de todo el ciclo menstrual. Esto
requiere adaptaciones especiales en el sistema inmunolégico del TRF, de modo que diferentes
componentes de la respuesta inmunitaria, como la inmunidad humoral y mediada por células, se
modulan de manera diferencial para extender la proteccién contra infecciones al mismo tiempo que
facilitan la fertilizacién y la implantacién del feto, si fuera necesario. Por un lado, las hormonas
sexuales han demostrado ser reguladores claves de las células inmunes del TRF y juegan un papel
importante en los cambios ciclicos en la inmunidad [29], [34], [35]. El sistema inmunolégico de las
trompas de Falopio, el ttero, cérvix, y la vagina funcionan de forma independiente entre si ante
cambios en los niveles hormonales durante el ciclo menstrual. El resultado neto es una proteccién
inmune coordinada que complementa las exigencias reproductivas de cada érgano [35], [36].
Ademas de las hormonas sexuales, la flora microbiana de la mucosa genital compuesta de miles de
especies juega un papel esencial en la regulacién del sistema inmune [37], [38]. Existen cada vez
mas evidencias que indican que la presencia de Lactobacillus spp. en el microbioma es
fundamental para el desarrollo y la configuracién de las respuestas inmunes innatas y adaptativas
del tracto reproductor [37], [38]. En la Figura 2 se observa una imagen representativa de las

distintas células y moduladores que participan de las respuestas inmunes en el TRF.
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Figura 2. Componentes inmunolégicos del Tracto Reproductor Femenino (Figura modificada de Nguyen y

col., 2014).
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Células Epiteliales

Las células epiteliales uterinas y vaginales no s6lo proporcionan una barrera fisica que
evita la transmisién de ITS, también tienen capacidad para conferir protecciéon inmune. Es por esta
funcién clave que poseen que estdn siendo reconocidas como centinelas [39], [40], [41].
Particularmente, las células epiteliales tienen la capacidad de comunicacién bidireccional ya que
dirigen tanto la funcién reproductiva como la inmune para mantener un nivel de proteccién que
distingue entre patdgenos, comensales, espermatozoides alogénicos y el feto en desarrollo. Por lo
tanto es muy importante que se mantenga un equilibrio dinamico en el TRF entre las células
epiteliales que responden al estradiol y progesterona [42], [43], las citoquinas y factores de
crecimiento producidos por células residentes (fibroblastos y células inmunes) y células migratorias
(células inmunes).

Las células epiteliales uterinas y vaginales estdn protegidas del contacto directo con
patégenos mediante una capa de moco, que ademds de contener inmunoglobulinas y péptidos
antimicrobianos (Antimicrobial peptides: AMP) se compone de una familia de proteinas
glicosiladas, conocidas como mucinas. La funcién de las mucinas es atrapar fisicamente los
patégenos y evitar que infecten la mucosa epitelial [44]. Otro componente importante del moco
cervico-vaginal que afecta la infeccidon por microorganismos patégenos es el pH acido, el cual
normalmente se encuentra entre 4 y 5 [45]. El microentorno dcido de la vagina se mantiene
mediante la produccién de acido lactico de bacterias comensales, particularmente Lactobacillus
spp- [46].

Las células epiteliales uterinas y vaginales confieren proteccién inmune a través de
diversos mecanismos. Por un lado transportan IgA e IgG a las secreciones del TRF. Asimismo,
expresan Receptores de Reconocimiento de Patrones (Patterns recognition receptor: PRR) que
incluyen receptores tipo Toll (7Toll-like receptor: TLR) y receptores tipo NOD que reconocen
patrones moleculares asociados a patdgenos (Pathogen associated molecular patterns: PAMP)
conservados en los microorganismos [29], [32], [47]. Los PRR median la secrecién de citoquinas,
quimioquinas y AMP [29]. Particularmente, las células epiteliales uterinas humanas expresan desde
el TLR-1 al TLR-9 por lo tanto estdn preparadas para responder a diversos patégenos entre ellos
virus, bacterias y hongos [32], [48], [49]. Por otro lado, las células epiteliales vaginales también
actian como centinelas del sistema inmune innato, y expresan TLR-1, -2, -3, -5 y -6 [50]. Diversos
trabajos demostraron que la estimulacién microbiana de diversos TLR de las células epiteliales
vaginales induce la expresién de interleuquinas (IL) tales como IL-1B, IL-6, IL-8, factor de
necrosis tumoral o (Tumor necrosis factor: TNF-0) y las proteinas inflamatoria de macréfagos 1 o
y B (Macrophage inflammatory protein: MIP) [48], [50]. Las células epiteliales a través de
produccién de citoquinas y quimioquinas contribuyen al reclutamiento y activacién de células del

sistema inmune innato y adaptativo.
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Inmunidad innata del tracto reproductor fermenino
Ademads de las células epiteliales, las células inmunes tales como macréfagos, células
dendriticas (CD), células Natural Killer (NK) y neutréfilos actian como primera linea de

proteccién frente a ITS [34], [40].

CD y macroéfagos

Tanto las CD como los macréfagos son centinelas del sistema inmunolégico de la mucosa
y se han identificado en todo el TRF especialmente en el ecto- y endocervix [33], [40], [51]. Estas
células, son presentadoras de antigenos profesionales (CPA), que constantemente inspeccionan y
procesan antigenos del entorno externo proporcionando sefiales para la generacién de respuestas
inmunitarias adaptativas [52], [53].

Las CD de la mucosa son reconocidas por su habilidad tnica de reconocer y responder a
antigenos induciendo diferentes respuestas inmunes en el huésped. Las respuestas pueden ir desde
tolerogénicas hasta la induccién de inmunidad efectora especifica para antigenos [54], [55]. Las
CD vaginales estdn presentes dentro de la capa epitelial, donde principalmente residen células de
Langerhans que poseen capacidad inmunoestimuladora [56], mientras que las CD uterinas se
localizan en el estroma subepitelial del endometrio y tienen un fenotipo principalmente
tolerogénico. Las células epiteliales uterinas secretan mediadores solubles que inducen en las CD
uterinas un fenotipo semi-maduro tolerogénico que se caracteriza por disminucién de la expresién
de las moléculas coestimuladoras CD80 y CD86 asi como una disminucién de la sensibilidad a
ligandos del TLR-3 y TLR-4 [32], [57]. Al igual que en otros tejidos, en condiciones de dafio
tisular, inflamacién o por el ingreso de un patégeno, las CD cambian su fenotipo y funcidn,
convirtiéndose en CD maduras que presentan un aumento de moléculas de clase II del complejo
mayor de histocompatibilidad (Major histocompatibility complex: MHC) y moléculas
coestimuladoras. Asimismo, tienen la capacidad de migrar hacia los ganglios linféaticos drenantes,
donde presentan los antigenos a los linfocitos T helper (LTh) o colaboradores, que luego se
diferenciardn a LT efectores especificos de distintos perfiles: Th1l, Th2, Th17, Treguladores (Treg)
[55], [58], [59].

Los macréfagos representan aproximadamente el 10% de los leucocitos presentes en el
TRF, mayormente se encuentran en el estroma endometrial y en el tejido conjuntivo miometrial
[40]. En contraste con las CD que expresan niveles constitutivamente altos de moléculas del MHC
I, los monocitos y macréfagos regularmente expresan niveles muy bajos de MHC 1II [56]. Se han
encontrado distintos subconjuntos de macréfagos en tejidos vaginales y cervicales del tracto
genitourinario de humanos [33], [60], [61], particularmente poblaciones de macréfagos M1 y M2
[62]. En respuesta a infecciones bacterianas o virales, los macréfagos que adquieren un fenotipo de

activacion clésico, llamado M1 por analogia con la nomenclatura de LTh, se caracterizan por la
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produccién de citoquinas proinflamatorias y diversos metabolitos que sostienen la inflamacién y
fagocitan a los microbios invasores. En contraste, estimulos tales como IL-4 e IL-13, junto con
sefiales del tejido residente, llevan a los macréfagos a adquirir una activacién 'alternativa' o estado
M2, que estd involucrado en la remodelacion de tejidos [63], [64]. Aunque la polarizacién M1 —
M2 ha sido demostrado in vivo, esta clasificacion sélo debe considerarse una representacion
esquemadtica de un espectro de fenotipos intermedios inducidos por los efectos combinatorios de los
estimulos y otros tipos de células presentes en el microambiente [65]. En el TRF superior, los
macr6fagos cambian en ntimero, distribucion y funcién segin las fases del ciclo estral y
fluctuaciones en los niveles de estrégenos. Los macréfagos con actividades similares a M2, de tipo
reguladores, son mds abundantes durante la fase preovulatoria, mientras que los macréfagos
inflamatorios aumentan bruscamente al final del ciclo ovérico en el endometrio y generalmente
predominan en los tejidos durante la fase pos-ovulatoria. M4s alla de funciones inmunes, los
macréfagos del TRF superior modulan la produccién de hormonas, ovulacién, proliferaciéon de
células epiteliales y actividad secretora del endometrio, donde también regulan la produccién de
matriz extracelular y remodelacién vascular, entre otros procesos [62]. En el TRF inferior, los
macréfagos permanecen mds constantes durante el ciclo menstrual y presentan principalmente,
mecanismos defensivos contra la invasion de patdgenos [40]. Para una mejor revision sobre

macré6fagos en el TRF consultar Pepe y colaboradores, 2018 [62].

Células Natural Killer (NK)

El nimero de células NK varia en el endometrio a lo largo del ciclo menstrual, alcanzando
un pico de aproximadamente 70% de la poblacién total de leucocitos en la fase de secrecion [40],
[66]. Sin embargo, los nimeros de células NK en otras regiones del tracto reproductivo no se ven
afectados durante el ciclo menstrual y representan el 10-30% de leucocitos en estos lugares [34],
[67]. En general, el niimero mas bajo de células NK se encuentra en las trompas de Falopio. Los
mecanismos que controlan la localizacién especifica de las células NK dentro del TRF son
desconocidos y pueden reflejar las diferentes funcionalidades. Las células NK uterinas (uNK)
tienen un fenotipo distinto en comparacién con las encontradas en la sangre [68], [69]. Sin
embargo, de manera similar a las células NK de la sangre, se ha demostrado in vitro que las células
ulNK en el endometrio de mujeres no embarazadas tienen funcién citolitica y producen cantidades
significativas de interferén y (IFN-y), factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos
(Granulocyte/macrophage colony-stimulating factor: GM-CSF), IL-10, factor de crecimiento
transformante (Transforming growth factor: TGF) 2 e IL-8 [29], [40]. Por lo tanto, también son
capaces de promover una respuesta inflamatoria, induciendo la activacién de macréfagos y la
generacién de LT citotdxicos [29]. Particularmente, las células uNK, producen factores de

crecimiento angiogénicos y factor inhibidor de leucemia (Leukemia inhibitory factor: LIF), los
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cuales son esenciales para el desarrollo de arterias espiraladas y en general en los procesos de
decidualizaciéon e implantacién [32], [70]. Las células uNK requieren que la IL-15 sea producida
constitutivamente por las células del estroma endometrial para sobrevivir y proliferar [51]. Para

mejor revision sobre células uNK consultar Acar y colaboradores, 2011 [70].

Neutrofilos

Si bien los neutréfilos estdn presentes en todo el TRF, su ndmero es mayor en las trompas
de Falopio y disminuye progresivamente desde la parte superior del TRF hacia la vagina [40]. Sus
niveles son relativamente constantes a través del ciclo menstrual. Sin embargo, en el endometrio
hay un aumento significativo de neutrdfilos en la menstruacién que estd precedido por un aumento
de IL-8, que es un factor quimioatractante de leucocitos. La presencia de neutréfilos ayuda en la
descomposicién del tejido endometrial a través de la liberacion de elastasa que posteriormente
activa las metaloproteinasas de matriz. Este proceso de degradacién y reconstruccién del tejido
forma parte del ciclo menstrual normal. Por otro lado, dado que se rompe la barrera epitelial, debe
aumentar la actividad inmune innata. Los neutréfilos expresan TLR 1-9 y responden a patégenos a
través de la fagocitosis, produccién de compuestos oxidantes y liberacién de AMP. Asimismo, los
neutréfilos cruzan el epitelio hacia el lumen para fagocitar espermatozoides, microorganismos y
cualquier otro residuo celular. En efecto, algunos estudios han demostrado que después del coito,
hay una significativa infiltracién de neutréfilos en el endometrio, como parte de una respuesta

inflamatoria normal [71].

Péptidos antimicrobianos

Las secreciones del TRF contienen una serie de AMP los cuales previenen y/o reducen la
infeccion al dificultar el crecimiento de microorganismos por mecanismos directos o indirectos.
Los AMP son péptidos o proteinas pequefias con propiedades antimicrobianas, secretados
principalmente por neutréfilos y células epiteliales. En el TRF se detectan defensinas, lisozima,
lactoferrina, inhibidores de proteasas tales como el inhibidor de proteasa leucocitaria secretora
(Secretory leukocyte protease inhibitor: SLPI) y elafina, entre otros [32], [72]. Los AMP mejor
caracterizados y mas abundantes del TRF humano son las defensinas o y P. Estas defensinas
humanas tienen propiedades antivirales, antifingicas y antibacterianas contra bacterias gram-
negativas y gram-positivas [40]. Asimismo, la lisozima y la lactoferrina ejercen efectos
antibacterianos y antivirales [40], [72]. La lisozima actia principalmente a través de la digestion
enzimatica de paredes de las células bacterianas mientras que la lactoferrina actiia secuestrando el
hierro del ambiente 4cido requerido por algunos patégenos. Por otro lado, los inhibidores de
proteasas también son producidos por macréfagos y CD, los cuales ademds de tener propiedades

antibacterianas y antifingicas [73] funcionan como factores anti-inflamatorios al inhibir las
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proteasas secretadas por las células inmunitarias como los neutréfilos, que pueden desencadenar la
activacidn del sistema del complemento y secrecion de otros mediadores inflamatorios que pueden
causar dafio tisular e inflamacién severa [74]. Si bien el espectro de los AMP es amplio, no inhiben
la colonizacién de bacterias comensales protectoras en condiciones normales del TRF. Para una

mejor revision sobre AMP en el TRF consultar Yarbrough y colaboradores, 2015 [75].

Citoquinas y quimioquinas

La secrecion de citoquinas y quimioquinas conduce a una comunicacion rapida entre las
diferentes células presentes en el TRF. En general, estos medidadores son reguladores de la
integridad de la barrera de las células epiteliales vaginales y uterinas teniendo un rol importante en
la fisiologia del TRF. Asimismo, estas moléculas median una respuesta inmune innata y adaptativa
que interfiere directamente con la patogénesis microbiana, algunas veces produciendo una

respuesta que elimina al patégeno y otras veces creando un ambiente hostil para su supervivencia.

Inmunidad adaptativa
Linfocitos T

En la inmunidad adaptativa participan los linfocitos T (LT) efectores citotoxicos CD8+ y
LTh CD4+ los cuales pueden generar diferentes perfiles de respuestas, entre ellas Th1, Th2, Th17 y
Treg. En la actualidad, el papel de los LT en la biologia reproductiva es de importancia
fundamental, sin embargo atin no estd completamente entendido [76]. En general, se considera que
la accién de los linfocitos Treg es fundamental para el éxito de la concepcién y del desarrollo fetal
[77]. La diferenciaciéon de LT CD4+ a Treg esta asociada a la generacion de un ambiente
tolerogénico e inmunosupresiéon mediante la liberacién de IL-10, TGF-f e IL-35 y se caracteriza
por la expresiéon del factor de transcripcion FOXp3 [78]. Si bien se ha demostrado que la
participacion de los linfocitos Th2 no es imprescindible para el mantenimiento de la prefiez [79], la
presencia de las citoquinas IL-4 e IL-5 resulta favorable. Los LT diferenciados hacia este perfil
pueden ser identificados por la expresién del factor de transcripcion GATA3. Por otra parte, la
diferenciacion hacia perfiles Thl y Th17 se relacionan con fallas en la implantacién y pérdidas
fetales [80]. La subpoblacién de linfocitos Thl se caracteriza por la produccién de IFN-y junto con
la expresion del factor de transcripcidon Tbet. Los linfocitos Th17 secretan principalmente IL-17 e
IL-22, y el factor de transcripcién que los caracteriza es RORyt [78]. Asimismo, la presencia de
mediadores de inflamacién, como IL-6, TNF-a e IL-8, resultaria perjudicial en la generacién del
microambiente uterino de tolerancia, necesario para el progreso de la prefiez [80].

En el TRF, los LT se encuentran principalmente en el estroma de la vagina, debajo del
epitelio del cuello uterino, en el ttero, y también se dispersan entre las células epiteliales, estos

ultimos se conocen como linfocitos intraepiteliales [81]. Un estudio indicé que los LT (CD4+ y/o
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CD8+) constituyen aproximadamente el 6 al 20% del ntimero total de células dentro del TRF [82].
En el TRF, los LT CD8+ (35-50%) predominan sobre los LT CD4 + (25%) [67], [83]. Yeaman y
colaboradores mostraron que el endometrio uterino contiene agregados linfoides organizados que
se encuentran en la capa del estrato basal (Figura 2) [84], los cuales son anatomica y
funcionalmente distintos a las placas de Peyer presentes en la mucosa intestinal [85]. Los
agregados linfoides uterinos son estructuras conformadas por un nicleo de linfocitos B (LB) que
estd rodeado por LT CD8+ y mas externamente, por macréfagos [84], [86], [87]. No estd claro si
los LT CD8+ que conforman los agregados linfoides tienen un rol citotéxico [32]. Algunos
estudios demostraron que los LT del TRF tienen funciones citoliticas [88], sin embargo, el
desarrollo de agregados linfoides sugiere un papel en la supresién de la inmunidad mediada por
células que se produce en el ttero durante la fase secretora del ciclo, cuando es més probable que
ocurra la ovulacién y la implantacién [88]. El estradiol y la progesterona regulan la formacién y el
tamafo de los agregados linfoides uterinos, por lo tanto si bien pueden encontrarse a lo largo del
ciclo menstrual, un menor nimero se encuentra durante la etapa proliferativa y un mayor niimero
durante la fase secretora [84], [87]. El tracto reproductivo inferior, aunque carece de agregados
linfoides, contiene un espectro de LT ubicados tanto dentro de la submucosa como en el
revestimiento epitelial (Figura 2).

En un estudio realizado por Pudney y colaboradores se examinaron las proporciones y la
localizacién de las poblaciones de LT en el cuello uterino y la vagina de mujeres no embarazadas
[33]. Estos autores mostraron que los LT son mds prevalentes en la zona de transformacion cervical
que en tejido vaginal. Particularmente, en la zona de transformacién fueron detectados actimulos de
LT CD4+ y LT CD8+ citotéxicos, los cuales funcionan como una barrera inmunolégica dindmica
frente a patégenos ascendentes al tracto genital superior. En el tracto genital inferior la mayoria de
los LT fueron localizados en la interfaz estroma/epitelio. Sin embargo, un nimero significativo de
LT CD8+ se encontraron intercalados en el epitelio escamoso vaginal y ectocervical (linfocitos
intraepiteliales). Asimimo, estos autores indicaron que los LT presentes tanto en el epitelio como
en la ldmina propia poseen predominantemente un fenotipo de memoria. Estos autores indicaron
que los LT CD8+ de la vagina en condiciones normales no pueden ser capaz de realizar funciones
citoliticas; por lo que sugieren que estos LT representan una poblacién de células reguladoras como
las que también han sido descritas en la mucosa intestinal [89], [90]. Curiosamente, en condiciones
de inflamacién estos autores detectaron un mayor nimero de LT intraepiteliales CD4+ lo que
sugiere que estos LT median la defensa inmunitaria celular. En este estudio, no observaron cambios
en las poblaciones de LT que se correlacionen con el ciclo menstrual.

En el momento de la fertilizacién, el sistema inmunolégico en todo el TRF optimiza las
condiciones para la implantacién y el embarazo. En el titero humano, durante la fase proliferativa

del ciclo menstrual que conduce a la ovulacién (en la cual predomina el estradiol), se produce la
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expansion de los linfocitos Treg FOXp3+ [91]. Esto coincide con una disminucién en la actividad
citolitica de los LT CD8+ uterinos después de la ovulacién [88]. Asimismo, un subconjunto tnico
de linfocitos intraepiteliales, designado por un fenotipo de LT y9d, esta presente en el utero y
suprime las respuestas inmunes antifetales maternas a través del TRF [92]. Asimismo, estudios
recientes han demostrado que los linfocitos Treg y Th17 pueden estar presentes en el TRF. En
general, la presencia de estas células se ha observado después de la exposicién a condiciones
inmunorreguladoras o inflamatorias, respectivamente [93], [94]. Por ejemplo, se descubrié que los
linfocitos Treg constituyen una fuente rica de TGF-B [94] tanto en modelos experimentales de
ratones como en humanos. Esta poblacién seria estimulada por la exposicién al plasma seminal
contribuyendo a la tolerancia hacia antigenos paternos [95]. En presencia de -citoquinas
proinflamatorias como la IL-6, los linfocitos Treg se diferencian a linfocitos Th17 que participan
en la inflamacién. También se ha demostrado que los linfocitos Th17 regulan la migracién de
neutréfilos en las infecciones por C. trachomatis y se cree que desempeian un papel en el aborto
espontdneo tardio [96], [97]. De manera similar, varios estudios han descrito un aumento en el
ntimero y la distribucién de los linfocitos Th17 después de una infeccién del tracto genital, también
en otras infecciones, como las producidas por Neisseria gonorrhoeae y el Virus de
inmunodeficiencia humana (Human immunodeficiency virus: HIV) [93].

La regulacion de las respuestas inmunitarias Th1, Th2, Th17 y Treg depende del entorno de
citoquinas liberadas durante la respuesta inmune innata frente a la estimulacién con los antigenos.
Asimismo, varios estudios en animales han demostrado que la generacion de respuestas
inmunitarias adaptativas humorales y celulares frente a la vacunacién o a la infeccién, esta
influenciada por la etapa del ciclo reproductivo, es decir por hormonas sexuales [98], [99]. Los
mecanismos a través de los cuales las respuestas adaptativas se equilibran para inducir proteccion y
memoria especificas contra un patégeno mientras se logra un embarazo aun no se han dilucidado

por completo.

Linfocitos B

La investigacién en inmunologia reproductiva se ha centrado durante mucho tiempo en las
respuestas de los LT en la tolerancia a los antigenos paternos y en mecanismos de tolerancia fetal.
La participacién de los LB en inmunologia reproductiva todavia estd siendo investigada. Un trabajo
publicado en el afio 2014 por Fettke y colaboradores propone, por un lado, que los LB contribuyen
a la tolerancia al embarazo al secretar la citoquina inmunomoduladora IL.-10, pero por otro, que los
LB pueden perjudicar seriamente el embarazo por su capacidad de producir autoanticuerpos [100].

En cuanto a los LB protectores recientemente fue descripto un subconjunto de linfocitos
B2, denominados reguladores en humanos y B10, en ratones [100]. Esta poblacién inhibe

respuestas inflamatorias excesivas que contribuyen al desarrollo de enfermedades autoinmunes.
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Surgen nuevas evidencias en modelos de ratones que sugieren que los linfocitos B10 producen IL-
10 y ayudan a mantener la tolerancia hacia los antigenos fetales semi-alogénicos. Asimismo, estas
células pueden ser importantes para combatir las sefiales de peligro en la interfaz materno-fetal en
el caso de infecciones con el objetivo de restablecer la tolerancia fetal alterada. Los LB productores
de IL-10 aumentan al inicio del embarazo, pero no en el caso de abortos [100]. IL-10 tiene un rol
importante en la proteccién del embarazo frente a los efectos adversos del estrés inflamatorio
durante la gestacion. Particularmente, se sabe que en condiciones de autoinmunidad IL-10 inhibe la
sintesis de citoquinas proinflamatorias, especificamente TNF-a a partir de monocitos y macréfagos
[101]. Asimismo, se demostré in vitro que los linfocitos B10 son capaces de suprimir la produccién
de TNF-a por parte de los LT de en mujeres embarazadas.

Por otro lado, los LB también pueden ser perjudiciales para el embarazo. El
comportamiento aberrante de LB estd asociado con patologias obstétricas. En particular, la
capacidad de los linfocitos B2 para producir autoanticuerpos especificos o de los linfocitos B1 para
generar anticuerpos naturales polirreactivos que pueden reconocer moléculas propias, como por

ejemplo anticuerpos contra la hormona foliculo estimulante [102].

Inmunidad Humoral

La inmunidad humoral se caracteriza por la produccién de anticuerpos que se unen tanto a
antigenos libres como asociados a las células, lo que inhibe la entrada a las células y/o neutraliza la
actividad de un patégeno. La unién de anticuerpos media la eliminacién de los patdgenos a través
de la posterior fagocitosis por macréfagos o por activacién del sistema complemento. Los LT
CD4+ desempefian un papel en la inmunidad humoral al conducir la maduracién de los LB a
células plasmadticas secretoras de anticuerpos [103]. Las inmunoglobulinas IgG e IgA secretora
(IgAs) se expresan en las secreciones genitales. Los LB que conforman el centro de los agregados
linfoides del endometrio uterino expresan principalmente CD5, un marcador que normalmente se
asocia con los linfocitos B1 [85]. Sin embargo, se han identificado células plasméticas productoras
de IgA residentes en el TRF, especialmente en el cuello uterino [42]. Si bien una serie de
publicaciones han sugerido que en el TRF hay sitios efectores, es necesario seguir investigando
sobre la capacidad del TRF para inducir una respuesta inmune humoral local [32]. Por otro lado,
diversos estudios demostraron que el endocervix contiene la mayor cantidad de células plasmadticas
productoras de anticuerpos IgG e IgA en comparaciéon con el ectocervix, vagina y trompas de
Falopio [104], [105], [106], [107]. Respecto a las proporciones de inmunoglobulinas encontradas
en el moco cervical y liquido de lavado cervicovaginal, indican que los niveles de IgG son dos a
seis veces mds altos que los de IgA. En contraste, las secreciones endocervicales tienen mayores
niveles de IgA que de IgG [108]. El transporte de IgA e IgG desde el tejido al lumen del TRF

depende de la expresion de proteinas transportadoras presentes en el epitelio genital tales como el

Capitulo 1 Introduccién 23



receptor de inmunoglobulina polimérica (polimeric immunoglobulin receptor: plgR), para el
transporte de IgA y el receptor neonatal de Fc (neonatal Fc receptor: FcRn), para el transporte de
IgG. Los niveles de pIgR, varian con la etapa del ciclo menstrual, es decir que estaria regulado por

hormonas sexuales [109], [110].

Tracto reproductor masculino

Estructura y morfologia

El tracto reproductivo masculino (TRM) bdsicamente comprende los testiculos, donde
ocurre el proceso de produccién de gametos (espermatogénesis) y donde se produce testosterona; el
epididimo, un sistema de conductos excurrentes para el transporte, la maduracién y el
almacenamiento de los espermatozoides; los 6érganos glandulares accesorios que producen el fluido
seminal y secretan una serie de compuestos que integran la eyaculacién final; y el pene, en cuyo
interior atraviesa la uretra, la cual proporciona el pasaje de orina y semen (Figura 3A).

Andlogo al TRF superior e inferior, la mucosa uretral estd formada por diferentes
microambientes que se componen de diversos epitelios. La abertura uretral es similar en morfologia
a la zona de transformacién del TRF, donde el epitelio escamoso estratificado queratinizado se
transforma abruptamente en epitelio escamoso estratificado no queratinizado en la fosa navicular
(Figura 3B). Posteriormente, a medida que el epitelio escamoso estratificado no queratinizado entra
en el eje del pene, pasa a epitelio columnar glandular pseudoestratificado, que recubre la longitud
de la uretra [111]. Dentro del epitelio de la uretra, las invaginaciones profundas, conocidas como
glandulas de Littré, son las responsables de la secrecion de liquido viscoso, como el pre-eyaculado,
que sirve como lubricante durante las relaciones sexuales y ayuda a neutralizar la orina residual en

la uretra [111].
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Human Reproduction open class Male Genital Tract) B) Epitelios del pene (Figura modificada de Hladik y
McElrath, 2008).

Testiculos

La estructura de los testiculos humanos es altamente organizada y compleja. Los mismos se
encuentran dentro del escroto fuera de la cavidad abdominal. Tienen una cépsula que los recubren
de tejido conjuntivo llamada tinica albuginea. A lo largo de la superficie posterior del testiculo, la
tunica albuginea se protrusiona para formar el mediastino testicular. Cada testiculo estd dividido en
alrededor de 250 lobulillos por tabiques incompletos de tejido conjuntivo. Dentro de los lobulillos
se visualizan de 1 a 4 tdbulos convolutos, denominados tibulos seminiferos. Cada tibulo
seminifero continda cerca del mediastino en un tibulo de menor didmetro o tibulo recto, que
finaliza en la red testicular y se encuentra rodeado por tejido mioide peritubular [112]. El testiculo
tiene dos funciones principales, la generaciéon de espermatozoides (espermatogénesis), que se
produce en los tibulos seminiferos, y la produccién de las hormonas esteroides sexuales,
principalmente la testosterona (esteroidogénesis) [113], [114], [115].

Los tdbulos seminiferos estdn conformados por células de Sertoli (CS) que rodean las
células madres y los distintos estadios de las células espermatogénicas (Figura 4) [116], [117].
Ademads de proporcionar nutrientes esenciales y factores de crecimiento, las CS juegan un papel
importante en mediar los cambios morfolégicos del espermatozoide durante la espermatogénesis
[118]. Asimismo, diversos estudios demostraron que las CS tienen capacidades inmunosupresoras
[119]. En el compartimento intersticial entre los tibulos seminiferos predomina una poblacién de
células denominadas células de Leydig. Estas son las responsables de la sintesis de testosterona y

pequeiias cantidades de estradiol bajo el estimulo de la hormona luteinizante secretada por la
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glandula pituitaria [114]. Asimismo, varios estudios han demostrado que las células de Leydig
regulan la expansién de los macréfagos y linfocitos testiculares en los testiculos de rata; sin
embargo, estas células han mostrado débiles respuestas en humanos [120], [121]. Por otro lado, las
células mioides peritubulares (PMC) rodean los tibulos seminiferos proporcionando un soporte
para la integridad de los tibulos [114] y permiten el movimiento contrictil necesario para facilitar
la movilidad y la maduracién de los espermatozoides hacia el epididimo. Las PMC pueden regular
indirectamente la espermatogénesis y el desarrollo testicular mediante la secrecidn de factores tales
como el TGF-B2, MIP-1 y LIF [122]. Asimismo, estas células expresan los receptores 1 y 2 de
TNF-0, que median la expresion de otros tipos de moléculas inflamatorias tales como IL-6 y
ciclooxigenasa 2 (COX-2) [123].

La expresién de citoquinas pro y antiinflamatorias en las CS, células de Leydig y PMC esta
regulada por los andrégenos. Particularmente, altas concentraciones de testosterona tienen
funciones inmunosupresoras que permiten el mantenimiento del inmunoprivilegio testicular. Los
espermatozoides se producen desde la pubertad, mucho después del establecimiento de Ila
tolerancia a los autoantigenos. Sin embargo, la mayoria de los hombres, no producen anticuerpos
contra sus propios gametos. El desarrollo de los mecanismos para prevenir o limitar las respuestas
autoinmunes a los espermatozoides es esencial para preservar la capacidad reproductiva. Los
testiculos, representan un ambiente inmunoldgico Unico ya que constituyen un sitio
inmunoprivilegiado. Anteriormente, se creia que el privilegio inmunitario de los testiculos era
principalmente una consecuencia del secuestro de antigenos por el sistema inmunitario sistémico el
cual estaba mediado por las uniones estrechas entre CS adyacentes (barrera hemato-testicular) en el
epitelio de los tubulos seminiferos [124]. Sin embargo, los mecanismos inmunitarios han
evolucionado para suprimir activamente la respuesta autoinmune a los espermatozoides dentro del
tracto genital. Actualmente, se propone que la combinacién entre la estructura fisica de los
testiculos (entre ellas la barrera hemato-testicular), factores fisiologicos (andrégenos) e
inmunoldégicos (citoquinas antiinflamatorias, macréfagos, CD, mastocitos y linfocitos) son

necesarios para el establecimiento y mantenimiento de la inmunotolerancia en el testiculo [125].
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Sistema inmune del tracto reproductor masculino
Generalidades

Comparado con el TRF, existe menos informacién disponible sobre la respuesta inmune en
el TRM en el estado de homeostasis o después de una infeccién por algin patégeno. Esto en parte
podria explicarse debido a las limitaciones en las técnicas de muestreo y la disponibilidad de

muestras [111], [126].

Inmunidad innata
Receptores de reconocimiento de patrones
En el TRM, similar a lo que ocurre en TRF, existen células que presentan PRR, como los
TLR, que se unen a los PAMP y activan genes de respuesta asociados con la inmunidad innata.
Estudios recientes han sugerido que los TLR no sélo estdn involucrados en la enfermedad y
la inflamacién, sino que también juegan un papel importante en la fisiologia de la reproduccién
[113], [124], [127]. Un estudio previo realizado por Pudney y Anderson detallé que las células
epiteliales e inmunes de la red testicular, vasos deferentes, tejido del prepucio y los macréfagos de

los conductos eferentes y epididimos, no presentan expresiéon de TLR [111]. Sélo el TLR-1, que
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reconoce las lipoproteinas bacterianas, estd presente en las células inmunes, en el testiculo,
conductos eferentes, epididimo y vesiculas seminales. Las células epiteliales en la préstata y la

uretra también expresan TLR-3 y TLR-8 o TLR-9, respectivamente [111], [124], [128].

Moco

Como parte de la barrera bioldgica, el moco sirve como una de las primeras lineas de
defensa inmune mediante la captura y eliminacién de patégenos antes de que puedan alcanzar la
superficie epitelial. Estudios previos han demostrado que las mucinas se expresan asociadas a la
membrana en la superficie apical de células epiteliales en todo el TRM [129]. Las mucinas no sélo
proporcionan una barrera fisica y lubricada sino también sirven como transductores de sefial a

través de sus regiones yuxtamembrana [130].

Péptidos antimicrobianos

Los AMP se expresan de forma constitutiva en las células de la mucosa epitelial, que
incluyen CD, macréfagos, neutrdfilos, células NK y células epiteliales [131]. Como se nombrd
anteriormente, los AMP desempefian un papel importante en la inhibicién de la infeccién por
bacterias, hongos y virus tanto en el TRF como en el TRM [130]. Las defensinas, son expresadas
principalmente por las células epiteliales uretrales y neutrdfilos en respuesta a ITS, entre ellas C.
trachomatis [111], [131], [132]. Otros AMP también han sido detectados en el TRM, como la
expresion de lisozima en las glandulas de Littré, células intraepiteliales, epididimo, prdstata,
testiculo y liquido seminal [133]. Asimismo, la proteina SLPI, se expresa abundantemente en
plasma seminal, células epiteliales y ldmina propia de la préstata, vesiculas seminales, epididimo,
asi como en el epitelio columnar de la mucosa uretral [134], [135]. De manera similar, las células
epiteliales columnares de la uretra expresan constantemente lactoferrina, una proteina que se
encuentra cominmente en el semen.

Ademas de producir AMP, algunas células del TRM secretan interferones tipo 1 (IFN-a y -
B), que tienen efectos inmunomoduladores y antivirales [136], [137]. Las células productoras de
IFN se observan comiinmente en la [dmina propia y ocasionalmente se observan en la capa epitelial

del tracto uretral [111].

Células de la inmunidad innata
Macrofagos

Si bien hay muchos tipos de células inmunes en la uretra y los testiculos, los macréfagos
son las células que predominan comtinmente en el espacio intersticial entre los tibulos seminiferos
[124], [138]. Diversos estudios han identificado al menos dos subconjuntos de macréfagos en los

testiculos. Los macréfagos testiculares presentan propiedades inmunosupresoras y tienen una
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capacidad reducida de producir factores inflamatorios comparados con macréfagos en otros tejidos
[139], [140]. Los macréfagos residentes representan aproximadamente el 80% de los macrdéfagos
testiculares, los cuales se clasifican por la expresion superficial de CD63 y son positivos para ED2
[124], [141]. Por el contrario, los macréfagos positivos para ED1 son reclutados a los testiculos de
la circulacién como monocitos [124] y no expresan CD63. Los macréfagos ED1+ y ED2+ tienen
diferencias en su capacidad para iniciar respuestas inflamatorias. Un estudio de Gerdprasert y
colaboradores, mostré6 que los macréfagos ED2+ carecen de la capacidad de inducir citoquinas
inflamatorias en respuesta al desafio con lipopolisacaridos en ratas [142]. Otros estudios han
demostrado que el equilibrio entre estos dos tipos de macréfagos puede romperse en casos de
infeccion [141]. Los macréfagos ED1+ son reclutados a los testiculos durante inflamacién aguda y
crénica; sin embargo, la afluencia de estos macréfagos sélo dura un par de dias en casos agudos
[142]. En contraste, los macréfagos ED1+ migran hacia el testiculo durante una inflamacién
crénica, participando mediante la liberaciéon de citoquinas proinflamatorias, con el potencial de
superar el privilegio inmune y montar una respuesta innata en defensa a los patégenos [141], [142].

Para una mejor revisién de macréfagos testiculares consultar Bhushan y Meinhardt, 2017 [143].

Células Dendriticas

Las CD representan una pequefia poblacion celular dentro de los testiculos y comprenden
aproximadamente el 10% del tamafio de la poblaciéon de macréfagos [144]. Estudios in vivo,
muestran que las CD presentes en el testiculo son tolerogénicas, las cuales inducen en linfocitos
Treg la liberacion de IL-10 [141]. En condiciones de inflamacién testicular el nimero de CD
aumenta en gran medida, y predomina un fenotipo de CD maduras, sugiriendo que las CD pueden

desempefiar un papel en la desregulacién inmune de los testiculos [145], [146].

Mastocitos

Los mastocitos se encuentran principalmente en el espacio intersticial entre los tibulos
seminiferos regulando la esteroidogénesis mediante las células de Leydig [147]. Un aumento en el
nimero de mastocitos en el TRM se ha asociado con infertilidad en hombres. Ademds de liberar
triptasa para promover la proliferacién de los fibroblastos y el coldgeno, los mastocitos regulan de
forma positiva MIP-1, la proteina quimioatractante de monocitos y, por lo tanto, reclutan

macréfagos en los testiculos [148].

Por otro lado, algunos trabajos han informado la presencia de células NK en la mucosa de

la uretra, sin embargo, su rol en TRM no es claro [149].
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Inmunidad Adaptativa
Linfocitos T
Los LT son abundantes en todas las regiones de la uretra y representan aproximadamente el
15% de las células inmunes testiculares en ratas adultas [120], [149]. Ambas subpoblaciones de
LT, CD8+ y CD4+, estan presentes en el epitelio y lamina propia de la uretra, sin embargo, los LT
CD8+ son mas abundantes al igual que en los testiculos [120], [111], [149]. Asimismo, linfocitos
Treg se encuentran dentro del intersticio testicular en condiciones fisioldgicas, los cuales pueden
ser responsables de las caracteristicas inmunosupresoras de los testiculos. Por otro lado, una
pequefia poblacién de LT naive se encontrd en la uretra, principalmente en la ldmina propia [111],
[113], [120]. La mayoria de los LT del epitelio y de la ldmina propia son células de memoria y
expresan la integrina 047, la cual es un receptor de localizacién en la mucosa [111], [120], [149].
Sobre la base de estudios recientes, estd claro que el TRM es un sitio inmunoldgicamente

competente capaz de generar respuestas inmunolégicas tanto celulares como humorales [32].

Linfocitos B e inmunidad humoral

La uretra del pene, especialmente la 1dmina propia, contiene numerosas células plasmaticas
productoras de IgA [111]. Las células plasmadticas positivas para IgM también estan presentes y su
expresion se correlaciond con la de las células positivas para IgA. Sin embargo, en la uretra hay
mas células plasmaticas productoras de IgG que productoras de IgA. La mayor parte de la
poblacién de células productoras de IgG parece derivar de sangre, mientras que la poblacién de IgA

se produce localmente [32].

Composicion del semen
El semen, ademas de espermatozoides, contiene altas concentraciones de ciertos factores
inmunorreguladores principalmente prostaglandina E (PGE) y TGF- que modulan la inmunidad

en el microambiente del TRF [150].

Prostaglandinas seminales

Las prostaglandinas seminales, ejercen su rol como proteinas inmunorreguladoras en el
TREF al inhibir la funcién y la expansién clonal de células NK y T CD4+ las cuales tienden a
polarizar hacia un perfil Th2 [151]. Asimismo, la PGE induce tolerancia promoviendo sobre las CD
un cambio en la produccién de IL-12 por IL-10 [151], [152], [153]. Si bien esta propiedad
inmunosupresora de la PGE, es importante para la supervivencia de los espermatozoides dentro del
TREF, podria ser perjudicial en el contexto de ITS tales como el HIV, VPH o C. trachomatis porque

desviaria las respuestas inmunes mediadas por células contra estos patogenos.
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TGF-p

Esta potente citoquina inmunorreguladora media la tolerancia hacia los antigenos
masculinos en el TRF. Su concentracion en el semen es una de las mds altas medidas en fluidos
bioldgicos [114], [154], [155]. La préstata ha sido identificada como la principal fuente de TGF-3
en los hombres, mientras que la vesicula seminal es la principal fuente en ratones [154]. Cuando el
TGEF-B presente en el semen se deposita en el TRF, lo activa provocando una respuesta inflamatoria
transitoria que conduce a la activaciéon y el reclutamiento de neutréfilos, macréfagos y CD,
culminando en la induccién de un fenotipo tolerogénico de estas células en la mucosa genital del
tracto femenino [154], [155]. Asimismo, otros estudios han observado que TGF-f3 seminal aumenta
la expresién y produccion de citoquinas que favorecen la tolerancia fetal a partir de células

epiteliales del TRF [94], [154], [156], [157].

Ademads de TGF-$ una amplia gama de citoquinas, factores de crecimiento, leucocitos y
varios isotipos de inmunoglobulinas se han detectado en semen. Se ha documentado la presencia de
IgG, IgA e IgM, sin embargo, sus respectivos niveles y propiedades moleculares varian segtn los
estudios, posiblemente debido a los diferentes protocolos de recoleccién y ensayos de deteccién
utilizados. La mayorfa de los estudios han demostrado que IgG, en lugar de IgA, es la
inmunoglobulina méis abundante presente en el semen de hombres sanos [126], [158]. Asimismo,

se ha detectado IgA secretora, polimérica y monomérica en semen [126].

Esta revision muestra que los tractos genitales femenino y masculino son sitios complejos
conformados por células del tejido estructural, células inmunes residentes y sistémicas que
interactian en un microambiente regulado por hormonas femeninas y masculinas,
respectivamente. Debido a las diversas demandas fisiolégicas de los tractos genitales, el sistema
inmunologico estd altamente compartimentado y ha desarrollado adaptaciones tinicas.

En el TRF, las células de la inmunidad innata, adapatativa y factores solubles poseen
plasticidad y redundancia y muchas de ellas tienen caracteristicas particulares respecto a las
células del sistema inmune sistémico, ya que estdn finamente reguladas bajo la influencia de
células epiteliales del tracto reproductor, hormonas sexuales, factores de crecimiento y
organismos comensales. En conjunto, todos estos actores orquestan un ambiente inmunologico que
pretende ser capaz de proteger al tracto reproductivo femenino contra posibles patégenos y/o de
favorecer la implantacion y el embarazo.

En el TRM, las células inmunes residentes en testiculo también poseen caracteristicas
particulares respecto a las células del sistema inmune sistémico. La regulacion de estas células
tiene como objetivo mantener un ambiente tolerogénico propicio para que pueda desarrollarse la

espermatogénesis. Asimismo, otra de las funciones principales de todas las células que conforman
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el TRM es aportar al semen mediadores particulares que contribuyen a proteger al espermatozoide
y generar el ambiente adecuado en el TRF que favorezca la preservacion de la gameta masculina y

la fecundacion.

Infertilidad Inmunolégica

Ls sistemas inmunes de los tractos reproductivos tanto femenino como masculino juegan
un rol principal en el establecimiento y mantenimiento del embarazo. Es necesario mejorar el
conocimiento en esta drea para optimizar el diagndstico y el tratamiento de pacientes infértiles
[159]. Diversos factores inmunoldgicos podrian influir de manera positiva o negativa en la
reproduccién. En consecuencia, tanto el logro de la fertilizacién como el mantenimiento del
embarazo dependen de la interaccion entre los mediadores inmunes durante todo el trascurso del
mismo. Agenor y colaboradores destacan el rol en la reproduccién de diversos factores entre ellos:
la expresion de antigenos leucocitarios humanos (Human leukocyte antigen: HLA), integrinas, LIF,
anticuerpos antifosfolipidos, mucina-1, factores de adhesion endometrial, células uNK, anticuerpos
antiespermdticos (Antisperm antibodies: ASA) y citoquinas [160].

Los ASA se han detectado en suero, plasma seminal y secreciones vaginales de pacientes,
relaciondndose en algunos casos con reduccién de la fertilidad. La incidencia reportada de ASA en
parejas infértiles es de 9% a 55% [161]. Segin diversos reportes, presentan ASA entre el 8% y el
21% de los hombres infértiles (autoanticuerpos) y entre el 6% y el 43% de mujeres infértiles
(isoanticuerpos). Los anticuerpos antispermadticos pueden afectar el transporte, la movilidad y la
viabilidad de los espermatozoides, la interacciéon entre los gametos, el desarrollo embrionario
temprano, la implantacién y el desarrollo fetal [162], [163], [164], [165], [166]. En particular, los
ASA aglutinantes puede reducir la motilidad progresiva del espermatozoide afectando la
penetracion de los espermatozides a través del moco cervical [167]. Asimismo, los ASA pueden
alterar la capacitacién espermdtica, la reaccién acrosomal, la unién y la penetracién del
espermatozoide a la zona peldcida del ovocito [168], [169], [170]. Otros ASA pueden actuar como
opsoninas, facilitando el reconocimiento y la destruccién de la gameta por fagocitos o pueden
evocar la cascada del complemento que conduce a la lisis del espermatozoide [171], [172]. Divesas
regiones y proteinas de la superficie del espermatozoide podrian estar involucradas en la inmuno-
infertilidad, por lo tanto, existe un nimero sustancial de funciones espermdticas diferentes que
pueden ser potencialmente afectadas por ASA.

Las citoquinas estdn involucradas en el desarrollo de gametos, invasién del trofoblasto,
implantacion, desarrollo placentario, decidualizacion y tolerancia inmune al embarazo entre otros
procesos reproductivos [173]. La fecundaciéon y el mantenimiento del embarazo dependen del
entorno inmune, es decir si es patoldgico o protectivo, lo que sugiere un rol importante de las

citoquinas en el resultado reproductivo final [174], [175], [176]. Diversos esudios actuales
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describen el impacto de las citoquinas sobre la reproduccién tanto en mujeres como en hombres
[177], [178], [179]. Por ejemplo, algunos estudios informaron que las mujeres con mayores tasas de
recurrencia de aborto espontaneo tuvieron una mayor concentracién de citoquinas correspondientes
al perfil Thl mientras que las mujeres con éxito en los embarazos tenian niveles mds altos de
citoquinas del perfil Th2 [180], [181]. Asimismo, se ha demostrado que el desequilibrio crénico de
las citoquinas con concentraciones crecientes de aquellas proinflamatorias puede conducir a

desregulacion inmune-endocrina e infertilidad [182], [183].

Infecciones de Transmisiéon Sexual

Cada dia m4s de un millén de personas contraen una ITS [184]. Mds alld del efecto
inmediato de la infeccién en si misma, las ITS pueden tener consecuencias graves. Una de las
principales causas de dafio prevenibles en los sistemas reproductivos femenino y masculino son las
ITS [15] que en la mayoria de los casos, son asintomadticas. Por lo tanto, el principal problema es la
falta de tratamiento, lo que provoca complicaciones de profundo impacto en la salud sexual y
reproductiva [185]. Asimismo, pueden afectar la salud infantil y tener efectos indirectos, ya que
muchas de ellas aumentan el riesgo de contraer otras infecciones como, por ejemplo, HIV. Todas
las complicaciones que traen aparejadas las ITS merman considerablemente la calidad de vida de
las personas y repercuten sustancialmente en la economia de los hogares y paises [184].

Las ITS son causadas por mas de 30 bacterias, virus y parasitos diferentes que se propagan
predominantemente por contacto sexual. Entre estos patdgenos, ocho se han vinculado a la maxima
incidencia de ITS. Lamentablemente, de las ocho ITS mas incidentes, actualmente solo cuatro son
curables, a saber, clamidiasis, gonorrea, sifilis y tricomoniasis. Se estima que, anualmente, unos
357 millones de personas contraen alguna de estas cuatro ITS: clamidiasis (131 millones), gonorrea
(78 millones), sifilis (5,6 millones) o tricomoniasis (143 millones). Las otras cuatro, hepatitis B,
virus del herpes simplex, HIV y VPH, son infecciones virales incurables que, no obstante, se
pueden mitigar o atenuar con tratamientos [184]. Tal como describe la OMS, las ITS afectan a
personas de todo el mundo con distintas situaciones socioecondmicas. A pesar de los considerables
esfuerzos realizados para identificar intervenciones simples que puedan reducir los
comportamientos sexuales de riesgo, los cambios de esos comportamientos siguen suponiendo un

desafio complejo.

Infertilidad e ITS

Aunque existen varias causas asociadas con la infertilidad, la principal preocupacién de los
médicos e investigadores en medicina reproductiva son las ITS debido a que las infecciones
genitales no tratadas producen dafios tanto en el tracto reproductivo femenino como masculino

[186]. Las infecciones genitales, particularmente las infecciones crénicas y recurrentes pueden
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causar graves consecuencias a largo plazo, como la infertilidad. Aproximadamente, el 15% de
todos los casos de infertilidad en las parejas se debe a infecciones del tracto urogenital [187]. La
infertilidad masculina asociada con la infeccién del tracto genital es aproximadamente del 8% al
35% [188], [189] mientras que la infertilidad femenina es aproximadamente del 35% [190].

Teniendo en cuenta que la infertilidad relacionada con la presencia de infecciones genitales
podria ser el resultado tanto de un efecto directo del agente infeccioso, como de la respuesta
inmune propia del individuo resulta importante investigar esa relacion. El factor inmunolégico mas
frecuentemente involucrado en infertilidad es la presencia de ASA. Las infecciones genitales, tanto
en hombres como en mujeres, han sido propuestas como inductoras de ASA. Es decir, una
respuesta inmune evocada contra un microorganismo invasor genera anticuerpos que podrian
producirse contra un epitope del microorganismo que tiene similitud con algunas proteinas
espermdticas, lo que conduce a la formacién de ASA que pueden obstaculizar el proceso de
fertilizacion. Por otra parte, la infeccién del tracto genital produciria un estado de inflamacién que
alteraria el ambiente tolerogénico pudiendo inducirse una respuesta inmune hacia antigenos
espermdticos. Asimismo, se produciria un cambio en las poblaciones leucocitarias presentes en el
tejido junto con la produccién de mediadores inflamatorios, como citoquinas y quimioquinas, entre
otros, que podria alterar la funcionalidad espermatica, la receptividad uterina y diversos procesos
reproductivos [178] [179].

Existen varios agentes infecciosos que pueden dafiar las funciones bioldgicas de los tractos
reproductivos con consecuencias devastadoras. Entre los microorganismos mas comumente
implicados en ITS que tienen un impacto en la fertilidad se destacan las infecciones bacterianas
producidas por C trachomatis [6], [191], [192], [193]. Las infecciones por C.trachomatis es una de
las ITS mds comunes en todo el mundo [194] que tienen un efecto significativo en la reproduccion
humana. Por otra parte, cabe mencionar que M. hominis y U. urealyticum son a menudo
concomitantes con C. trachomatis y que en diversas situaciones han sido estrechamente
relacionados con perturbaciones en la salud reproductiva de mujeres [195], [196], [197]. Sin
embargo, sus roles patoldgicos son motivo de controversia ya que se ha descripto que estos

microorganismos pueden formar parte de la flora normal de los tractos reproductivos [198], [199].

Chlamydia trachomatis

C. trachomatis es una bacteria intracelular obligada gram-negativa perteneciente al genero
Chlamydia, familia Chlamydiaceae. En humanos, es un agente patégeno con tropismo urogenital y
conjuntival. Se han descrito diferentes cepas de C. trachomatis basadas en la secuenciacién del
genoma y las propiedades antigénicas de la proteina principal de membrana externa (Major outer
membrane protein: MOMP) [200]. Actualmente hay mas de 20 serotipos distintos de C.

trachomatis identificados sobre la base de ensayos de tipado basados en anticuerpos monoclonales
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[201], [202], [203]. Los serotipos A, B, Ba y C tienen tropismo por el epitelio ocular, causando
desde conjuntivitis aguda hasta tracoma, una enfermedad ocular grave endémica en Africa y Asia
que se caracteriza por presentarse como una conjuntivitis crénica que puede conducir a ceguera
infecciosa [204], [205]. Los serotipos D, Da, E, F, G, Ga, H, I, J y K son predominantemente
aislados del tracto reproductivo femenino y genitourinario masculino y estdn asociados
principalmente con ITS, aunque ocasionalmente causan conjuntivitis o neumonia en los recién
nacidos infectados durante el trabajo de parto de madres infectadas [204]. Los serotipos L1, L2,
L2a y L3 son responsables de una enfermedad sistémica linfogranuloma venéreo (LGV). Estos
serotipos se detectan principalmente en los ganglios linfaticos inguinales aunque el LGV también
estd asociado con ITS ulcerativas [205]. El genotipado de C. trachomatis es 1til para determinar el
tropismo tisular [206], [207], [208]. Varios estudios intentaron vincular directamente la gravedad
de la enfermedad con serotipos de C. trachomatis. Sin embargo, en la actualidad, la capacidad
bacteriana para ascender y colonizar el tracto reproductivo superior femenino no estd claramente
asociada a un serotipo especifico. En la Tabla 1 se resumen los serotipos, el tropismo tisular y las

manifestaciones clinicas de C. frachomatis.

Tabla 1. Serotipos de Chlamydia trachomatis, tropismo celular y efermedades clinicas (Tabla modificada de

Lujan y col., 2016).

Cepas bacterianas y enfermedades clinicas

Serotipos Hospedero Agudas Crénicas

Recien nacido L
A-C Conjuntivitis Tracoma
Ambos sexos

. . Oftalmia )
Recien nacido Neumonia neonatal
neonatorum

- Proctitis
Hombres Uretritis .
Epidedimitis

Cervicitis mucopurulenta
Enfermedad inflamatoria pélvica
D-K Infertilidad tubdrica
Uretritis Embarazos ectépicos
Mujeres Cervicitis Ruptura prematura de membranas
Corioamnionitis
Parto prematuro
Infeccién puerperal

Neoplacia cervical

L1-L3 Ambos sexos Linfogranuloma venéreo

Enfermedades autoinmunes
Diferentes serotipos Artritis reactiva
y polimorfismos Colagenopatias
. Ambos sexos . .
Bacterianos Sindrome de Reiter
Enfermedad inflamatoria intestinal

Enfermedad de Crohn
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Uno de los principales problemas de las infecciones por C. trachomatis es el caracter
asintomatico, siendo una proporcién significativa en mujeres (70-90%) y menor en hombres (30-
50%) [209], [210]. Aproximadamente, el 10% de las infecciones por C. trachomatis no tratadas en
mujeres progresan a enfermedad inflamatoria pélvica (EIP) [211]. Las infecciones genitales
recurrentes o persistentes de C. trachomatis pueden causar otras complicaciones en el tracto
reproductivo, como endometritis, embarazo ectépico [212], salpingitis, oclusién de trompas,
cervicitis [213]. Asimismo, pueden producir consecuencias adversas en el embarazo, como parto
prematuro espontaneo, aborto [214], embarazo ectépico o infecciones neonatales [200], [215].
Generalmente en los hombres, a diferencia de las mujeres, las infecciones por C. trachomatis
suelen ser sintomdticas, menos frecuentes y mds faciles de erradicar [204]. El papel que desempeiia
la infeccién por C. trachomatis en la infertilidad masculina también es controvertido [216].
Algunos autores demostraron que las infecciones por C. trachomatis pueden provocar inflamacion
de la prostata [217] y del epididimo [218], uretritis, atrofia testicular, orquitis y obstruccién ductal
[219], [220] y esto estaria asociado a una calidad deficiente del semen [221]. Asimismo, otros
autores proponen que dado que la infeccién por C. trachomatis es la causa principal de la uretritis e
inflamacion de las glandulas accesorias en los hombres, la secuela de infecciones ascendentes
puede inducir un dafio severo en los tibulos seminiferos, la espermatogénesis y la morfologia de
las células espermaticas que pueden alterar la fertilidad masculina [204]. Sin embargo, otros
investigadores han demostrado que la infecciéon por C. trachomatis no afectaria la calidad

espermatica [222].

Prevalencia de Chalmydia trachomatis

C. trachomatis es una de las principales causas de infecciones del tracto reproductivo en
todo el mundo [200]. La OMS estima que C. trachomatis es responsable de 131 millones de los
357 millones de nuevos casos de ITS por afio. La prevalencia de esta ITS varia segtin regiones del
mundo, sexo, edad, entre otros factores. Para una mejor revision consultar Newman y
colaboradores, 2015 [194]. Los serotipos E y D son aislados con mds frecuencia a nivel mundial
[204]. Particularmente, los serotipos L1-L3 son endémicos frecuentemente aislados en paises
tropicales, particularmente de Africa, Sudeste Asiético, Latinoamérica y el Caribe [223], [224]. Sin
embargo, desde 2003 se han registrado brotes en Europa, América del Norte y Australia, entre
hombres que tienen sexo con hombres, con mayor riesgo en los pacientes HIV positivos [225],
[226]. En Argentina no se habian registrado casos confirmados de LGV hasta el aiio 2017. En el
afno 2018, el Ministerio de Salud y Desarrollo Social de Argentina emitié una alerta epidemiolégica
sobre LGV [227]. En la alerta se comunica que desde septiembre de 2017 hasta el 11 de julio de
2018, se habian detectado 33 casos de infeccion por C. trachomatis pertenecientes al biovar LGV,

especificamente se identificaron 20 genotipos los cuales correspondieron a los serovares L2b (13) y
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L2 (7), sugiriendo al menos dos cadenas de transmisién. Estos diagndsticos fueron reportados por
el Laboratorio de Clamidias de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad de Buenos
Aires (28 casos) [226], [228], y el Centro Nacional de Referencia en Enfermedades de Transmision
Sexual del INEI-ANLIS (5 casos). Los casos fueron detectados en pacientes de sexo masculino de
edades comprendidas entre 21 y 57 afios. El 90% de los pacientes tenia diagndstico de HIV y
refirieron haber mantenido relaciones sexuales con hombres. Para mds informacién sobre el alerta
epidemiolégico de Argentina remitirse a
https://www.argentina.gob.ar/salud/epidemiologia/alertas2018 [227], especificamente al archivo
del 16 de agosto del 2018.

Existen pocos trabajos actuales que determinen la prevalencia de C. trachomatis en
pacientes infértiles. Varios estudios han informado que la prevalencia de C. trachomatis vari6 de
1,7% a 17% entre mujeres europeas [229] y de 1% a 40% entre hombres asintomdticos con una
larga historia de infertilidad [230]. Un estudio publicado en México [231] describié una
prevalencia de 15,8% en mujeres con infertilidad. Sin embargo, las tasas mds altas de prevalencia
han sido reportadas en hombres asintomdticos en Tinez, Africa (43,3%) [232] y en mujeres
infértiles de Brasil (52,8%) [233]. Un estudio realizado en Cdérdoba, Argentina revel6 que la
prevalencia de C. trachomatis en mujeres infértiles fue del 7,2% (48/660) y su distribucién

genotipica fue L1 (50%) seguido de G (25%), E (12,5%) y D (12.5%) [234].

Respuesta inmune producida por Chlamydia trachomatis

A pesar de las consecuencias que provoca la infeccién por C. trachomatis y el impacto
sustancial en todo el mundo, los factores bacterianos y del huésped que causan infertilidad ain no
son claros [204]. Uno de los factores del hospedador que no se comprenden completamente son los
factores inmunolégicos. La respuesta inmune a la infeccién por C. trachomatis es dindmica e
involucra células y mediadores del sistema inmune del hospedador. Una respuesta inmune poco
eficiente genera un entorno adecuado para la colonizacién de patégenos, mientras que una fuerte
respuesta inmune podria provocar una inflamacién excesiva y dafio tisular [204]. Por lo tanto,
comprender la respuesta inmune a la infeccién por C. trachomatis es esencial para comprender el
desarrollo de la infertilidad.

El paradigma celular de la patogénesis de C. trachomatis afirma que la respuesta del
hospedador es iniciada y sostenida por las células epiteliales que son los principales blancos de la
infeccion de esta bacteria [235]. Estas células secretan quimioquinas, las cuales reclutan leucocitos
en el sitio de la infeccidn, luego se produce la secrecién de citoquinas y diversos factores que
inducen y aumentan la respuesta inflamatoria celular [236] y de esta manera se genera dafio directo
a los tejidos. Entre los mediadores que se liberan se pueden enumerar citoquinas tanto pro como

antiinflamatorias, que incluyen IFN-y, TNF-a, IL-1p, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8,IL-10, IL-
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12, IL-13, IL-17, IL-22 y otros factores tales como factor de crecimiento endotelial vascular
(Vascular endothelial growth factor: VEGF), GM-CSF vy lactoferrina [204]. La mayoria de estos
mediadores activan respuestas inflamatorias celulares que median el dafio directo a los tejidos
[237], [238]. Asimismo, estdn involucrados en la fisiopatologia de la infertilidad tubdrica, defectos
de nacimiento y aborto espontdneo [239]. Diferentes estudios han reportado que las citoquinas
proinflamatorias TNF-a, IL-1a e IL-6 conducen al reclutamiento y activacién de células inmunes
innatas y, posteriormente, adaptativas para efectuar la resolucién de la infeccién por C.
trachomatis, sin embargo estas respuestas celulares conllevan a inflamaciones crénicas que inducen
dafio colateral del tejido del tracto genital [212], [240], [241]. Asimismo, otros autores describen
que, ademds de TNF-q, las citoquinas IL-10, IL-1, IL-6, IL-4 fueron asociadas a un mayor riesgo
de secuelas patoldgicas en infecciones urogenitales y tracoma por C. trachomatis [242], [243]
[244]. Por otro lado, otros autores sugieren que IL-10 podria estar secretada por linfocitos Treg
[245], [246], los cuales podrian ser importantes en la patogenia causada por C. trachomatis, ya que
podrian suprimir las respuestas especificas contra C. trachomatis y contribuirian a la persistencia
de la bacteria [212].

Varios trabajos coinciden en que la produccién de IFN-y es critica para inhibir el
crecimiento de Chlamydia spp. [212] ya que afecta la supervivencia de la bacteria por varios
mecanismos. Por un lado, el IFN-y es capaz de mejorar las capacidades fagociticas de los
macréfagos [247] y de esta manera contribuir a la eliminacién del patégeno [248]. Por otro lado,
IFN-y puede inhibir el crecimiento de C. trachomatis mediante la disminucién de la expresion del
receptor de transferrina [249] en células infectadas lo cual limita el hierro disponible, que es un
nutriente importante para la supervivencia de este patdgeno [250]. Asimismo, IFN-y induce la
expresion de la enzima indoleamina-2,3-dioxigenasa (IDO), la cual degrada tript6fano, un
aminodcido que la bacteria requiere para sobrevivir [251].

Como fue enunciado anteriormente en el sitio de la invasién se produce una inflamacién
intensa inducida por las células epiteliales que atrae a diferentes tipos de células inmunes tales
como neutréfilos, NK, NKT, macréfagos, CD y LT y LB. Sin embargo, el rol de algunas células
inmunes atin sigue siendo controversial.

Varios trabajos demostraron que C. trachomatis puede infectar CD y macréfagos humanos
que conducen a la produccion de citoquinas proinflamatorias [252], [253], [254], [255]. Los
lipopolisacdridos (LPS) y la proteina de choque térmico (Heat shock protein: HSP) 60 de C.
trachomatis fueron los primeros antigenos descritos que son reconocidos por TLR-2 y TLR-4
expresados en monocitos y CD [256], [257]. Asimismo, otros estudios demostraron que tanto
MOMP, una proteina abundante expuesta en la superficie de C. trachomatis, como Pmp
(polymorphic membrane proteins: Pmp) una familia de proteinas de C. trachomatis, tienen la

capacidad de inducir inmunidad innata [258], [259].
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Diferentes estudios empleando C. trachomatis han mostrado que los macréfagos migran a
los sitios de infecciéon y tienen la capacidad de fagocitar [260] y producir citoquinas
proinflamatorias [261], [262]. Sin embargo, a diferencia de las células epiteliales, los macréfagos
no son un nicho para la replicacién intracelular de C. trachomatis [263]. La destruccién de C.
trachomatis dentro de los macréfagos se asocidé con autofagia celular, proceso alternativo de
presentacion de antigenos a los LT [264]. Sin embargo, otros autores describen que los macréfagos
podrian inducir la apoptosis de LT [265], [266] perpetuando la persistencia de la infeccién por C.
trachomatis.

Las células NK son importantes para la eliminacion de bacterias intracelulares [267], [268].
Frente a la infeccion por C. trachomatis, las células NK modulan negativamente la respuesta Th2
permitiendo asi la expresion de una fuerte inmunidad mediada por Thl, que se ha demostrado que
es esencial para la resolucién de la infeccion [263].

Existen evidencias contradictorias sobre el rol de las células NKT. Estas células son una
poblacién uUnica de LT que expresan marcadores tipicos de células NK y un receptor de LT
semivariante [269]. Algunos resultados sugieren que las células NKT promueven la inmunidad
protectora contra C. trachomatis ya que aumentan las citoquinas asociadas al perfil Thl [270]
mientras que otros sugieren que estas células median la respuesta hacia un perfil Th2, que se
caracteriza por ser una respuesta patogénica [271].

C. trachomatis logra evadir a la respuesta inmune del huésped construyendo un nicho
dentro de las células epiteliales [272], [273]. Se ha demostrado que las células epiteliales infectadas
promueven la liberacién de IL-1, la que contribuye a la diferenciacion de Th17 [274]. Los
linfocitos Th17 producen IL-17 que recluta neutréfilos a los sitios inflamatorios e induce
quimioquinas promotoras de neutréfilos. Los linfocitos Th17 especificas para C. trachomatis deben
examinarse como posibles mediadores de la patogenia, ya que activan neutréfilos que se han
asociado con un aumento de la inflamacidn y dafios en los tejidos. Esto también se ha observado en
otras enfermedades infecciosas [243]. Asimismo, Darville y colaboradores, proponen que la
produccién de IFN-y por linfocitos Th1 inhibe las respuestas Th17 que promueven la enfermedad
[243]. Otros estudios indican que las respuestas Th17 colaboran con el desarrollo de la patologia
del tracto genital femenino asi como con la induccién de proteccidon [275]. Actualmente, se
requieren estudios complementarios para determinar el rol preciso de los linfocitos Th17 en la
infeccién por C. trachomatis en los tractos genitales.

Tanto la respuesta inmune humoral como la inmunidad mediada por células han sido
implicadas en la induccién de proteccidn contra la infeccidon por C. trachomatis [276], [277]. La
mayoria de los estudios indican que la respuesta Th1/IFN-y es crucial para el control y la
resolucion de la infeccién por C. trachomatis [242], [276], [278], [279]. Por otro lado, los linfocitos

Th2, que favorecen la respuesta inmune humoral, producen IL-4, IL-5, IL-10 y conduce a
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desarrollar respuestas que suelen estar asociadas con susceptibilidad, persistencia, fibrosis tisular e
inmunopatologia [280], [281], [282].

Con respecto a los LT CD8+ citotéxicas, la informacién disponible es contradictoria. Si
bien los primeros estudios sugerian que estas células no son criticas para la resoluciéon de la
infeccioén por C. trachomatis [276], [283], posteriormente se propuso que los LT CD8+ podrian
brindar proteccién inmunitaria contra C. trachomatis [284]. Sin embargo, otros autores proponen
que estas células son responsables de la inmunopatogénesis observada en infecciones producidas
por C. trachomatis [285], [286]. Actualmente se necesitan estudios adicionales para determinar el
rol preciso de los LT CD8+ en la infeccién por C. trachomatis en el tracto genital.

La infeccién por C. trachomatis provoca una respuesta inmune humoral local y sistémica.
Anticuerpos especificos de isotipo IgG e IgA, contra distintas proteinas de C. trachomatis, entre
ellas MOMP, Pmp, HSP, entre otras, fueron detectados en pacientes infectados con C. trachomatis
[287], [288], [289]. El rol de los anticuerpos en proporcionar una respuesta protectora frente a C.
trachomatis ha sido informado y debatido por diversos autores. Algunos estudios describen que los
anticuerpos si bien desempefian un papel en la inmunidad protectora contra C. trachomatis
mediante diversos mecanismos entre ellos, neutralizacién, opsonizacion mediada por anticuerpos,
citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (Antibody-dependent cellular cytotoxicity:
ADCC), formacién de complejos inmunes [290], entre otros [291] no aseguran la resolucion de la
infeccion [204]. No obstante, diversos autores demostraron que los anticuerpos tienen un rol
importante en la proteccién frente a reinfecciones [283], [292]. Otros estudios determinaron que
anticuerpos contra MOMP fueron significativamente mayores en pacientes con infecciones
primarias, mientras que anticuerpos contra HSP de C. trachomatis fueron significativamente
mayores en pacientes con infecciones recurrentes y en mujeres con trastornos de la fertilidad [289],
[293].

Teniendo en cuenta lo descripto anteriormente, la respuesta inmune del huésped se
considera uno de los determinantes mds importantes en el desarrollo de la infeccién por C.
trachomatis. Por lo tanto, se requiere un delicado equilibrio entre células inmunes, citoquinas pro y

antiinflamatorias y anticuerpos para eliminar la infeccion, evitando lesiones en los tejidos [204].

Micoplasmas

Los micoplasmas pertenecen a una clase de bacterias designadas como mollicutes, que
carecen de paredes celulares y esta caracteristica, junto con su tamafio diminuto, las distingue del
resto de las bacterias. Los micoplasmas se encuentran principalmente en la boca, el tracto
respiratorio superior y las partes distales de las vias genitourinarias de los seres humanos [294].
M. hominis, Mycoplasma genitalium, U. urealyticum, y Ureaplasma parvum son especies

potencialmente patdgenas, frecuentemente aisladas del tracto genitourinario [295]. Estas bacterias,
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junto con Neisseria gonorrhoeae y C. trachomatis, se consideran entre los patégenos de

transmision sexual mds prevalentes con una amplia distribucién mundial [296], [232].

Micoplasma hominis

M. hominis son bacterias anaerobias facultativas que se asocian con la colonizacién e
infeccion genital en los seres humanos adultos y colonizacién e infeccién respiratoria en los recién
nacidos. Estas especies son agentes causales de una amplia variedad de cuadros patoldgicos. Sin
embargo, como se nombré anteriormente estas mismas especies también pueden aislarse en
individuos asintomadticos, lo que sugiere que pueden formar parte de la flora comensal y
comportarse como patdgenos oportunistas [297].

La colonizacién por M. hominis puede tener lugar durante el nacimiento, pero en la
mayoria de los casos la infeccién se autolimita. S6lo en un pequefio nimero de casos la
colonizacién persiste y las tasas de colonizacion se incrementan cuando los individuos comienzan a
ser sexualmente activos, hasta aproximadamente el 15% [297]. Se considera que M. hominis
presenta una prevalencia del 20% al 50%, aunque varios autores coinciden que la prevalencia de U.
urealyticum estd por encima de la de M. hominis [298], [297].

Si bien los Mycoplasmas spp. patdégenos para el humano son capaces de causar
enfermedades agudas, generalmente producen patologias de evolucidn silenciosa que tienden a la
cronicidad, afectando multiples sitios con un amplio espectro de complicaciones y actuando como
cofactores en diversas enfermedades [299].

La infeccién por M. hominis ha sido asociada al desarrollo de vaginosis bacteriana (VB), la
cual se caracteriza por el desplazamiento de Lactobacillus spp. beneficiosos, por otras bacterias,
generalmente anaerobias gram-negativas [300]. La VB se asocia con complicaciones clinicas como
infecciones del tracto reproductivo superior que resultan en aborto y partos prematuros [301],
[302]. Otras posibles consecuencias de la infeccion por M. hominis incluyen cervicitis,
endometritis, salpingitis, abscesos tubdricos, embarazo ectépico, EIP, las cuales se asocian con
infertilidad femenina [222], [303], [304], [305], [306]. Asimismo, la infeccién por M. hominis se
asocia con infertildiad masculina ya que se ha observado que este patégeno causa alteraciones en
los pardmetros espermadticos [222], [307].

Existen pocos trabajos donde se determine el perfil de mediadores inmunolégicos en la
infeccién por M. hominis, més particularmente estudios in vivo. En un estudio realizado por Scoot y
colaboradores 2005, se observé que M. hominis tiene una capacidad reducida para inducir la
liberacién de citoquinas por parte de CD in vitro, ya que s6lo observaron induccién de IL-10 [308],
lo cual puede asociarse con la generacién de infecciones cronicas. Por otro lado, otros autores
indicaron mds recientemente que M. hominis induce la maduracién de las CD humanas con la

secrecion predominante de IL-23 de una manera dependiente del receptor TLR-2. Las CD activadas
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por M. hominis indujeron una respuesta de LT CD4+ productoras de IL-17 [309], [310]. Sus
hallazgos demostraron un potencial rol del eje IL-23/Th17 en la defensa contra M. hominis
sugiriendo una asociacion entre estas bacterias y enfermedades inflamatorias y autoinmunes. La
capacidad de M. hominis para generar inflamacién crénica y enfermedades autoinmunes podria

deberse a su plasticidad antigénica [311].

Urealplasma spp.

Entre los Mycoplasmas spp. genitales, la especie Ureaplasma spp. es la mds prevalente y
potencialmente patogena de las aisladas del tracto urogenital de hombres y mujeres [294].

Los Ureaplasmas spp. han evolucionado a partir de bacterias gram-positivas por evolucién
degenerativa para perder su pared celular de peptidoglicano [312]. Son organismos pertenecientes a
la familia Mycoplasmataceae. Se conocen 14 serotipos, los cuales se dividen en dos especies: U.
parvum 'y U. wurealyticum [313]. U. urealyticum fue descubierto por primera vez en 1954 por
Shepard y colaboradores, como un patégeno que causa la uretritis no gonocdcica en los hombres
[314]. Sin embargo, U. urealyticum se considera parte de la flora genital normal con una tasa de
colonizacién del 75% [297]. Los serotipos 2, 4, 5,7, 13 de U. urealyticum y los serotipos 1, 3, 6, 14
de U. parvum se detectaron como bacterias comensales en el tracto genital inferior del 40 al 80%
de mujeres en edad reproductiva [315], [316]. Por lo tanto, son considerados patdgenos
oportunistas porque se pueden aislar facilmente del tracto urogenital inferior de humanos
asintomadticos sanos, asi como individuos con enfermedad [294]. Estas especies han sido
implicadas como agentes causales en una amplia variedad de cuadros patolégicos [297].

En los humanos, U. urealyticum y U. parvum se transmiten a través del contacto sexual
[297] por eso se asocian con colonizacién e infeccién genital en los adultos. Asimismo, los
Ureaplasmas pueden transmitirse de la madre a la descendencia verticalmente en el titero o a través
de fluidos corporales infectados en el momento del nacimiento [317], por eso se asocian con
infeccién respiratoria y colonizacién en los recién nacidos [297]. Asimismo, otro de los principales
problemas que desencadenan estos microorganismos es que generalmente producen patologias de
evolucion silenciosa que tienden a la cronicidad, afectando multiples sitios, con un amplio espectro
de complicaciones. Ureaplasma spp. han sido implicados en problemas tales como embarazo
ectépico, EIP , partos prematuros, ademds de una amplia gama de riesgos ginecoldgicos y otras
complicaciones en el embarazo [294], [318]. Diversos estudios detectaron Ureaplasma entre 20,8%
y 32% de mujeres infértiles [319], [320]. Asimismo, Ureaplasma spp. también se ha aislado en una
gran proporcion (62-97%) en pacientes con VB [321].

En el tracto genital masculino la infeccién por Ureaplasma spp. provoca complicaciones
tales como uretritis no gonocdcica, prostatitis y epididimitis [322], [323]. Ureaplasma spp. se ha

identificado como una etiologia de la infertilidad masculina desde 1967 [324]. La prevalencia de
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infeccion de U. urealyticum detectada en fluidos seminales ha sido reportada entre 10 y 40% [325],
[307]. Friberg y Gnarpe demostraron una mayor frecuencia de Ureaplasma spp. aislado del semen
de hombres con infertilidad inexplicable (76%) en comparaciéon con los hombres fértiles (19%)
[326]. Otros estudios mds actuales determinaron que la prevalencia de Ureaplasma spp. aislado de
semen de pacientes masculinos infértiles varia entre 5% y 58%, mientras que en hombres fértiles es
entre 3% y 31% [196], [327], [328]. Los mecanismos de infertilidad masculina causados por la
infeccién por Ureaplasma spp. no son claros. Existe controversia respecto a los efectos que genera
la infeccién provocada por estos patégenos sobre los pardmetros espermaticos. Algunos estudios no
encontraron correlacion entre la infeccion y alteraciones del semen [197], [222], [232] mientras que
otros correlacionaron la presencia de Ureaplasma spp. en el semen con la disminucién de la
concentracion de espermatozoides [329], [330] y de la motilidad [331], asi como con morfologia
alterada de la gameta masculina [319], [332]. Asimismo, otros trabajos indican que la infeccién por
Ureaplasma provoca cambios en la membrana de los espermatozoides que podrian inducir la
produccién de ASA, los cuales se asocian con un mayor riesgo de infertilidad [333].

La infeccién con Ureaplasma spp., aumenta potencialmente la susceptibilidad a adquirir y
transmitir el HIV [294]. Varios estudios demostraron que U. urealyticum es potencialmente mdas
patégeno que U. parvum jugando un papel etioldgico tanto en las infecciones genitales como en la
infertilidad masculina [232], [332], [334]. Por otro lado, aun se encuentra en discusion si
Ureaplasma spp. son comensales inocuos o contribuyen significativamente a la patogenia de la
infeccion intrauterina y neonatal [315], [335], [336], [337].

Existen pocos trabajos que caractericen la respuesta inmune en las patologias
desencadenadas por U. urealyticum. En modelos animales de infeccién intrauterina con
Ureaplasma spp. se observd un aumento en la expresion de citoquinas proinflamatorias en
diferentes tejidos e intensidades variables de inflamacién [338], [339], [340]. Es interesante
destacar que el efecto neto de las citoquinas pro y antiinflamatorias in vivo puede diferir de
condiciones in vitro, ya que los factores locales y sistémicos de la respuesta inmune, asi como la
capacidad de respuesta de las células diana y todo el entorno inmunolégico en su conjunto pueden
ejercer diferentes influencias [341], [342]. Asimismo, factores adicionales como la duracién de la
infeccién por Ureaplasma, la interaccién con otros patdgenos de la microflora y la respuesta
inmune del huésped podrian agravar la inflamacién y promover lesiones en los 6rganos [343].
Estudios in vitro demostraron que monocitos y macréfagos producen respuestas proinflamatorias
mediante la liberacién de TNF-o, IL-6 e IL-8 tras la estimulacién con cepas de Ureaplasma spp.
[344], [345]. Estas citoquinas son mediadores claves de la inflamacién temprana, orquestando una
cascada de respuestas celulares y humorales [341]. Asimimo, otro estudio reciente de Glaser y
colaboradores, sugiere que Ureaplasma spp. produce un desequilibrio de citoquinas. Estos autores

realizaron ensayos de estimulacion aguda de monocitos in vitro demostrando que Ureaplasma spp.
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es capaz de inducir la expresiéon de citoquinas proinflamatorias, sin inducir citoquinas
antiinflamatorias como IL-10 [343].

Diversos estudios han revelado que la prevalencia de ASA e infertilidad inmunolégica es
mayor en pacientes positivos a Ureaplasma [222]. Esto podria ser provocado por el mimetismo
molecular ya que existen antigenos de U. urealyticum y proteinas de espermatozoides humanos que
juegan un papel clave en la produccién de ASA [346]. Por otro lado, se ha descripto que
Ureaplasma presenta una actividad de proteasa de IgA, que podria destruir anticuerpos presentes
en la mucosa, facilitando la colonizacién de microorganismos oportunistas [294].

Por ultimo, otro mecanismo que podria contribuir a la patologia de U. urealyticum es la
actividad de ureasa por la cual este microorganismo es capaz de generar amoniaco a partir de la
escisién de la urea, lo que podria causar toxicidad en los tejidos del hospedador debido a cambios

en el pH del tracto genital [294].

En este trabajo de tesis se analizo, en primer lugar, la prevalencia de infecciones por C.
trachomatis, M. hominis y U. urealyticum en pacientes infértiles de la ciudad de Santa Fe.
Asimismo, por lo descripto anteriormente resulta de gran interés el estudio de la respuesta inmune
generada por estas infecciones genitales como potencial causa de infertilidad. Por este motivo, en
este capitulo se analiza la respuesta inmune humoral y celular en pacientes infértiles con y sin
estas infecciones genitales y en pacientes fértiles sin infeccion para estudiar posibles relaciones

entre el perfil de la respuesta inmune inducidas por las ITS y la infertilidad.
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Objetivos

1. Detectar infeccion por Clamydia trachomatis, Ureaplasma urealyticum y Mycoplasma hominis
en exudados cervicales y uretrales en pacientes en consulta por infertilidad y en pacientes

fértiles de nuestra region. Analizar la prevalencia de estas infecciones.

2. Caracterizar el perfil de respuesta inmune en semen y en lavado vaginal de pacientes infértiles y

fértiles, con y sin infecciones.

3. Analizar la presencia de anticuerpos antiespermdticos en muestras de lavado vaginal y plasma

seminal de pacientes infértiles y fértiles, con y sin infecciones.

4. Establecer posibles relaciones entre el perfil de respuesta inmune hallado en los pacientes con y

sin infecciones genitales y la infertilidad.
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Materiales y Métodos

1. Deteccion de Chlamydia trachomatis, Ureaplasma urealyticum y Mycoplasma hominis en

exudados cervicales y uretrales. Analisis de la prevalencia de estas infecciones.

1.1.Poblacién de estudio

Se realizé un estudio transversal sobre la prevalencia de ITS por C. trachomatis, M. hominis y
U. urealyticum sobre pacientes infértiles que asistieron al servicio de fertilidad del Hospital JB
Iturraspe de Santa Fe, Argentina, en el periodo de marzo a noviembre de los afios 2015, 2016 y
2017. La infertilidad se definié como la incapacidad de concebir después de al menos 12 meses de
relaciones sexuales sin protecciéon. Se reclutaron 223 muestras de las cuales 193 muestras
correspondieron a pacientes infértiles con infecciones (56) por C. trachomatis, M. hominis y U.
uralyticum y sin estas infecciones (137) y 30 a pacientes fértiles con (7) y sin (23) estas
infecciones. Fueron criterios de exclusién: la presencia de patologias que afecten al sistema
inmune, como inmunodeficiencias y enfermedades autoinmunes, asi como tratamientos
prolongados con antibidticos, corticoides o drogas citotoxicas. Este estudio fue aprobado por el
Comité Asesor de Etica y Seguridad de la Investigacién de la Facultad de Bioquimica y Ciencias
Biolégicas de la Universidad Nacional del Litoral y el Comité de Etica en Investigacién del

Hospital JB Iturraspe y se obtuvo el consentimiento informado de todos los pacientes.

1.2.Coleccion de semen
Los pacientes recogieron las muestras de semen en receptores no toxicos estériles mediante
masturbacidon después de 3-5 dias de abstinencia sexual. Las muestras de semen se licuaron

inmediatamente en una incubadora a 37 °C durante aproximadamente 30 minutos antes del anélisis.

1.3. Anélisis de semen
Los andlisis del semen se realizaron segin el manual de examinacién y procesamiento de

semen humano de la Organizacién Mundial de la Salud [347].

1.4. Coleccién de muestras endocervicales y fluido vaginal

Se tomaron muestras endocervicales de rutina con hisopo de Dacron para el andlisis
bacteriol6gico, muestras con un hisopado de fondo de saco para exudados vaginales y también se
realizaron lavados vaginales. Para ello, se colocaron con una pipeta Pasteur 2 mL de solucién
salina estéril en la vagina. El liquido de lavado vaginal se aspird de la parte posterior y se recogio

en un recipiente estéril.
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1.5. Anélisis del exudado vaginal
Los exudados vaginales se realizaron para determinar los siguientes parametros: prueba de
aminas, pH, tricomonas vaginalis, células clue, levaduras, respuesta inflamatoria vaginal,

diagnéstico del estado vaginal basal.

1.6. Recoleccién de muestras y deteccion de C. trachomatis, M. hominis y U. urealyticum
Se utilizaron un total de 223 muestras (incluyendo hisopados endocervicales y semen)
obtenidas de rutina para el diagnéstico y control de infecciones genitales o para estudios de
fertilidad. La recolecciéon de muestras y el andlisis bacteriolégico se llevaron a cabo en el
Laboratorio Central del Hospital Iturraspe de Santa Fe, Argentina. El diagnéstico de C. trachomatis
se realizé por PCR y la deteccion de M. hominis y U. urealyticum se llevé a cabo por cultivo. Sobre
la base de estos resultados y el historial de fertilidad/infertilidad, las muestras se clasificaron en los
siguientes grupos para realizar el andlisis de prevalencia.
e Infértil sin infecciones (ISI): grupo de pacientes con diagndstico negativo para las tres
infecciones (C. trachomatis, M. hominis y U. urealyticum).
e Infértil con infecciones (ICI): grupo de pacientes cuyo diagndstico fue positivo para al
menos una de las tres infecciones (C. trachomatis, M. hominis y U. urealyticum).
e Fértil sin infeccién (FSI): grupo de pacientes cuyo diagnéstico fue negativo para las tres
infecciones (C. trachomatis, M. hominis y U. urealyticum).
e  Fértil con infeccién (FCI): grupo de pacientes cuyo diagnéstico fue positivo para al menos

una de las tres infecciones (C. trachomatis, M. hominis y U. urealyticum).

1.7. Procesamiento y conservacién de muestras

El remanente de las muestras de semen y las muestras del lavado vaginal se recogieron en
contenedores estériles y se transportaron al Laboratorio de Inmunologia Experimental de la
Facultad de Bioquimica y Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional del Litoral, en doble
recipiente adecuado para la conservacién y transporte. Las muestras fueron identificadas con un
nimero para proteger la identidad de los pacientes. Desde el momento de la extraccién de las
muestras, se realizé el procesamiento inicial y su conservacién en un lapso menor a 2 horas.
Estas muestras se centrifugaron a 2000 g durante 5 minutos a temperatura ambiente. El pellet
celular de muestras de mujeres fue resuspendido con 400 pL de Trizol™ (Life Technologies
Corporation, Carlsbad, CA, EE.UU.) mientras que las muestras de hombres fueron resuspendidas
con 200 pL. Posteriormente, se almacenaron a -80 °C para el andlisis de la expresién de citoquinas
y factores de transcripcién maestros de diferentes perfiles de LTh. El sobrenadante obtenido se
dividi6 en dos alicuotas. Una alicuota se conservo y almacend a -20 °C para el andlisis de ASA,

mientras que la otra se almacen6 a -80 °C para la cuantificacion de citoquinas.
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1.8. Determinacién de la prevalencia de infecciones en pacientes infértiles y fértiles.
Se calcularon los porcentajes de pacientes que presentaron infeccién por C. trachomatis, M.
hominis y U. urealyticum, asi como infecciones concomitantes, respecto al total de pacientes

infértiles y fértiles.

2. Caracterizar el perfil de respuesta inmune en semen y en lavado vaginal de pacientes

infértiles/fértiles con y sin infecciones

2.1. Cuantificaciéon del ARN mensajero (ARNm). Expresion relativa por PCR en tiempo real
(qPCR)

Se realizé la cuantificacién de la expresiéon relativa de citoquinas y de factores de
transcripcion maestros de LTh de 95 muestras de pacientes de las 223 muestras recolectadas. Segtin
los resultados de los andlisis bacteriolégicos, las muestras de mujeres fueron clasificadas en los
siguientes grupos: FSI F (n = 17), ISI F (n = 14), ICI F (n = 30). Estas muestras corresponden a: 8
pacientes infectadas por C. trachomatis, 13 por M. hominis y 9 por U. urealyticum. Las muestras
masculinas se dividieron en los grupos: ISIM (n = 19) y ICI M (n = 15), correspondientes a

pacientes infectados por U. urealyticum).

2.1.1. Purificaciéon de ARN a partir de muestras de pacientes

A partir de las células provenientes del lavado vaginal y semen se obtuvo el ARN mediante
purificacion con el reactivo Trizol™. Brevemente, en el lapso menor a un mes las muestras
conservadas a -80 °C en Trizol™ se descongelaron e incubaron 5 minutos a temperatura ambiente.
Luego, a cada muestra se le adicion6 200 pL de cloroformo por 1 mL de Trizol™, se agit6
vigorosamente 15 segundos y se incubé 2 minutos a temperatura ambiente. La muestra fue
centrifugada a 12.000 g, 15 minutos, a 4 °C. Posteriormente, se transfirié la fase acuosa
transparente a un tubo cénico estéril de 1,5 mL teniendo precaucién de no tomar de la interfase
para obtener buena calidad del ARN. El ARN fue precipitado con el agregado de 500 uL de
isopropanol por cada mililitro de Trizol™. Se incub6 10 minutos a temperatura ambiente y luego se
centrifugd a 12.000 g por 10 minutos a 4 °C. Después de eliminar el sobrenadante, el ARN
precipitado se lavé con 1 mL de Etanol 75% por cada mL de Trizol y se centrifugé a 7500 g por 5
minutos a 4 °C. Se dej6 secar el pellet (ARN) durante 8 minutos. Luego se disolvié en 22 uL de
agua milliQ estéril y se incub6 en baifio a 55 °C — 60 °C durante 10 minutos. Dos microlitros del
ARN fueron utilizados para calcular la concentracién y la pureza, mediante lectura de absorbancia

(A) a 260 y 280 nm (NanoDrop™ Lite de Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE.UU.). Los
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20 puL restantes de ARN se conservaron inmediatamente en ultrafreezer a -80 °C. En la mayoria de

las muestras se obtuvieron relaciones de absorbancias A,g/Ajgy cercanas a 1,8.

2.1.2. Retrotranscripcién del ARN

Posteriormente, el ARN purificado se retrotranscribié a ADN copia (ADNc) utilizando la
enzima RevertAid Reverse Transcriptase (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE.UU.) y
hexanucleétidos al azar. Brevemente, en hielo, se adicioné 1 pg de ARN, 1 uL de hexanucleétidos
al azar 0,2 ug/uL y se completd hasta 12,5 uL con agua milli-Q estéril. Luego se incubé 5 minutos
a 65 °C en un baflo termostatizado, se enfri6 en hielo unos segundos y se adicionaron 7,5 pL de
MasterMix a cada tubo compuesta por: buffer de la enzima, 20 unidades de Inhibidor de ARNsas, 2
uL de dNTP (deoxiribonucledtidos trifosfato: dATP, dCTP, dGTP, dTTP) 10 mM de cada uno y
200 unidades de transcriptasa reversa RevertAid. Se colocaron los tubos en el termociclador con el
siguiente programa de ciclado: 10 minutos a 25 °C, una hora a 42 °C y 10 minutos a 70 °C.
Posteriormente, el ADNc se conservé en freeezer a -20 °C. Tanto para realizar la purificacion del
ARN como la retrotranscripcion se emplearon micropipetas destinadas exclusivamente para ARN y
el material de plastico fue esterilizado 2 veces en autoclave a 1 atmdsfera, 15 minutos. Para
corroborar tanto la purificacién de ARN como la posterior retrotranscripcion, se realizaron pruebas
de PCR a tiempo final, en las cuales se amplificé un fragmento de B-Actina (gen de expresion

constitutiva en humanos).

2.1.3. PCR en tiempo real (qPCR)

Una vez corroborada la integridad del ADNCc, las secuencias de interés fueron amplificadas
utilizando oligonucleétidos especificos de citoquinas que fueron previamente descriptos en los
siguientes articulos: de Brito y colaboradores 2015 (IL-17, IL-10, IFN-y, TNF-a) [348], Berger y
colaboradores 2003 (TGF-B1) [349], Cho y colaboradores 2015 (IL-6, IL-8) [350], Stordeur y
colaboradores 2002 (B-Actina) [351] y Chao y colaboradores 2014 para los factores de
transcripcion caracteristicos de los diferentes perfiles Th (Thl: Tbet Th2: GATA3, Th17: RORyt,
Treg: FOXp3) [352]. En las Tablas 2 y 3 se presentan las secuencias de los oligonucleétidos
sentido y antisentido, y el tamafio de los productos especificos de amplificacioén para las citoquinas
en pares de bases (pb) y factores de transcripcién maestros de LTh, respectivamente. Los tamafios
de los productos de amplificacién estaban comprendidos entre 52 pb y 107 pb. Cada par de
oligonucledtidos fue evaluado utilizando el programa Blast-n (Blast Local Alignment Search Toll
nucleotide) [353], donde ademds de chequear que los oligonucleétidos tengan las caracteristicas
fisicoquimicas Optimas se verificd que hibriden en diferentes regiones codificantes (exones) y que
no hibriden en secuencias humanas diferentes a las secuencias blanco. Asimismo todos los

oligonucledtidos para las citoquinas presentaron una temperatura de hibridacién (Ta) de 60 °C.
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Tabla 2. Oligonucleétidos especificos de citoquinas y gen de referencia

Citoquinas Oligonucledtidos sentido Oligonucleétidos antisentido prfs:;:il:z :l:ll))
TNF-a TTCTGGCTCAAAAAGAGAATTG TGGTGGTCTTGTTGCTTAAGG 73
TGF-p1 CAACAATTCCTGGCGATACCT CAACCACTGCCGCACAAC 100
IL-10 GGTTGCCAAGCCTTGTCTGA TCCCCCAGGGAGTTCACAT 107
IL-17A CAATGACCTGGAATTACCCAA TGAAGGCATGTGAAATCGAGA 52
IL-6 TTTTCTGCCAGTGCCTCTTT TACCCCCAGGAGAAGATTCC 100
IL-8 CTCTGCACCCAGTTTTCCTT GTGCAGTTTTGCCAAGGAGT 100
INF-y GAACTGTCGCCAGCAGCTAAA TGCAGGCAGGACAACCATTA 95
p-Actina GGATGCAGAAGGAGATCACTG CGATCCACACGGAGTACTTG 90
pb: pares de bases
Tabla 3. Oligonucleétidos especificos para factores de transcripcién maestros de LTh
Factores de . . . . . . Tamaiio del
. Oligonucleétidos sentido Oligonucleétidos antisentido producto
transcripcion
(pb)
RORyt ACCTCACCGAGGCCATTCAG TAGGCCCGGCACATCCTAAC 139
FOXp3 AAACAGCACATTCCCAGAGTTCC TCATTGAGTGTCCGCTGCTTC 135
Thet TGTTGTGGTCCAAGTTTAATCAGCA CCCGGCCACAGTAAATGACAG 95
GATA3 GAGATGGCACGGGACACTACCT TGGTTGTGGTGGTCTGACAGTTC 150

pb: pares de bases.

2.1.4. Optimizacién de la técnica de qPCR

Previamente a la determinacién de la expresion de citoquinas y factores de transcripcion
maestros de LTh se debi6 optimizar la técnica de PCR en tiempo real. La mezcla empleada para
realizar la qPCR en tiempo real fue HOT FIREPol® EvaGreen® qPCR Mix Plus (sin ROX) (Solis
Biodyne, Tartu, Estonia). Esta mix estd optimizada lista para usar en ensayos de qPCR ya que
comprende ademds del intercalante EvaGreen®, todos los componentes necesarios para realizar
gPCR: ADN polimerasa HOT FIREPol®, dNTP ultrapuros, Cloruro de Magnesio. Por lo tanto, se
agregan los oligonucledtidos, el ADNc a analizar y agua estéril.

La ADN polimerasa HOT FIREPol® se activa mediante un paso de incubacién de 15
minutos a 95 °C. Esto evita la extension de los oligonucledtidos reconocidos no especificamente y

de dimeros de primers formados a bajas temperaturas durante la configuracién de qPCR.
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A partir de las instrucciones recomendadas por el fabricante, se optimizé el programa de
ciclado, logrando emplear el mismo para todas las citoquinas y factores de transcripcion maestros

de LTh. En la tabla 4 se muestran las condiciones establecidas para la qPCR.

Tabla 4. Condiciones del programa de qPCR

Programa qPCR
Temperatura (° C) Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion inicial 95 15 min 1
Desnaturalizacion 95 15s
Hibridacion 60 20s 40
Extension 72 20s
Elongacion final 72 10 min 1

min: minutos; s: segundos

Las reacciones fueron realizadas en un equipo StepOne™ de Applied Biosystems (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, EE.UU.) colocando, 2 uL. de mezcla de master mix, 0,1 puL de
oligonucledtidos especificos (40 pmol/uL), 5,8 uL de agua milliQ estéril y 2 uL. de ADNc diluido
segin corresponda. Cada muestra fue analizada por duplicado y siempre se realiz6 el control de
reaccién negativo (sin ADNc).

Para establecer la cantidad de molde a colocar en la mezcla de reaccién se hicieron
diluciones seriadas del ADNc obtenido a partir de una muestra de sangre control y de un pool de
muestras masculinas y femeninas. Asi se confeccioné una recta, de cuya pendiente se calcul6 la

eficiencia de reaccién mediante la férmula E= 10"/P"de™

1 [354] y permiti6, ademds, elegir la
dilucién apropiada de muestra para las reacciones de PCR. A modo de ejemplo, en la Figura 5 se
observa la amplificacién de la curva de eficiencia obtenida para -Actina, la cual fue realizada
partiendo de ADNc concentrado y realizando 6 diluciones seriadas al quinto. En la Figura 6 se
representa el grafico lineal para la curva de eficiencia de B-Actina. Curvas similares fueron

obtenidas para el resto de las citoquinas y factores de transcripciéon maestros de LTh cuyas

eficiencias son descriptas en la Tabla 5.

Capitulo 1 Materiales y Métodos 51



A 0000
10000

1000

ARn

100

Graficos de Amplificacidn

30

20

CcT

6 & 10 12 ¥ 1B 1B 2 2 A X B N R ¥ B ¥ L

Niimero de Ciclo

LA

Niimero de pocillo

Curva de Melting

7900.0

6900.0

5900.0

4000.0

3900.0

Derivada (-Rn)

2000.0

1900.0

900.0

85.
Tm: 83.12

Temveratura °C
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Figura 6. Grafico lineal de la curva de eficiencia para -Actina.

Tabla 5. Eficiencias de reaccion

Pendiente | Eficiencias % Eficiencias

INF-y -3,544 0,91 91
TNF-a -3,268 1,02 102

IL-10 -3,288 1,01 101

Citoquinas IL-17A -3,313 1,00 100
TGF-p1 -3,319 1,00 100

IL-6 -3,365 0,98 98

IL-8 -3,134 1,08 108

Factores de FOXp3 -2,88 1,22 122
transcripcion GATA3 -2,72 1,33 133
maestros de RORyt -3,573 0,90 90
LTh Thet -3,367 0,98 98
p-Actina -3,253 1,03 103

Genes de

referencia GAPDH -3,2 1,05 105
pP2M -2,97 1,17 117

La seleccion de un gen de referencia es critica, ya que numerosos estudios han demostrado
que algunos genes de referencia se regulan y varian en condiciones experimentales [355], [356]
[357], [358], [359]. Por estos motivos, ademas de evaluar B-Actina como gen de referencia se
disefiaron oligonucledtidos especificos para B2 microglobulina (B2M) y Gliceraldehido 3-fosfato
deshidrogenasa (GAPDH) que fueron evaluados y comparados como posibles genes de referencia.

Para el disefio de los oligonucleétidos especificos se empled el programa Vector NTI y Primer 3
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plus. En la Tabla 6 se muestran las secuencias de los oligonucledtidos disefiados, la Ta y el tamafio

del amplicon.

Tabla 6. Secuencia de oligonucledtidos para otros genes de refencia

Genes de Oligonucleétidos sentido Oligonucleétidos antisentido Ta (°C)
refencia

B2M GCTACTCTCTCTTTCTGGC GAAACCCAGACACATAGC 60
GAPDH CTTCGCTCTCTGCTCCTCCT CTCCGACCTTCACCTTCCC 60

Ta: Temperatura de hibridizacion

Para poder seleccionar el mejor gen de referencia se amplificaron los tres genes de
referencia en 8 muestras de pacientes y se analizaron los datos empleando el software on line de
acceso libre NormFinder (https://moma.dk/normfinder-software) [360]. Con los valores de CT
(Cycle threshold) obtenidos para cada muestra se calcularon los pardmetros de estabilidad y

variabilidad para cada uno de los genes evaluados.

2.1.5. Andlisis de los datos
Los niveles de expresion de cada molécula analizada fueron calculados en forma relativa al gen

de referencia mediante el método 2" de Livak y Schmittgen 2001 [361].

2.2. Cuantificacién de citoquinas solubles presentes en fluidos biol6gicos

A partir de los sobrenadantes conservados a -80°C provenientes tanto de lavados vaginales
como de semen se cuantificaron algunas citoquinas, particularmente aquellas que tuvieron
significancia en los resultados de expresion de ARNm. Las muestras de mujeres evaluadas fueron:
FSIF (n = 15), ISI F (n = 15), ICI F (n = 31) de las cuales 7 son pacientes infectados por C.
trachomatis, 14 por M. hominis y 10 por U. urealyticum. Las muestras de hombres correspondieron

a: ISIM (n =12) y ICI M (n = 12, infectados por U. urealyticum).

2.2.1. Cytometric Bead array (CBA)

Para la cuantificacién de citoquinas se empleé el kit comercial BD™ Human Protein Flex
Set (Becton Dickinson and Company, Franklin Lakes, NJ, EE.UU.) para medir los niveles de
proteina de IFN-y, 1L-6, IL-10 e IL-17A en el sobrenadante de las muestras utilizando la tecnologia
cytometric bead array (CBA). CBA es una aplicacion de citometria de flujo que permite cuantificar

multiples proteinas simultineamente. El sistema BD™ CBA emplea un amplio rango dindmico de
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deteccién de fluorescencia ofrecido por citometria de flujo y perlas recubiertas de anticuerpos
especificos para capturar eficientemente las citoquinas. Las perlas especificas para cada citoquina
tienen una intensidad de fluorescencia tunica por lo que se pueden mezclar y realizar
simultdneamente el andlisis en un mismo tubo. En comparacién con el método ELISA tradicional,
esta tecnologia permite la evaluacién de multiples citoquinas con un mismo volumen de muestra.
Brevemente, los estindares para las 4 citoquinas fueron preparados siguiendo las
instrucciones del fabricante, y se realizaron diluciones seriadas al medio, desde 1:2 hasta 1:1024.
Asimismo, se prepard una mezcla con las perlas recubiertas con los anticuerpos especificos para
cada citoquina, que fue lavada con buffer de lavado y diluida en diluyente de perlas para
suero/plasma provisto por el kit. Se agitaron en vortex y se incubaron 15 minutos a temperatura
ambiente, previo a su uso. Posteriormente, a 50 uL de cada dilucién de estdndares o 50 pL de cada
muestra se le agregaron 50 uL de la mezcla de perlas y se incubaron 1 hora a temperatura
ambiente. Cumplido el tiempo de incubacién se colocaron 50 uL del reactivo de deteccién diluido
a cada tubo y se incubd 2 horas a temperatura ambiente y se lavaron con buffer de lavado.
Finalmente, las muestras fueron medidas en el citometro, habiendo establecido previamente las

condiciones de medicién con los calibradores provistos por el kit.

2.2.2. Mediciones y andlisis de datos

Las muestras se midieron en el citémetro de flujo BD™ FACS ARIA II (Becton Dickinson and
Company, Franklin Lakes, NJ, EE.UU.) Para la cuantificacién, los datos de intensidad de
fluorescencia de los estdndares diluidos se emplearon para generar una curva estdndar para cada
citoquina y en consecuencia se realizaron los célculos finales de las concentraciones de cada

citoquina empleando el software FCAP Array™ v3.

3. Analisis de la presencia de anticuerpos antiespermaticos en muestras de lavado vaginal y
plasma seminal de pacientes infértiles/fértiles con y sin infecciones
A los fines de evaluar la presencia de ASA en muestras de lavados vaginales y de semen, se
optimizé un ELISA indirecto. Se realizé el andlisis de ASA al siguiente nimero de pacientes para

cada grupo: FSI F (n=17), ISI F (n=17), ICI F (n=25), ISIM (n=17), ICI M (n=10).

3.1. ELISA ASA

Como antigeno se emplearon proteinas espermdticas obtenidas del lisado de
espermatozoides obtenido a partir de 5 pacientes con espermograma normal segin el manual de
examinacion y procesamiento de semen humano de la OMS [347]. Para la lisis de los

espermatozoides, se evaluaron dos detergentes: Tween 20 y Triton, ademds del empleo del
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sonicador. El detergente seleccionado fue Triton debido a que generd menos background respecto
al Tween. Como anticuerpo conjugado se utilizé un anti-IgA, IgM, IgG humano hecho en cabra
conjugado a peroxidasa (Abcam Inc. Cambridge, MA, EE.UU.) que fue previamente titulado para
establecer la dilucién 6ptima. Como diluyente de muestra se empled buffer fosfato salino (PBS) y
como agente bloqueante PBS-BSA1% (Serine bovine albumin: BSA).

Teniendo en cuenta que el ELISA-ASA debe discriminar muestras positivas de negativas,
fue necesario determinar un cus-off para poder establecer el umbral de Densidad Optica (DO) a
partir del cual la muestra es positiva o negativa. Se calculd un cut-off para pacientes femeninos y
otro para pacientes masculinos. Para ello se realiz6 un ELISA en las condiciones anteriormente
nombradas empleando sueros ASA positivos y sueros ASA negativos segin la técnica de
Inmunobeads® (Irvine Scientifics Sales Company Inc., Santa Ana, CA, EE. UU.). Dichos sueros
fueron cedidos gentilmente por la Dra. Rosa Molina del laboratorio de Andrologia y Reproduccién
de la ciudad de Cérdoba. Los valores de cut-off fueron obtenidos calculando el promedio de valores
de DO de las muestras control negativas (segin ensayo de inmunobeads indirecto) mds dos

desviaciones estandares.

4. Investigacion de las posibles relaciones entre el perfil de respuesta inmune hallado

en los pacientes con infecciones genitales y la infertilidad

Se analizaron los antecedentes de fertilidad/infertilidad, de las infecciones genitales y de los
valores obtenidos de los espermogramas y analisis de exudados vaginales. Con esta informacién se
realizaron diversos andlisis junto con los datos obtenidos de los factores inmunoldgicos estudiados

con el fin de encontrar posibles asociaciones y correlaciones.

5. Analisis estadisticos

Para la representacion y andlisis de los datos se emple6 el programa GraphPad version 5.00
para Windows (San Diego California USA, www.graphpad.com) [362].

Para los andlisis estadisticos de los datos se emple6 la prueba estadistica no paramétrica de
Mann-Withney, ya que los valores no se ajustan a una distribucién normal. Los valores de p
menores a 0,05 se consideraron estadisticamente significativos (dos colas).

Con los datos de expresion de qPCR se realizé6 un andlisis multivariado de componentes
principales empleando el software InfoStat versiéon 2018 (Universidad Nacional de Cérdoba,

Argentina, http://www.infostat.com.ar) [363], cuyo objetivo fue describir en dos dimensiones el
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comportamiento en conjunto de las citoquinas y factores de transcripcién maestros de LTh para los
distintos grupos experimentales. Asimismo, se realizé un andlisis de correlacién empleando la
prueba estadistica de Spearman no paramétrica, considerdndose asociaciones significativamente
estadisticas cuando p fue menor a 0,05.

Para variables no categdricas se realizaron tablas de contingencia cuyos datos fueron
analizados estadisticamente empleando la prueba exacta de Fisher. Los valores de p menores a 0,05

se consideraron estadisticamente significativos (dos colas).

Capitulo 1 Materiales y Métodos 57



Resultados

1. Deteccion de C trachomatis, U urealyticum y M hominis en exudados cervicales y uretrales.

Andlisis de la prevalencia de estas infecciones en pacientes infértiles

Teniendo en cuenta que uno de los objetivos de este trabajo es establecer relaciones entre las
ITS, la respuesta inmune y la infertilidad, resulta de interés conocer, en primer lugar, la prevalencia
de estas infecciones en la ciudad de Santa Fe y zonas cercanas.

En las siguientes figuras se muestran la prevalencia de las tres infecciones genitales estudiadas
para pacientes infértiles (Figura 7A) expresada en porcentajes. Asimismo se muestran los

resultados obtenidos de los pacientes fértiles (Figura 7B).

myAY
OC. trachomatis

O M. hominis
7,7%

BU. urealyticum

4,6% OC. trachomatis - M. hominis

B M. hominis - U. urealyticum
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10,0%

6,7%
OFSI

6.7% OC. trachomatis
O M. hominis

B U. urealyticum

76,6%

Figura 7. Proporcion de pacientes infértiles (A, n=193) y fértiles (B, n=30) con infecciones genitales.
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Como puede observarse en la Figura 7A, el 29,9% de los pacientes infértiles (56/193)
presenta algunas de las 3 infecciones genitales evaluadas. La mds frecuente de las tres infecciones
evaluadas fue U. urealyticum. Del 13,9% encontrado (27/193), 11 son mujeres y 16 pacientes
masculinos. El total de pacientes infértiles infectados con M. hominis fueron pacientes mujeres
(15). La mayoria de los pacientes positivos para C. trachomatis fueron mujeres (8) mientras que
s6lo 1 paciente masculino fue positivo para C. trachomatis. Se observé un bajo porcentaje de
infecciones concomitantes. Hubo 2 pacientes positivos para C. trachomatis — M .hominis, 2
pacientes positivos para C. trachomatis - U. urealyticum y sdlo 1 paciente fue positivo para M.
hominis - U. urealyticum. Dentro del 71,1% de los pacientes infértiles negativos para estas tres
infecciones genitales evaluadas, 81 eran mujeres y 56 hombres.

Los resultados de los anélisis de infecciones genitales en pacientes fértiles se muestran en la
Figura 7B. La infeccién mds frecuente en mujeres fértiles de las tres evaluadas fue U. urealyticum
y la menos frecuente fue C. trachomatis como también se observé para pacientes infértiles. Resulta
interesante notar que las mujeres fértiles presentan mayor proporcién de infeccién por C.
trachomatis que las mujeres infértiles. Sin embargo, teniendo en cuenta que el nimero de muestras

disponibles para este grupo fue menor, no se realizé una comparacion estadistica.

2. Estudio de poblaciones leucocitarias y citoquinas en semen y en lavado vaginal de

pacientes infértiles/fértiles con y sin infecciones

La caracterizacién de la repuesta inmune de los pacientes fue llevada a cabo mediante los
andlisis de expresion de citoquinas y factores de transcripcién maestros de LTh caracteristicos de
diferentes perfiles. Para ello, en primer lugar, se analizaron los niveles relativos de ARNm

codificante para cada una de las moléculas.

2.1.Evaluacién del mejor gen de referencia para muestras de semen y lavado vaginal humanos

Los genes de referencia evaluados fueron B-Actina, f2M, GAPDH. El anilisis del desempefio
de cada uno de ellos fue realizado empleando el software NormFinder. Para ello se utilizaron 8
valores de CT obtenidos de la amplificaciéon de cada gen por qPCR en muestras de 4 pacientes
femeninos y 4 pacientes masculinos. Se pudo determinar que el gen de referencia mds estable era
B-Actina ya que se obtuvo un valor de estabilidad de 0,051 mientras que para el resto de los genes
evaluados se obtuvieron valores superiores; 0,116 para p2M y 0,067 para GAPDH (Figura 8).
Asimismo, B-Actina obtuvo la menor variacién intra/inter grupo 0,001/0,026 comparado con f2M
(0,005/0,075) y similar comparado con GAPDH (0,001/0,049). Es importante destacar que el mejor

gen de referencia es aquel que tenga el valor de estabilidad mas cercano a cero y la menor
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variabilidad intra/intergrupo. Por lo tanto, los resultados de expresion relativa que se presentan a

continuacién fueron obtenidos empleando B-Actina como gen de referencia.
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Figura 8. Variacién intra e intergrupo de los genes B-Actina, p2M, GAPDH segin lo estimado por
NormFinder para pacientes femeninos (barras color rojo) y masculinos (barras color azul). Las columnas
representan la variacién intergrupo y las barras de error indican el intervalo de confianza para la variacién
intergrupal para cada candidato como el promedio de las varianzas intragrupo. El gen mejor clasificado es
aquel con una variacion intergrupal tan cercana a cero como sea posible y al mismo tiempo con barras de

error tan pequefias como sea posible.

2.2. Expresion relativa de ARNm de citoquinas en muestras de pacientes fértiles e infértiles

Considerando la importancia de los moduladores de la respuesta inmune, se evaluaron los
niveles de expresion de ARNm de INF-y, TNF-a, IL-10, IL-17A, TGF-B1, IL-6 e IL-8 en el fluido
vaginal y el semen de pacientes con y sin las siguientes infecciones genitales: C. trachomatis, M.
hominis y U. urealyticum.

En la Figura 9 se muestra la expresion relativa de ARNm de citoquinas. La expresion de
IFN-y se observa aumentada significativamente en el grupo de pacientes femeninos infértiles
infectados con U. wurealyticum (Uu F) respecto el grupo de pacientes femeninos fértiles sin
infeccion (FSI F), (p<0,05). Por otro lado, es interesante notar que, entre las mujeres sin estas
infecciones, las pacientes infértiles (ISI F) presentan un aumento significativo de la expresién de
IFN-y respecto a mujeres fértiles sin estas infecciones (FSI F), (p<0,05).

La expresion de TNF-a fue detectada pero no se observaron diferencias significativas entre
los grupos estudiados. Cabe destacar que pacientes masculinos infértiles infectados con U.
urealyticum (Uu M) presentan una tendencia al incremento de TNF-a respecto a pacientes
masculinos infértiles sin estas infecciones (ISI M).

Respecto a los niveles de TGF-f1 se observé una disminucién significativa en mujeres

infértiles respecto a mujeres fértiles, en ausencia de infecciones (p<0,05).
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La expresion de IL-10 en lavado vaginal, se observd aumentada significativamente en
pacientes infértiles infectados con M. hominis (Mh F) respecto a pacientes fértiles sin estas
infecciones (FSI F), (p<0,01). Con respecto a los hombres infértiles infectados con U. urealyticum
(Uu M) se observé un incremento significativo de la expresiéon de IL-10 respecto a hombres

infértiles sin infeccion (ISI M), (p<0,01).
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Figura 9. Expresion relativa de citoquinas para los diferentes grupos de pacientes. Ct, corresponde
a los pacientes infértiles infectados con C. trachomatis (n=8), Mh a los pacientes infértiles
infectados con M. hominis (n=13) y Uu a los pacientes infértiles infectados con U. urealyticum (F:
n=9, M: n=15). ISI: pacientes infértiles sin infeccién (F: n=14, M: n=19). FSI: pacientes fértiles sin
infeccion (n=17). F: pacientes Femeninos y M: pacientes masculinos. (*p<0,05, **p<0,01; Prueba de

Mann Whitney).

2.3. Expresion relativa de ARNm de factores de transcripciéon maestros de LTh en muestras de

pacientes fértiles e infértiles

El andlisis de los principales factores de transcripcion también se realizé con el fin de
caracterizar el perfil de linfocitos T activados en cada situacién. En la Figura 10 se muestran los
resultados de expresion relativa de ARNm de factores de transcripcién maestros. La expresion de
FOXp3, el factor de transcripcion maestro de linfocitos Treg, se observd aumentada
significativamente en pacientes femeninos infectados con U. urealyticum (Uu F) respecto a mujeres
sin infeeciéon (FSI F), (p<0,05). La expresiéon del ARNm de GATAS3, factor de transcripcion
caracteristico de linfocitos Th2 fue significativamente mayor en mujeres infectadas con U.
urealyticum (Uu F) respecto a mujeres infectadas con M. hominis (Mh F), (p<0,05). Asimismo, al
igual que lo observado para FOXp3, se hallaron aumentos significativos de la expresion de GATA3
en mujeres infectadas con U. urealyticum (Uu F) respecto a fértiles sin infeccion (FSI F), (p<0,05).
Para el factor de transcripcién maestro caracteristico del perfil Thl, Tbet, no se observaron
variaciones significativas, aunque las mujeres infértiles sin infeccién (ISI F) mostraron una
tendencia al incremento. Se encontraron aumentos significativos de la expresion de RORyt (factor
de transcripcion caracteristico del perfil Th17) en mujeres infértiles infectadas con C. trachomatis,
M. hominis, y U. urealyticum respecto a mujeres fértiles sin estas infecciones (FSI F), (p<0,05;

p<0,05; p<0,01; respectivamente). Asimismo, en ausencia de infeccién se observdé un aumento
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significativo del ARNm de RORyt en mujeres infértiles (ISI F) respecto a mujeres fértiles (FSI F),
(p<0,001).
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Figura 10. Expresion relativa de factores de transcripciéon maestros de LTh para los diferentes grupos de
pacientes. Ct, corresponde a los pacientes infértiles infectados con C. trachomatis (n=8), Mh a los pacientes
infértiles infectados con M. hominis (n=13) y Uu a los pacientes infértiles infectados con U. urealyticum (F:
n=9, M: n=15). ISI: pacientes infértiles sin infeccién (F: n=14, M: n=19). FSI: pacientes fértiles sin infeccién

(n=17). F: pacientes femeninos y M: pacientes masculinos. (*p<0,05; **p<0,01;***p< 0,001; Prueba de
Mann Whitney).

2.4, Cuantificacion de citoquinas en muestras de pacientes fértiles e infértiles

Los niveles de proteinas de IFN-y, IL-10, IL-6 and IL-17A fueron cuantificados por
citometria de flujo. En la Figura 11 se observan las concentraciones de citoquinas determinadas
para cada grupo de pacientes. IL-6 fue detectada en todos los grupos, observandose los valores mas
bajos en mujeres infértiles infectadas con U. urealyticum (Uu F). Este ultimo grupo presenta una
disminucién significativa de IL-6 respecto a mujeres fértiles sin infeccion (FSI F) y respecto a las
mujeres infértiles infectadas con C. trachomatis (Ct F) y con M. hominis (Mh F), (p<0,05). INF-y e
IL-10 fueron detectadas pero no se observaron diferencias significativas en la concentracion de
estas citoquinas entre los grupos evaluados. Sin embargo, es interesante observar que en plasma

seminal de algunos pacientes y en lavado vaginal de algunas mujeres infectadas con C.

Capitulo 1 Resultados 63



trachomatis, se observé un incremento en la concentracién de IFN-y respecto al resto de los
grupos, en los que esta citoquina no fue detectada. Respecto a IL-17A no se hallaron valores por
encima del limite de deteccidn de esta citoquina en ninguna de las muestras evaluadas pese a que el

estandar correspondiente mostré una sefial adecuada que permitié elaborar la curva de calibrado.
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Figura 11. Concentracién de citoquinas expresadas en pg/mL para los diferentes grupos experimentales. Ct,
corresponde a los pacientes infértiles infectados con C. trachomatis (n=7), Mh a los pacientes infértiles
infectados con M. hominis (n=14) y Uu a los pacientes infértiles infectados con U. urealyticum (F: n=10, M:
n=12). ISI: pacientes infértiles sin infeccion (F: n=15, M: n=12). FSI: pacients fértiles sin infeccién (n= 15).

F: pacientes femeninos y M: pacientes masculinos. (¥*p<0,05; prueba de Mann Whitney).
2.5. Anadlisis multivariado de componentes principales para los valores de expresion relativa de
ARNm de citoquinas y factores de transcripciéon maestros de L'Th para los distintos grupos

de pacientes fértiles e infértiles

Dado que las moléculas estudiadas interaccionan entre si, ejerciendo frecuentemente

sinergismo y antagonismo, resulta de interés evaluar sus variaciones en conjunto. Para esto, se
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aplicé un andlisis multivariado que permite describir observaciones multidimensionales obtenidas
entre las variables para cada uno de los diferentes grupos de pacientes. Las variables incluidas
fueron los niveles de ARNm de las citoquinas y de los factores de transcripcién maestros de LTh
en estudio.

Los resultados se representan como gréficos biplot para cada grupo experimental (Figura 12),
que resumen los datos de los dos o tres componentes principales que representan aproximadamente
el 63-86% de la varianza observada para citoquinas y 61-100% de la varianza observada para
factores de transcripcion maestros de LTh. Las variables que conforman un dngulo inferior a 90°
sugieren una asociacién positiva. Por el contrario, las variables ubicadas para formar dngulos
superiores a 90° se asocian negativamente. Cada paciente individual estd representado por un punto
y su posiciéon en relacién con cada vector estd relacionada con el nivel de la variable
correspondiente.

Con respecto a los pacientes femeninos, en ausencia de infeccién (grupos FSI F e ISI F) se
observé una asociacion entre IL-6 y TGF-B, y entre TNF-a, 1L.-10, IFN-y ¢ IL-17A. Sin embargo,
entre los pacientes infértiles (ISI F), el 36% (5/14) se asocié con niveles elevados de las citoquinas
TNF-a, IL-10, IFN-y e IL-17A y los factores de transcripcion Tbet, GATA3, FOXp3 y RORyt. En
presencia de infeccién se observd una clara diferencia en el patron de expresion de citoquinas y
factores de transcripciéon maestros. La infeccion por M. homins (Mh F) se asocié con niveles
elevados de IL-8 en el 31% de los pacientes (4/13) y con niveles moderados a altos de IFN-y en
otro 31%. En las infecciones por C. trachomatis (Ct F) y U. urealyticum (Uu F) se observd un
aumento en el nimero de pacientes con altos niveles de citoquinas, pero no se observaron
subgrupos de pacientes con predominio de alguna de las citoquinas evaluadas.

En cuanto a los pacientes masculinos, el 58% (11/19) del grupo infértiles sin infeccion (1S M)
mostré bajos niveles de citoquinas y factores de transcripcién maestros. Al igual que con las
mujeres, se observd asociacién entre TNF-o, IL-10, IFN-y e IL-17A y, particularmente, se observo
un subgrupo de pacientes (31%) (6/19) que se asocio con altos niveles de TGF-f1 Sin embargo, el
patrén cambia en presencia de una infeccién. El 33% (5/15) de los pacientes infértiles con U.
urealyticum (Uu M) se asocid positivamente con niveles elevados de IFN-y y otro 33%, con niveles
elevados de IL-6.

En general, en cuanto a las variables estudiadas, particularmente las citoquinas, es importante
seflalar que la IL-10 y las citoquinas relacionadas con los perfiles Thl y Th17 estdn asociadas
positivamente en la mayoria de los grupos con diferentes grados de asociacion segtin la condicion.
En cuanto a los factores de transcripcion maestros, FOXp3 y GATA3 estdn asociados
positivamente en la mayoria de los grupos con diferentes grados de asociacidon dependiendo de la

condicidn, excepto para el grupo de pacientes masculinos infectados con U. urealyticum (Uu M).
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Figura 12. Representacion del andlisis de los componentes principales de las citoquinas y los factores de
transcripcion maestros. Los graficos biplot de citoquinas resumen los datos de 63-86% de la varianza
observada para las variables, mientras que para los factores de transcripciéon maestros representan 61-100%
de la varianza. Se presentan dos gréficas de biplot para el grupo de pacientes masculinos infectados con U.
urealyticum (Uu M) dado que en este caso se necesitan mds de 2 componentes para representar al menos el
60% de la varianza observada para las variables. Los vectores representan a cada una de las variables. Un
angulo por debajo de 90° entre las variables sugiere una asociacién positiva mientras que las variables que

conforman angulos superiores a 90° estdn asociadas negativamente. Cada uno de los pacientes estd

representado con punto azul.

2.6. Correlaciones entre variables para los valores de expresion relativa de ARNm de citoquinas y

factores de transcripcion maestros de LTh para los distintos grupos de pacientes fértiles e

infértiles.
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Los resultados del estudio de correlaciones entre variables para cada grupo de pacientes se
muestran en las Tablas 7A-G. Todos los grupos, excepto las mujeres infértiles infectadas con U.
urealyticum (Uu F), mostraron correlaciones positivas estadisticamente significativas entre las
citoquinas proinflamatorias (IFN-y, TNF-a, IL-17A, IL-8). Ademads, todos los grupos estudiados
mostraron correlaciones positivas entre las citoquinas proinflamatorias y al menos una citoquina
inmunomoduladora (IL-10, TGF-B1). Particularmente, hubo una asociacion positiva entre 1L-10 e
IL-17 en todos los grupos, siendo estadisticamente significativa en los grupos sin infeccién FSI F,
ISI'F, ISI M e infectados con C. trachomatis (Ct F) y con U. urealyticum (Uu M). Cabe sefialar que
se detect6 una correlacién negativa significativa en el grupo de mujeres infértiles infectadas con M.
hominis (Mh F) entre las citoquinas IL-17A e IL-8. En relacién con el estudio entre citoquinas y
factores de transcripcion maestros de LTh, se encontr6 una correlacion positiva entre IFN-y y Tbet
en los grupos de mujeres infértiles infectadas con M. hominis (Mh F). Por otro lado, se encontrd
una correlacién positiva entre IL-17A y RORyt en mujeres fértiles (FSI F) e infértiles (ISI F) sin
infeccién. En el grupo de pacientes masculinos infectados con U. urealyticum (Uu M) se
correlacionaron positivamente 1L-10 y TGF-f1 con FOXp3. En las matrices presentadas a

continuacion, se observan otras correlaciones, ademas de las enunciadas anteriormente.

Tabla 7: Correlaciones entre variables en los siguientes grupos: FSI F (A), ISI F (B), mujeres infértiles
infectadas con C. trachomatis: Ct F (C), mujeres infértiles infectadas con M. hominis: Mh F (D), mujeres
infértiles infectadas con U. wrealyticum: Uu F (E), ISI M (F) y hombres infértiles infectados con U.

urealyticum: Uu M (G).

Tabla 7A: matriz de correlacién de variables del grupo de mujeres fértiles sin infeccién

FSIF IFN-y TNF-a IL-10 IL-17A TGF-B1 IL-6 IL-8 FOXp3 GATA3 Thet RORyt
IFN-y 1
TNF-a 0,25 1 -
1L-10 0,51 (*) 0,36 1 -
IL-17A 0,56 (*) 0,38 0,9 (***) 1 -
TGF-B1 0,13 0,42 0,6 (*) 0,58 (*) 1
IL-6 03 0,51 (*) 0,18 0,09 -0,05 1
IL-8 -4,90E-03 0,33 0,28 0,27 0,37 0,59 (*) 1 -
FOXp3 0,45 0,2 0,11 0,18 -0,04 0,19 0,33 1
GATA3 0,28 0,11 0,22 03 0,03 0 -0,14 0,33 1
Thet 0,02 0,01 0,18 0,37 0,24 0,23 -0,06 0,43 0,62 (*) 1 -
RORyt | 0,83(**) 0,45 066(*)  0,7(**) 04 0,33 -0,07 0,42 0,31 0,15 1
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Tabla 7B: matriz de correlacion de variables del grupo de mujeres infértiles sin infeccién

ISIF IFN-y TNF-a IL-10 IL-17A TGF-B1 IL-6 IL-8 FOXp3 GATA3 Thet RORyt
IFN-y 1 - - - - - - - - - -
TNF-a | 0,76 (*¥) 1 - - - - - - - - -
1L-10 0,89 (**) 0,78 (**) 1 - - - - - - - -
IL-17A 0,71(*)  0,78(**) 0,79 (**) 1 - - - - - - -
TGF-B1 04 0,61 (*) 0,5 0,64 (*) 1 - - - - - -
IL-6 04 0,45 0,43 0,56 (*) 059 (*) 1 - - - - -
IL-8 0,73 (**) 0,56 (*) 0,52 0,48 0,41 0,38 1 - - - -
FOXp3 0,11 0,12 -0,04 0,03 0,09 0,18 0,17 1 - - -
GATA3 0,43 0,2 031 -0,42 0,09 0,16 -0,52 0,58 (*) 1 - -
Thet 0,26 0,02 -0,16 0,13 0,24 -0,29 0,24 0,85 (**) 0,77 (**) 1 -
RORyt 0,5 0,56 (*) 0,6 (*) 0,49 0,62 (*) 0,35 0,21 0,24 0,17 0,23 1

Tabla 7C: matriz de correlacion de varibales del grupo de mujeres infértiles infectadas con C. trachomatis

CtF IEN-y TNF-a IL-10 IL-17A TGF-B1 IL-6 IL-8 FOXp3 GATA3 Thet RORyt
IFN-y 1 - - - - - - - - - -
TNF-a 0,74 1 ) - - - - - - - -

1L-10 1(**) 0,74 1 . - - - - - - -
IL-17A 0,86 (*) 0,67 0,86 (*) 1 - - - - - - -
TGF-B1 0,36 0,48 0,36 0,57 1 - - - - - -

IL-6 0,26 -0,07 0,26 -0,26 0 1 - - - - -

IL-8 0,1 -0,36 0,1 -0,29 0,12 0,6 1 - - - -
FOXp3 -0,05 0,21 -0,05 -0,02 0,17 0,12 0,17 1 - - -
GATA3 0,24 0,55 0,24 0,21 0,02 0,55 05 0,62 1 - -
Thet 0,24 0,71 0,24 0,14 0,52 0,26 0,05 04 0,45 1 -
RORyt 0,24 0,6 0,24 0,14 021 0,14 -0,29 0,55 0,5 0,38 1

Tabla 7D: matriz de correlacién de variables del grupo de mujeres infértiles infectadas con M. hominis

Mh F IFN-y TNF-a IL-10 IL-17A TGF-B1 IL-6 IL-8 FOXp3 GATA3 Thet RORyt
IFN-y 1 - - - - - - - - - E
TNF-a 0,5 1 - - - - - - - - -
1L-10 0,64(*) 0,65 (%) 1 - - - - - - -
IL-17A 0,74 (*) 0,51 0,56 1 - - - - - -
TGF-B1 | 0,67 (%) 0,45 0,66 (*) 0,29 1 - - - - - -
IL-6 -0,03 0,41 -0,06 0,23 0,2 1 - - - - -
IL-8 0,34 -0,24 021 -0,69 (*) 0,23 0,18 1 - - - -
FOXp3 0,25 0,48 0,13 0,14 0,42 0,3 0,04 1 - - -
GATA3 0,34 0,37 0,02 0,47 0,09 0,29 0,29 0,51 1 - -
Thet 0,87 (**) 0,55 0,46 0,558(*) 0,69 (*) 0,35 -0,23 0,54 0,53 1 -
RORyt 0,28 0,74 (*) 03 0,45 0,19 04 -0,33 03 0,29 03 1

Tabla 7E: matriz de correlacion de variables del grupo de mujeres infértiles infectadas con U. urealyticum

UuF IFN-y TNF-a IL-10 IL-17A  TGF-B1 IL-6 IL-8 FOXp3  GATA3 Thet RORyt
IFN-y 1 - - - - - - - - - -
TNF-a 03 1 - - - - - - - - -
IL-10 05 -0,13 1 - - - - - - - -
IL-17A 0,67 0,55 0,65 1 - - - - - - -
TGF-B1 | 072(%) 028 -0,1 0,28 1 - - - - - -
IL-6 0,42 045 0,53 0,67 -0,15 1 - - - - -
IL-8 0,25 015 -0,37 -03 03 -0,05 1 - - - -
FOXp3 -03 01 -0,57 -0,22 0,22 -0,13 -0,12 1 - - -
GATA3 -0,43 -0,13 -0,53 -05 -0,15 0,03 0,08 08 1 - -
Thet 0,22 018 038 033 -02 0,82 () 0,17 012 035 1 -
RORyt 0,28 038 0,05 025 0,13 0,58 -0,1 0,18 032 03 1
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Tabla 7F: matriz de correlacion de varibales del grupo de hombres infértiles sin infeccién

ISIM IFN-y TNF-a IL-10 IL-17A TGF-B1 IL-6 IL-8 FOXp3 GATA3 Thet RORyt
IFN-y 1 - - - - - - - - -
TNF-a | 0,76 (*¥) 1 - - - - - - - -
1L-10 0,64 (**) 0,46 (*) 1 - - - - - - -
IL-17A | 0,65(**) 0,56 (*) 0,76 (**) 1 - - - - - -
TGF-B1 | 0,72(**) 0,79 (***) 0,51 (*) 0,41 1 - - - - -
IL-6 0,04 0,28 -0,04 0,07 0,07 1 - - - -
IL-8 0,08 03 0,29 -0,02 -0,05 0,44 1 - - -
FOXp3 0,31 0,34 0,17 0,44 0,14 0,1 0,48 (*) 1 - -
GATA3 0,38 -0,12 0,32 -0,08 0,26 047(*)  052(*) 0,31 1 -
Thet 0,44 0,44 0,28 0,54 (*) 0,17 -0,09 0,26 0,77 (**) -0,04 1 -
RORyt 0,27 0,06 -0,02 0,15 -0,16 0,12 0,07 0,48 (*) 0,31 0,49 (*) 1

Tabla 7G: matriz de correlacion de variables del grupo de hombres infértiles infectados con U. urealyticum

UuM IFN-y TNFa IL-10 IL-17A TGF-B1 IL-6 IL-8 FOXp3 GATA3 Thet RORyt
IFN-y 1 - - - - - - - - -
TNF-a 0,03 1 -
1L-10 0,4 0,65 (*) 1
IL-17A 0,05 071(*) 0,65 (%) 1 -
TGF-B1 0,35 0,38 0,59 (*) 0,5 1 - - - - -
IL-6 -0,24 0,59 (*) 0,16 0,17 0,13 1 - - - -
IL-8 0,13 0,8 (**) 0,45 0,56 (*) 0,35 0,43 1 - - -
FOXp3 01 073(**)  053(*)  079(**) 057 (% 04 0,84 (**) 1 - -
GATA3 -0,04 0,71 (**) 04 0,47 0,23 0,31 0,85 (**) 0,71 (*%) 1 -
Thet -0,05 0,61 0,41 0,63(*) 053 (% 0,32 0,76 (**) 0,91 (***) 0,66 (*) 1 -
RORyt 0,35 0,27 0,41 0,24 0,22 0,2 -0,09 0,1 -0,16 0,27 1

El valor indicado representa el coeficiente de correlacién de Spearman, y la significacién estadistica se indica
con asterisco *p <0,05; **p <0,01; ***p <0,001.

3. Analisis de la presencia de anticuerpos antiespermaticos en muestras de lavado vaginal y
plasma seminal de pacientes fértiles e infértiles y con y sin infecciones

Teniendo en cuenta que algunos factores inmunolégicos, como los ASA, se han asociado con
la infertilidad, se realizé un ensayo ELISA para detectar ASA en muestras de pacientes fértiles e
infértiles con y sin infecciones genitales. Los valores de cut-off fueron 0,171, para el grupo de
pacientes femeninos, y 0,154, para el grupo de pacientes masculinos.

En la Figura 13, se muestran los valores de DO obtenidos para cada grupo. Considerando los
valores de cut-off, los datos indican que el 17% de las mujeres fértiles presentaron anticuerpos anti-
espermaticos en lavado vaginal mientras que el 12% de las mujeres infértiles sin y con infeccion
(C. trachomatis y U. urealyticum) fueron positivas para ASA. Esta diferencia fue significativa entre
FSIF vs ISI F (p< 0,05) y entre FSI F y ICI F (p< 0,01). Cuando se analizaron los niveles de ASA
en hombres, no se observaron diferencias significativas entre los grupos ICI M (10%) e ICI M

(6%).
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Figura 13. Evaluacién de anticuerpos antiespermaticos en lavado vaginal y en semen. Respuesta inmune
humoral contra los espermatozoides evaluados mediante ELISA indirecto. Niveles de anticuerpos en fluido
vaginal y semen expresados como DO (media + SEM) para cada paciente en los grupos: FSI F (n=17), ISI F
(n=17), ICI F (n =25), ISIM (n = 17) y ICI M (n = 10). La linea roja indica el cut-off para pacientes
femeninos mientras que la linea azul indica el cur-off para pacientes masculinos. (¥p <0.05, **p <0,01;

prueba de Mann Whitney).

4. Analisis de relaciones entre el perfil de respuesta inmune hallado en los pacientes con
infecciones genitales y la infertilidad

Teniendo en cuenta la relacion entre la infertilidad, las ITS y el rol de la respuesta inmune, se
realiz6 un andlisis para encontrar posibles asociaciones a partir de los datos clinicos del paciente.

Este estudio revel6 una asociacion significativa entre el sexo y el tipo de infeccidn,
particularmente los pacientes femeninos infértiles estuvieron asociados con infeccién por M.
hominis (p<0,01) mientras que los pacientes infértiles masculinos, con la infeccién por U.
urealyticum (p<0,001).

En la Tabla 8, se muestran los parametros de rutina en secrecion vaginal de mujeres fértiles,
mujeres infértiles con infecciones: C. trachomatis (n=8), M. hominis: (n=13) y U. urealyticum:
(n=9) y mujeres infértiles sin estas infecciones. Un mayor nimero de pacientes femeninos con
infecciones por C. trachomatis y M. hominis tuvieron positiva la prueba de aminas en comparacién
con las mujeres sin infecciones (p<0,05; p<0,001; respectivamente). La infeccién por M. hominis
se asoci6 con un aumento de células clue en comparacién con FSI F y ISI F (p<0,01). Esto podria
estar asociado con el hecho de que, entre las mujeres con M. hominis, hay una mayor frecuencia de

VB con respecto a las mujeres fértiles e infértiles sin infeccién (p<0,01; p <0,01). Ademas, en el
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grupo de mujeres con M. hominis, el porcentaje de pacientes con una microbiota normal es
significativamente menor que en el grupo de mujeres infértiles sin infeccion (p<0,001; prueba de
Fisher). En la Tabla 9, se muestran los pardmetros espermdticos para cada grupo de pacientes
masculinos. No se observa diferencia significativa en la calidad espermdtica entre pacientes
infértiles infectados con U. urealyticum y pacientes infértiles sin infeccion.

Por otro lado, se realizaron estudios de correlacién entre ASA y citoquinas para pacientes
femeninos y masculinos, pero no se encontraron asociaciones significativas entre los factores
inmunes de la respuesta celular y la respuesta humoral. Asimismo, se analizaron correlaciones

entre citoquinas y los estados vaginales basicos, pero no se hallaron asociaciones significativas.

Tabla 8. Parametros de exudados vaginales de rutina de mujeres fértiles (FSI F), mujeres infértiles infectadas
con C. trachomatis (Ct F), M. hominis: (Mh F) y U. urealyticum: (Uu F) y mujeres infértiles sin estas

infecciones (ISI F).

FSIF ISIF CtF Mh F UuF
(n=17) (n=17) (n=8) (n=13) (n=9)
+29% + 6% +50% * 69% *+* +22%
Prueba de Aminas
(5/17) an7 (4/8) (9/13) (2/9)
pH 4,9 (4-6) 5% (4-5,5) 5,3%(4,6-6,5) 5%(4,6-7) 5%(4-5,8)
Trichomonas 0%
12% (2/17) 0% (0/8) 15% 2/13 0% (0/9)
vaginalis ©/17)
18% 18 % 63% 77 % 22%
Células Clue
(3/17) (3/17) 5/8 (10/13) 2/9
Levaduras 0% (0/17) 6% (1/17) 25% 2/8 8% 1/13 11% 1/9
Respuesta
inflamatoria 47% (8/17) 18% (3/17) 50% (4/8) 23% (3/13) 33% (3/9)
vaginal (RIV)
Mobiluncus 0% (0/17) 0% (0/17) 0% (0/8) 7% 1/13 0%
Microbiota 70% *** 25% 8% 44%
35% (6/17)
Normal 12/17) (2/8) (1/13) (4/9)
Microbiota
Normal 35% (6/17) 0% (0/17) 13% (1/8) 8% (1/13) 22% (2/9)
Estados
+ RIV
Vaginales
Microbiota
Bésicos 0% (0/17) 0% (0/17) 0% (0/8) 0% (0/13) 11% (1/9)
Intermedia
Vaginosis 18% 12% 25% 69% ** 22%
Bacteriana (3/17) (2/17) (2/8) (9/13) (2/9)
Vaginitis
Microbiana no 12% (2/17) 18% (3/17) 38% (3/8) 15% (2/13) 0% (0/9)
especifica
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El valor indicado por el superindice 'a' representa la mediana, y luego los valores minimo y maximo se muestran

entre paréntesis. Los valores en negrita y con asteriscos (*) son estadisticamente diferentes en comparacién con

aquellos en negrita sin asteriscos (*p<0.05; **p<0,01; ***p<0,001; prueba de Fisher).

Table 9. Parametros espermdticos de pacientes masculinos infértiles sin infeccion (ISI M) e infértiles con

infeccion: U. urealyticum (Uu M).

Parametros espermaticos

ISIM (n=19)

Uu M (n=15)

([LRS: <1.10°] / mL semen)

Volumen 79 % (15/19) 100% (15/15)
[LRI: >1,5] (mL) 2,5*(0,8-7,2) 3,6" (1,5-8,3)
100% (19/19) 100% (19/19)
. pH [LRI: >7.2]
Examenes 7,7* (7,2-8,0) 7,8 (7,2-8,0)
macroscépicos Licuefaccion 100% completa (15/15) 100% completa (19/19)
26% aumentada (5/19) 33% aumentada (5/15)
Consistencia 53%disminuida (10/19) 67% disminuida (10/15)
21% normal (4/19) 33% normal (5/15)
. Agregacion aislada Si 74% (14/19) Si 87% (13/15)
Examenes
Aglutinacién Si 32% (6/19) Si 7% (1/15)
microscopicos i
Cristales 0% (0/19) 0% (0/15)
Méviles Progresivos (MP) 84% (16/19) 80% (12/15)
Motilidad [LRI: >32] (%) 62" (14-79) 47* (3-80)
espermatica MP+No Progresivos 84% (16/19) 93% (14/15)
[LRI: >40] (%) 73 (23-87) 64,5 (37-88)
Test de
Lo Espermatozoides vivos
Vitalidad 95% (18/19) 93% (14/15)
[LRI: >58] (%)
espermatica
58% (11/19) 47% (7/15)
Células germinales inmaduras
B 5,5 x10* 6,6 x10*
([LRS: <4.10°] /mL semen) . p 5 N
(6,8 x107-4,2 x10°) (2 x10°-4,8 x10°)
Células 100% (19/19) 93% (14/15)
Macréfagos
redondas por s 1,1 x10* 1,1 x10*
([LRS: <6.10°] /mL semen) . s . s
ml de semen (1,1 x10%-1,6 x10°) (1,1 x107-9,3 x10°)
100% (19/19) 93% (14/15)
Leucocitos polimorfonucleares ) )
1,4 x10* 4,81 x10*

(1,1 x10*6,2 x10%)

(3,3 x10*-4,9 x10°%)

Concentracion . 100% (19/19) 100% (15/15)
[LRI: 15] (10°/mL semen) ) )
Espermatica 32,5%(1,7-131) 33,1%(10,3-130)
Total de p 63% (12/19) 93% (14/15)
[LRI: 39] (10”/eyaculado) ) )
espermatozoides 126,8 (5,9-552,3) 171,1* (26,9-530)
Morfologia 57% (11/19) 66% (10/15)
Normal [LRI: >4] (%) . .
espermatica 4,5* (1-9) 5*(1-9)
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LRI indica el Limite de Referencia Inferior establecido por la OMS, que se define como el valor minimo con
el que se logra el embarazo. Se informa el porcentaje del nimero de pacientes que excede el LRI, excepto
para el pardmetro células redondas por mL de semen, donde se informa el porcentaje de pacientes que no
superan el LRS (Limite de Referencia Superior). El valor indicado por el superindice 'a' representa la

mediana y los valores minimo y mdximo se muestran entre paréntesis.
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Discusion

ITS como causa de infertilidad. Prevalencia de C. trachomatis, M. hominis, U. urealyticum en
pacientes infértiles.

Actualmente, el incremento de casos de infertilidad se esta convirtiendo en un problema de
salud con gran impacto en los paises subdesarrollados y desarrollados que parece coincidir con el
incremento de las ITS [364]. Teniendo en cuenta que la principal causa prevenible de infertilidad
son las ITS, uno de los objetivos de la Estrategia Global del Sector de Salud contra las ITS para
2016-2021 de la OMS es fortalecer la vigilancia y aumentar la conciencia sobre la prevalencia de
las ITS [365]. Por lo tanto, el primer paso para comprender el impacto de las ITS y su relacién con
la infertilidad es conocer la prevalencia de infecciones genitales.

En la presente tesis se determind que el 29,9 % de los pacientes infértiles evaluados (193)
del hospital JB Iturraspe de Santa Fe, Argentina tiene alguna de las tres infecciones genitales C.
trachomatis (4,6%), M. hominis (7,7%) y U urealyticum (13,9%). Estos datos epidemioldgicos son
muy valiosos porque segin la bibliografia consultada no existen datos actuales que brinden
informacién sobre estas ITS en pacientes infértiles de nuestra regién. Asimismo, en Argentina y
América Latina también son escasos los datos actuales sobre la prevalencia de estas ITS.

De las tres ITS evaluadas, el porcentaje de infecciébn mds bajo se obtuvo para C.
trachomatis. El 6% del total de las mujeres infértiles presentd infecciones con C. trachomatis
mientras que entre los hombres infértiles, el porcentaje fue menor, 1,4%. Un estudio realizado en
Cérdoba, Argentina revel6 que la prevalencia de C. trachomatis en mujeres infértiles fue del 7,2%
[234], un porcentaje similar a los hallazgos de la presente tesis. Es importante considerar que la
prevalencia depende del drea de residencia, método de diagndstico, antecedentes socio-
econdémicos, ocupacion, entre otros. Esto explica la variabilidad encontrada en la bibliografia y
refuerza la importancia de contar con datos regionales para establecer politicas de salud. Por otro
lado, cabe mencionar que el 50% de los hombres y el 80% de las mujeres con C. trachomatis no
presentan sintomas en la etapa temprana de la infeccién, por lo tanto, muchas personas pueden
permanecer sin diagnosticar [209], enmascarando la verdadera prevalencia de esta infeccion. En
muchos casos la infeccidn se detecta frente a alguna de sus consecuencias, como es la infertilidad
[323], [366].

La mas frecuente de las tres infecciones evaluadas fue U. urealyticum. Este resultado es
consistente con varios estudios que también observan una mayor prevalencia de U. urealyticum
cuando se evalda la prevalencia de estas tres infecciones en pacientes infértiles [6], [367], [368].
Los resultados obtenidos respecto a la infeccién por U. urealyticum revelan que el 9% de las

mujeres infértiles y el 22% de hombres infértiles presentan esta infeccién. Estudios recientes
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indican que la prevalencia en mujeres infértiles estd comprendida entre 4% y 39% [187], [222],
[369], [370], mientras que en hombres infértiles es entre 10% y 39% [306], [328], [371], [372]. Por
lo tanto, los valores de prevalencia obtenidos en la presente tesis estdn incluidos dentro de los
rangos reportados por diferentes autores, aunque sean de regiones y niveles socioecondmicos
diferentes. Actualmente varios autores asocian la infertilidad masculina con la infeccién por U.
urealyticum [323], [328], [372], [373] coincidente con los resultados de la presente tesis.

Entre los pacientes infértiles con infecciones evaluados, se detectaron 15 mujeres con
infecciéon por M. hominis, mientras que ningin hombre fue positivo para este patégeno. Estos
resultados revelaron una asociacion significativa entre el sexo y el tipo de infeccién en particular
las mujeres infértiles con infeccion por M. hominis. Esta asociacién también coincide con la
obtenida por otros autores [6], [323], [373]. En la literatura, se han encontrado pocos estudios
actuales que evalien M. hominis en hombres infértiles. Algunos trabajos indican que la prevalencia
de M. hominis en hombres infértiles suele ser entre el 3 y el 33% [198], [374]. Respecto a las
mujeres infértiles, existen mds estudios, comparados con los reportados de hombres, que evalian la
presencia de M. hominis y que indican que la prevalencia estd entre 3% y 8% [187], [369], [370],
[374]. Los resultados obtenidos en la presente tesis revelaron una mayor prevalencia de M. hominis
en mujeres infértiles (13%) que puede deberse a antecedentes socio-econdémicos, region, edad,
ocupacion, entre otros.

Teniendo en cuenta los porcentajes de prevalencia obtenidos para cada infeccidn genital no
se descarta la posibilidad de que la presencia de estas infecciones contribuya a los trastornos de

fertilidad.

Citoquinas y Linfocitos T helper como potenciales factores inmunologicos causales de
infertilidad.

Las citoquinas son mediadores inmunolégicos que forman parte de una compleja red de
comunicacién entre células. Estos mediadores regulan la fertilidad, tanto de manera positiva como
negativa. Por lo tanto, es necesario un delicado equilibrio entre citoquinas pro y antiinflamatorias
para lograr un embarazo exitoso. Asimismo, los LTh desempefian un papel central en la
modulacién de las respuestas inmunitarias adaptativas frente a infecciones [375]. Es por esto que la
respuesta inmune del huésped es uno de los determinantes mds importantes del embarazo y frente a
infecciones genitales [204].

En este trabajo se caracterizaron los niveles de expresion relativos de los factores de
transcripciéon maestros de las poblaciones de LTh y de citoquinas. Asimismo, se cuantificé la
concentracién de algunas citoquinas en muestras humanas. Cuando se realizan investigaciones en

pacientes, uno de los inconvenientes que existe es que se desconoce cuidndo contrajeron la
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infeccion, lo que podria explicar la variabilidad en los resultados de los marcadores inmunes. Sin
embargo, los resultados que pueden obtenerse a partir de estos estudios pueden ser muy valiosos
porque permiten comprender la importancia de las citoquinas en la infertilidad y superar el
principal obsticulo referido a la dificultad de extrapolar los resultados obtenidos de modelos

animales a humanos [376], [377].

Caracterizacion de la expresion de citoquinas

El rol de Ureaplasma y Mycoplasma en pacientes con infertilidad atin no se comprende
completamente [368]. La presencia aguda o crénica de cualquier patégeno en el TRF superior
puede generar efectos adversos en la fertilidad, debido a la alteracién del ambiente que se produce
por las reacciones inflamatorias [368]. Particularmente, la presencia de M. hominis y U.
urealyticum se asocia con la presencia de citoquinas inflamatorias [378].

Los resultados de la presente tesis indicaron un aumento significativo de la expresion de
IFN-y, en lavado vaginal de mujeres infértiles con U. urealyticum en comparacién con mujeres
fértiles sin infeccion.

Con respecto a M. hominis, un aumento de IL-8 se observé en las mujeres infértiles pero no
fue significativo en comparacién con los otros grupos de pacientes. IL-8 es una citoquina que
participa en la respuesta inmune innata como quimoatractante de neutréfilos los cuales se asocian
con estados de inflamacién. Asimismo, en lavado vaginal de pacientes infértiles infectadas con M.
hominis se observd un aumento significativo en la expresion de IL-10 con respecto a las mujeres
fértiles sin infecciones. Diversos autores coinciden en que altos niveles de esta citoquina evitan los
efectos patoldgicos de las citoquinas proinflamatorias y juegan un papel en la limitacién del dafo
inducido por el huésped en el tracto genital superior [379] contribuyendo al éxito del embarazo
[380]. Sin embargo, Scoot y colaboradores en un ensayo in vitro de estimulacién de CD humanas
determinaron que M. hominis aumentaba los niveles de IL-10 pero no ocurria lo mismo con las
citoquinas inflamatorias tales como IFN-y e IL-12 [308]. Sus resultados sugieren que los patégenos
tipicamente asociados con infecciones crénicas inducen sélo la secrecién de IL-10. Por lo tanto, el
efecto inmunomodulador de esta citoquina no sélo puede inhibir estados inflamatorios [381] sino
que también puede crear un ambiente favorable para la persistencia de microbios [240]. De ese
modo, una secrecion excesiva de IL-10 podria conducir a una eliminacién incompleta de bacterias
desarrollando un estado de anergia que da como resultado trastornos relacionados con la fertilidad
[240]. Por lo tanto, la presencia de IL-10 en mujeres infértiles infectadas con M. hominis podria
indicar que se trata de infecciones crénicas en las cuales esta citoquina favoreceria la persistencia

de M. hominis contribuyendo indirectamente a los trastornos de fertilidad.
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Respecto a la infeccién por C. trachomatis en mujeres infértiles, no se detectaron
diferencias significativas en las citoquinas analizadas por PCR en tiempo real en comparaciéon con
mujeres fértiles e infértiles sin infeccion.

El impacto de cualquier inflamacién o infeccion del tracto reproductivo masculino sobre la
fertilidad depende de muchos factores, incluyendo la naturaleza crénica/aguda de la enfermedad y
el tipo de patégeno invasor. Los principales mediadores de la respuesta inflamatoria en el tracto
reproductor masculino son las citoquinas proinflamatorias, principalmente TNF-o [382], [383]. Las
altas concentraciones de estas moléculas se han asociado con leucospermia. Varios investigadores
indicaron que macréfagos y LT estimulados con U. urealyticum in vitro producen TNF-a. e IFN-y
[345], [384], [385]. Sin embargo, in vivo, la relacién entre U. urealyticum y TNF-o, requiere de
estudios adicionales [386]. IL-10 también se libera en estados de inflamacién y se han encontrado
diferentes niveles de esta citoquina en el semen de hombres infértiles [387]. En la presente tesis, se
observé un aumento significativo en el nivel de expresion de IL-10 en hombres infértiles infectados
con U. urealyticum en comparacién con hombres infértiles sin infeccién, lo que coincide con la
bibliografia. Ademds, se observé un aumento, aunque no significativo, en el ARNm de TNF-a en
hombres infértiles infectados con U. urealyticum en comparacién con hombres infértiles sin
infeccion. Probablemente, las diferencias en los niveles de TNF-a no fueron significativas entre
estos grupos de pacientes debido al efecto inmunomodulador que podria estar ejerciendo IL-10.
Segin los resultados obtenidos se sugiere que la infeccidon por U. urealyticum podria estimular la
liberacion de TNF-a in vivo, ademas de lo observado in vitro como han descrito otros autores
previamente [60], [385], [388], [389].

Por otro lado, es interesante observar que en ausencia de estas infecciones, las mujeres
infértiles presentan una alteracién en la expresion de las citoquinas, particularmente un aumento de
IFN-y y disminucién de TGF-B1 respecto a las mujeres fértiles. Diferentes autores han demostrado
que IFN-y tiene efectos nocivos en el embarazo [390], [391] y se ha asociado al aborto espontdneo
recurrente [176], [181], parto prematuro [392], [393] y la ruptura prematura de membranas fetales
[394]. TGF-B1 es una citoquina inmunomoduladora secretada por los linfocitos Treg para prevenir
el dafio tisular [395], y contribuir al éxito del embarazo [95]. Por lo tanto, la alteracién en estas
citoquinas que presentan las mujeres infértiles sin infeccién es un indicador de algtin trastorno, el

cual podria ser una potencial causa de infertilidad.

En cuanto al andlisis de los niveles de proteinas, fue posible cuantificar IL-6, IFN- vy e IL-
10. En particular, se observé que mujeres infértiles con C. trachomatis y M. hominis presentaron
niveles mds altos de IL-6 que mujeres infértiles con U. urealyticum. Varios autores sugieren que la
familia de citoquinas de IL-6 podria estar involucrada en la respuesta inmune y/o el dafio tubarico

inducido por las infecciones bacterianas por C. trachomatis y M.ycoplasma genitalium del tracto
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genital superior [240], [396]. La citoquina IL-6, entre otras, estd involucrada en promover el
reclutamiento de células inmunes, desencadenar respuestas inflamatorias y contribuir activamente
al desarrollo de respuestas inmunes innatas y adaptativas [240]. Esta citoquina, entre otras, se
detect6 en las secreciones cervicales de mujeres infectadas con C. trachomatis, asi como también
en mujeres con trastornos de fertilidad [240], [397]. Por otro lado, existen trabajos que indican que
la biodisponibilidad excesiva de IL-6 puede inhibir la generacion de linfocitos Treg requeridas para
la tolerancia al embarazo [398]. Asimismo, hay reportes que describen que la IL-6 es
significativamente mads alta en el moco cervical de pacientes que sufrieron abortos que en aquellas
que lograron un nacimiento vivo [399]. Particularmente, en casos de abortos recurrentes se ha
observado una correlacién positiva entre los niveles de IL-6 e IL-1P y de linfocitos Th17 [400]. Es
importante recordar que la diferenciacién a linfocitos Th17 es inducida por las citoquinas TGF-f e
IL-6 y diversos trabajos han demostrado que ambas se producen en respuesta a C. trachomatis
[261], [401], [402]. Todos los trabajos mencionados anteriormente estdn en concordancia con los
resultados obtenidos respecto a los pacientes con C. trachomatis, donde se observa un aumento
significativo de los niveles de expresion de RORyt, factor de transcripcion caracteristico del perfil
Th17 y un aumento en la concentracién de IL-6. Por lo tanto, sugerimos que este perfil de respuesta
presente en pacientes con C. trachomatis podria ser clave en los trastornos de fertilidad que
provoca este patogeno. No obstante, para dilucidar de manera fehaciente este comportamiento es
necesario seguir realizando estudios respecto a este perfil de respuesta contando con un mayor
ndmero de pacientes infértiles con C. trachomatis.

Cabe mencionar que las alteraciones observadas de IL-6, particularmente los resultados de
los niveles de ARNm y la proteina no fueron coincidentes. En parte esto se podria explicar porque
las técnicas utilizadas son diferentes y cada una tiene sus niveles de sensibilidad, especificidad,
limites de detecciéon y reproducibilidad, también podrian existir regulaciones a nivel
transcripcional, que seria interesante investigar. Por otro lado se podria suponer que IL-6 podria ser
secretada por otras células que no se recuperan del lavado vaginal, por lo tanto seria interesante
determinar cudles son las células que generan IL-6 frente a infecciones por C. trachomatis y M.
hominis.

Si bien se detectaron las proteinas IFN-y e IL.-10 en lavado vaginal de mujeres y plasma
seminal, no se observaron diferencias significativas entre los grupos analizados. La proteina IL-

17A no se detect6é en ninguno de los grupos estudiados.

Caracterizacion de la expresion de factores de transcripcién maestros de linfocitos T helper

Aunque los factores de transcripcion Tbet, GATA3, RORyt y FOXP3 no se expresan

exclusivamente en LT CD4+, la expresién de estos factores de transcripcién maestros se puede
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utilizar para identificar los subconjuntos Thl, Th2, Th17 y Treg, respectivamente [403], [404],
[405], [406].

Particularmente, se observé que, en ausencia de infeccion, las mujeres infértiles mostraron
un aumento significativo del ARNm de RORyt con respecto a las mujeres fértiles. Asimismo, las
mujeres infértiles infectadas con C. trachomatis, M. hominis, U. urealyticum tienen un aumento
significativo en el ARNm de RORyt respecto a las mujeres fértiles sin infeccion. RORyt es el factor
de transcripcion maestro de linfocitos Th17. Es interesante recordar que este perfil de respuesta no
controlada podria generar un importante estado de inflamacion y dafio tisular asociado a trastornos
del embarazo [400].

Un drea emergente de interés central es la relacion entre Th17-Treg cuya diferenciacién
requiere  TGF-B [407]. Zhu y Paul, 2008 demostraron que, junto con las citoquinas
proinflamatorias, TGF-p orquesta la diferenciacion de los linfocitos Thl7 de una manera
dependiente de la concentracion. A bajas concentraciones, el TGF-B en sinergia con otras
citoquinas, favorece la diferenciacién a linfocitos Th17, mientras que las altas concentraciones de
TGEF-B favorecen la diferenciacion a linfocitos Treg FOXp3+. Otros autores han observado que un
subconjunto de LT CD4+ virgenes expuestos a TGF-f de la ldmina propia del intestino delgado
coexpresaban RORyt y FOXp3. Los LT de LP que coexpresan ambos factores de transcripcion
producen menos IL-17 que las que expresan RORYt sélo [408]. También se ha observado que los
linfocitos Treg existentes, en ausencia o insuficiencia de TGF-f1, pueden convertirse en linfocitos
Th17 [409]. Este antagonismo mutuo y la plasticidad entre los linfocitos Treg y Th17 ilustran la
delgada linea entre un resultado inmune supresor o proinflamatorio y la importancia de las
citoquinas presentes en el entorno del TRF [407].

Por lo tanto, lo mencionado anteriormente podria explicar los resultados encontrados en la
mucosa genital de las mujeres infértiles sin infecciéon respecto a citoquinas y factores de
transcripcién maestros. En las mujeres infértiles, se encontré un aumento en el ARNm de INF-y,
una disminucién en el ARNm de TGF-B1 y un aumento en RORyt, sin un aumento en el ARNm de
IL-17 respecto a las mujeres fértiles. Segin estos resultados, podriamos especular que los linfocitos
Treg presentes en el tracto genital inferior de las mujeres infértiles podrian haberse diferenciado a
linfocitos Th17 debido al desequilibrio de las citoquinas (aumento de la citoquina proinflamatoria
como IFN-y y disminuciéon de TGF-B1). En la Figura 14 se representa un modelo hipotético de un

mecanismo de dafio en las mujeres infértiles sin infeccion.
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Figura 14. Modelo hipotético de un mecanismo de dafio en las mujeres infértiles sin infeccién. Las flechas

hacia arriba indican aumento (citoquinas o linfocitos Th) y hacia abajo disminuacién.

En las mujeres infértiles con infeccién por U. urealyticum, los niveles de expresion de
GATA3 y FOXp3 fueron mayores que en las mujeres fértiles sin infeccion. Ademads, en mujeres
infértiles se observé que la infeccién con U. urealyticum produce un aumento significativo de
GATA3 con respecto a la infeccién por M. hominis. Aunque la inmunidad de tipo Th2 se asocia
con un embarazo normal [380], las respuestas inmunes excesivas ejercidas por las linfocitos Th2 y
Th17 también causan enfermedades autoinmunes e inflamatorias [410]. Los linfocitos Treg
FOXp3+ son esenciales para la tolerancia inmune y juegan un papel crucial en la limitacién de la
respuesta inmune inflamatoria excesiva ejecutada por el resto de los perfiles de LTh.
Particularmente, se ha informado que FOXp3 inhibe la diferenciacion Th17 antagonizando la
funcion de los factores de transcripcion RORyt [411], [412]. Este mecanismo de regulacién podria
explicar el hallazgo en la presente tesis de un aumento de RORyt y FOXp3 en mujeres infértiles
con infeccién por U. urealyticum en comparacion con mujeres fértiles. Aunque las mujeres
infértiles con U. urealyticum mostraron un aumento en IFN-y, no se detectd un aumento en el

factor de transcripcion maestro de LTh1 (Tbet). Por lo tanto, se sugiere que otras células inmunes
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podrian contribuir al aumento de IFN-y. En la Figura 15 se representa un modelo hipotético de un

mecanismo de dafio en las mujeres infértiles con infeccién por U. uralyticum.

L. urealyticum

Lactebaciflus spp.

Epitelio escamoso

Submucosa

Figura 15. Modelo hipotético de un mecanismo de dafio en las mujeres infértiles con infeccién por U.

uralyticum. Las flechas grises indican aumento de citoquinas o linfocitos Th.

Analisis multivariado expresion de citoquinas y factores de transcripcion maestros de LT helper

A partir del andlisis de expresién de siete citoquinas y cuatro factores de transcripcién
maestros, se realizé un andlisis de componentes principales para reducir la dimensionalidad de
dichos conjuntos de datos y aumentar la capacidad de interpretacién, evitando al mismo tiempo
reducir la pérdida de informacién. Para esto, se representaron graficamente el conjunto de factores
inmunolégicos determinados para realizar un estudio descriptivo del comportamiento global de los
mismos.

Los resultados se representaron como graficos de biplot, siendo capaces de explicar mas de
un 60% de la varianza observada tanto para citoquinas como para factores de transcripcién
maestros. Los porcentajes obtenidos son aceptables, siendo en algunos casos cercanos al 100%, lo
que permitié un andlisis confiable, de los comportamientos de estos factores inmunolégicos en

conjunto. Asimismo, se incluyé a cada paciente dentro del comportamiento global de los factores
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inmunoldégicos, pretendiendo dilucidar si dentro de cada grupo de pacientes fértiles e infértiles con
y sin infecciones existen subgrupos segun el perfil de citoquinas y/o factores de transcripcién
maestros que presentan.

Con respecto a los biplots que resumen el comportamiento global de los factores
inmunoldgicos en los grupos de pacientes femeninos fértiles e infértiles en ausencia de infeccidn se
observé una asociacion, por un lado, entre IL-6 y TGF-B y por el otro entre TNF-a, IL.-10, IFN-y ¢
IL-17. Sin embargo, un mayor nimero de pacientes infértiles, se asocié con altos niveles de las
citoquinas TNF-a, I1L-10, IFN-y, e IL-17, y los factores de transcripcién Tbet, GATA3, FOXp3 y
RORyt. Este resultado podria indicar que en las mujeres infértiles existe un desequilibrio general de
citoquinas caracterizado por un perfil proinflamatorio acompafiado de un aumento de IL-10. Como
se enuncid anteriormente, varios estudios indican que IL-10 tiende a suprimir la produccién de
citoquinas inflamatorias [240], [413]. Por lo tanto se sugiere que en el grupo de mujeres infértiles
sin infeccién IL-10 tendria un efecto inmunomodulador el cual podria estar coordinado con el
aumento de Treg, que podrian cooperar con el efecto tolerogénico de IL-10.

En presencia de una infeccién se observé una clara diferencia en el comportamiento global
de expresion de citoquinas y factores de transcripcién respecto a los grupos de pacientes sin
infeccion. Particularmente, se observaron tres subgrupos de mujeres infértiles con M. hominis que
presentaron distintos patrones de citoquinas. Un grupo se asocié con altos niveles de IL-8. Este
resultado concuerda con el antes mencionado respecto a la asociacién entre VB e infeccién con M.
hominis y que estos pacientes generalmente tienen esta citoquina aumentada. Otro grupo de
mujeres con M. hominis present6 altos niveles de IFN-y, y el resto de los pacientes no presenta
asociacién con estas citoquinas. Por otro lado, las mujeres infértiles con C. trachomatis y U.
urealyticum no presentaron asociaciéon con alguna citoquina en particular ya que se observan
diversos comportamientos entre los pacientes.

Es interesante observar que el comportamiento global de los factores inmunoldgicos que
present6 el grupo de los pacientes masculinos infértiles sin infeccién coincide con el que presentd
el grupo de mujeres infértiles sin infeccién donde se observa una asociacién entre citoquinas
proinflamatorias (TNF-a, IFN-y IL-17A) e IL-10. Otros autores también han detectado la presencia
de algunas de esas citoquinas en semen de pacientes infértiles [387], [414], [415]. Sin embargo,
seglin los resultados hallados en su mayoria los pacientes masculinos infértiles sin infeccién
presentan bajos niveles de citoquinas proinflamatorias y factores de transcripcién maestros.
Asimismo, se destaca un subgrupo de pacientes masculinos que representan el 31% de los
pacientes infértiles sin infeccidn, los cuales presentan una asociacién positiva con altos niveles de
TGF-B1. Como se mencioné anteriormente, el rol de TGF-B1 en la fertilidad es claro, ya que se ha
demostrado que esta citoquina induce la tolerancia inmune hacia los antigenos seminales [154].

Como se enunci6 en la introduccién, TGF-B1 podria junto con IL-6 inducir un perfil Th17 [407],

Capitulo 1 Discusion 84



también podria ser secretado por linfocitos Treg y actuar como citoquina moduladora de la
respuesta inmune inflamatoria [394]. Teniendo en cuenta que en el grupo de pacientes masculinos
infértiles sin infeccion se observé una correlacién entre TGF-B1 e IL-10 (y no con IL-6), se sugiere
que el subgrupo que presenté TGF-f1 presentaria un perfil inmunorregulador, posiblemente con
presencia de Treg, para evitar el dafio tisular. Igualmente, cabe destacar que los pacientes infértiles
sin infeccidn presentaron una correlacion entre FOXp3 y RORyt, por lo tanto seria muy interesante
investigar los pacientes que presentan altos niveles de TGF-f1, para dilucidar el rol de esa
citoquina.

Al igual que con los pacientes femeninos, en los pacientes masculinos el patrén global de
los factores inmunoldgicos cambié drasticamente en presencia de infeccion. Particularmente se
observaron tres subgrupos de pacientes masculinos infértiles infectados con U. urealyticum. De los
cuales un subgrupo presenté una asociacién positiva con altos niveles de IFN-y, otro subgrupo de
pacientes se asocié con IL-6 y el resto con ninguna de estas citoquinas. Otros autores también han
observado que U. wurealyticum produce alteraciones en los niveles de estas citoquinas,
particularmente IFN-y, IL-6, IL-8 y TNF-a [416], [417] las cuales han sido relacionadas con la
infertilidad masculina [416]. Asimismo, IL-6 juega un papel importante en las reacciones
inflamatorias frente a infecciones [386]. Algunos autores indican que la infeccién por U.
urealyticum aumenta los niveles de IL-6 en plasma seminal de humanos [417] mientras que otros
no encontraron la presencia de esta citoquina [418]. Otros autores relacionaron niveles altos de IL-
6 en semen con leucospermia [419], [420], inflamacién de la prostata [421] e infecciones crénicas
por C. trachomatis [402]. Por lo tanto, son necesarios estudios adicionales para dilucidar tanto el
rol de esta citoquina como también el rol de IFN-y en pacientes infértiles con U. urealyticum.

En cuanto al patrén de comportamiento global de las citoquinas considerando todos los
grupos de pacientes estudiados es importante sefialar que IL-10 y las citoquinas relacionadas con
los perfiles Thl y Th17 estdn asociadas positivamente en la mayoria de los grupos con diferentes
grados de asociacidn segin la afeccién.

En cuanto al patrén de comportamiento global de los factores de transcripcién maestros,
FOXp3 y GATA3 se asociaron positivamente en la mayoria de los grupos de pacientes estudiados
con diferentes grados de asociacién dependiendo de la condicidén, excepto para los pacientes
masculinos infértiles infectados con U. urealyticum. Este resultado es interesante teniendo en
cuenta lo que describe Wohlfert y colaboradores particularmente en tracto gastroinstestinal y piel.
Estos autores proponen que se requiere la expresion selectiva del factor de transcripciéon GATA3
(caracteristico principalmente de linfocitos Th2) en los linfocitos Treg para limitar la polarizacién
de Treg hacia un fenotipo de LT efectores (por ejemplo, Th17, cuya plasticidad ya fue descripta) y
la produccién de citoquinas proinflamatorias [422]. Asimismo, dichos autores destacan el rol de

GATA3 en el control de la fisiologia de Treg durante la inflamacién. Por lo tanto, se sugiere que
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los pacientes masculinos infértiles infectados con U. urealyticum, presentarian una produccién de
citoquinas inflamatorias con una polarizacién a linfoticos Th17.

Si bien el andlisis de componentes principales es meramente descriptivo fue capaz de
brindar informacién valiosa para analizar el comportamiento general de la respuesta inmune en
condiciones de infertilidad e infecciones y dilucidar el comportamiento de determinados factores
inmunoldgicos. Asimismo permitié visualizar la complejidad del sistema inmune, el sinergismo, la

plasticidad y la coexistencia de varios perfiles de respuestas inmunes.

Correlacion entre pares de citoquinas v factores de transcripcion maestros de linfocitos T helper

Finalmente, ademds del anélisis de los componentes principales, se analizé la correlacion
entre pares de factores inmunoldgicos. Se encontraron correlaciones muiltiples entre las citoquinas
en todos los grupos analizados.

Todos los grupos, excepto las mujeres infértiles infectadas con U. urealyticum, mostraron
correlaciones positivas estadisticamente significativas entre las citoquinas proinflamatorias (IFN-y,
TNFa, IL-17A, IL-8). Ademds, fue sorprendente encontrar en todos los grupos estudiados una
correlacién positiva entre alguna de las citoquinas proinflamatorias y al menos una citoquina
inmunomoduladora (IL-10, TGF-B1). Particularmente, hubo una asociacién positiva entre IL-10 e
IL-17 en la mayoria de los grupos. Este perfil de citoquinas proinflamatorias y la presencia de
alguna inmunomoduladora (IL-10, TGF-B1) ha sido descripto en pacientes con trastornos de
fertilidad tanto en mujeres [240], [397] como en hombres [387] y también en presencia de
infecciones por diferentes patégenos incluyendo C. trachomatis [240]. Como se enuncid
anteriormente TNFa, IFN-y e IL-8 se han asociado con leucospermia y alteracion de la fertilidad.
Asimismo, el perfil de respuesta Th17 no controlada puede ser mediador de la inflamacién y el
dafio tisular en las enfermedades del embarazo y autoinmunidad [398], [400].

Respecto a las infecciones, resulta interesante destacar que las mujeres infértiles infectadas
con C. trachomatis presentan tres asociaciones con una alta correlacién positiva (p~1) entre IFN-y
e IL-10, entre IFN-y e IL-17A y entre IL-17 e IL-10. Esto podria indicar reaccién inflamatoria dada
por IFN-y e IL-17A, controlada posiblemente por el efecto inmunomodulador de IL-10, pero cuyos
efectos posiblemente sean necesarios para erradicar la infecciéon por C. trachomatis [423].
NsoNwu-ANyANwu y colaboradores sugieren que los niveles més altos de IFN-y, TNF-a y TGF-
B1 observados en mujeres fértiles con diagnostico negativo para C.trachomatis pueden ser
responsables de su proteccion contra la infeccién y que los niveles mds altos de IL-10 y un menor
IFN-y pueden estar implicados en la oclusion de trompas inducida por este patdgeno. Asimismo,
otros autores también sugieren que la produccién excesiva de IL-10 suprime el IFN-y y respuestas
Th1, lo que favorece la suceptibilidad y persistencia de C. trachomatis que resulta en el desarrollo

de trastornos relacionados con la fertilidad [240], [424], [425]. Asimismo se ha descripto que las
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respuestas de tipo Thl desempefian un papel en la resolucidon de la infeccién, mientras que las
respuestas de tipo Th2 han sido involucradas en la patogénesis de C. trachomatis ya que pacientes
con enfermedades mds graves a menudo producen patrones de citoquinas del perfil Th2 [426],
[427]. En la Figura 16 se representa un modelo hipotético de alteracién de citoquinas y factores de

transcripcién de LTh en mujeres infectadas por C. trachomatis.
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Figura 16. Modelo hipotético de un mecanismo de dafio en las mujeres infértiles con infecciéon por C.

trachomatis. Las flechas grises indican aumento de citoquinas o linfocitos T.

Resulta interesante destacar que en el grupo de mujeres infértiles infectadas con M. hominis
se detect6 una correlacion significativa positiva entre IL-17A e IFN-y, IFN-y e IL-10 y negativa
entre las citoquinas IL-17A e IL-8. Diversos estudios sugieren que M. hominis a través de IL-17
[308], [309] media trastornos crénicos mientras que IL-8 es una quimioquina producida por
macréfagos y otras células somdticas que actiia como un quimioatractante de neutréfilos y LT
[378] que podria tener un papel importante principalmente en infecciones agudas. Por lo tanto seria
muy interesante investigar el rol de estas citoquinas y factores de transcripcién en condiciones de
infecciones con M. hominis agudas y crdnicas, ya que podria haber un cambio en el perfil de

citoquinas en funcién del tiempo de evolucién de la enfermedad.
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En relacién con la asociacion entre las citoquinas secretadas y los factores de transcripcion
maestros LTh, se encontrd una correlacion positiva entre IFN-y y Tbet en los grupos de mujeres
infértiles infectadas con M. hominis. Por otro lado, se encontré una correlacién positiva entre IL-
17A y RORyt en los grupos de mujeres fértiles sin infeccién. Finalmente, FOXp3 se correlacion6
positivamente con IL-10 y con TGF-p en el grupo de pacientes masculinos con U. urealyticum. Por
lo tanto, en estos grupos las citoquinas detectadas potencialmente podrian ser liberadas
principalmente por los LTh correspondientes al perfil de respuesta inmune. Sin embargo, es
interesante mencionar que las células epiteliales escamosas vaginales presentan baja expresion de
algunos factores de transcripcion tales como GATA3 [428] por lo que no se descarta la posibilidad
que los niveles relativos de citoquinas y los factores de transcripcién maestros detectados
provengan de otros tipos celulares.

Respecto al grupo de mujeres infértiles sin infeccidn, las correlaciones observadas entre
TGF-f1 e IL-17A, TGF-p1 e IL-6, y entre TGF-f1 y RORyt, podrian indicar que TGF-B1

contribuye a un perfil Th17 més que a un perfil inmunosupresor proveniente de Treg.

Anticuerpos antiespermdticos como potenciales factores inmunologicos causales de infertilidad.

Cada patégeno genera una respuesta inmune caracterizada por la activacién y
diferenciaciéon de subpoblaciones de células inmunes, produccidn de citoquinas y de anticuerpos
[429]. Las infecciones genitales, particularmente C. trachomatis U. urealyticum y M. hominis han
sido propuestas como inductoras de ASA en suero, secrecién vaginal y plasma seminal de
pacientes [430]. Teniendo en cuenta la asociaciéon propuesta entre ASA, ITS e infertilidad, en la
presente tesis se evalud la presencia de ASA en pacientes fértiles e infértiles con y sin infecciones
genitales.

Las mujeres fértiles sin estas infecciones genitales (C. trachomatis, M. hominis, U.
urealyticum) presentaron un mayor porcentaje de ASA en el lavado vaginal que las mujeres
infértiles sin y con infeccidon (C. trachomatis y U. urealyticum). Si bien este resultado parece
contradictorio, no es sorprendente debido a que no todos los ASA causan trastornos de fertilidad
[161]. Es importante destacar que diversos autores han detectado en el 1,2%-19% de las parejas
fértiles la presencia de ASA [161]. Asimismo, cabe sefalar que la prueba ELISA ASA sélo detecta
la presencia de ASA pero no evalda la capacidad que tienen estos anticuerpos de producir
alteraciones en la fertilidad. Por otro lado, diversos autores han descripto que los ASA de pacientes
infértiles pueden dirigirse a diferentes antigenos y/o grupos de antigenos de espermatozoides, o
poseer diferentes caracteristicas de unién al antigeno respecto a los ASA presentes en pacientes

fértiles [431].
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En el grupo de hombres infértiles con infeccion por U. urealyticum el porcentaje de
pacientes con ASA resulté similar al de los hombres infértiles sin estas tres infecciones. Otros
autores también han encontrado ASA en el 8%-21% de hombres infértiles; sin embargo, la
presencia de ASA también se ha detectado en el 1,2%-19% de los hombres fértiles, lo que, al igual
que en las mujeres, sugiere que no todos los ASA causan infertilidad [161], [296], [432].

Como se enunci6 anteriormente, las infecciones del tracto genital son una causa importante
de formacion de ASA [430]. En este estudio la presencia de ASA se asocid, aunque no
significativamente, con la presencia de infecciones genitales. Particularmente, presentaron ASA las
mujeres infértiles infectadas con C. trachomatis y U. urealyticum y los hombres infértiles
infectados por U. urealyticum. Cabe mencionar que se ha descripto mimetismo molecular entre
proteinas de estos patégenos y proteinas espermdticas, por lo cual la inmunidad antiespermética
podria deberse a la presencia de infecciones genitales [433], [434]. Si bien no es objetivo de este
estudio determinar la especificidad de estos ASA, resulta interesante comentar que diversos
estudios demostraron la presencia de epitopes compartidos entre las proteinas HSP 70/ HSP 60 de
C. trachomatis y las proteinas HSP D1, HSP A2 y HSP AI1L de espermatozoides humanos [435],
[420]. Asimismo, diversos investigadores han demostrado que comparten epitopes el antigeno
UreG de U. urealyticum con la proteina autoantigénica nuclear espermatica (Nuclear autoantigenic
protein sperm: NASP) y la proteina de membrana espermatica humana (Human sperm membrane
protein: hSMP) [346].

Por otro lado, se ha descripto que infecciones persistentes o recurrentes de C. trachomatis
producen la liberaciéon de HSP 60 de células infectadas para iniciar una respuesta inmune en el
huésped [190]. También se ha descrito que U. urealyticum podria aumentar los niveles de HSP 60
en las células infectadas [436], [437]. Teniendo en cuenta que las HSP bacterianas tienen una
similitud mayor al 55% con la HSP 60 humana es posible que la respuesta inmune al desafio
bacteriano pueda dar lugar a reactividad cruzada al atacar a las células huésped que expresan HSP
60 humana [438], [439]. De este modo estos patégenos podrian conducir a la alteracién de la
fertilidad a través de un proceso inflamatorio y de autoinmunidad [438], [439].

En mujeres con trastornos de fertilidad, se ha informado la presencia de anticuerpos anti-
HSP 60 de C. trachomatis [293]. Asimismo, varias investigaciones han demostrado una correlacion
entre la inmunidad hacia HSP 60 de C. trachomatis y los episodios recurrentes de salpingitis,
oclusién tubdrica y embarazo ectdpico [440], [441], [442].

Por otro lado, en plasma seminal se ha encontrado una correlacion entre los niveles de HSP
60 y ASA [443]. Cabe recordar que las HSP son abundantes componentes de espermatozoides
humanos [444]. Estas correlaciones fueron generalmente observadas en pacientes con infecciones

genitales recurrentes o crénicas [190], [420].

Capitulo 1 Discusion 89



Por lo tanto seria interesante investigar si los ASA detectados tanto en pacientes infectados
con C. trachomatis como con U. urealyticum tienen reactividad contra HSP 60 humana. Teniendo
en cuenta lo mencionado anteriormente no se descarta la posibilidad que la inmunidad

antiespermdtica contribuya a la infertilidad en pacientes con C. trachomatis y U. urealyticum.

Alteraciones espermdticas asociadas a la infeccion por U. urealyticum como posible causa de
infertilidad.

Las infecciones pueden afectar la fertilidad debido al efecto directo del patégeno sobre los
espermatozoides [387]. Se han descripto varios microorganismos bacterianos y virales que
interactian con los espermatozoides y producen alteraciones en pardmetros del semen lo que
conlleva a trastornos de la fertilidad [445], [446]. Los mecanismos de infertilidad masculina
causados por la infecciéon con Ureaplasma spp. ain no son claros [328]. Existen resultados
controvertidos respecto a los efectos que produce este patdgeno sobre los pardmetros espermaticos.

Numerosos trabajos describen que U. urealyticum podria perjudicar la integridad de la
cromatina nuclear de los espermatozoides [188], [445], [447] asi como también la concentracién y
la motilidad de los gametos [307], [447]. Asimismo, hay reportes que indican que estos patégenos
inducen un estado de estrés oxidativo desencadenando la liberacién de especies reactivas de
oxigeno, lo que lleva a un mayor deterioro de la funcién del gameto masculino [448], [449]. Sin
embargo, otros estudios demostraron que las infecciones por U. urealyticum no afectaron la calidad
del semen [197], [222], [450]. Estos trabajos coinciden con los resultados obtenidos en la presente
tesis ya que no se encontraron diferencias significativas en los pardmetros relacionados con la
calidad espermadtica entre los pacientes masculinos infértiles sin infeccién respecto a los masculinos
infértiles con U. urealyticum.

Por otro lado, diversos trabajos sugieren que los leucocitos presentes durante la respuesta
inflamatoria aumentan el efecto perjudicial del patégeno invasor sobre la calidad del semen [448],
[451]. La relacién entre los linfocitos polimorfonucleares seminales y las citoquinas
proinflamatorias, entre estas TNF-o, se ha informado previamente en hombres infértiles [219],
[452], [453], [454]. A partir de esto resulta interesante recordar que en la presente tesis se ha
detectado un incremento no significativo en los niveles de ARNm de TNF-0, y un incremento
significativo en los niveles de ARNm de IL-10 en pacientes infértiles con infecciéon por U.
urealyticum en comparacién con pacientes infértiles sin infeccion. Estos resultados sugieren que
IL-10 podria estar regulando la repuesta inflamatoria y posiblemente evitando el reclutamiento de
leucocitos y las alteraciones en la calidad espermética. Por otro lado, es importante considerar que

las citoquinas y otros factores en el semen, ademds de afectar el tracto genital del hombre, también
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pueden afectar el ambiente inmunolégico vaginal y la fertilidad femenina después de la
inseminacién [150].

A partir de lo descripto y segin los resultados obtenidos en el grupo de pacientes
analizados, no se puede afirmar que U. wurealyticum produzca efectos directos sobre los
espermatozoides. Por lo tanto, sugerimos que los trastornos de fertilidad pueden ser una

consecuencia de la respuesta inmune que desencadena este patégeno.

Disbiosis microbiana y alteracion de citoquinas como consecuencia de la infeccion por M.
hominis como posibles causas de infertilidad.

La poblacién microbiana del ecosistema vaginal no es estitica, cambia continuamente
segin la influencia de los factores enddgenos y exdgenos [455], [456]. La VB, ampliamente
considerada como el trastorno vaginal mas comiin en mujeres en edad reproductiva, se define como
una alteraciéon de los morfotipos bacterianos vaginales caracterizada por el sobrecrecimiento de
varias bacterias anaerdbicas y disminucién de especies de Lactobacillus spp. [457], [458]. Existe
una fuerte evidencia que asocia la VB con niveles elevados de citoquinas tales como IL-8 e IL-1 en
lavados cervicales [379], [459]. Asimismo, diversos estudios reportan que VB provoca graves
consecuencias como embarazos adversos, partos prematuros, ruptura prematura de membranas,
infeccién en el liquido amnidtico y bajo peso al nacer [460], [461]. Varios estudios hacen
referencia a las relaciones entre infertilidad tubérica y VB o infecciones bacterianas previas [462],
[463]. Particularmente, los micoplasmas, entre ellos M. hominis y U. urealyticum, se encuentran
con mayor frecuencia en mujeres con VB [378], [464].

Con respecto a los pardmetros de secrecién vaginal analizados de rutina, encontramos un
mayor nimero de pacientes con infeccion por C. trachomatis y M. hominis con resultados positivos
para la prueba de aminas respecto a mujeres infértiles sin infecciones. Una prueba positiva de
aminas sugiere fuertemente VB y una flora vaginal predominada por Gardnerella vaginalis, M.
hominis, especies de Mobiluncus y especies anaerdbicas, junto con la falta de Lactobacillus spp.
[465]. Esto es coincidente con nuestros hallazgos, ya que detectamos que mujeres infértiles
infectadas por M hominis presentan un aumento de las células clue en comparacion con mujeres
fértiles e infértiles sin infeccion. Estas células pueden indicar cambios en la microbiota vaginal.
Asimismo, este resultado podria estar asociado con el hecho de que en las pacientes infectadas con
M. hominis existe una mayor frecuencia de VB. Esto también coincide con los resultados hallados
que indican que la mayoria de mujeres infectadas con M. hominis presentan VB con un incremento
significativo de IL-10 y con un incremento, aunque no significativo, de IL-8.

En conjunto, estos resultados sugieren que las infecciones, especialmente M. hominis,

podrian alterar la flora normal y producir un desequilibrio inmunolégico, potencialmente mediado
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por IL-10 e IL-8, lo que podria causar la infertilidad. Estos hallazgos destacan la importancia de
estudiar varios pardmetros en conjunto para realizar una evaluacién lo mas representativa posible
respecto al estado general del tracto genital femenino. En la Figura 17 se representa un modelo

hipotético de dafio en mujeres infértiles infectadas con M. hominis.
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Figura 17. Modelo hipotético de un mecanismo de dafio en las mujeres infértiles con infeccién por M.

hominis. Las flechas grises indican aumento de citoquinas o linfocitos Th. Asimismo se representa una

alteracion en la flora habitual.

Alteraciones de citoquinas claves para la reproduccion como posible causa de infertilidad en
mujeres infértiles sin infeccion.

Resulta interesante observar que el grupo de mujeres infértiles sin infeccién presenta
alteraciones en la expresion de citoquinas, particularmente un aumento de IFN-y, disminucién de
TGF-B1 junto con un aumento de RORyt respecto a las mujeres fértiles como se describid
anteriormente, sin embargo la mayoria de estos pacientes presentan microbiota normal. Por lo
tanto, no puede descartarse una causa inmunoldgica de infertilidad, aunque posiblemente no sea
debida a la presencia de ASA ya que no se encontraron diferencias significativas entre mujeres

fértiles e infértiles respecto a este pardmetro. Por otro lado, tampoco se encontré una correlacién
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entre las alteraciones de las citoquinas y la presencia de ASA en mujeres infértiles. Asimismo, es
importante considerar la posibilidad de que estas pacientes presenten otras infecciones que no
fueron evaluadas en este estudio. Seria interesante investigar cudles son los efectos que conducen a
alterar el delicado equilibrio de las citoquinas en el aparato reproductor femenino. Como se
enuncid en la introduccidn, las células del sistema inmune innato y adaptativo son influenciadas
por las hormonas sexuales y factores de crecimiento ademds de los organismos comensales, para

proteger el tracto reproductivo femenino contra potenciales patégenos [29].
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Conclusiones

En conjunto los resultados obtenidos del primer capitulo de tesis contribuyen a comprender
los factores locales que regulan la inmunidad de las mucosas en la patologia de infertilidad, tanto
en presencia de infecciones genitales producidas por C. trachomatis, M. hominis y U. urealyticum

como en ausencia de estas infecciones.

El 29,9% de los 193 pacientes infértiles analizados presenté alguna de estas tres ITS, por lo
tanto las infecciones por C. trachomatis, M. hominis y U. urealiticum son potenciales causas de
infertilidad. Particularmente, C. trachomatis y M. hominis son mds prevalente en mujeres infértiles
y U. urealyticum en hombres infértiles. Si bien la presencia de ASA se asoci6 a infecciones por C.
trachomatis 'y U. urealyticum, los resultados obtenidos sugieren que los ASA no serian los

principales factores que contribuyen a la infertilidad en los pacientes estudiados.

Tanto los pacientes infértiles con ITS como sin ITS presentaron alteraciones en citoquinas
y factores de transcripcién maestros de LTh. A continuacién se resumen los principales hallazgos

obtenidos para cada condicion.

La infeccién por C. trachomatis en mujeres infértiles produce un aumento significativo en
la expresion de RORyt en comparacién con mujeres fértiles sin infeccion y un aumento de los
niveles de la proteina IL-6 respecto a las mujeres infectadas con U. urealyticum. Asimismo las
mujeres infértiles infectadas por C. trachomatis presentan correlaciones altamente significativas
entre IL-10, INF-y y IL-17A. Por lo que consideramos que la presencia de estas citoquinas son

factores que contribuyen a la infertilidad en mujeres infértiles con C. trachomatis.

Las pacientes infértiles infectadas con M. hominis presentan una alteraciéon de la flora
normal produciendo vaginosis bacteriana y un desequilibrio inmunolégico potencialmente mediado
por IL-10, IL-8, IL-17A, IL-6, RORyt en lavado vaginal, lo que podria explicar la infertilidad en

las mujeres infectadas con este patégeno.
Las pacientes infértiles infectadas con U. urealyticum presentan una alteracion de factores
inmunes en lavado vaginal particularmente mediada por IFN-y, RORyt, GATA3, FOXp3, lo que

podria explicar la infertilidad de las mujeres infectadas con este patégeno.

Respecto a los resultados obtenidos sobre pardmetros espermdticos en pacientes

masculinos, consideramos que U. urealyticum no produce efectos directos sobre los
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espermatozoides. Por lo tanto, los trastornos de fertilidad podrian ser, al menos en parte, una
consecuencia de la respuesta inmune que desencadena este patégeno. En consecuencia, podemos
proponer que la alteracién de citoquinas hallada en plasma seminal, principalmente el aumento de

TNF-a, IL-10, IL-6 e IFN-y, estaria involucrada en la infertilidad.

Las mujeres infértiles sin infeccién presentan claras alteraciones en los factores
inmunoldgicos pero la mayoria presenta microbiota normal. Por lo tanto, la causa de la infertilidad
podria ser inmunolégica, pero no debida a la presencia de anticuerpos antiespermaticos ya que en el
presente estudio no se encontraron diferencias significativas respecto a mujeres fértiles. No
obstante, se detectaron claras alteraciones de citoquinas y factores de transcripcion maestros de
linfocitos LTh en lavado vaginal. Particularmente consideramos que la disminucién de TGF-f, una
citoquina clave para la reproduccién, y el aumento de una de las principales citoquinas
proinflamatorias, INF-y, junto con el aumento de RORyt (factor de transcripcion maestro
caracteristico de linfocitos Th17) podrian ser los principales factores causales de infertilidad en

mujeres infértiles sin infeccion.

Por lo tanto estos hallazgos permiten concluir que la infertilidad en pacientes femeninos y
masculinos, tanto en presencia como en ausencia de infeccion, es potencialmente generada por un
desequilibrio de factores inmunologicos, evidenciado por alteraciones en las subpoblaciones de
linfocitos T helper y en las citoquinas que éstos producen.

Las alteraciones de los factores inmunologicos halladas para cada infeccion resultan
interesantes para contribuir al disefio de estrategias terapéuticas e inmunoprofilacticas frente a
infecciones de transmision sexual. Asimismo, estos resultados aportan informacion para dilucidar
posibles mecanismos de infertilidad, contribuyendo a un mejor diagndstico y tratamiento de este

trastorno.
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CAPITULO 2

Contribucion al disefio de estrategias
inmunoprofilacticas para Chlamydia trachomatis




Introduccion

Impacto de Chlamydia trachomatis

Como se enuncié en el capitulo 1, C. trachomatis es una bacteria intracelular obligada
gram-negativa que produce una de las ITS de origen bacteriano mds comin en todo el mundo, con
gran impacto en la salud ptblica y en la reproducciéon [185]. C. trachomatis se transmite
sexualmente por via vaginal, anal u oral y también se puede diseminar perinatalmente a partir de la
madre a su bebé causando conjuntivitis neonatal o neumonia. Se estima que, aproximadamente, el
2% de las mujeres con infeccién por C. trachomatis en el tracto genital inferior puede tener
complicaciones en el embarazo, el 3% infertilidad tubérica, el 4% dolor pélvico crénico, y el 20 %
desarrollard EIP [216]. La EIP es una infeccion e inflamacién del tdtero, Trompas de Falopio,
ovarios y/o peritoneo pélvico [466]. Es una de las secuelas mds graves y se produce debido a que la
infeccion del tracto genital inferior suele ser asintomadtica, lo que conlleva al ascenso del patégeno
al tracto genital superior [466]. Asimismo, la inflamacién y la cicatrizacién de la EIP en las
trompas de Falopio pueden llevar a secuelas a largo plazo, como la infertilidad por factor tubérico,
el embarazo ectépico y dolor pélvico cronico. Ademds de EIP y complicaciones asociadas a esta
patologia, el ascenso de C. trachomatis al tracto genital superior también puede producir embarazo
ectdpico, aborto involuntario, ruptura prematura de membranas, corioamnionitis, parto prematuro,
muerte fetal e infecciones puerperales y neonatales [467]. La infeccién genital con C. trachomatis
también aumenta dos a tres veces el riesgo de contraer la infeccién por HIV [468], [469]. Si todas
las infecciones producidas por C. trachomatis no se trataran, podrian resultar en cerca de 1 millén
de nuevos casos de infertilidad por afio [466].

Si bien existen tratamientos antimicrobianos para controlar las infecciones que produce C.
trachomatis, muchas veces conllevan a un desequilibrio en la flora intestinal asociado al uso
prolongado de antibidticos [470]. Asimismo, la falta de cumplimiento del tratamiento, la
persistencia de la infeccién incluso después de un tratamiento completo, junto con la alta
prevalencia de casos asintomaticos [209], que conducen a complicaciones reproductivas severas
respaldan fuertemente el desarrollo de una vacuna efectiva contra C. trachomatis. Existe un gran
interés en controlar las infecciones por C. trachomatis mediante una vacuna que pueda inducir una
respuesta inmune mads eficiente que la que ocurre naturalmente. Hasta el presente, no se ha
desarrollado una vacuna exitosa debido, en parte, a que tanto la patogénesis de C. trachomatis,
como el papel de la inmunologia del huésped no han sido completamente dilucidados. Ademads, no
se dispone de un modelo animal 6ptimo [263], [471], [472] ni de herramientas adecuadas para
manipular genéticamente la C. trachomatis. Para una revisién de los modelos animales de C.

trachomatis consultar Vasilevsky y colaboradores, 2014 [263].
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Ciclo replicativo de Chlamydia trachomatis

El ciclo replicativo de C. trachomatis se compone de dos fases y comienza por el contacto
de los cuerpos elementales infecciosos (Elemental Body: EB), los cuales son metabdlicamente
inactivos y ambientalmente resistentes, con la superficie apical de la célula epitelial. Varios
mecanismos estdn involucrados en la invasion de la célula hospedadora, probablemente fagocitosis
o endocitosis mediada por receptores [204]. Se han descripto multiples receptores [473], [474], y
otras moléculas [475], [476], [477] que participan en la interacciéon entre el EB y la célula
hospedadora. Asimismo, por el lado del patégeno, miltiples adhesinas bacterianas y ligandos tales
como MOMP [478], y PmpD [479] entre otros [480], [481] facilitan la unién de los EB a las
células hospedadoras.

Los EB infecciosos ingresan a la célula en vesiculas unidas a la membrana que viajan hacia
el perinticleo y se fusionan para formar una sola vacuola de inclusién. Dentro de la vacuola de
inclusién los EB cambian a la forma de cuerpo reticular metabdlicamente activo (Reticular Body:
RB) los cuales no son infecciosos ni ambientalmente resistentes pero tienen la capacidad de
multiplicarse asincrénicamente por fisién binaria dentro de los limites de la creciente vacuola de
inclusién. La replicacién dentro de esta inclusién intracelular ayuda al patégeno a evitar la
respuesta inmune del huésped y promover la infeccidn crénica [205].

Después de numerosas rondas de replicacion, los RB se diferencian nuevamente en EB
infecciosos para propagarse a las células adyacentes [482], [483] mediante la lisis de la célula
hospedera o la extrusion de la inclusiéon [473]. Todo el ciclo replicativo se produce
aproximadamente en 48 a 72 horas pos-infeccion dependiendo de la especie, serotipos y
mecanismo de liberacion de la célula infectada [205].

Se ha descripto que los RB pueden entrar en una etapa latente donde persisten cuando estan
en un ambiente estresante tal como en presencia de antibidticos o frente a la respuesta inmune
innata [212]. Estas bacterias aberrantes estan presentes en infecciones persistentes y crénicas [204].

En la Figura 18 se representa el ciclo replicativo de C. trachomatis.
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Figura 18. Ciclo de desarrollo de Chlamydia trachomatis. Figura modificada de Lujan y col., 2016.

Vacunas para Chlamydia trachomatis

Una potencial vacuna contra C. trachomatis idealmente debe inducir respuestas inmunes
humoral y celular a nivel sistémico y en mucosas, evitando las reacciones cruzadas autoinmunes
con antigenos humanos y la inflamacién no regulada que se asocia con patologias, entre ellas,
alteraciones en la fertilidad. Varios autores sugieren que la inmunidad contra C. trachomatis
requiere LT CD4+ (principalmente Th1l) con produccién de INF-y [484], [485], asi como la
generacion de linfocitos T residentes de memoria (LTrm) [472] y una respuesta humoral,
particularmente, anticuerpos con capacidad neutralizante, los cuales son el principal foco en la
proteccién inmune y el desarrollo de vacunas [486].

Pese a que existe un consenso entre la comunidad cientifica sobre las caracteristicas que
debe reunir la respuesta inmune para generar una vacuna efectiva, existen otras causas que
dificultan el desarrollo de la vacuna contra C. trachomatis en humanos, ademas de las nombradas
anteriormente. Algunas de ellas son la falta de conocimiento de mecanismos de la inmunidad del
tracto genital femenino [487], la escasez de adyuvantes y una comprension limitada de los
mecanismos por los cuales los antigenos de C. trachomatis inducen una inmunidad protectora

[263]. Hasta el momento ha sido dificil lograr una vacuna eficiente contra este patégeno, pero
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existe un creciente interés y notables avances cientificos sobre esta problemadtica. Actualmente, hay

una potencial vacuna contra C. trachomatis que se encuentra en evaluacién en fase clinica I [488].
Existen numerosos estudios que evaluaron diversos tipos de vacunas para C. trachomatis.

empleando organismos atenuados, péptidos, proteinas recombinantes, ADN plasmidico (ADNp)

[263], [489], [490].

Vacunas Génicas

Las vacunas génicas o también conocidas como vacunas a ADN representan un nuevo
enfoque en los desarrollos inmunoterapéuticos. La inyeccion de ADNp que contiene la secuencia
codificante de una proteina de interés resulta en la posterior expresion del gen y en la induccién de
una respuesta inmune en el huésped. Estas vacunas son consideradas de tercera generacién y tienen
numerosas ventajas cuando se comparan con las estrategias de vacunacién clédsicas [491].
Particularmente, las vacunas génicas se destacan porque permiten inducir respuestas inmunes
celulares y humorales duraderas. Existen tres vacunas de este tipo aprobadas para uso veterinario y
numerosos estudios clinicos en desarrollo para la evaluacién de vacunas profilacticas y terapéuticas

humanas [492], [493].

Estrategias de vacunacion

Estudios actuales destacan otra estrategia interesante para atacar enfermedades infecciosas
donde la inmunidad y la proteccién duradera no se han logrado con éxito con otros enfoques. Esta
estrategia comprende la vacunacién con un esquema heterdlogo o Prime-Boost (ADNp-Proteina).
Es decir, la vacunacién comprende una primera dosis con ADNp, que contiene la secuencia
codificante de la proteina de interés y un refuerzo con la proteina recombinante. La ventaja de este
esquema de vacunacién es que permite obtener una respuesta inmune humoral con abundantes
anticuerpos y una respuesta celular T de memoria, lo que permite un rapido reconocimiento y
control del patégeno [494], [495].

Para aumentar la eficacia de las vacunas, la naturaleza del sistema delivery y adyuvante
utilizado en la formulacién ha sido identificada como un factor critico. La nanotecnologia juega un
rol significativo en formulaciones vacunales al permitir una liberacién controlada del antigeno,
mejorar el procesamiento, la estabilidad y la inmunogenicidad. Vacunas con nanoparticulas de
diversas composiciones han sido aprobadas para uso humano y otras estdn en ensayos preclinicos y

clinicos [496], [497], [498], [499].

Adyuvantes
Las vacunas de organismos enteros atenuados por lo general no requieren componentes

adicionales para inducir una robusta respuesta inmune. Sin embargo, las vacunas que comprenden
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subunidades del organismo a menudo requieren sustancias denominadas adyuvantes, que estan
destinadas a mejorar la inmunogenicidad de estas vacunas.

Pese a la investigacion durante mds de 70 afios, s6lo unos pocos adyuvantes naturales y
sintéticos estan actualmente autorizados para su uso en vacunas humanas. Estos incluyen hidréxido
de aluminio, AS04 (hidréxido de aluminio con monofosforil lipido A), AS03 y MF59 (adyuvantes
a base de escualeno) y liposomas [500], [501].

Los adyuvantes presentan distintos mecanismos de accién [502]. Algunos de ellos actian
como sistemas de delivery, es decir se unen con el antigeno y tienen la capacidad de estabilizarlo y
permitir su liberacidn lenta, lo que contribuye a la estimulacion de las células inmunes y la posible
captacion por parte de las CPA, como las CD. Otros adyuvantes actian como potenciadores o
inmunoestimulantes, los cuales son estructuralmente similares a moléculas del microorganismo
natural, generalmente son componentes bacterianos o virales purificados o moléculas sintéticas.
Estos componentes se reconocen como "sefiales de peligro” a través de los PRR de las células
inmunes innatas, induciendo la expresién de citoquinas y favoreciendo la presentacion del antigeno
a los LT. Ejemplos de potenciadores inmunitarios son MPL (monofosforil lipido A), MDP (N-
acetil-muramil-L-alanil-D-isoglutamina), lipopéptidos, ARN de doble cadena, componentes
bacterianos o virales, CpG, entre otros [503].

Los liposomas son un tipo de nanoparticulas biodegradables y no téxicas que consisten en
vesiculas fosfolipidicas que, ademas de encapsular antigenos para su delivery, tienen la capacidad
incrementar las respuestas inmunes [504]. Particularmente, sus principales ventajas como
adyuvantes incluyen la capacidad de mimetizar patégenos al transportar grandes cantidades de
antigenos a las CPA, y la posibilidad de co-encapsular antigenos junto con moléculas
inmunoestimulantes [S05].

Un componente inmunoestimulante que estd cobrando gran importancia en la actualidad
son los oligonucledtidos con motivos CpG no metilados. Estudios previos demostraron que la
utilizacién de CpG puede conllevar a la estimulacién de TLR-9 en CPA, que induce una cascada de
sefializacion que conduce a la maduracién, diferenciacién y proliferacion de células del sistema
inmune innato y adaptativo [506]. La utilizacién de un adyuvante que permita administrar el
antigeno junto con el CpG asegura que ambos ingresen a la misma CPA mejorando y
direccionando la respuesta especifica hacia el antigeno. Trabajos previos demostraron que la
combinacién de liposomas con CpG permite obtener respuestas mds potentes que con ambos
adyuvantes por separado y con una marcada tendencia a un perfil Th1 [507], [508].

Otro grupo de nanoparticulas que se aplican en el campo de la nanotecnologia y han atraido
gran interés como agentes para el delivery de drogas y para terapia génica, son los lipopéptidos
gemini [509], los cuales, hasta el presente, no han sido empleados como adyuvantes. Entre los mas

promisorios se encuentran aquellos derivados de aminoacidos naturales los cuales son
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biocompatibles, biodegradables y ampliamente explorados debido a sus propiedades fisicoquimicas
y potenciales aplicaciones en el drea de la biologia [510], [511]. El disefio basico de un lipopéptido
gemini comprende una cadena hidrofébica formada por dcidos grasos naturales (usualmente entre
12 a 18 carbonos) y una regién polar, catidénica, constituida por un oligopéptido. La mayor
amplitud de la variacidon estructural se encuentra en la regién polar de estas moléculas. En
particular aquellos que incluyen cisteina en su estructura pueden formar dimeros en solucién a pH
fisiolégico a partir de estructuras monoméricas, dando lugar a la formacién de sistemas
supramoleculares estables capaces de englobar ADN o ARN, proteinas y/o drogas de uso

terapéutico [512], [513], [514] (Figura 19).
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Figura 19. Representacion esquematica simplificada de la estructura fisica de gemini. Figura modificada de

Mondal y col., 2015.

Rutas de administracion

Para un disefio racional de una vacuna ademds de definir el tipo de antigeno y sistema
delivery/ adyuvante, es fundamental la eleccion de la ruta de inmunizacién. Para la inmunizacién
con antigenos de C. trachomatis, se han utilizado numerosas vias de inmunizacién incluidas la oral
[515], intranasal [516], intravaginal [491], subcutinea [517], intramuscular [518], perivaginal
[516], rutas perisacras [516], sublinguales [519] y colénicas [520].

Una estrategia reciente y muy interesante consiste en combinar varias vias de inmunizacion
para influir tanto en el perfil inmune como en la localizacién de la respuesta inmune. En cuanto al

perfil inmune, como se nombré anteriormente se considera que una vacuna Optima contra C.
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trachomatis tendrd que provocar inmunidad en mucosa que comprenda tanto anticuerpos
neutralizantes como una respuesta celular [484], [521], [522]. Si bien la infeccién por C.
trachomatis se produce por via sexual, es importante considerar que la mucosa del tracto genital
carece de sitios inductivos organizados [40], [523], [524] a diferencia de las mucosas intestinal y
respiratoria [525], [526], [527].

Se ha demostrado que las rutas de inmunizacién tanto sistémicas como de la mucosa
pueden inducir respuestas inmunes mediadas por anticuerpos y células en el tracto genital. La
inmunizacién intranasal puede inducir respuestas de memoria humoral y celular tanto en el mucosa
respiratoria como en el tracto genital [521], [524], [528], [529], [530], [531]. Sin embargo, la
inmunizacién intranasal no siempre induce respuestas inmunes fuertes, dependiendo en gran
medida de la combinacién del adyuvante con el antigeno [527], [530]. Diversos estudios han
demostrado que las combinaciones de las rutas de inmunizacidn parenteral y nasal representan una
estrategia para modular la inmunidad, la magnitud y la localizacién de la respuesta a la vacuna
[524], [527], [530]. Asi, los LT sistémicos inducidos por la via de inmunizacién parenteral pueden
migrar libremente a través de 6rganos como el bazo y el higado, mientras que su ingreso a las
mucosas seria limitado [532]. Por lo tanto, se requiere de la inmunizacién en mucosa para generar o
permitir la entrada de LT activados y establecer un grupo local de LTmr en el tejido, que formaran
un compartimiento separado del grupo de linfocitos de memoria circulante [525], [526], [533]. De
este modo los LTmr podran proporcionar una respuesta temprana en el sitio frente a la re-

exposicién del antigeno en la mucosa.

Antigenos
Un aspecto fundamental para realizar un disefio vacunal racional y efectivo, es la eleccién

del antigeno, el cual debe ser capaz de generar una respuesta inmune protectiva contra el
microrganismo y que no sea patogénica para el hospedero. Numerosos antigenos se han empleado
en el disefio de vacunas contra C. trahomatis. La proteina mas evaluada fue MOMP, aunque
asimismo se evaluaron otras tales como el factor clamidial de actividad proteasa
(chlamydial protease-like activity factor: CPAF), OmcB el cual es un polipéptido de membrana
externa rico en cisteina, varias de las proteinas de la familia Pmp, entre otras, ademas de las
combinaciones entre varias proteinas [263]. Para una revision de las potenciales vacunas evaluadas
para C. trachomatis consultar Vasilevsky y colaboradores, 2014 [263]. Estos autores enuncian
diferentes estudios y resumen las estrategias de vacunacién desde los antigenos clamidiales
seleccionados, los sistemas de administracién, las vias de vacunacion y de infeccidon hasta la

respuesta inmune obtenida en cada caso.
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Pmp D
Entre los antigenos candidatos para generar inmunidad contra C. trachomatis que se han

estudiado, los miembros de la familia de Pmp, que incluyen los serotipos A-I, han demostrado ser
prometedores como componentes de vacuna ya que son blancos antigénicos dominantes para
respuestas inmunes celulares [287], [534], [535].

Las Pmp son un grupo de proteinas clamidiales expuestas a la superficie ligadas a la
membrana [259] que se han caracterizado como adhesinas autotransportadoras. Estas proteinas
estdn involucradas en la administracion de los factores de virulencia implicados en la fase inicial de
la infeccién por Chlamydia spp. [259], la progresion de la enfermedad y la evasién inmune [536].

Como autotransportadores tipo V tipicos [537] todas las Pmp se caracterizan por contener
motivos GGA conservados (I, L, V), tetrapéptidos de FxxN, una secuencia lider en el extremo
amino (N-terminal), seguida de un dominio pasajero y un barril B carboxiterminal (C-terminal)
[259], [537]. La region C-terminal se incorpora a la membrana externa, formando un poro y
permitiendo la translocacién del dominio pasajero N-terminal a la superficie bacteriana [537]. Las
proteinas Pmp también pueden experimentar un procesamiento proteolitico pos-traduccional [536],
[538], [539]. Estas proteinas median la unién clamidial in vitro a las células epiteliales y
endoteliales humanas [486], [538].

PmpD es la segunda Pmp mds conservada que demuestra un 99,1% de identidad de
aminoécidos (aa) entre serotipos de C. trachomatis [540]. Asimismo, PmpD de C. trachomatis
presenta distintos grados de identidad con PmpD de otras especies tales como C. muridarum
(71,46%), C. pneumoniae (34,74%) y C. cavias (36,50%) [541], [542], [543].

Por otro lado, PmpD es un objetivo de anticuerpos neutralizantes [486]. Asimismo,
diversos autores han hallado en pacientes masculinos y femeninos infectados con C. trachomatis,
anticuerpos contra PmpD [287], [544]. Dentro de las caracteristicas estructurales de PmpD, se
destacan su tamafio relativamente grande (1.530 aa) (168,3 kDa), un motivo RGD de unién a
integrina (aa 698 a 670), una sefial putativa de localizacién nuclear (Putative nuclear localization
signal: NLS: aa 783 a 798) [536] ademads de regiones repetidas tales como GGA (I/ L/ V) yel
tetrapéptido FxxN en la region N-terminal como todas las Pmp. En la Figura 20 se representan las

caracteristicas estructurales descriptas de PmpD de C. trachomatis.
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Figura 20. Caracteristicas estructurales de PmpD de C. trachomatis. Figura modificada de Kiselev y col.,

2007.

Debido a su naturaleza conservada, su localizacién en la superficie e importancia
inmunolégica, PmpD es un candidato atractivo para una vacuna preventiva en infecciones humanas
[486]. Sin embargo, tiene un alto peso molecular con una estructura compleja que lo hace dificil de
manejar mediante técnicas de ADN recombinante. Por lo tanto, se necesita un estudio en
profundidad de la molécula para realizar una eleccién racional del inmunégeno teniendo en cuenta
los epitopes criticos para inducir la reaccién inmunolégica apropiada.

Como se enuncié anteriormente varios autores sugieren que la inmunidad contra C.
trachomatis requiere LT CD4+ Thl con produccién de INF-y, LTrm y anticuerpos neutralizantes.
Una de las principales dificultades para desarrollar una vacuna contra C. trachomatis eficaz es
identificar los epitopes de la proteina para LB y los epitopes que se unan al MHC para que sean
reconocidos por los LT. En este contexto, los enfoques bioinforméticos pueden contribuir al disefio
de vacunas basadas en epitopes. Por lo tanto, previo al disefio de las formulaciones se realizé una
prediccidn in silico de los epitopes B y T dentro de la secuencia de aminodcidos de PmpD para el
disefio de una vacuna contra C. frachomatis. Sobre la base de estos resultados se disefiaron y
obtuvieron dos construcciones plasmidicas que contienen un fragmento de PmpD para ser
expresado en células eucariotas y en células procariotas para la obtencién de la proteina
recombinante. Con estas construcciones, se realizé en ratones hembra un esquema de vacunacién
heterélogo prime-boost en el cual, el ADNp fue administrado desnudo, mientras que la proteina fue
formulada con lipomas catiénicos suplementados con diversos inmunoestimulantes y administrada
por via sistémica y de mucosa. Finalmente, se evalu6 la respuesta humoral sistémica y local y el

efecto de la inmunizacion sobre la fertilidad in vivo.
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Objetivos

1. Disenar diferentes formulaciones basadas en ADN plasmidico/proteina para inducir inmunidad

hacia PmpD de Chlamydia trachomatis.

2. Inmunizar ratones hembras con las diferentes formulaciones vacunales.

3. Evaluar la presencia de anticuerpos especificos en lavados vaginales y en suero.

4. Evaluar la fertilidad in vivo de los animales inmunizados mediante el apareo con machos de

fertilidad comprobada.
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Materiales y Métodos

1. Diseiio de diferentes formulaciones basadas en ADN plasmidico/proteina para inducir

inmunidad hacia Pmp D de Chlamydia trachomatis.

1.1 Estudio in silico de PmpD de C. trachomatis
1.1.1 Conjuntos de datos

Existen diversas secuencias nucledtidicas de PmpD disponibles en el National Center for
Biotecnology Information (NCBI) [545]. Para los andlisis de prediccion de epitopes se empled una
secuencia de aminodcidos de PmpD del serotipo L2 de C. trachomatis disponible de NCBI
(Genbank AAK69391.2). La secuencia AF268092.2 posee una identidad del 99%-100% con PmpD
de diversos serotipos de C. trachomatis, entre ellas las cepas D-K, implicadas en infecciones
genitales [539]. Esto fue confirmado por Clustal Omega, un algoritmo de alineacidén de secuencias

de aminodcidos mdltiples disponible en http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/ cristal [546].

1.1.2 Prediccion de la estructura 3D

El software Raptor X disponible on line (http://raptorx.uchicago.edu/) [547] se us6 para el
modelado por homologia de PmpD con el fin de predecir epitopes de LB en conformacion
tridimensional. Raptor X es un servidor de prediccion de estructura de proteinas para secuencias de
proteinas sin homoélogos cercanos en el Protein Data Bank (PDB) [548]. El servidor usa PSI-
BLAST para encontrar plantillas de homélogos y modelar la estructura 3D sobre la base de
accesibilidad de solvente, estructuras secundarias, terciarias y regiones desordenadas. Los
siguientes pardmetros se determinaron para indicar la calidad del modelo 3D predicho: valor P para
la calidad global relativa y uGDT (GDT no normalizado) para la calidad global absoluta.

Por otra parte, los programas de andlisis estructural ANOLEA Y RAMPAGE se utilizaron
para verificar el modelo 3D. El primero se usé para cdlculos de energia a nivel atémico en la
estructura de proteinas [549] y RAMPAGE para generar la grifica de Ramachandran, que muestra

los residuos proteicos en las regiones favorecidas y permitidas [550].

1.1.3 Prediccion de epitopes B
1.1.3.1 Prediccién de epitopes lineales de linfocitos B

BepiPred fue el software empleado para determinar los epitopes lineales de LB de PmpD.
Es un método que combina las predicciones de un modelo oculto de Markov y la escala de
propensiéon de Parker [551], [552]. BepiPred asigna un valor de puntuacién a cada residuo de

proteina. La especificidad y la sensibilidad del método dependen del umbral de puntuacién. Para
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este andlisis, se empled6 el wumbral de 0,35. BepiPred estd disponible en

www.cbs.dtu.dk/services/BepiPred [553].

1.1.3.2 Prediccién de epitopes discontinuos de linfocitos B

DiscoTope se empled para predecir los epitopes de superficie en una estructura globular. El
método se basa en las estadisticas de aminodcidos, informacién espacial y accesibilidad superficial
teniendo en cuenta el valor de hidrofilicidad de la escala de propensién de Parker [552]. Estos
andlisis se llevan a cabo teniendo en cuenta un conjunto de datos compilados de epitopes
discontinuos determinados por cristalografia de rayos X de complejos anticuerpo/proteina [554],
[555]. La version actualizada de DiscoTope estd disponible en

www.cbs.dtu.dk/services/DiscoTope-2.0 [556].

1.1.4 Prediccién de epitopes de linfocitos T

Para determinar epitopes de LT, se utilizaron los programas, NetMHC versién 3.4 [557],
[558], [559] y NetMHCII versién 2.2 [560], [561] realizando la prediccién con los alelos del MHC
de clase I o MHC II més frecuentes en Argentina, respectivamente, segtin Perusco y colaboradores
2014 [562]. Las predicciones se basan en redes neuronales artificiales. Los servidores son de uso
gratuito 'y estdn disponibles en: http://www.cbs.dtu.dk/services/NetMHC [563] y en
http://www.cbs.dtu.dk/services/NetMHCII [564].

1.2 Seleccidn y clonado de dos fragmentos F1 y F2 de PmpD de C. trachomatis
Con los resultados obtenidos mediante el andlisis in silico y con apoyo bibliografico se
seleccionaron dos fragmentos (F1 y F2) con abundantes epitopes de LB y LT candidatos a ser

evaluados como inmunégenos.

1.2.1 Obtencién de ADNp para el plan de inmunizacién

Teniendo en cuenta que se desea obtener una respuesta Thl con altos niveles de
anticuerpos especificos contra los fragmentos seleccionados de PmpD, es necesario que la proteina
una vez sintetizada por la maquinaria celular de las células huésped del ratén sea liberada fuera de
la célula. Es por ello que en el pldsmido para inmunizacién génica (pVAXT1) se insertd la secuencia
codificante de los fragmentos F1 y F2 de PmpD de C. trachomatis precedida del péptido sefial de
ol-antitripsina humana. Este péptido sefal fue anteriormente empleado en el grupo de
investigacion del Laboratorio de Inmunologia Experimental en un modelo murino de vacuna génica

con una proteina espermadtica obteniendo altos niveles de anticuerpos [565].

1.2.1.1 Disefio de oligonucleétidos para el gen sintético (GSF1- GSF2)

Capitulo 2 Materiales y Métodos 108



Para obtener el péptido sefial se realizé una sintesis de novo, para lo cual previamente se
disefiaron los oligonucledtidos especificos empleando el software de acceso libre on-line
DNAworks v3.2.4 , https://hpcwebapps.cit.nih.gov/dnaworks/ [566], [567]. Para el disefio de los
oligonucledtidos fue necesario considerar la estrategia de clonado a emplear, denominada SLiCE
(Seamless Ligation Cloning Extract). Este método facilita el clonado mediante recombinacién por
homologia de extremos cortos (15-52 pb), superando las limitaciones de los métodos tradicionales
de clonado con enzimas de restriccién [568]. Para realizar el clonado, se empled un extracto de una
cepa de E. coli derivada de DH10B que expresa un sistema de recombinacién denominado PPY,
que facilita el SLiCE con eficacias muy altas, el cual fue gentilmente cedido por el Dr. Yongwei
Zhang. Teniendo en cuenta que el clonado de estos productos se realizd mediante el método
SLiCE, se disefiaron oligonucledtidos que hibridan en el vector empleado para inmunizacién
génica (pVAXI) a partir del sitio de corte EcoRL

El programa DNAworks arrojé que para generar cada uno de los genes sintéticos (GSF1 y
GSF2) se requieren 4 oligonucleétidos de diversos tamafios (23, 60, 60 y 28 pb) que solapan entre
si, los cuales hibridan a 62 °C y contienen: una regién de 20 pb complementaria al pldsmido
pVAXI a partir del sitio de corte de EcoRlI, la secuencia de Kozak (k) [S'ACCATGG3'] que facilita
el reconocimiento de la secuencia de iniciacién del proceso de traduccién en células eucariotas, el
gen que codifica para el péptido sefial (ps) de al-antitripsina humana, y los primeros 19 pb que
codifican para el fragmento F1 o F2 (Tabla 10). Los genes sintéticos (GSF1 y GSF2) de 118 pb se

obtuvieron por sintesis de novo mediante PCR de extension solapada (Figura 15).

Tabla 10. Oligonucléotidos para la sintesis de novo del gen sintético F1 (GSF1) y F2 (GSF2)

GSF1/GSF2 Oligonucledtidos sentido (1, 3y 5)
PmpD Oligonucleotidos antisentido (2, 4 y 6)

1 pVAX1-k CCACTAGTCCAGTGTGGTGGACC
2.pVAX1l-k-ps | IGCCAGOAGGAGCATCOCOORCEAGRCAGARGABEETGCCATGGTCCACCACACTGGACT
3.ps-F1 ATCCTCCTGCTGGCAGGCCTGTGCTGCCTGGTCCCTGTCTCCCTGGCTGATAGTCAGGCT
4, ps-F1 GTCCTTCAGCCTGACTATCHECORGEEA
5. ps-F2 ATCCTCCTGCTGGCAGGCCTGTGCTGCCTGGTCCCTGTCTCCCTGGCTAT T TCTTGCTTA
6. ps-F2 CTCCACGTAAGCAAGAAATHGCORGGEA

El GSF1 se sintetiz6 con los oligonucleétidos 1, 2, 3 y 4 y el GSF2 con los oligonucleétidos 1, 2, Sy 6. Las
regiones resaltadas en celeste son homélogas a pVAXI1, las regiones resaltadas en verde a la secuencia de
Kozak (k), las regiones resaltadas en rojo al gen que codifica para el péptido sefial de al-antitripsina humana

(ps) y las resaltadas en amarillo a las primeras 19 bases del F1 o F2.
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1.2.1.2 Obtencién de los fragmentos F1 y F2 de PmpD de C. trachomatis

Los fragmentos F1 y F2 de PmpD fueron obtenidos por PCR empleando oligonucledtidos
especificos disefiados a partir de la secuencia AF268092.2 del serotipo L2, empleando el software
Primer 3 Plus de acceso on-line (Tabla 11) [569]. Los fragmentos fueron amplificados a partir de
ADN genémico (ADNg) de células McCoy infectadas con EB del serotipo D de C. trachomatis
purificado mediante kit ADN PuriPrep-S kit (Inbio Highway S.A., Tandil, BA, Argentina). Dichas
células fueron obtenidas y cedidas gentilmente por el Servicio de Enfermedades de Transmisién
Sexual del Instituto Malbran. Cabe aclarar que la identidad entre las secuencias del serotipo L2 y el

D es del 99%, y las variaciones de bases no estdn en las secuencias de los oligonucledtidos.

Tabla 11. Oligonucleédtidos especificos para amplificar los fragmentos F1 y F2 de PmpD de C. trachomatis

Oligonucleotidos sentido (S) (7 y 9)

Oligonucleétidos antisentido (A) (8 y 10)

7.F18S GATAGTCAGGCTGAAGGACAGT

8.F1A TGCTGGATATCTGCAGAATTCTATTGCTCAGGAGCTGGCTCTA
9.F2 S ATTTCTTGCTTACGTGGAGATG

10. F2A | TGCTGGATATCTGCAGAATTCTACTGAGCAGTGAGATTATGAGCAA

PmpD

Las regiones resaltadas en amarillo hibridan con la secuencia de PmpD de C. trachomatis. Las regiones
resaltadas en celeste corresponden a las secuencias complementarias antisentido del vector para inmunizacién
génica pVAXI1 a partir del sito de corte de EcoRI. El codén CTA, que se encuentra en los oligonucledtidos

antisentido corresponde al codén de terminacién de la traduccién de la proteina.

Figura 21. Representacion de la estrategia de clonado por SLiCE. Los oligonucledtidos 1, 2, 5y 6 (Gen
sintético GSF2) se describen en la Tabla 10 y los oligonucleétidos 9 y 10 (F2 de PmpD) en la Tabla 11.

Péptido senal
a-1-antitripsina

(70 bp)
2. pVAX1-k-ps 6. ps-F2
- - = 10. F2A
 I— ] [ | — I/
1 pVAX1-k s.psF2 [ I ]

9.F2S
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1.2.2 Clonado de F1 y F2 en el Vector pPGEM®-T Easy y transformacién de bacterias E. coli

Los fragmentos F1 y F2 correspondientes a PmpD de C. trachomatis se clonaron en el
vector pPGEM®-T Easy (Promega, Madison, WI, EE. UU.) y se transformaron bacterias E. coli para
disponer de estos fragmentos indefinidamente sin recurrir al ADNg bacteriano.

Brevemente, se colocaron 50 ng de pGEM®-T Easy con 5 uL del buffer 2x de la T4 ligasa,
1 pL de la enzima (3 Unidades) y una relacién molar 3:1 (inserto: vector) de producto de PCR
previamente chequeado mediante electroforesis en gel de agarosa. Se completaron 10 pL de
reaccién con agua estéril. Por otro lado, se realizé el control de reactivos donde fueron colocados
todos los reactivos descriptos excepto el producto de PCR. Los dos tubos se incubaron toda la
noche a 4 °C. Al dia siguiente se realiz6 la transformacién de bacterias E. coli Top 10 aplicando el
método del cloruro de calcio [570]. La incorporacién de los insertos fue chequeada mediante
electroforesis en geles de agarosa observando el retraso en la movilidad electroforética. La
fidelidad de la amplificacion por PCR fue verificada por secuenciaciéon. Finalmente, se realizaron

stock de 6 clones bacterianos positivos, en glicerol 15%, los cuales se almacenaron a -80 °C.

1.2.3. Clonado de GSF2/F2 en el vector pPGEM®-T Easy y transformacién de bacterias E. coli.

Los genes sintéticos obtenidos como indica el inciso 1.2.1.1 fueron corroborados mediante
electroforesis en gel de agarosa empleando un marcador de peso molecular. Por otro lado, se
amplificaron por PCR los fragmentos F1 y F2 clonados previamente en pPGEM®-T Easy Vector
como se detalla en el inciso anterior. Luego los genes sintéticos (GSF1 y GSF2) y los fragmentos
obtenidos (F1 y F2) se unieron mediante PCR obteniéndose amplificados de mayor tamaiio
denominados GSF1-F1 y GSF2-F2. Posteriormente, los fragmentos completos se clonaron en el
vector pGEM®-T Easy de Promega como se describié en el inciso 1.2.2 y se transformaron
bacterias E. coli Top 10 para disponer de estos fragmentos indefinidamente. Finalmente, los
fragmentos GSF1-F1 y GSF2-F2 clonados fueron evaluados mediante electroforesis en geles de
agarosa, PCR y secuenciacion. Se realizaron stocks de 6 clones bacterianos positivos, en glicerol
15% los cuales se almacenaron a -80 °C.

En la presente tesis se decidié continuar con la evaluaciéon de F2 de PmpD debido a que
seglin la bibliografia consultada hasta el momento ese fragmento no ha sido evaluado como
candidato vacunal. Sin embargo, también se cuenta con F1 y GSFI1-F1 de PmpD clonados en el

Vector pPGEM®-T Easy y secuenciados para futuras investigaciones.

1.2.4 Clonado de GSF2-F2 en pVAX1 para inmunizacién génica
La secuencia de ADN codificante del GSF2-F2 de Pmp D fue clonada en el vector para
inmunizacion génica pVAX1. Como se explicé en el inciso 1.2.1 el clonado fue realizado mediante

el método SLiCE. Para ello se realiz6 una minipreparacion de ADNp a partir de bacterias
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transformadas con pVAXI. Posteriormente, se procedié a realizar la digestiéon con la enzima de
restriccién seleccionada EcoRI, la cual fue chequeada mediante electroforesis en gel de agarosa
observandose una sola banda correspondiente al pVAX1 linealizado, cuyo tamafio era 3 kb.
Mediante el kit comercial Wizard SV Gel (Promega, Madison, WI, EE.UU.) el ADNp fue
purificado a partir de la banda correspondiente a 3 kb.

Finalmente, se realiz6 una ligacién a temperatura ambiente, 18 hs, donde se colocé el
pVAXI1 cortado en el sitio EcoRI y los fragmentos GSF2 y F2 en relaciones equimolares. Estos
ultimos fragmentos y el vector tenfan regiones homoélogas de aproximadamente 20 pb como lo
indica la Tabla 11. Al dia siguiente se realiz6 la transformacion de bacterias E. coli Top 10
aplicando el método de cloruro de calcio [570]. Los fragmentos clonados fueron evaluados
mediante electroforesis en gel de agarosa, PCR y secuenciacién. Por dltimo, se realizaron stocks a

partir de 1 clon bacteriano positivo, en glicerol 15%, los cuales se almacenaron a -80 °C.

1.2.5 Maxipreparaciéon de ADNp: pVAX1- GSF2-F2

El plasmido pVAX1-GSF2-F2 contiene la secuencia codificante de un fragmento de PmpD
precedida del gen sintético, el cual contiene la secuencia de Kozak y el lider secretorio de al-
antitripsina humana. Células de E. coli Top 10 transformadas con este plasmido fueron cultivadas
en 200 ml de medio Luria Bertani en presencia de Kanamicina, a 37°C, 18 hs. Posteriormente, el
plasmido fue recuperado mediante lisis alcalina y purificado por extraccién organica con fenol y

cloroformo. El mismo procedimiento se realiz6 para el plasmido sin inserto (pVAXI1).

1.2.6 Clonado de F2 en pET?32a para expresion del fragmento de PmpD

La secuencia de ADN codificante del F2 de PmpD fue clonada en el vector de expresion
procariota pET-32a. Para ello, el fragmento F2 fue amplificado por PCR a partir del F2 subclonado
en pGEM®-T Easy Vector, agregando las secuencias correspondientes a los sitios de restriccion
para las enzimas Ncol y Sall. Estas enzimas fueron utilizadas para digerir el ADNp y los productos
de PCR. Los productos de ambas reacciones de digestiéon fueron tratados con T4 ADN Ligasa
(Promega, Madison, WI, EE.UU.), 18 hs a 4 °C. Con este pldsmido que contiene la secuencia de
interés se transformaron células de E. coli BL21-DE3. El clonado fue chequeado mediante
electroforesis en gel de agarosa, PCR y secuenciacién. Finalmente, se realizaron stocks de 6 clones

bacterianos positivos, en glicerol 15%, los cuales se almacenaron a -80 °C.

1.2.7. Minipreparacién de ADNp, electroforesis y cuantificacién
El ADNp fue obtenido aplicando el método de lisis alcalina [570]. La separacién de ADNp

por electroforesis fue realizada en geles de agarosa al 1% o 2%, en solucién tampén de Tris-
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Acetato-EDTA, pH 8,2-8,4, en presencia del colorante fluorescente GelRed® (Biotium, Inc,
Fremont, CA, EE.UU.). El ADNp fue cuantificado por medicién de la absorbancia a 260 nm en
NanoDropTM Lite (Thermo Scientific, Waltham, MA, EE.UU.) y la correcta eliminaciéon de las

proteinas fue estimada segtn la relacién de absorbancias a 260 nm y a 280 nm.

1.3. Obtencién de F2 de PmpD recombinante (rF2PmpD)

Células de E. coli BL21-DE3 transformadas con el plasmido pET32-F2 que contiene la
secuencia codificante de un fragmento de PmpD fueron cultivadas en el medio Luria Bertani en
presencia de ampicilina 100 pg/mL, y la expresiéon de la proteina recombinante fue inducida
mediante el agregado de IPTG (Promega, Madison, WI, EE. UU.) 1 mM e incubacién 18 hs a 37
°C. Luego, las células fueron resuspendidas en agua, sonicadas y posteriormente, la proteina fue
purificada a partir de la fraccién soluble, mediante cromatografia de pseudoafinidad utilizando
resinas que contienen Niquel (Gold Biotechnology, Inc. St Louis, MO, EE. UU). Las fracciones
obtenidas luego de la elucién con imidazol 100 mM fueron evaluadas mediante lecturas de
absorbancia a 280 nm y electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de SDS (SDS-PAGE)
[571].

1.4 Obtencidn de las formulaciones vacunales

Se obtuvieron dos formulaciones liposomales las cuales estdin compuestas por rF2PmpD y
liposomas catidénicos combinados con inmunoestimulantes, tales como ODN con secuencias CpG
no metiladas (CpG) o lipopéptidos gemini (Gem). Para la obtencion de los liposomas catiénicos se
aplicé el método de inyeccidn etandlica como se describe en el inciso 1.4.1. Posteriormente a los
liposomas se le agregaron CpG con la secuencia: 5’-tcgtcgtttgtegttttgtcgtt-3°, que han demostrado
ser inmunomoduladores [572]. Los CpG contienen enlaces fosfodiéster y fueron obtenidos por
sintesis quimica (Invitrogen, Carlsbad, CA, EE.UU.). Alternativamente, los liposomas fueron
combinados con gemini, desarrollado y evaluado por el Laboratorio de Quimica Aplicada de la

Facultad de Bioquimica y Ciencias Bioldgicas (LaQuimAp) como se describe en el inciso 1.4.2.

1.4.1 Obtencién de liposomas catiénicos (Lp)

Los liposomas fueron preparados utilizando dipalmitoil fosfatidil colina (DPPC), colesterol
y estearilamina por el método de inyeccién etandlica. Los tres componentes, en proporciéon 7:2:2
mol/mol, se disolvieron en una mezcla de etanol/isopropanol (1:1 v/v). La fase organica fue
incorporada por inyeccién a la fase acuosa (buffer acetato de sodio 50 mM, pH 4,3) en proporcién

1:9 v/v [508], [573], [574].
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1.4.2 Obtencioén del lipopéptido gemini

El lipopéptido empleado en el plan de inmunizacién fue disefiado y sintetizado por el grupo de
investigaciéon LaQuimAp. La sintesis fue realizada en fase sélida mediante la quimica del 9-
fluorenil-metoxicarbonilo (Fmoc) [575]. Estas unidades monoméricas se dimerizan a compuestos
gemini (Gem), en forma espontdnea por formacién de puentes disulfuro, en presencia del 4cido

nucleico o proteina que luego va a transportar.

2. Inmunizacién de ratones hembras con las diferentes formulaciones vacunales

Se utilizaron ratones hembras de la cepa Balb/c de 7 semanas de edad al comienzo del plan de
inmunizacién, las cuales fueron mantenidas en el bioterio del Laboratorio de Inmunologia
Experimental, con un ciclo de luz-oscuridad de 12 horas, con suministro de agua y alimento ad

libitum. Se realiz6 un protocolo de inmunizacidn prime-boost segin se describe a continuacion.

2.1 Grupos experimentales, dosis, vias de administracién y protocolo de inmunizacién

Los ratones hembra recibieron una dosis con ADNp desnudo administrado por via
intradérmica. Luego, se administraron 2 dosis de F2 de PmpD recombinante. Cada dosis de
proteina comprendié dos inoculaciones simultdneas, una por via subcutdnea y otra por via nasal.
Las dosis fueron administradas cada 3 semanas, colocando 50 ug de ADNp, 5 pug de proteina
recombinante por via subcutdnea formulada con Lp con inmunoestimulantes (4 mM Lp - 400 uM
de Gem o 4 mM Lp - 7,5 uM de CpG), y 2,5 ug de proteina recombinante por via nasal formulada
con Lp (4 mM) sin inmunoestimulantes. En la Tabla 12 se describen los grupos experimentales y

los in6culos administrados.

Tabla 12. Grupos experimentales e indculos

Dosis lera dosis: 2da y 3era dosis: 2da y 3era dosis:
Grupos Via intradérmica Via subcutdinea Via nasal
experimentales

Grupo 1: Pmp D (n=5) pVAXI1-GSF2-F2PmpD | rF2PmpD rF2PmpD

Grupo 2: PmpD-Lp-Gem (n=5) pVAXI1-GSF2-F2PmpD | rF2PmpD-Lp-Gem | rF2PmpD-Lp
Grupo 3: Lp-Gem (n=5) pVAXI Lp-Gem Lp

Grupo 4: PmpD-Lp-CpG (n=5) pVAXI1-GSF2-F2PmpD | rF2PmpD-Lp-CpG | rF2PmpD-Lp
Grupo 5: Lp-CpG (n=5) pVAX1 Lp-CpG Lp

Grupo 1: animales que recibieron el fragmento F2 de PmpD sin adyuvantes. Grupo 2: animales que

recibieron el fragmento F2 de PmpD con liposomas (Lp) y gemini (Gem) como adyuvantes. Grupo 3:
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animales controles que recibieron sélo adyuvantes, liposomas (Lp) y gemini (Gem). Grupo 4: animales que
recibieron el fragmento de F2 de PmpD con liposomas (Lp) y CpG como adyuvantes. Grupo 5: animales

controles que recibieron sélo adyuvantes, liposomas (Lp) y CpG.

Previo a la primera dosis (pre-inmune) y diez dias posteriores a cada inoculacion, se obtuvo
una muestra de sangre por puncién de la vena de la cola y muestras de exudados vaginales
mediante lavados con PBS estéril. Las muestras de sangre obtenidas fueron centrifugadas para la
obtencién del suero, los cuales se conservaron a -20 °C, mientras que las muestras de lavado
vaginal fueron centrifugadas y se conservé el sobrenadante con inhibidores de proteasas (cocktail
Set I. Merck, Darmstadt, Alemania) a -80 °C hasta su utilizacion.

El apareo de los animales se realizé diez dias posteriores a la tdltima dosis. La evaluacién
de la fertilidad in vivo fue realizada como se describe en el punto 4. En la Figura 22 se representa el

esquema de inmunizacién y de evaluacién de la fertilidad realizado.

| Esquema de inmunizacién I Evaluacion de la fertilidad I
1° dosis 2° dosis 3° dosis
. Apareo 18 dias
, posi-tapon
/ / ( ﬁ \ragjml
I S i ; ’ ’
ldz 10 [dsSl \1/11352 Tapén Sacrificio
V v 7 vaginal Toculacidn intradérmica
y 51 52
% ' 7" . vs P __"" e _" % Ioculacion nasal
y vl yIv2 N 7] v lxd y a5 .
' ’ ! v ! Inoculacidn subcutdnea
Recuento de sitios de , Extraccidn de sangre (5)
zmplantacto.n, cuerpos liiteos, Extraccidn de Lavado vaginal (1)
resorciones y fetos. '

Figura 22. Esquema de inmunizacién y de evaluacién de la fertilidad. Se sefialan los dias en los que los
animales fueron inoculados (di), en los que se realizaron las extracciones (de) de sangre (S) (para la
obtencién de los sueros) y la extraccién de lavados vaginales (Lv), y el dia de sacrificio. (La foto de
microscopia de fluorescencia de espermatozoides de ratén fue extraida de

https://www.infobioquimica.com/new/2016/03/07/demasiada-competencia-empeora-la-calidad-del-semen/).

3. Evaluacién de anticuerpos anti-rF2PmpD
3.1 Evaluacién de anticuerpos anti-rF2PmpD, IgG, IgG1 e IgG2a, en suero.

Para evaluar si los animales respondieron a la inmunizacién se empled un ensayo de
ELISA utilizando como antigeno el producto de expresiéon de F2 de PmpD recombinante

(rF2PmpD) obtenido como se describe en el inciso 1.3. Se evaluaron los sueros extraidos diez dias
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posteriores a cada dosis. Asimismo, en algunos animales, se evaluaron los anticuerpos especificos
en suero obtenido el dia del sacrificio.

Placas de 96 pocillos de fondo plano, con alta capacidad de unién (Microlon™ 600,
Greiner Bio-One, Kremsmiinster, Austria) se sensibilizaron por incubacién de 1 ug de rF2PmpD en
100 uL de buffer carbonato pH 9,6 durante 1 hs a 37 °C y luego 16 hs a 4°C. Posteriormente, las
placas fueron lavadas tres veces con PBS con Tween 20 0,05 % (PBS-T 0,05%) e incubadas a 37
°C con PBS con leche descremada (PBS-L) 5% durante 1 hora, para bloquear los sitios libres,
evitando asi uniones inespecificas. Se lavé nuevamente como se indicé anteriormente para eliminar
el exceso del agente bloqueante y luego se procedid a colocar los sueros (por duplicado) diluidos
1:100 en PBS-L 1% durante 1 hora a 37 °C. Posterior al lavado se agregaron los siguientes
anticuerpos conjugados: anti-IgG de ratén conjugado con peroxidasa (anti-IgG-Px) (Jackson,
Baltimore, MD, EE.UU.), alternativamente, anti-IgG1 (Santa Cruz Biotechnology, Inc. Santa Cruz,
CA, EE.UU.) o anti-IgG2a (Abcam Inc. Cambridge, MA, EE.UU.) de ratén, conjugados con
peroxidasa. Estos anticuerpos se emplearon diluidos 1:10000 en PBS-L 1% y se incubaron 1 hora a
37 °C. Posteriormente, se agregaron 100 pL de H,O,/TMB (Single Solution (blue) Zymed,
Invitrogen, Carlsbad, CA, EE. UU) durante 15 minutos. Para detener el desarrollo de la reaccién de
color se emplearon 50 uL de 4cido sulftrico 2 N. Se procedié a medir la DO a 450 nm en un lector
de ELISA (Emax Precision Microplate Reader, Beckman Coulter, Fullerton, CA, EE.UU.).
Asimismo, se evalud el diluyente (PBS-L 1%) empleado para diluir los sueros (blanco de reaccién)
y los sueros pre-inmunes, extraidos antes de la primera dosis (controles negativos). Los resultados
fueron expresados como la media + error estdndar de la media (Standard error mean: SEM) de las

DO a 450 nm para cada grupo experimental.

3.1.1 Titulacién de los anticuerpos anti-rF2PmpD IgG, IgG1 e IgG2a en suero.

Teniendo en cuenta que las DO obtenidas diez dias posteriores a la dltima dosis superaban
valores de 2, se titularon los sueros de cada animal de los grupos experimentales que recibieron
proteina. Para ello, el ensayo de ELISA descripto en el inciso 3.1 fue realizado utilizando siete
diluciones seriadas al cuarto a partir de 1:1000 (1:1000-1:4096000), ademds de la dilucién
anteriormente evaluada 1:100. Para la determinacién del titulo se calculé un cut-off el cual se
determiné como el promedio de las DO obtenidas para las 8 diluciones de una mezcla de sueros de
los grupos controles (Lp-Gem, Lp-CPG) y de los sueros pre-inmunes mads tres deviaciones
estdndares. De este modo, el titulo fue calculado como la dltima dilucién que dio un valor de DO
superior al del cut-off. El cut-off obtenido para IgG fue 0,095, para IgG1 fue 0,07 y para IgG2a fue
0,099. Los resultados fueron expresados como la mediana y rango intercuartil del cociente 1:

dilucién para cada muestra.
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3.2.Evaluacién de anticuerpos anti-rF2PmpD IgG e IgA en lavado vaginal.

Para evaluar si los animales generaron una respuesta humoral en la mucosa genital se
evaluaron anticuerpos anti-rF2PmpD en lavado vaginal obtenidos diez dias posteriores a cada
dosis. Las condiciones adoptadas en dicho ensayo fueron las descriptas en 3.1 a excepcién de la
muestra a ensayar, la cual consistié en 50 uL de lavado y 25 uLL de PBS-L 1%. Asimismo, se
emplearon los anticuerpos conjugados anti-IgG de ratén conjugado con peroxidasa (anti-IgG-Px)
(Jackson, Baltimore, MD, EE.UU.) y anti-IgA de ratén conjugado con peroxidasa (anti-IgA-Px)
(Sigma-Aldrich, San Luis, MO, EE. UU.) ambos diluidos 1:10000. Los resultados fueron

expresados como la media + SEM de la DO para cada grupo experimental.

3.3. Analisis estadisticos

Para la representacién y andlisis de los datos se empled el programa GraphPad versiéon 5.00
para Windows (San Diego California USA, www.graphpad.com) [362].

Los datos de DO obtenidos a distintos tiempos para los 5 grupos experimentales se comportan
como una distribucién normal segtn el test de normalidad Kolmogorow-Smirnov por lo tanto
fueron analizados con la prueba paramétrica ANOVA de dos factores (con pos-test de Bonferroni).
Los valores de DO obtenidos al punto final (10 dias pos dultima dosis) fueron analizados
estadisticamente con un ANOVA de un factor (con pos-test de Bonferroni).

El resto de los resultados no se ajusta a una distribucién normal, por lo tanto se emplearon las
pruebas no paramétricas de Kruskal-Wallis (con pos-test de Dunn) y de Mann-Withney segin

corresponda. Los valores de p menores a 0,05 se consideraron estadisticamente significativos.

4. Evaluacion de la fertilidad in vivo de los animales inmunizados mediante el apareo con
machos de fertilidad comprobada.

Como se enuncié anteriormente, diez dias posteriores a la ultima dosis y habiendo
verificado la presencia de anticuerpos anti-rF2PmpD, se controlaron los ciclos estrales de las
hembras por extendidos vaginales realizados mediante lavados con PBS estéril. La tarde del
proestro (periodo donde las hembras estdn receptivas) fueron colocadas en apareo con machos sin
inmunizar de la misma cepa y edad, y de fertilidad comprobada. Al dia siguiente se controld la
presencia de tapdn vaginal o de espermatozoides en extendidos vaginales. Ante evidencia de apareo
(dia 0), las hembras fueron separadas y mantenidas hasta el dia 18 de prefiez. Ese dia fueron
sacrificadas por puncién cardiaca bajo anestesia, utilizando la combinacién de Ketamina
(Hollyday-Scott S. A. Beccar, BA, Aregentina) y Xilacina (Richmond, Grand Bourg, BA,
Argentina) a una dosis de 100 mg/kg y 10 mg/kg, respectivamente, y se recolectaron los tteros para

el recuento de sitios de implantacidn, resorciones, fetos vivos y muertos, y los ovarios para el
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recuento de cuerpos ldteos. Con estos datos se calcularon los siguientes pardmetros segin Perobelli

y colaboradores, 2012 [576].

Numero de sitios de implantacion

x 100

Potencial de fertilidad (eficiencia de implantacion): : -
Numero de cuerpos liteos

Numero de cuerpos liteos — Nimero de sitios de implantacion

Tasa de pérdida de pre-implantacion: % 100

Numero de cuerpos liteos

Numero de sitios de implantacién— Numero de fetos vivos

x 100

Tasa de pérdida pos-implantacién: - — - —
Numero de sitios de implantacion
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Resultados

1. Disefio de diferentes formulaciones basadas en ADN plasmidico/proteina para inducir

inmunidad hacia Pmp D de Chlamydia trachomatis.

1.1.  Prediccién de la estructura 3D

El modelado de PmpD se realiz6 usando Raptor X, que realiza alineamientos entre una
secuencia diana y una o varias plantillas de proteinas distantemente relacionadas [548]. El software
Raptor X modelé 1398 residuos de 1530 (91%) de la secuencia de PmpD e identificé cuatro
dominios (Figura 23). Para modelar los dominios 1 y 4, Raptor X utilizé como plantilla el dominio
pasajero del autotransportador EspP de E. coli (entrada PDB: 3szeA), como plantilla del dominio 2
empled la ramnogalacturonasa A de Aspergillus aculeatus (entrada PDB: 1rmg A), y como plantilla
del dominio 3, el autotransportador EstA de Pseudomonas aeruginosa (entrada PDB: 3kvn A), el
cual corresponde al dominio conformado por el barril de ldminas B. El software predice que la
proteina tiene laminas B (31%), estructuras de hélices a (9%) y bucles (58%) (Figura 23). Segtn la
prediccidn, un 34% de PmpD estd expuesto a la superficie, mientras que un 22% de PmpD estd
expuesto parcialmente y un 43% estd oculto. El modelo es de buena calidad segtin lo sugerido por
los puntajes de confianza asignados por el software: P-value = 2,59 x 10", y uGDT = 409. El
modelado por homologia también se realiz6 con los softwares Phyre [577] y Swiss-Model [578].
Sin embargo, a diferencia de Raptor X, estos predijeron un solo dominio, particularmente el del
barril  (datos no mostrados).

Se realiz6 una evaluacion adicional de la calidad del modelo con ANOLEA y RAMPAGE. El
andlisis ANOLEA indic6é que el 45% de los aminodcidos modelados por Raptor X tienen alta
energia. La grafica de Ramachandran mostré que el 91,3% de los residuos (1300 aa) en el modelo
de PmpD se encontraban dentro de las regiones mds favorecidas (conformaciones estables) y el

5,8% (83 aa) de los residuos en la region permitida (conformaciones moderadamente estables).
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Dominio 1

Dominio 3

Dominio 4

Figura 23. Estructura 3D de PmpD. Modelo molecular obtenido con Raptor X.

1.1.2. Prediccién de epitopes de linfocitos B
1.1.2.1. Prediccidn de epitopes lineales de linfocitos B

Bepipred predijo 48 epitopes lineales de LB (que tienen mds de cuatro residuos) con una
sensibilidad y una especificidad del 75% y del 50%, respectivamente. Como se puede ver en la
Figura 24, estos epitopes son abundantes y estdn distribuidos homogéneamente a lo largo de la
secuencia de la proteina (resaltados en gris). Cuarenta motivos caracteristicos de las Pmp,
particularmente 21 GGA (subrayados) y 19 FxxN (en negrita) estdn presentes en la secuencia de

aminodcidos, diez de ellos estdn incluidos en las regiones de los epitopes.

MSSEKDIKSTCSKFSLSVVAAILASVSGLASCVDLHAGGQSVNELVYVGPQAVLLLDQIRDLFVGSKDSQAEGQ
YRLIVGDPSSFQEKDADTLPGKVEQSTLFSVTNPVVFQGVDQQDQVSSQGLICSFTSSNLDSPRDGESFLGIAFVG
DSSKAGITLTDVKASLSGAALYSTEDLIFEKIKGGLEFASCSSLEQGGACAAQSILIHDCQGLQVKHCTTAVNAE
GSSANDHLGFGGGAFFVTGSLSGEKSLYMPAGDMV VANCDGAISFEGNSANFANGGAIAASGKVLFVANDKK
TSFIENRALSGGAIAASSDIAFQNCAELVFKGNCAIGTEDKGSLGGGAISSLGTVLLQGNHGITCDKNESASQGG
AIFGKNCQISDNEGPVVFRDSTACLGGGAIAAQEIVSIQNNQAGISFEGGKASFGGGIACGSFSSAGGASVLGTIDI
SKNLGAISFSRTLCTTSDLGQMEYQGGGALFGENISLSENAGVLTFKDNIVKTFASNGKILGGGAILATGKVEIT
NNSGGISFTGNARAPQALPTQEEFPLFSKKEGRPLSSGYSGGGAILGREVAILHNAAVVFEQNRLQCSEEEATLL
GCCGGGAVHGMDSTSIVGNSSVRFGNNYAMGQGVSGGALLSKTVQLAGNGSVDFSRNIASLGGGALQASEGN
CELVDNGY VLFRDNRGRVYGGAISCLRGDVVISGNKGRVEFKDNIATRLY VEETVEKVEEVEPAPEQKDNNEL
SFLGSVEQSFITAANQALFASEDGDLSPESSISSEELAKRRECAGGAIFAKRVRIVDNQEAV VFSNNFSDIYGGAIF
TGSLREEDKLDGQIPEVLISGNAGDYV VFSGNSSKRDEHLPHTGGGAICTQNLTISQNTGNVLFYNNVACSGGAV
RIEDHGNVLLEAFGGDIVFKGNSSFRAQGSDAIYFAGKESHITALNATEGHAIVFHDALVFENLKERKSAEVLLI
NSRENPGYTGSIRFLEAESKVPQCIHVQQGSLELLNGATLCSYGFKQDAGAKLVLAAGSKLKILDSGTPVQGHAI
SKPEAEIESSSEPEGAHSLWIAKNAQTTVPMVDIHTISVDLASFSSSQQEGTVEAPQVIVPGGSY VRSGELNLELV
NTTGTGYENHALLKNEAKVPLMSFVASSDEASAEISNLSVSDLQIHVATPEIEEDTYGHMGDWSEAKIQDGTLVI
NWNPTGYRLDPQKAGALVFNALWEEGAVLSALKNARFAHNLTAQRMEFDYSTNVWGFAFGGFRTLSAENLV
AIDGYKGAYGGASAGVDIQLMEDFVLGVSGAAFLGKMDSQKFDAEVSRKGVVGSVYTGFLAGSWFFKGQYSL
GETQNDMKTRYGVLGESSASWTSRGVLADALVEYRSLVGPVRPTFYALHFNPYVEVSYASMKFPGFTEQGREA
RSFEDASLTNITIPLGMKFELAFIKGQFSEVNSLGISYAWEAYRKVEGGAVQLLEAGFDWEGAPMDLPRQELRV
ALENNTEWSSYFSTVLGLTAFCGGFTSTDSKLGYEANAGLRLIF

Figura 24. Secuencia de aminodcidos PmpD. Bepipred predijo 48 epitopes lineales de LB (resaltados en
gris). Los motivos FxxN se indican en negrita y las secuencias GGA, subrayadas.
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1.1.2.2. Epitopes discontinuos de linfocitos B

Discotope identificé 57 residuos como parte de regiones de epitopes (Figura 25). Se
predijeron epitopes discontinuos de LB con una especificidad del 75% y una sensibilidad del 47%.
Como predice la teoria, los epitopes conformacionales se observaron en bucles, principalmente en
las regiones no incluidas en el dominio del barril B (C-terminal) (Figura 18).

Aunque las puntuaciones de confianza asignadas por Raptor X indicaban un modelo de
buena calidad, la fiabilidad del modelo 3D se analizé adicionalmente en la localizacion de los
epitopes conformacionales predichos. El andlisis realizado por ANOLEA indic6 que el 85% de los
57 residuos tienen alta energia. El grafico de Ramachandran mostr6 que el 86% de los residuos de

los epitopes se incluyen en regiones favorables y el 12,3% en regiones permitidas.

Figura 25. Epitopes de LB conformacionales predichos por Discotope (regiones celestes).

1.1.3. Prediccion de epitopes de linfocitos T

La capacidad de un epitope para unirse a moléculas de MHC se expresa como valor de
IC50 (concentracién requerida [nM] para inhibir un 50% la unién de un péptido usado como
sonda). Los péptidos de unién fuerte (UF) tienen un valor de IC50 por debajo de 50 nM, y péptidos
de unién débil (UD) un valor de IC50 entre 50-500 nM. La ubicacién de los epitopes de LT con
afinidad fuerte y débil para los alelos MHC-I y MHC-II humanos se predijo utilizando el recurso
IEDB.

Como se puede ver en la Tabla 13, NetMHC predijo 271 epitopes de LT de diferentes
longitudes (9 aa, 10 aa, 11 aa, 12 aa) con afinidad débil a moléculas de MHC I 'y 70 epitopes de LT
de diferentes longitudes (9 aa, 10 aa, 11 aa, 12 aa) con gran afinidad por las moléculas de MHC I
(Tabla 13A). Por otro lado, NetMHCII predijo 2903 epitopes de LT de 15 aa con afinidad débil y
742 epitopes de LT de 15 aa con gran afinidad por las moléculas de MHC clase II para los alelos de
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MHC mads frecuentes en Argentina [562] (Tabla 13B). Estos epitopes son abundantes y se
distribuyen homogéneamente a lo largo de la secuencia de la proteina. Muiltiples alelos de MHC

Clase II son capaces de unirse al mismo epitope. Esto se observé con varios epitopes.

Tabla 13A. Numero de epitopes de LT para MHC clase I de diferentes longitudes (9, 10, 11, 12
aminoacidos)

Prediccion de MHC clase 1 9aa 10aa Naa 1222
UF | UD |UF|UD|UF|UD | UF|UD
HILA-A*02:01 14 |25 |4 20 |1 15 |7 21
HILA-B*35:01 9 33 |1 17 |10 |26 |10 |22
HILA-B*35:03 1 0 0 1 0 0 0 1
HLA-C*07:01 2 15 |3 1 |3 12 | 4 6
HLA-C*07:02 0 10 |0 10 |1 12 |0 14

HLA: Antigenos leucocitarios humanos; UF: unién fuerte; UD: unién débil

Tabla 13B. Nuimero de epitopes de LT para MCH de clase II de 15aa

Prediccion de MHC clase 11 15aa
UF | UD
HLA-DRB1*01:01 375 | 619
HILA-DRA1*04:01 39 | 479
HLA-DRB1*04:04 40 | 442
HLA-DRB1*04:05 47 | 365
HLA-DRB1*07:01 99 | 402
HLA-DRB1#11:01 20 | 264
HLA-DRJ1*13:02 122 | 332

UF: unioén fuerte; UD: unién débil

1.1.4. Candidatos para vacunas

PmpD tiene abundantes epitopes de LB y LT distribuidos a lo largo de toda la secuencia.
Por lo tanto, podrian seleccionarse numerosos fragmentos como candidatos para el disefio de una
vacuna. La informacién obtenida permite identificar los epitopes de LB y LT como candidatos para
generar una vacuna que induzca tanto respuesta humoral como celular.

A partir de esto, se realizd un andlisis mds exhaustivo para identificar regiones que
comprenden ambos tipos de epitopes. El andlisis consisti6 en comparar simultineamente los
resultados obtenidos por los predictores. Como se muestra en la Tabla 14, los residuos de varios
epitopes se han identificado simultdneamente por los cuatro predictores: Bepipred (epitopes B
lineales), Discotope (epitopes B conformacionales), NetMHC (epitopes T para MHCI) y
NetMHCII (epitopes T para MHCII). Los datos indican que hay seis regiones R con epitopes

predichos por al menos dos predictores (Tabla 14, Figura 26). Un andlisis adicional de la
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conservacion de la secuencia de mostré que estas regiones se conservan entre serotipos, con la

excepcion del aa 782 (V en serotipos A-C, y A en serotipos D-L).

Tabla 14. Los epitopes de LB y LT resaltados en negrita incluyen residuos predichos simultdneamente por al
menos dos predictores. Los residuos subrayados corresponden a los aminodcidos centrales de los péptidos

MHCII

. . Epitopes de LB Epitopes de LT para Epitopes LT para
Epitopes de LB Lineales Conformacionales MHC 1I (UF) MHC I (UD)
HLA-B*35.01
LIVGDPSSF (77-85),
HLA-B*35:01
_ 13-
PSSFQEKDADTLPGKVE FQEKD GK‘%&“QB%E;SI\%%PV LPGKVEQSTLF (93-103)
(82-98) (85-89) 05100 HLA-A*02:01
KVEQSTLESV (96-105)
HLA-C*07:02
SFQEKDADTL (84-93)
GIS
HLA-DRpB1*01:01 HLA-B*35:01
NNQA(‘}(E‘SIEES%KASFG (4'6]'3418) AGISFEGGKASFGGG VSIQNNQAGISF
“@0) (415-429) (408-419)
B %01 - _B*35-
FASEDGDLSPESSISSEELA SEELAL mliL/\AND;I;lingglgi)G . A}gfﬁ)glflfé(ylzs
(763-782) (778-783) (754-768) (763-774)
HLA-DRB1*13:02 HLA-A*02:01
LR%;)S%?)GQ GQIPEVLISGNAGDV KLDGQIPEVLI
(833-848) (830-840)
PEIEEDTYGHMGDWSEAKIQ IV ATPEL HLA-DRBI*01:01 HLA-B*35:01
(1171-1190) (1166.1173) WSEAKIQDGTLVINW TPEIEEDTY
(1184-1198) (1170-1178)
LGESSASWT HLA.DRB1*01:01
(1353-1361) RYGVLGESSASWTSR
(1349-1363)
Epitopes de LB Epitopes LB Epitopes de LT para MHC II  Epitopes de LT para MHC I
lineales conformacionales

Figura 26. Regiones que contienen epitopes B y T predichas simultdneamente por mas de un predictor. Las
regiones se resaltan en diferentes colores: 1: celeste, 2: rojo, 3: magenta, 4: verde, 5: amarillo y 6:
anaranjado.
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1.2. Seleccidn de los fragmentos

Teniendo en cuenta los resultados del anélisis in silico y las diferentes regiones funcionales
de la proteina descriptas previamente [536], [579], [580] se seleccionaron y clonaron dos
fragmentos con abundantes epitopes B y T para ser evaluados como inmundgenos.

El fragmento F1 seleccionado posee 671 aminodcidos (aa 68-739) y corresponde a la
regién N-terminal de PmpD que ademds de tener epitopes T y B contiene una regién RGD: motivo
de unién a integrina descripta por Wehrl y colaboradores [578], la cual podria tener una funcién
adhesina. Asimismo, mediante el analisis in silico se pudo comprobar que varios de los epitopes
incluidos en el fragmento F1 contienen motivos GGA y FxxN. Diversos autores enuncian que estos
motivos son altamente inmunogénicos y que podrian llegar a tener funcién de adhesién en células
eucariotas [259], [536].

El fragmento F2 tiene un tamafio de 547 amino4cidos (aa 693-1240) y contiene una regién
comun al fragmento F1, que incluye la regién RGD. Asimismo, posee epitopes T y B que
corresponden a tres regiones predichas simultdneamente por los predictores y otra regién descripta
por Swanson y colaboradores, KRRECAGGAIFAKRVR que corresponderia a una sefial putativa

de localizacion nuclear [536].

1.2.1. Clonados de F1, F2, GSF1, GSF2 en el Vector pPGEM®-T Easy

Las secuencias codificantes de los fragmentos seleccionados F1 y F2, asi como los genes
sintéticos GSF1 y GSF2 fueron insertadas en el vector pGEM®-T Easy. A partir del ADNp
obtenido por minipreparacién de ADNp, se realizé una PCR con oligonucleétidos especificos. La
presencia e identidad del inserto fueron analizadas por PCR y secuenciacion, respectivamente. Los
resultados mostraron que las secuencias obtenidas estaban completas y correctas con un 98-99% de
identidad en la mayoria de los clones secuenciados corroborados con la herramienta BLAST-n

disponible on line [353].

1.2.2. Clonado de F2 en pET?32a para expresion del fragmento de PmpD

Como se enuncié en el apartado materiales y métodos se decidié continuar con el
fragmento F2. El mismo, se pudo clonar exitosamente en el vector de expresion pET32a. A partir
del ADNp obtenido por minipreparaciéon de ADNp de las colonias recuperadas de la placa de
transformacion, se realizé6 una PCR con oligonucleétidos especificos. Mediante electroforesis en
gel de agarosa se verificé la presencia del inserto ya que se observaron bandas correspondientes al
tamafo molecular del producto de amplificaciéon (Figura 27). La identidad e integridad de la

secuencia de interés fueron verificadas por secuenciacion.
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Figura 27. Electroforesis en gel de agarosa 2%. Calle 1: marcador de peso molecular cuyas bandas
corresponden a los siguientes tamafios: 10, 8, 6, 5, 4, 3, 2, y 1 kpb. Calles 2, 3, 4: se observan las
bandas correspondientes al producto amplificado de F2 de PmpD cuyo tamaifio es 1,644 kpb a partir

de 3 clones de bacterias transformadas.

1.2.3. Obtencioén de la proteina recombinante

La induccién de la expresién de la proteina en E.coli asi como el proceso de purificaciéon
fueron optimizados. A partir de un cultivo de 800 mL se obtuvieron 4 mL de rF2PmpD en una
concentraciéon 0,5 mg/mL. La misma fue verificada por SDS-PAGE observiandose la banda
correspondiente al peso molecular de la proteina recombinante expresada, 66 kDa (Figura 28). La
presencia de la proteina recombinante fue verificada mediante Western-Blot utilizando un
anticuerpo anti-His-Tag. La proteina (rF2PmpD) fue utilizada posteriormente para los ensayos de

inmunizacién y para la evaluacion de la respuesta inmune mediante ELISA.

12 3

- <— 66 kDa

-
.

Figura 28. SDS-PAGE 15% donde se observan bandas correspondientes a F2 de PmpD
recombinante, cuyo PM es 66 kDa. Calle 1: marcador de peso molecular: 116 kDa, 66,2 kDa, 45
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kDa, 35 kDa, 25 kDa, 18,4 kDa, 14,4 kDa. Calles 2 y 3: fracciones recuperadas con imidazol
100mM.

1.2.4. Clonado de GSF2-F2 en pVAXI1 para inmunizacidn génica

Se pudo clonar exitosamente el fragmento GSF2-F2 en el vector para inmunizacién génica
pVAXI1. El ADNp recuperado de las colonias de la placa de transformacién fue sometido a PCR
con oligonucledtidos especificos y se corrobord la presencia del inserto, debido a que se observaron
bandas correspondientes al peso molecular del fragmento (Figura 29). Asimismo, se volvid a
chequear la identidad de la secuencia de interés y su correcta insercién, por secuenciacién. El
fragmento se encontré completo y correctamente incorporado al vector. Se detectaron 3 mutaciones
puntuales en 3 pb de las cuales s6lo una cambia un aminodcido (particularmente una valina (aa 57)

por una alanina), el cual no pertenece a ninguno de los epitopes predichos.

1234

<— 1,762 kpb

Figura 29. Electroforesis en gel de agarosa 2%. Calle 1: marcador de peso molecular cuyas bandas
corresponden a los siguientes tamaifos: 10, 8, 6, 5, 4, 3, 2, y 1 kpb. Calles 2 y 3 producto
amplificado de GSF2-F2 de PmpD cuyo tamaiio es 1,762 kpb a partir de 2 clones. Calle 4: control
de reactivos de la PCR.

1.2.5. Maxipreparacion de pVAX1-GSF2-F2PmpD.

Una vez obtenida la construccién plasmidica correcta, se procedié a obtener el ADNp en
cantidad y calidad suficientes para el protocolo de inmunizacién génica.

A partir de un cultivo de 200 mL se obtuvieron 200 pL. de pVAX1-GSF2-F2PmpD con una
concentraciéon de 19,8 pg/uL. El plasmido fue chequeado por electroforesis en gel de agarosa
donde no se observé presencia de ADNg ni restos de ARN (Figura 30). Asimismo, se obtuvo una

relacién 260/280 de 1,9 lo que indica que tiene una pureza adecuada.
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Figura 30. Electroforesis en gel de agarosa 1%. Calle 1: marcador de peso molecular cuyas bandas
corresponden a los siguientes tamaiios: 10, 8, 6, 5, 4, 3, 2, y 1kpb. Calles 2, 3 y 4: producto de la
maxi preparacion de ADNp obtenido (pVAX1-GSF2-F2PmpD) puro, diluido 1/100 y 1/1000

respectivamente.

2.  Inmunizacién de ratones hembras con las diferentes formulaciones vacunales

Como se detalla en el apartado materiales y métodos, se evalud la estrategia de inmunizacién
prime-boost. La misma consistié en realizar una primera dosis por via intradérmica con el plasmido
para la inmunizacién génica con la secuencia codificante del gen sintético y el fragmento F2 de
PmpD para los grupos tratados (pVAX1-GSF2-F2PmpD) y sin ella para los controles (pVAX1).
Luego se realizaron dos dosis simultineas de rF2PmpD con liposomas por via nasal y con
liposomas (Lp) e inmunoestimulantes (Gem o CpG) por via subcutdnea. Los grupos controles

fueron inoculados con las formulaciones sin la proteina.

2.1 Evaluacién de anticuerpos anti-rF2PmpD, IgG e IgA en lavados vaginales y en suero

Teniendo en cuenta que la respuesta humoral tanto sistémica como local (en mucosas) es una
de las caracteristicas fundamentales que debe tener la vacuna contra C. trachomatis, se evaluaron
anticuerpos especificos contra rF2PmpD en los ratones inmunizados con las diferentes

formulaciones tanto en suero como en lavado vaginal.
2.1.1 Evaluacién de anticuerpos anti-rF2PmpD en suero

La Figura 31 muestra la evolucién en el tiempo de los niveles de anticuerpos especificos de

tipo IgG (A), IgG1 (B) e IgG2a (C) para cada grupo experimental.
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Resulta interesante observar que después de la tercera dosis los tres grupos experimentales
PmpD, PmpD-Lp-Gem, PmpD-Lp-CpG presentaron un aumento significativo de los niveles de IgG
totales, IgG1 e IgG2a anti-rF2PmpD en suero respecto a los grupos controles (Lp-Gem, Lp-CpG)
(p<0,001). En ese tiempo, entre los tres grupos experimentales que recibieron proteina se destacan
los grupos PmpD y PmpD-Lp-CpG debido a que presentaron un aumento significativo de IgG e
IgG2a especificas respecto a PmpD-Lp-Gem (IgG: p<0,01; p<0,001, respectivamente; IgG2a:
(p<0,001)). En cuanto a los anticuerpos de isotipo IgG1 se destaca el grupo PmpD-Lp-CpG ya que
present6é un incremento significativo en los niveles de anticuerpos especificos respecto al grupo
PmpD-Lp-Gem (p<0,05).

Después de la segunda dosis se observa un aumento significativo entre el grupo PmpD
respecto al grupo control Lp-Gem (p<0,05).

Por dltimo, es importante resaltar, que no se encontraron anticuerpos especificos IgG, IgG1
e IgG2a en el suero preinmune en ninguno de los grupos inmunizados, ni en los grupos de controles
(Lp-Gem, Lp-CpG) en ninguno de los tiempos evaluados, como era de esperar.

Por otro lado, es importante mencionar que en los animales evaluados a los 30 dias luego
de la tercer dosis, los niveles de anti-PmpD en suero se mantuvieron en un 40-76% IgG totales, en
un 44-77% 1gG1 y 32-67% 1gG2a en los animales inmunizados con PmpD sin inmunestimulantes y
en un 95% IgG totales, y en un 93% IgG1 y sorpresivamente un aumento del 233% de IgG2a en los
animales inmunizados con PmpD-Lip-CpG respecto a los niveles de anticuerpos observados 10

dias pos tercera dosis.

IgG IgG1 IgG2a
4_
a a a B8 PmpD
34 a T PmpD-Lp-Gem
»g b b I Lp-Gem
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Figura 31. Evaluacién de la respuesta inmune humoral. Se representan los niveles de IgG (A), IgG1 (B) e
IgG2a (C) anti-rF2PmpD en suero (dilucién 1/100), a diferentes tiempos: pre-inmune, pos 1° (dia 10), pos 2°
(dia 31) y pos 3° dosis (dia 52), expresados como valores de DO a 450 nn. Diferentes letras muestran

diferencias significativas, ANOVA de dos factores con pos-test de Bonferroni.
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Tabla 15. Media + SEM de los niveles de IgG (A), IgGl (B), IgG2a (C) obtenidos para cada grupo

experimental a distintos tiempos, pre inmune, pos 1° dosis (dia 10), pos 2° dosis (dia 31), pos 3° dosis (dia

52).
A
Grupos
Experimentales
Pre-inmune pos 1° dosis pos 2° dosis pos 3 ° dosis
PmpD 0,19 £0,01 0,24 £ 0,02 0,60 + 0,13" 2,64 +0,09*
PmpD-Lp-Gem | 0,19 +0,02 0,20 £ 0,02 0,35 £ 0,05 2,15 +0,25
Lp-Gem 0,14 £ 0,01 0,18 £ 0,06 0,20 + 0,06 0,28 +£0,07°
PmpD-Lp-CpG 0,09 £ 0,01 0,14 £ 0,04 0,48 £ 0,15 2,91 +0,10"
Lp-CpG 0,18 £0,02 0,14 £ 0,01 0,25 £ 0,04 0,21 £ 0,05°
B
Grupos
Experimentales TGl
Pre-inmune pos 1° dosis pos 2° dosis pos 3 ° dosis
PmpD 0,10 £ 0,01 0,10 £ 0,01 0,32 +0,13 2,32 0,08
PmpD-Lp-Gem | 0,08 + 0,009 0,16 £ 0,04 0,21 £ 0,08 2,22 +0,09°
Lp-Gem 0,09 + 0,008 0,10 £ 0,02 0,1 £0,02 0,19 = 0,007¢
PmpD-Lp-CpG | 0,07 +0,009 0,08 + 0,006 0,22 + 0,04 2,50 £0,10"
Lp-CpG 0,08 + 0,009 0,07 £ 0,004 0,09 + 0,008 0,23 +0,04¢
C
Grupos
Experimentales TeG2a
Pre-inmune pos 1° dosis pos 2° dosis pos 3 ° dosis
PmpD 0,21 £0,04 0,26 £ 0,08 0,51 £ 0,09 2,28 +0,17*
PmpD-Lp-Gem | 0,17 £0,03 0,20 £ 0,03 0,44 £ 0,09 1,33 £0,21°
Lp-Gem 0,09 + 0,003 0,12 £0,03 0,15 £ 0,04 0,18 +0,03¢
PmpD-Lp-CpG | 0,095 £ 0,023 0,19+0,11 0,40 £ 0,18 2,00 £0,22*
Lp-CpG 0,13 £0,03 0,19 £ 0,05 0,21 £ 0,06 0,26 +0,06°

Diferentes letras muestran diferencias significativas, ANOVA de dos factores con pos-test de Bonferroni.

Para poder visualizar mejor los niveles de anticuerpos que presentaron cada uno de los
animales se muestran las DO obtenidas pos 3° dosis mediante un grafico de puntos (Figura 32).
Como se observé anteriormente los tres grupos experimentales PmpD, PmpD-Lp-Gem, Pmp-Lp-

CpG presentaron niveles significativamente mds altos de anticuerpos anti-rF2PmpD IgG, IgGl e
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IgG2a en suero respecto a los grupos de controles (p<0,001). De las dos formulaciones con
inmunoestimulantes el grupo PmpD-Lp-CpG present6 niveles mds altos de IgG respecto a PmpD-
Lp-Gem (p<0,01), aunque cabe mencionar que este Ultimo grupo presenta mayor dispersion entre
animales. Asimismo, de los tres grupos experimentales que recibieron proteina se destacan los
grupos PmpD y PmpD-Lp-CpG ya que presentaron niveles mds altos de IgG2a respecto a PmpD-
Lp-Gem (p<0,01; p<0,001, respectivamente).

IgG post 3° dosis IgG1 post 3° dosis IgG2a post 3° dosis
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Figura 32. Evaluacién de la respuesta inmune humoral. Se representan los niveles de IgG totales (A),
IgG1(B) e I1gG2a (C) anti-rF2PmpD en suero (dilucién 1/100) del dia 52 (pos 3° dosis), expresado como
valores de DO a 450 nm. Diferentes letras muestran diferencias significativas, ANOVA de un factor con pos-

test de Bonferroni.

2.1.1.2. Titulacién de los anticuerpos anti-F2PmpD IgG, IgG1 e IgG2a en suero.

Teniendo en cuenta que se detectaron altos niveles de anticuerpos especificos diez dias pos
dltima dosis, se titularon los sueros de los animales. En la Figura 33 se observan las curvas de
titulacién y los titulos obtenidos para cada animal segun el valor de cut-off para los anticuerpos IgG
totales, IgG1 e IgG2a, respectivamente. En todos los casos se observa que la curva del grupo
PmpD-Lp-Gem presenta menores DO respecto a los otros dos grupos experimentales, cuyas curvas
fueron similares.

Todas las formulaciones presentaron titulos similares de anticuerpos IgG totales e IgGl.
Sin embargo, el grupo PmpD-Lp-CpG present? titulos superiores de anticuerpos IgG2a respecto al
al grupo PmpD-Lp-Gem (p<0,001). En la Tabla 16 se muestran la mediana y el rango intercuartil

de los titulos obtenidos para cada grupo experimental.
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Figura 33. Curva de titulacién y titulos de anticuerpos especificos IgG, IgG1, IgG2a en suero pos 3° dosis.

El cut off es representado con la linea horizontal y su valor estd indicado sobre la linea correspondiente. Para

la curva de titulacion los resultados fueron expresados como la media de las DO a 450nm para cada grupo

experimental en funcién del logaritmo de 1: dilucién. Diferentes letras muestran diferencias significativas,

Kruskal-Wallis con pos-test de Dunn.
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Tabla 16. Mediana y rango intercuartil de los titulos de IgG, IgGl, IgG2a obtenidos para cada grupo

experimental 10 dias pos 3° dosis.

Grupos IgG IgG1 IgG2a
Experimentales

PmpD 16000 (4000-16000) 64000 (1000-64000) 16000 (10000-16000)™"
PmpD-Lp-CpG 4000 (4000-64000) 16000 (10000-256000) | 64000 (40000-64000)*
PmpD-Lp-Gem 4000 (2500-4000) 16000 (8500-40000) 4000 (2500-4000)°

Diferentes letras muestran diferencias significativas, Kruskal-Wallis con pos-test de Dunn.

2.1.2  Evaluacién de anticuerpos anti-F2PmpD IgG e IgA en lavados vaginales

Con el objeto de evaluar la respuesta inmune humoral en mucosa vaginal se determinaron
los niveles de anticuerpos especificos IgG e IgA. Si bien se realizaron las evaluaciones a todos los
tiempos s6lo se grafican los resultados obtenidos pos 3° dosis ya que en las dosis anteriores no se
observaron niveles relevantes de anticuerpos en mucosa vaginal.

En la Figura 34 se puede observar que los grupos PmpD y PmpD-Lp-CpG presentaron un
aumento significativo de IgG anti-PmpD en lavado vaginal respecto a los grupos controles (Lp-
Gem, Lp-CpG) (p<0,01). Entre los tres grupos experimentales que recibieron proteina, se
observaron niveles significativamente mayores de IgG especificos en el grupo PmpD-Lp-CpG
respecto al grupo PmpD-Lp-Gem (p<0,05). Sin embargo el grupo PmpD-Lp-Gem fue el tnico que
presenté niveles de IgA especifica mayores respecto al grupo control (Lp-Gem) (p<0,05).
Asimismo, es importante mencionar que no se encontraron anticuerpos especificos en lavados
vaginales preinmunes. En la Tabla 17 se muestras los valores de la media + SEM de las DO

obtenidas para cada grupo experimental.
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Figura 34. Evaluacién de la respuesta inmune humoral. Niveles de IgG e IgA anti-rF2PmpD en lavados

vaginales pos 3° dosis. Diferentes letras muestran diferencias significativas, Mann Whitney.
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Tabla 17. Media + SEM de los niveles de IgG e IgA obtenidos para cada grupo experimental pos 3° dosis.

Grupos
IgG IgA
Experimentales
PmpD 0,30 + 0,08 0,11 0,04

PmpD-Lp-Gem 0,14 + 0,06 0,21 + 0,09

Lp-Gem 0,06 + 0,006 0,06 + 0,006
PmpD-Lp-CpG 0,82 +0,34° 0,32+0,13

Lp-CpG 0,06 0,01 0,12 +0,04

Diferentes letras muestran diferencias significativas, Mann Whitney.

3. Evaluacion de la fertilidad de los animales inmunizados mediante el apareo con machos
de fertilidad comprobada.

Uno de los principales problemas que generan las vacunas contra C. trachomatis son las
respuestas inmunes patolégicas y, como se describid previamente, la infeccién por este patégeno
estd asociada a patologias reproductivas. Por este motivo, la fertilidad de las hembras inmunizados
fue evaluada mediante apareo con machos de fertilidad comprobada.

En la Figura 35 se representan el nimero de sitios de implantacién (A), resorciones (B) y
cuerpos liteos (C). No se observan diferencias estadisticas entre los grupos experimentales.
Asimismo, en todos los grupos, a excepciéon del grupo que no recibié adyuvantes ni

inmunoestimulantes (PmpD), un animal no fue prefiado en el periodo evaluado (3 semanas).
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Figura 35. Se representan el nimero de sitios de implantacién (A), resorciones (B) y cuerpos liteos (C) para
cada grupo experimental. No se observan diferencias significativas entre los grupos inmunizados con

proteina y sus respectivos controles (Mann Whitney).

En la Tabla 18 se muestran la mediana y rango intercuartil de los pardmetros de fertilidad

evaluados para cada grupo experimental. No se encontraron diferencias significativas en el
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potencial de fertilidad ni en la tasa de pérdida de pre-implantacion ni en la tasa de pérdida pos-

implantacién entre los grupos experimentales.

Tabla 18. Potencial de Fertilidad, Tasa de pérdida de pre-implantacién, Tasa de pérdida de pos-implantacién

expresados en porcentajes. Se muestra la mediana y entre paréntesis el rango intercuartil.

expg;ltllléz:ales Potencial de Fertilidad (%) pre’I-‘iz:rslz;)l(li{fcri((i’)ir(li?%) pogii:fl?)&(:l{);;i%i:iz(‘%)
PmpD 46,15 (38,46 - 73,08) 40 (17,42 - 47,73) 33,33 (5,55 - 41,67)

PmpD-Lp-Gem 46,15 (26,92 - 59,62) 43,75 (17,71 - 62,50) 7,14(0 - 18,57)
Lp-Gem 53,85 (30,77 - 71,15) 22,22 (5,55 - 60,10) 7,14 (0 - 28,57)

PmpD-Lp-CpG 46,15 (38,46 - 53,85) 36,36 (33,33 - 54,55) 28,57 (0 - 50)
Lp-CpG 30,77 (9,61 - 75,00) 58,44 (27,44 - 85,36) 16,67 (0 - 83,33)

Los resultados obtenidos sugieren que las formulaciones ensayadas son capaces de inducir la
produccién de anticuerpos especificos y no exibirian trastornos en la fertilidad. Sin embargo es
necesario destacar que los resultados de fertilidad son preliminares debido al escaso nimero de

animales empleados para la prueba.
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Discusion

PmpD de Chlamydia trachomatis es un potencial candidato vacunal

Las vacunas contra las ITS son una prioridad para contribuir al control global sostenible de
las ITS. La infeccién por C. trachomatis es un problema de salud publica en todo el mundo por lo
tanto una vacuna que estimule una respuesta inmune protectiva y que no genere consecuencias
inmunopatoldgicas es la mejor solucidn para controlar esta ITS. Se han evaluado varios disefios de
vacunas, pero hasta el momento no existe una estrategia inmunoprofilactica efectiva a pesar de los
muchos esfuerzos realizados a lo largo de los afios. Muchos investigadores sugieren que una
vacuna exitosa debe ser capaz de generar tanto inmunidad humoral como mediada por células. Por
este motivo, un disefio racional de una vacuna requiere la identificacion de epitopes tanto de LB
como de LT. Por lo tanto, el primer paso fue realizar predicciones in silico de epitopes dentro de la
secuencia aminoacidica de PmpD.

La secuencia completa de aminodcidos de PmpD se adquiri6 a partir de la base de datos del
NCBI [545] y fue la correspondiente al serotipo L2 de PmpD, la cual es una de las proteinas més
conservadas entre los serotipos de C. trachomatis [540]. Asimismo mediante una alineacion
multiple con Clustal Omega se confirmé que todos los serotipos (del A al L) comparten entre el
99% y el 100% de identidad de secuencia de aminodcidos. Teniendo en cuenta que PmpD
desempefia un papel critico en la biologia y patogénesis de C. trachomatis, particularmente en la
interaccién con las células huésped [581], resulta interesante determinar la presencia y localizacion
de epitopes de LB.

En la presente tesis se predijeron los epitopes de LB con una sensibilidad y una
especificidad del 75% y el 50%, respectivamente, empleando dos algoritmos, BepiPred para
epitopes lineales y DiscoTope para epitopes conformacionales. BepiPred predijo 48 epitopes de LB
lineales mientras que DiscoTope identific 57 residuos que podrian formar parte de 12 epitopes de
LB conformacionales. Respecto a epitopes lineales, diez de los motivos GGA y FxxN estidn
incluidos en las regiones identificadas como epitopes. Estos motivos pueden modular la
conformacién de la proteina implicada en la adhesién o pueden modular la interaccién con los
receptores de las células eucariotas [259].

Teniendo en cuenta que los epitopes conformacionales se predicen utilizando un modelo
3D, la confiabilidad del modelo debe ser tenida en cuenta, particularmente en las regiones
pronosticadas como epitopes de LB conformacionales. Segtn los pardmetros brindados por Raptor
X se sugiere que la calidad del modelo predicho es buena. Asimismo, otro programa RAMPAGE,
indicé que una alta proporcion (86%) de los residuos que forman parte de los epitopes de LB se
encuentran en regiones favorecidas. Por otro lado, el andlisis con ANOLEA indicé que el 45% de

aminodcidos modelados por RaptorX y el 85% de los residuos de los epitopes conformacionales
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tienen alta energia. Esto no es sorprendente dado que la mayoria de los epitopes conformacionales
fueron predichos en bucles, que son un gran reto en el modelado de proteinas porque a menudo
representan inserciones o deleciones en proteinas homdlogas, las cuales estin menos confinadas
por las restricciones derivadas de la alineacién [549], y son usualmente estructuras con energia
positiva como lo indicado por ANOLEA u otros servidores [582], [583].

Resulta interesante destacar que 9 epitopes fueron predichos simultdneamente por ambos
predictores, BepiPred y DiscoTope. Por lo tanto, el andlisis realizado utilizando un enfoque
bioinformatico contribuyé a identificar numerosos epitopes de LB lineales y conformacionales, y
esto estd en concordancia con estudios previos en los que se describieron anticuerpos anti-Pmp en
suero de pacientes infectados con C. trachomatis [259]. Por otra parte, Tan y colaboradores 2009,
indicaron que algunas Pmp, incluyendo PmpD, pueden ser expresadas abundantemente o estar
especificamente mds expuestas en la superficie de C. trachomatis ya que observaron que provocan
una respuesta robusta de anticuerpos en adolescentes con y sin EIP [287]. Varios investigadores
también han demostrado la capacidad neutralizante de los anticuerpos anti-PmpD [486], [536],
[579], los cuales, segin un ensayo in vitro, tendrian mayor efectividad aquellos anticuerpos
generados por los serotipos Ba, D, L2, E respecto a los generados por los serotipos A, C, F, Gy K
[486]. Si bien hay un alto porcentaje de similitud entre secuencias, estas diferencias podrian estar
relacionadas con pequefios cambios en un aminodcido especifico. Por lo tanto resulta interesante
definir epitopes incluidos en regiones que se conserven simultidneamente para seleccionar aquellos
capaces de inducir anticuerpos neutralizantes contra todos los serotipos. A partir de esto, en la
presente tesis, se identificaron seis regiones que contienen epitopes de LB y de LT, que ademas se
conservan entre todos los serotipos (A-L). Ademds de ser util para el disefio de vacunas, la
prediccién de epitopes de LB puede contribuir al disefio de métodos de diagndstico.

Por otro lado, es necesario remarcar que una respuesta humoral adecuada depende de la
respuesta apropiada de los LT CD4+. Asimismo, las vacunas que inducen respuestas inmunitarias
celulares son esenciales para las infecciones causadas por patégenos intracelulares, como lo es C.
trachomatis. Uno de los principales impedimentos para el desarrollo de vacunas incluye la
dificultad para identificar antigenos de LT relevantes que provoquen inmunidad celular protectora
[584]. La inmunidad mediada por LT CD4+ y, en menor grado LT CD8+, es un componente
importante de la defensa del huésped contra la infeccidon por C. trachomatis [212]. Estos LT
reconocen antigenos de C. trachomatis especificos en moléculas de MHCI y MCHI,
respectivamente [259]. La identificacién de epitopes presentados por las moléculas del MHC
permite el desarrollo de una respuesta eficaz de LT contra C. trachomatis. En la presente tesis, se
emplearon los programas NetMHC y NetMHCII para la prediccion de epitopes de LT. NetMHC
predijo 271 epitopes de LT de diferentes longitudes (9aa, 10aa, 11aa, 12aa) con afinidad débil a las
moléculas MHC 1y 70 epitopes de LT de diferentes longitudes (9aa, 10aa, 11aa, 12aa) con fuerte
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afinidad a las moléculas MHC 1. Por otra parte, NetMHCII predijo 742 epitopes de LT de 15aa con
fuerte afinidad y 2903 epitopes de LT de 15aa con débil afinidad por las moléculas de MHC de
clase II para los alelos MHC mads prevalentes, tanto en Argentina seglin Perusco y colaobradores
2014 [562] como en Norteamérica y Europa [585]. Estos epitopes son abundantes y se distribuyen
homogéneamente a lo largo de la secuencia de la proteina. Multiples alelos de MHC Clase II son
capaces de unirse al mismo epitope, este comportamiento fue observado para varios epitopes. Las
respuestas inmunes mediadas por LT CD4+ y CD8+ en humanos y ratones son inducidas por la
infeccion por C. trachomatis, sin embargo el papel de los LT CD8+ en la inmunidad protectora no
estd claro. En el modelo murino, los LT CD8+ contribuyen significativamente a la patologia en el
tracto genital superior [286] e infertilidad, pero los LT CD8+ no son necesarias para eliminar la
infeccion del tracto genital o para proteger contra la reinfeccién [276]. Por lo tanto, los resultados
obtenidos a partir de este andlisis son prometedores debido al hecho de que se encontraron mads
epitopes capaces de vincularse con una fuerte afinidad a moléculas del MHC de clase II con
respecto a los epitopes predichos que se unirdn a moléculas del MHC de clase I, que son menores y
con una afinidad débil. A partir de los resultados es posible elegir una secuencia de PmpD que
contenga una fuerte afinidad por las moléculas del MHC de clase II, lo que favoreceria una
respuesta contra C. trachomatis de tipo T CD4+.

Los andlisis comparativos realizados por los predictores simultineamente permitieron
identificar seis regiones que tienen epitopes de LB lineales y conformacionales y de LT con
afinidad por las moléculas MHC 1 (interaccién débil) y por las moléculas MHC II (interaccién
fuerte). Estos resultados son muy valiosos ya que permiten delinear una serie de estrategias de
inmunizacién, incluyendo la sintesis de epitopes individuales que podrian administrarse como
unicos o en combinacion, el disefio de una molécula quimérica multiepitope o la selecciéon de
fragmentos que contienen varias regiones inmunogénicas.

Teniendo en cuenta los resultados del andlisis in silico y las regiones funcionales de la
proteina, descriptas previamente [536], [579], [580], se seleccionaron y clonaron dos fragmentes
con abundantes epitopes B y T para ser evaluados como inmundgenos. El fragmento F1
seleccionado posee 671 aminodcidos (68-739 aa) corresponde a la regién N-terminal de PmpD que
ademds de tener epitopes de LT y de LB contiene una regién RGD: motivo de unién a integrina
descripta por Wehrl y colaboradores, la cual podria tener una funcién adhesina [579]. Asimismo
mediante el andlisis in silico se comprobd que varios de los epitopes incluidos en el fragmento F1
contienen motivos GGA y FxxN. Diversos autores enuncian que son altamente inmunogénicos y
que podrian llegar a tener funcién de adhesion en células eucariotas [259], [536]. El fragmento F2
tiene un tamafio menor, de 547 aminodcidos (693-1240 aa) y contiene una regién comin al
fragmento F1 la cual contiene la regién RGD. Asimismo, posee epitopes de LT y LB que

corresponden a tres regiones predichas simultdineamente por los predictores y otra region descripta

Capitulo 2 Discusién 137



por Swanson y colaboradores KRRECAGGAIFAKRVR que corresponderia a una sefial putativa de
localizacion nuclear [536].

En este trabajo se decidi6 comenzar por la evaluacién del F2. Segin la bibliografia
consultada, si bien se han evaluado regiones similares a F1 [586] no se encontraron trabajos que
evalden la regiéon C-terminal de PmpD. Por lo tanto, en un primer momento resulta interesante
comenzar con la evaluacién de F2 de PmpD y posteriormente evaluar F1. Asimismo, se plantea la

posibilidad de formular una vacuna que contenga ambos fragmentos.

Potenciales alternativas basadas en la estrategia prime-boost para inducir inmunidad hacia
PmpD de Chlamydia trachomatis

Para el disefio racional de una vacuna, ademds del antigeno resulta necesario definir la
estrategia de inmunizacién mediante del empleo de adyuvantes y/o sistemas delivery, asi como las
rutas de inoculacion.

En Ila presente tesis se decidié emplear la estrategia de prime-boost debido a que es un
método que ha demostrado ser eficaz para inducir y mejorar respuestas inmunes tanto humorales
como celulares [587], [588]. Estas estrategias se han aplicado para el desarrollo de vacunas contra
enfermedades infecciosas y se ha comprobado que son enfoques prometedores y exitosos en
ensayos preclinicos y clinicos [588]. La razén principal para usar esta estrategia es desarrollar la
capacidad para estimular o reforzar el sistema inmunolégico de diferentes maneras durante la
vacunacién. Una vacuna a ADNp induce respuestas inmunes mediadas por células y también son
altamente efectivas en inducir LB de memoria especificos del antigeno. Por otra parte, las vacunas
proteicas suelen ser eficientes para generar respuestas inmunes humorales, pero generalmente
resultan ineficientes para provocar una inmunidad mediada por células, la cual es importante para
la proteccién contra patogenos intracelulares [589], [590]. Asi, la estrategia de prime-boost
utilizando ADNp y proteina puede generar respuestas complementarias que mejoren los resultados
obtenidos con cada una de las estrategias individuales [591]. Segiin la bibliografia consultada,
existen pocos trabajos que evalien vacunas contra C. trachomatis que empleen la estrategia de
prime-boost. Las publicaciones encontradas son recientes y evalian esta estrategia empleando
como antigeno MOMP [592] y el sistema de secrecién tipo III (T3SS) [593], cuya funcién
principal es trasladar proteinas efectoras a la célula huésped para la manipulacién de procesos
celulares eucariéticos [594].

Existe un repertorio de trabajos que evalian potenciales vacunas para Chlamydia
empleando como inmunoestimulante CpG en sus formulaciones por diversas rutas de
administracién, en su mayoria intramuscular y en algunos casos intranasal, las cuales coinciden en
la respuesta inmune que generan mds alld del antigeno que emplean. En todos los trabajos emplean

proteinas recombinantes y/o subunidades purificadas e interesantemente observan una respuesta
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inmune caracteristica del perfil Thl particularmente un aumento de anticuerpos de isotipo IgG2,
aumento de IFN-y y en algunos casos de TNF-a [595], [596], [597]. En estos trabajo se han
evaluado los ODN sintéticos que contienen motivos CpG modificados con fosfotioato (PS-ODN)
como adyuvantes [572], [598], los cuales son resistentes a la actividad de nucleasas. Sin embargo,
otros estudios han informado que ratones tratados con PS-ODN podrian presentar efectos
secundarios, como esplenomegalia transitoria, destrucciéon de foliculos linfoides, artritis y
produccién de IgM especifica de PS-ODN [599]. Particularmente, un trabajo reciente demostré que
PS-ODN 1826 puede agravar las lesiones tisulares inducidas por C. muridarum [600]. En
consecuencia, el uso de CpG con enlaces fosfodiéster (PO-ODN) como contraparte natural de PS-
ODN podria representar una alternativa para mejorar una respuesta inmune sin generar efectos
secundarios severos. Asimismo se ha demostrado que agregar CpG a antigenos proteicos
convencionales mejora la produccién de anticuerpos especificos. Sin embargo, la vida media de
CpG es inferior a 60 minutos, incluso utilizando PS-ODN, debido a la rdpida eliminacién por
adsorcion a proteinas del suero; por lo tanto, es necesario prolongar su biodisponibilidad [507],
[601]. El uso de liposomas para co-encapsular el CpG y un antigeno proteico es un método vélido
para elevar la vida media del oligonucleétido y permitir que las CPA capturen ambas moléculas, lo
que podria aumentar las posibilidades de mejorar las respuestas inmunes [602], [603].

Los CpG que se evalian en la presente tesis, ademds de presentar enlaces fosfodiéster,
tienen la ventaja de estar co-encapsulados con liposomas, los cuales podrian estimular la activacion
de diferentes células inmunes por vias independientes a TLR-9 conduciendo al incremento de
moléculas co-estimuladoras tales como CD40 y CD69 [604]. La formulacién que contiene
liposomas y CpG evaluada en la presente tesis ya ha sido previamente valuada por el grupo de
investigacion del Laboratorio de Inmunologia Experimental en diversas oportunidades en modelos
murinos empleando, como antigeno modelo, albimna sérica bovina y antigenos de Staphylococcus
aureus. Ambos estudios mostraron la generacién de una respuesta inmune humoral con altos titulos
de anticuerpos, de la subclase IgGG2a y estimulacion de respuesta celular con produccién de IFN-y y
carencia de efectos adversos cuando las formulaciones se administraron por via subcutinea o
intraperitoneal [508]. Estos resultados previos son alentadores ya que la presencia de este
inmunoestimulante estaria generando el perfil inmune necesario para una vacuna contra C.
trachomatis. Por otro lado, es importante mencionar que en la mayoria de los estudios sobre
vacunas para C. trachomatis evalian MOMP como antigeno y no se ha descripto hasta el momento
la inmunizacién utilizando PmpD con CpG. Por lo tanto, la evaluacién de la formulacién planteada
en la presente tesis resulta original ya que contiene PmpD formulada con liposomas catiénicos y
CpG.

Las formulaciones basadas en gemini han sido exploradas ampliamente debido a sus

propiedades fisicoquimicas y potenciales aplicaciones en el drea de la biologia [510], [511], [605].
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Particularmente han atraido gran interés como agentes para el delivery de drogas y para terapia
génica. Asimismo, han mostrado resultados prometedores como aditivos sintéticos en
formulaciones de liposomas para la administracién de farmacos ya que mejoran la fusién con la
membrana celular, la captacién celular, la selectividad, la eficiencia de la transfeccién y la baja
toxicidad [605]. Los surfactantes gemini derivados de aminoécidos naturales son biocompatibles y
biodegradables, lo que hace que cumplan con los requisitos tanto de compatibilidad biolégica como
ecolégica. En particular aquellos que incluyen cisteina en su estructura y que estdn siendo
estudiados intensamente en los dltimos 5 afios, se forman por dimerizacion espontdnea en solucion
a pH fisiol6gico a partir de estructuras monoméricas, dando lugar a la formacién de sistemas
supramoleculares estables capaces de englobar ADN o ARN, proteinas y drogas de uso terapéutico.
Particularmente, el gemini que se evalia en una de las formulaciones vacunales en la presente tesis
es 100% biocompatible e incluye cisteina en su estructura por lo tanto tiene la capacidad de
englobar a la proteina. Otros gemini obtenidos, con variaciones en la secuencia peptidica y/o en el
largo de la regién hidrofébica, han sido evaluados como agentes de transfeccién celular. Algunos
de ellos presentaron una actividad similar y hasta mejorada en relaciéon a los comerciales
disponibles en el mercado como Lipofectamina 2000 y PEI [606]. A pesar de la potencialidad de
estas moléculas, su aplicacion para el delivery de fairmacos estd todavia en una etapa temprana de
desarrollo. En nuestro conocimiento, la capacidad adyuvante de los gemini ain no ha sido
explorada en potenciales vacunas.

En cuanto a las rutas de inmunizacién, como se nombro en la introduccion, es necesario
lograr una respuesta tanto sistémica como local en el sitio de las mucosas genitales. Si bien la
vacunacion parenteral puede generar una inmunidad sistémica eficaz contra muchos patégenos, a
menudo induce poca o ninguna proteccién en las mucosas [607]. Las vacunas parenterales actian
en los ganglios linfaticos periféricos para inducir células de memoria mientras que la exposicién a
vacunas en la mucosa genera una respuesta en el tejido linfoide asociado a la mucosa lo cual enfoca
la respuesta de memoria hacia las superficies de la mucosa [608]. Stary y colaboradores,
demostraron que si bien el subconjunto de células memoria en circulacién contribuye a la respuesta
contra C. trachomatis, su papel protector es subdptimo en ausencia de LTmr. Sin embargo, pocas
vacunas administradas por la via de las mucosas estdn actualmente disponibles para uso en
humanos, y la mayoria de estas vacunas estdn constituidas por microorganismos atenuados, que a
su vez pueden causar infecciones en personas vulnerables [609]. Particularmente, se ha demostrado
que la inmunizacién intranasal puede inducir inmunidad en las mucosas genitales [529], [610],
aunque la evidencia también sugiere que la inmunizacidén sublingual también induciria una
respuesta inmune en mucosas genitales [611]. Sin embargo, resulta prometedor emplear la via
nasal, ya que este compartimento tiene un tejido linfoide asociado a la nariz, con sitios inductores

responsables de estimular inmunidad en los respectivos compartimentos mucosos [612], [613].

Capitulo 2 Discusién 140



Considerando que el tracto genital carece de estos sitios inductores inmunes [613], se selecciond la
inmunizacién alternativa (nasal) que utiliza sus propios sitios inductores para promover la
inmunidad local del tracto genital. Es importante mencionar que la potencial vacuna para C.
trachomatis que estd en fase clinica I utiliza las rutas de administracién simultdneas, intramuscular
y nasal [488]. Existen estudios recientes que evalian potenciales vacunas para Chlamydia spp.
combinando la via parenteral con la de mucosas (genital, nasal o sublingual) [521], [524], [614]

aunque ninguno de ellos evalda PmpD como antigeno vacunal.

La estrategia de prime-boost genera una respuesta inmune humoral sistémica y local en
mucosas

La estrategia de inmunizacién prime-boost con F2 de PmpD sola o formulada con
liposomas e inmunoestimulantes fue capaz de generar una respuesta inmune humoral tanto
sistémica, en suero, como en mucosa vaginal. Un buen disefio de la estrategia de prime-boost puede
ampliar el alcance de las respuestas inmunitarias. Varios trabajos han demostrado que mejora
cualitativamente y cuantitativamente las respuestas inmunes celulares y la proteccion contra
patégenos [615], [616], [617]. Otros autores demostraron que el prime con ADNp, indujo
preferentemente respuestas inmunitarias celulares de tipo Thl, mientras que el booster con la
proteina recombinante, indujo principalmente respuestas sesgadas de tipo Th2, por lo que estos
autores sugieren que la estrategia de prime boost condujo a un aumento significativo de
anticuerpos, activacioén de diferentes perfiles de LT y produccién de citoquinas [618]. Otra ventaja
de la estrategia de prime-boost es que puede mejorar la efectividad de las vacunas existentes,
principalmente la respuesta humoral. Particularmente, diversos autores han observado que la
estrategia de prime-boost genera respuestas robustas y homogéneas, con altos titulos de anticuerpos
y de larga duracion comparado con estrategias homologas en las que se administra s6lo la proteina
recombinante [619], [620], [621]. Como se enuncid anteriormente la estrategia de prime-boost ha
sido evaluada para C. trachomatis en pocos trabajos recientes empleando antigenos diferentes a
PmpD [592], [593]. Es interesante destacar que en ambos estudios, la estrategia de prime-boost
incrementd los niveles de anticuerpos séricos, respecto a estrategias homdlogas, con titulos
aproximados de IgG 1:1000, los cuales tenian capacidad neutralizante. Asimismo, se observd que
el prime con ADNp incrementa los niveles de IgG2a en comparacién a IgGl, lo cual resultaria
beneficioso para la proteccién contra C. trachomatis [592].

Los resultados hallados en la presente tesis son alentadores ya que demuestran que la
estrategia de prime-boost gener6 una respuesta humoral sistémica con titulos de anticuerpos IgG
totales entre 1:1000 y 1:64000 tanto en el grupo que recibié PmpD sola como los que recibieron las
formulaciones con liposomas e inmunoestimulantes. Entre los tres grupos que presentaron

anticuerpos especificos no se observaron diferencias en los niveles de anticuerpos IgG e IgGl
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séricos. Los titulos hallados para IgG1 fueron entre 1:1000 y 1:256000. Sin embargo, es interesante
destacar que entre las formulaciones con y sin inmunoestimulantes se observaron diferencias en los
niveles de anticuerpos IgG2a séricos. La formulacién que presenté mayores titulos de IgG2a fue la
que contenia F2PmpD acompafiada de liposomas con CpG (1:16000-1:64000), en segundo lugar la
proteina sola (1:4000-1:16000), mientras que la que indujo menor titulo fue la formulacién que
contenia F2PmpD acompafiada con liposomas y gemini con titulos entre 1:1000-1:4000. Varios
autores han descripto que niveles elevados de anticuerpos IgG2a especificos para Chlamydia spp.
se asocian con la proteccion frente a la infeccién con este patégeno [592], [593], [622]. Teniendo
en cuenta que el switch o cambio de clase a IgG2a estarfa mediado por IFN-y [586], esta respuesta
puede asociarse a respuestas celulares de perfil Thl, lo cual, como se ha descripto en introduccién,
seria efectivo para conferir proteccién contra C. trachomatis.

Ademds de considerar los niveles e isotipos de anticuerpos es importante evaluar la
capacidad neutralizante. En el trabajo de Badamichi-Zedek y colaboradores donde evaldan la
estrategia de prime-boost, demostraron que sueros de ratones inmunizados con MOMP diluidos
1:512 fueron capaces de neutralizar hasta el 90% la infectividad de EB in vitro, mientras que
diluciones menores neutralizaron un 100% [592]. Por lo tanto, los resultados obtenidos respecto a
la respuesta inmune humoral inducida por la estrategia de prime-boost son alentadores debido a que
los anticuerpos tienen un papel fundamental en el disefio de vacunas para C. trachomatis, sin
embargo en futuros ensayos debera evaluarse la capacidad de neutralizacién de los anticuerpos
generados. Algunos autores han descripto que los anticuerpos son fundamentales para brindar
proteccién frente a re-infecciones [276], [283], [472], [623] y juegan un papel determinante en la
resolucion de infecciones primarias actuando cooperativamente con los LT CD4+ [534], [624] para
la eliminacion de Chlamydia spp. Asimismo, varios estudios han relacionado la presencia de
anticuerpos con la proteccion frente a patologias del tracto genital superior [521], [625].

Los mecanismos por los que los anticuerpos median la resistencia atin no son tan claros
[626]. La disminucién de la infeccién o la eliminacién temprana a re-infecciones por Chlamydia
spp. podrian estar mediadas por las funciones efectoras de los anticuerpos. En este sentido, varios
trabajos han descripto que anticuerpos especificos de isotipo IgG2a median funciones efectoras
incluida la ADCC [593], [627]. El mecanismo de ADCC amplifica las funciones de las CPA y
mejora la presentacion de antigenos potenciando las respuestas de los LT CD4+ [484]. No obstante,
también se ha descripto que la opsonizacién de EB por algunos isotipos de IgG podria afectar la
captacién de Chalmydia por las células [628]. Especificamente, un estudio ha demostrado que los
sueros policlonales anti-MOMP con predominio de isotipo IgG1 respecto a los niveles IgG2a
aumentan la infeccién en una linea celular a través de la captaciéon mediada por FcRn de los EB
recubiertos con IgG, lo que sugiere un papel negativo para los anticuerpos IgG1, especificos de

MOMP [629]. Posiblemente esta funcidn efectora podria estar relacionada con lo que indican
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algunos estudios epidemiolégicos que asocian los altos titulos de anticuerpos con infertilidad y no
con la resolucién de la infeccién o el control del ascenso del patdgeno al tracto genital superior
[630].

En un trabajo reciente de Paes y colaboradores evalian un fragmento de PmpD
recombinante de 65 kDa, especificamente entre el aminoacido 68 y 698 por via subcutdnea con un
adyuvante lipidico de segunda generacion (SLA) agonista de TLR-4. Cabe recordar que en la
presente tesis se evaludé otro fragmento correspondiente a la regiéon media y C-terminal
particularmente entre los aa 693 y 1240 [586]. Estos autores obtuvieron titulos séricos aproximados
de 1:10000 para anticuerpos especificos de isotipo IgGl, sin presencia de anticuerpos IgG2a
cuando evaluaron la proteina sola, y titulos de anticuerpos especificos incrementados aproximados
de 1:1000000 para IgGl y 1:100000 para IgG2c cuando inocularon la formulacién con el
adyuvante (cabe aclarar que emplearon ratones de la cepa C57BL/6). Sorpresivamente tanto la
formulacién con PmpD sola como con adyuvantes disminuyeron la carga bacteriana sin presentar
diferencia significativa entre los grupos pese a la diferencia en los titulos de anticuerpos hallados,
aunque las formulaciones con adyuvantes resolvieron en menor tiempo la infeccién.

Si bien los datos obtenidos sobre los niveles de anticuerpos detectados el dia del sacrificio
son preliminares, resulta interesante discutir esos resultados. Particularmente porque se observé
que empleando la proteina sola los niveles de anticuerpos de isotipo IgG totales, IgG1 e IgG2a se
mantuvieron (al menos pos 30 dias de la dltima dosis) en un 32-77 %, aproximadamente. Sin
embargo, se observé que los anticuerpos generados por la formulacién que contiene liposomas y
CpG se mantuvieron en un 95 % para IgG totales y 93 % para IgGl e interesantemente se
incrementaron al menos un 200 % los niveles de anticuerpos especificos de isotipo IgG2a. Es un
dato muy interesante que sugiere que los liposomas podrian estar realizando una liberacion
controlada de la proteina lo que conduce al mantenimiento y aumento de los niveles de anticuerpos
séricos. Como se nombrd anteriormente, CpG es un inmunoestimulante que, en formulaciones
vacunales contra Chlamydia, es capaz de generar una respuesta inmune celular con perfil Thl,
aumento de IFN-y y predominio de anticuerpos de isotipo IgG2a [595], [596], [597]. Como se
menciond previamente, este perfil es similar al observado por nuestro grupo, utilizando la
combinacién de liposomas y CpG con otros antigenos. En ensayos futuros, serd interesante evaluar
los niveles de anticuerpos séricos a largo plazo. Algunos estudios han descripto una respuesta
inmune protectiva pero que es de corta duracién o que no es capaz de evitar la re-infeccién [466],
[631]. En humanos, la re-infecciéon es comin después del tratamiento, y ocurre en
aproximadamente 10% a 20% de los pacientes dentro de los 12 meses [632], [633], [634]. Por lo
tanto, los resultados obtenidos respecto a los niveles séricos de anticuerpos al dia del sacrificio

resultan muy valiosos debido a que uno de los desafios para el disefio de una vacuna contra C.
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trachomatis es generar una respuesta duradera y de memoria, particularmente local mediada por los
LTrm.

Respecto a la respuesta inmune humoral local se obtuvieron resultados alentadores ya que
en los tres grupos de animales que se inmunizaron con PmpD mediante la estrategia de prime-boost
(ya sea sola o formulada con adyuvantes e inmunoestimulantes) fueron capaces de generar una
respuesta humoral en mucosa genital. Existen evidencias claras que los anticuerpos de isotipo IgA
e IgG presentes en la mucosa representan una contribucién importante en la protecciéon inmune
contra la infeccién genital por C. trachomatis [521], [629], [635]. En la presente tesis se observo
que el grupo que recibi6 la proteina sola o acompafada de la formulacién que contenia liposomas y
CpG fue capaz de generar un incremento en los niveles de anticuerpos especificos de isotipo IgG.
En contraste, el grupo que recibié la proteina acompafiada de liposomas y gemini fue el tnico
grupo experimental capaz de generar un incremento significativo de anticuerpos especificos de
isotipo IgA respecto al grupo control. En mucosa vaginal el isotipo IgA ha atraido recientemente la
atencién debido al rol que se le atribuye en la inmunidad protectora contra C. trachomatis [629],
[635]. Especificamente, la IgA secretora (sIgA) puede ser de particular importancia debido a sus
capacidades neutralizantes y antiinflamatorias, en comparacién con IgA monomérica e IgG [636],
[637]. Esta ventaja permitiria evitar la inflamacién excesiva y por lo tanto las patologias
inmunolégicas. Asimismo sIgA es mas resistente a protedlisis por enzimas respecto a anticuerpos
de isotipo IgG, y es hasta 10 veces mas eficaz que IgA monomérica para neutralizar patdgenos
[638]. Por otro lado, se ha demostrado en humanos que la concentracion de IgA en el endocervix se
correlaciona inversamente con la carga de C. trachomatis [638]. Por lo mencionado anteriormente,
es que los protocolos de vacunacién que tienen la capacidad de dirigir las respuestas inmunes en las
mucosas y favorecer la produccién de sIgA son objeto de intensa investigacion [521], [639]. Por lo
tanto, en futuros ensayos seria interesante investigar si los anticuerpos IgA detectados en el
presente estudio son sIgA.

Diversos trabajos demostraron que la via intranasal induce una respuesta humoral en el
tracto genital de isotipo IgA con una rdpida eliminacion de la infeccidn por C. trachomatis [524].
Aln no estd claro si las células plasmaticas productoras de IgA se encuentran en el tracto genital
debido a las inmunizaciones intranasal y solo se activan en presencia del antigeno durante la
infeccién, o si las células plasmdticas secretoras de IgA necesitan migrar a la mucosa del tracto
genital después de la infeccién [524]. Stary y colaboradores demostraron que el establecimiento de
los LTrm es necesario para una Optima protecciéon contra las infecciones genitales por C.
trachomatis [527]. Por otro lado, otros estudios indican que tanto IgG como IgA vaginal tienen un
potencial rol protector contra C. trachomatis [524], [640].

Teniendo en cuenta el rol que cumplen los subtipos de IgG sericos como los isotipos de

inmunoglobulinas en mucosa vaginal frente a la protecciéon contra C. trachomatis resulta
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interesante seguir evaluando tanto la formulacién que contiene F2 de PmpD sola como las que
estdn acompafiadas con liposomas e inmunoestimulantes debido a que las tres generan respuestas
inmunes humorales sistémicas y locales prometedoras. La préxima etapa consistird en evaluar la
capacidad de neutralizacion de la infeccién de C. trachomatis que poseen los anticuerpos que

generan las formulaciones evaluadas.

La estrategia de prime-boost empleando F2PmpD no produciria alteraciones en la fertilidad

Tanto las infecciones por C. trachomatis como las potenciales vacunas presentan una
compleja interaccién de respuestas inmunes que influyen tanto en la proteccién inmunitaria como
en la patologia [485]. Por lo tanto, generar una vacuna contra C. trachomatis sin causar patologias
colaterales es un gran desafio. Los resultados respecto a la evaluacién de fertilidad son alentadores
debido a que ninguno de los grupos experimentales, ni los tratados con F2PmpD ni los controles,
exibieronalteraciones en la fertilidad.

Ninguna de las tres formulaciones con F2PmpD formulada con adyuvantes e
inmunoestimulantes o sin ellos, fue capaz de generar alteraciones en la eficacia de implantacion,
también denominado potencial de fertilidad, ni en la tasa de pérdida pre-implantacién ni en la tasa
de pérdida pos-implantacion. Estos resultados son prometedores debido a que en los tres casos se
observaron respuestas inmunes humorales, tanto sistémicas como en mucosa genital. No obstante,
es necesario reproducir el estudio de fertilidad, por un lado, porque hubo una considerable
dispersion en los porcentajes de respuesta por lo tanto deberia incrementarse el nimero de animales
empleados para el ensayo de fertilidad. Por otro lado, debido a que hubo un animal por cada grupo
que recibi6 adyuvantes con inmunoestimulantes (ya sea con o sin F2PmpD) que no fue prefiado en
el periodo evaluado (3 semanas). Varios estudios han observado que algunas potenciales vacunas,
si bien generan una respuesta inmune que parece prometedora, en muchos casos también generan
secuelas patoldgicas en el oviducto [597]. Por lo tanto, resulta interesante en un futuro
complementar con estudios de histologia de los ovarios y cuernos uterinos. Sin embargo, como se
enuncié anteriormente el CpG empleado como inmunoestimulante en la presente tesis presenta
enlaces fosfodiéster y segin la bibliografia consultada y los resultados obtenidos no genera efectos
adversos. Estos resultados son alentadores debido a que uno de los grandes desafios que presentan
las formulaciones vacunales contra C. trachomatis es la generacién de una respuesta inmune
protectiva sin efectos patolégicos. Para evaluar la efectividad de las tres potenciales formulaciones

vacunales se prevé realizar un desafio con C. trachomatis en modelo murino.
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Conclusiones

Respecto al andlisis in silico, se concluye que PmpD tiene abundantes epitopes de LB y
epitopes de LT distribuidos a lo largo de toda la secuencia. Se podrian seleccionar numerosos
fragmentos como candidatos para el disefio de una vacuna contra C. trachomatis. Con este fin, en
este estudio se identificaron seis regiones que contienen epitopes de LB lineales y
conformacionales y epitopes de LT, principalmente con fuerte afinidad para las moléculas del
MHC de clase 11, que pueden usarse para generar respuestas humorales y celulares principalmente
T CD4+, respectivamente. Estos péptidos antigénicos pueden ser valiosos candidatos para el
diagnéstico, asi como para vacunas preventivas y terapéuticas contra C. trachomatis. Este estudio

permiti6 definir dos fragmentos para ser usados en ensayos de inmunizacién de ratones.

Se logré obtener el pldsmido para la inmunizacién génica con uno de los fragmentos (F2)
de PmpD con el agregado de un péptido sefial. Asimismo, se logré expresar y purificar la proteina
recombinante F2 de PmpD, la cual ademds de ser empleada para el andlisis de anticuerpos

especificos por ELISA se empled para la inmunizacién con la estrategia seleccionada prime-boost.

Se realizé un disefio original y racional de una potencial vacuna para C. trachomatis donde
se consideraron diversos aspectos. Particularmente, ademas de analizar rigurosamente la eleccién y
seleccién de un fragmento del antigeno (PmpD) y la seleccién de estrategias para el esquema de
inmunizacién (prime-boost), se consideraron las vias de administraciéon (subcutdnea-nasal) y
adyuvantes a emplear (liposomas catiénicos conjugados con inmunestimulantes: CpG o gemini).
Las formulaciones vacunales disefiadas pudieron ser obtenidas exitosamente para la evaluacién de

la respuesta inmune humoral y la fertilidad.

El fragmento 2 de PmpD es un candidato atractivo para el disefio de una vacuna. La
estrategia de prime-boost empleando todas las formulaciones (con y sin el uso de liposomas con
adyuvantes e inmunoestimulantes) generd una respuesta humoral, tanto sistémica como local (en
mucosa vaginal) en un modelo murino. Particularmente la formulacién que contenia la proteina
acompafiada de liposomas catiénicos y CpG gener$ altos niveles de anticuerpos IgG2a séricos
especificos lo que sugiere que este inmunoestimulante dirige la respuesta hacia un perfil Thl el
cual es adecuado para una vacuna contra C. trachomatis. Asimismo, la formulacién que contenia
CpG indujo anticuerpos especificos de isotipo IgG en la vagina. Por otro lado la formulacién que
contenia la proteina acompafiada de liposomas con el inmunoestimulante gemini condujo a la
produccién de anticuerpos de isotipo IgA en vagina, los cuales son prometedores debido a su

capacidad neutralizante y potencialmente antiinflamatoria. Las formulaciones evaluadas mediante
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la estrategia de prime-boost no generan alteraciones en los pardmetros de fertilidad evaluados

(potencial de fertilidad, tasa de perdida pre- y pos- implantacién).

Las tres formulaciones que contienen F2PmpD con o sin el agregado de adyuvantes son
buenos candidatos vacunales y los resultados obtenidos justifican la evaluacién en profundidad de
su uso aplicando prime-boost. Particularmente, seria interesante evaluar la capacidad neutralizante
de los anticuerpos séricos y de mucosa genital y conocer la respuesta celular generada por cada
formulacién con F2PmpD, ademas de realizar el desafio para corroborar la capacidad de proteccién

frente a C. trachomatis.
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CONCLUSIONES GENERALES

El presente trabajo de tesis permitié por un lado comprender los factores locales que
regulan la inmunidad de las mucosas en pacientes infértiles con y sin infecciones genitales y por el
otro disefiar, optimizar, desarrollar y evaluar diversas formulaciones vacunales para lograr

inmunidad protectiva contra C. trachomatis sin alterar la fertilidad.

Se concluye que la infertilidad en pacientes femeninos y masculinos, tanto en presencia
como en ausencia de infecciones genitales, es potencialmente generada debido al desequilibrio de
factores inmunoldgicos, evidenciado por alteraciones de citoquinas y factores de transcripcidn

maestros principales de linfocitos T helper.

Estos resultados ponen en evidencia la dificultad de lograr inducir una respuesta inmune
que resulte protectiva de la infeccién y que, a la vez, no comprometa la fertilidad. En este sentido,
también subrayan la importancia de realizar un disefio racional de vacunas, incluyendo una
cuidadosa seleccion del antigeno, de los adyuvantes y del esquema de vacunacién. Las diversas
formulaciones vacunales conteniendo F2 de PmpD son prometedoras, como agentes para inducir
inmunidad contra la infeccién por C. frachomatis, debido a que generan una respuesta inmune
humoral sistémica y en mucosa vaginal y no producirian alteraciones en los pardmetros de

fertilidad.

El presente trabajo de investigacién aporta informacién valiosa para dilucidar posibles mecanismos
de infertilidad en pacientes, contribuyendo a un mejor diagnéstico y tratamiento de este trastorno.
Asimismo, las alteraciones de los factores inmunolégicos halladas en pacientes para cada infeccién
resultan interesantes para contribuir al disefio de estrategias terapéuticas e inmunoprofilacticas
frente a infecciones de transmision sexual.

Por otro lado se avanz6 en el desarrollo de posibles estrategias vacunales preventivas contra
Chlamydia trachomatis, cuya experiencia e informacion obtenidas a partir de un modelo murino
podrian ser aplicables al disefio, optimizacion y desarrollo de estrategias preventivas y/o

terapéuticas para otros patdgenos causales de infecciones de transmision sexual.
En conjunto, la presente tesis brinda elementos para una mejor comprension de los trastornos

reproductivos y aporta posibles herramientas para la prevencién de una infeccidn de transmisién

sexual con gran impacto en la salud reproductiva y neonatal.
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