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Introduccion:

La enfermedad de Chagas causada el parasito hemoflagelado Trypanosoma cruzi (T. cruzi)
afecta actualmente a mas de 7 millones de personas (OMS 2017). En etapa cronica de la
infeccidbn se pueden presentar distintos niveles de disfuncién cardiaca e intestinal que
disminuyen la calidad de vida y pueden causar la muerte (Rassi A. y col 2017). Si bien
existen los farmacos Benznidazol (Bz) y Nifurtimox que tienen accion parasiticida muy
efectiva en la infeccion aguda, estos son menos efectivos en la etapa crénica y su utilizaciéon
no evidencia beneficios para prevenir la sintomatologia de la enfermedad (Morillo C. y col
2015). Ademas, en las dosis utilizadas, estos farmacos desarrollan efectos secundarios
graves que obligan a discontinuar su uso y, por lo tanto, afectan ain mas su efectividad
(Castro J. y col 2006). Por eso, se requiere investigar nuevas alternativas para el tratamiento
del Chagas cronico. En ese sentido y en el marco de una investigacion sobre un tratamiento
efectivo de esta dolencia, en el Laboratorio de tecnologia inmunolégica (LTI) de la
Universidad Nacional del Litoral (UNL), se propuso una terapia basada en la utilizacion mixta
de parasiticida y vacuna. En trabajos previos, se determindé que una vacuna basada en la
proteina la transialidasa (TS) de T. cruzi y el adyuvante ISPA permite aliviar los sintomas en
ratones infectados en forma crénica por T. cruzi (Prochetto E. y col 2022). En el mismo
trabajo se determiné que la administracién de Benznidazol, aplicado en forma posterior a la
vacuna durante un mes, mejora la respuesta al tratamiento. A pesar de haber sido efectivos
en cuanto a disminuir lesiones en tejidos, dichos tratamientos aun requieren una
optimizacion para lograr la eliminacién completa del parasito con bajas dosis de Benznidazol
para evitar sus efectos toxicos y que logren un perfil de respuesta inmune beneficioso para
el control de la enfermedad. Por eso, en esta oportunidad se propuso un nuevo esquema
que consiste en administrar primero un tratamiento con una dosis suboptima de Bz, que, sin
causar efectos secundarios, tiene como objeto disminuir la carga parasitaria y mejorar la
respuesta inmune en la etapa cronica de la infeccion, tal como ya ha sido descripto
(Bustamante JM. y col 2008). Luego de este primer tratamiento corto, se propone aplicar la
vacuna terapéutica que, en funcion de lo antes mencionado, deberia mejorar su desempefio
en comparacién con la aplicacion inicial de la vacuna sin el tratamiento previo con
Benznidazol. Finalmente, luego de la aplicacion del esquema de vacunacion y de esperar
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que estimule una respuesta inmune especifica, se propone un segundo tratamiento con una
dosis suboptima Bz que, sin causar efectos secundarios, y con la asistencia de la respuesta
inmune desarrollada por la vacuna, permita la eliminacion del parasito, o eventualmente,
evite el desarrollo de las lesiones caracteristicas de la enfermedad cronica, estableciendo un
perfil de respuesta inmune efector/regulatorio balanceado. Para investigar esta estrategia,
se llevd a cabo un primer paso exploratorio. El objetivo fue evaluar si, tal como ha sido
descripto en otros modelos y condiciones experimentales (Bustamente y col 2008), un
tratamiento con Bz iniciado en la etapa temprana de la infeccion crénica permite mejorar la
respuesta inmune y reducir la carga parasitaria en el modelo animal de infeccion utilizado en
el laboratorio.

OBJETIVOS

Con vistas a mejorar el tratamiento de vacuna terapéutica y Bz previamente descripto en el
grupo de trabajo, se busca evaluar si un tratamiento adicional con Bz iniciado en la etapa
temprana de la infeccion crénica a los 45 dias post-infecciéon (dpi), podria mejorar la
respuesta inmune y reducir la carga parasitaria.

METODOLOGIA

Este primer ensayo se conformd por grupos de ratones BALB/c infectados en forma
intradérmica con 1000 tripomastigotes sanguineos de la cepa Tulahuen cl2. Un grupo
compuesto por 6 ratones, recibi6 el tratamiento de Bz (grupo Bz) a los 46 dpi, utilizando la
dosis suboptima de 100mg/kg durante 7 dias consecutivos. Para verificar la eficacia de la
respuesta inmune, se decidié comparar los parametros inmunolégicos del tratamiento con
Bz y el de la vacuna. Esta comparacion se realizé para determinar si efectivamente el
benznidazol favorece una mejora en los parametros inmunoldgicos en la etapa crénica de la
infeccién con respecto al uso de la vacuna tal como se habia aplicado en los experimentos
previos realizados por el grupo de trabajo (Prochetto E. y col 2022). Por lo que se ensayo
también, un grupo de 5 ratones que solo recibio la vacuna TSNt-ISPA (TSNt) a los dias 46,
56 y 66 post infeccion. Como control de la evolucién sin tratamiento, se incluyé un grupo de
5 ratones infectados, pero no tratados (PBS). A los 100 dpi los ratones fueron sacrificados
para la obtencion de muestras. Para estudiar el dafo en tejidos, se analizaron los niveles de
la transaminasa GOT y GPT. Ademas, se determind el nivel de inflamacién mediante la
determinacion de 6xido nitrico en plasma y carga parasitaria en corazon mediante gPCR.

Se realizé una citometria de flujo con esplenocitos frescos y cultivados 15 horas totales con
10ug de homogenato de T. cruzi por well (6hs sin Stop Golgi + 9hs con Stop Golgi). Se co-
cultivdé con células dendriticas activadas para potenciar la presentacion antigénica. Para
tener informacion lo mas amplia posible sobre la respuesta inmune obtenida y poder analizar
la multifuncionalidad de las células con los distintos tratamientos, teniendo en cuenta los
canales del citdbmetro (Accuri C6 plus) y a los anticuerpos disponibles, se decidio realizar
dos marcaciones por separado. Por un lado, CD4, CD44, IL-10 e INF-Y y por otro, CD8,
CD107, TNF-a e INF-Y (Fig. 2).
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RESULTADOS

En lo que refiere al analisis de transaminasas y nivel de inflamacién, el grupo PBS mostré
valores mas elevados que los grupos tratados presentando mayor significancia en los
grupos Bz que TSNt (Fig. 1A, 1B, 1C). Lo mismo se observd para la medicién de carga
parasitarias en tejido cardiaco (Fig. 1D). En los resultados obtenidos de la citometria de flujo,
se pudo observar una tendencia al incremento en el nimero absoluto de células de los
grupos tratados con respecto al grupo control PBS, en particular se encontraron diferencias
significativas en el numero de Linfocitos T (LT) CD8+ (Fig. 2A), CD107+ (Fig. 2B), CD4+
(Fig. 2E), CD4+ productores de INFY (Fig. 2G) y LT CD4+ secretores de IL-10 (Fig. 2H) del
grupo Bz y diferencias significativas en los LT CD4+ productoras de INF-Y del grupo TSNt
(Fig. 2C). El analisis de la multifuncionalidad de los esplenocitos mostré ser significativo en
los dos grupos tratados con relacion al no tratado (Fig. 2I).
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Figura 1: Evaluaciones post infeccion del experimento prellmlnar. (A) Niveles de transaminasa GPT en
suero. (B) Niveles de GOT en suero (p= 0,0140 PBS vs TSNt, p= 0,0430 PBS vs Bz, Kruskal-Wallis
test). (C) Niveles de 6xido nitrico en suero (p= 0,0388 PBS vs Bz Kruskal-Wallis test). (D) Cuantificacion
de T. cruzi en tejido cardiaco por gPCR (p= 0,0016 PBS vs Bz, Kruskal-Wallis test
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Figura 2: Poblaciones LT CD4+, CD8+ en los animales infectados y tratados del experimento preliminar. (A)
Numero absoluto de células CD8+ . (B) Numero absoluto de células CD107+CD8+ . (C) Numero absoluto de
células INFy +CD8+ . (D) Numero absoluto de células TNF+CD8+ . (E) Niumero absoluto de células CD4+ en
el bazo. (F) Numero absoluto de células CD44+CD4+ . (G) Numero absoluto de células INFy +CD4+ . (H)
Numero absoluto de células IL-10+ CD4 + . (I) Proporcion de perfiles funcionales en células T CD4+ con 1, 2 o
tres funciones luego de estimular. (*p< 0,05 **p<0,005, Kruskal-Wallis test, post test de Dunn).
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CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos indican que, en el modelo animal analizado, el tratamiento con
dosis suboptimas de Bz en un lapso de 7 dias o alternativamente la vacuna, generan una
disminucién del nivel inflamatorio, de la carga de parasitos en sangre y de dafno en los
tejidos. Ademas, la citometria de flujo arroja un aumento en la concentracién de esplenocitos
con respecto al grupo control y, en algunos casos (como en los LT CD4+ productores de
INF-Y), mayor al grupo vacunado, a la vez que se presenta un aumento en la
multifuncionalidad de estas células, con respecto al grupo control PBS. A partir de esta
evidencia, se concluye que el tratamiento con Bz en la etapa crénica temprana de la
infeccion permite similares resultados que la aplicacion terapéutica de la vacuna para los
parametros que se evaluaron, siendo superador para el caso de los LTCD4+/INFY vy
LTCD4+/IL-10 que son de interés para una respuesta inmune balanceada. En consecuencia,
se proyecta ensayar el esquema completo propuesto consistente en una terapia que incluya
un tratamiento corto de Bz inicial, luego la vacuna y finalmente un segundo tratamiento corto
de Bz.
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