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UNA VACUNA CONTRA LA INFECCION POR TRYPANCSOVA CRUZI

MEMORIA DESCRIPTIVA

La presente invencion se refiere a una vacuna contra la
i nfecci 6n por Trypanosonma cruzi (. cruzi) , uatil en la

prevenci 6n y/o para el tratamento de |a enfernmedad de Chagas.

En particular, la presente invencion se refiere a una conposicio6n
de vacuna que conprende al nmenos una proteina nmut ant e

trans-sialidasa de 1. cruzi y, cono adyuvante, una nezcla
de un aceite mineral altanmente purificado y nonooleato de
mani da. En una realizacién preferida de la invencion, dicho
aceite mneral altamente purificado es el comercializado

comp Drakeol 6VR. En otra realizacién preferida de la
i nvenci 6n, el adyuvant e es el conerci ali zado cono

Monta nide® ISA 51 VG (Seppic, France).

En una realizacién especialnmente preferida de Ia invencion,
| a conposicion de vacuna conprende una proteina mut ant e
trans-sialidasa de Tr ypanosoma posee I a secuenci a
identificada conmb SEQ 1 y, conp adyuvante, Montanide © |SA

Il B
o1

o1 VG,

La conposicién de vacuna de acuerdo con |la invencién puede
ser utilizada contra la parasitemia 1y, al msnpo tienpo,
para proteger del dafio  del tejido causado por | os

par 4si t os
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ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La enf er nedad de Chagas, t anbi én conoci da cono
Tri panosoni asi s aneri cana 0 " mal de Chagas", es una
enfernedad parasitaria transmitida por Trypanosonma cruzi,

un paréasito relacionado con tripanosomas africanos. La
forma mas coniun de contraer l|a enfernmedad es a través del
contacto con las excretas de triatdémnos (Triatona infestans
(en nuestra regién) , conocidos tanbién <con los nonbres de
vi nchuca, chinche besucona, benchuca, chipo o barbeiro) , el
cual se alinenta de la sangre de seres humanos vy aninales.

Una vez que el parasito Ilega a la herida creada por el
insecto, se propaga a través del cuerpo invadiendo |as

cél ul as huésped.

Esta enfernedad es uno de los nmmyores pr obl emas de
sal ubridad en América Latina, donde aproxinmadanente entre 8
y 10 mllones de personas podrian estar infectadas. Los
factores de riesgo para la enfernedad de Chagas incluyen,
entre otros, el vivir en México, Anérica Central o del Sur,
| a pobreza, habitar viviendas precarias donde |os insectos
hemat 6f agos puedan al oj arse en | as par edes y | as
t ransf usi ones sanguineas de una persona que tenga el
par asit o, aun cuando el donante no tenga |a enfernedad
activa. Tanbién existe transmsion vertical (madre/hijo) vy

por alinentos contam nados.

La enfernedad de Chagas presenta dos fases: una aguda y una
cronica. La prinera se presenta generalnente con sintomas
| eves, los nifos nenores de 2 afios pueden desarrollar
cardiopatias o neningitis (1% de los casos) . En el sitio de

entrada del par asito se desarrolla i nfl amaci on y un
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enrojecimento del sitio de infeccién. Si la infecciodn se
produce a través de la conjuntiva del ojo se genera el

Signo de Ronmfla (patognondnico).

A medida que el parésito se disemina partiendo del sitio de
entrada, el paciente presenta fiebre, malestar general, e
i nfl amaci on general i zada de los ganglios i nfaticos.

Asim sno, el higado y el bazo pueden aunmentar de tanmafio. La
enfermedad disnm nuye su intensidad después de |la fase aguda
y se vuelve croéonica sin manifestar sintomas posteriores

durante nuchos afios. En el 30% de los casos los sintomas
final nente se manifiestan t ar di ament e, apar ecen cono
enf er medad cardi aca (cadi om opati a) y di gestiva

(megavi sceras) .

Los pacientes pueden presentar i nsuficiencia cardi aca
congestiva, mentras que el priner sintoma de trastorno
di gestivo puede ser la dificultad para deglutir, 1lo cua
puede |levar a la desnutricidn. Los pacientes que presenten
infeccion parasitaria del colon pueden experinentar dolor
abdominal y estrefiimento. La enfermedad cardiaca es, por
lo general, la causa de la nuerte del paci ent e.
Apr oxi madanent e, el 70% de los paciente chagasicos nmueren

por falla cardiaca debido al dafio cardi aco grave.

Dentro de la célula huésped, el parasito se transforna en
amasti gote que puede mul tiplicarse nmuy rapi do
t ransf ormandose nuevanente en triponastigotes i nfecciosos.
Poco después, las células hospedadoras estallan, dejando

libres a los paréasitos que podran infectar otras ceélulas.
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El mecanisno nol ecul ar por el cual el parasito infecta Ias
células del hospedador es muy conplejo y ha sido objeto de

estudio a lo largo de los dltinbs afos. Se ha denpstrado

gque T. cruzi expresa una enzima UGnica en su tipo que
transfiere acido sialico, | a cual es capaz de hidrolizar

acidos sialicos con uni ones «-2,3 y transferirlos a |los
resi duos de [B-gal actosa t er m nal es: la enzim trans-

si al i dasa (TS) . Una parte de esta enzima fue inicialnente

i dentificada conmb un antigeno inportante (SAPA, Shed Acute
Phase Antigen) en la fase aguda de la Enfermedad de Chagas
(CI TAR Pollevick 1991) para luego caracterizar | a actividad
enzimatica novedosa de |la proteina conpleta (Pol l evick @D,
Affranchino JL, Frasch AC, Sanchez DO The conplete sequence of
a shed acute-phase antigen of Trypanosoma cruzi. Ml Biochem
Parasitol. 1991Aug; 47(2):247-50. PubMed PM D. 1840626. Y Par odi
AJ, Pollevick &b Mautner M, Buschiazzo A, Sanchez DO Frasch
AC. ldentification of the gene (s) coding for the trans-sialidase
of Trypanosona cruzi. EMBO J. 1992 Miy; 11(5):1705-10. PubMed
PM D. 1374711; PubMed Central PMCID: PMC556627)

Esta enzima puede anclarse en |la nmenbrana cel ul ar del
parasito nediante un ancla GPl o, luego de | a fragnmentacion
por una enzina |ipasa del parasito, puede permanecer en |a
sangre. La TS desenpefia una funcidén inportante en el ciclo
de infeccion de T. cruzi debido a que pernmite |a invasion
de las células del hospedador. Se ha denpbstrado que cuando
se inhibe la actividad TS (por ejenplo wutilizando |Iineas de
cél ul as mut ant es gue no tienen 4cido sialico sobre su
superficie (Cavaglia M., de Carvalho T.U y de Souza w. (1993)
“Interaction of Trypanosoma cruzi with cells with altered
gl ycosyl ation patterns” , Biochem Biophys. Res. Commun. 193,
718-721; Mng M. y col. (1993) "Medi ation of Trypanosona

i nvasi 6n by sialic acid on the host cell and trans-siaiidase on



WO 2017/190260 PCT/CL2017/050020
the trypanosorne', M. Bi ochem Farasital . 59, 243-252 vy
Schenkman R P. S. y col. (1993) "Mammal i an cel | sialic acid
enhances Trypanosoma cruzi invasion" , Infect. |Imun. 61, 898-
902) o bl oqueando | as nol écul as aceptoras en l|la superficie
del parasito (Yoshida N. y col ., (1989) "Met acyclic
neutralizing effect of nonocl onal anti body 10D8 directed to the
35- and 50- kilodalton Surface gl ycoconjugates of Trypanosona
cruzi", Ml. Biochem Parasitol. 39, 39-46 y Ruiz R. y col.
(1993) "The 35/50 kDa surface antigen of Trypanosona Cruzi
net acyclic trypomastigotes , an adhesién nol ecul e i nvol ved in
host cell invasién" , Parasitol. | munol 15, 121-125) resulta
posible inhibir la invasion de las células del hospedador
por el parasito. Adenas, la TS desenpefia una funcién en el
mecani sno de defensa del parasito contra el si st ena
inmunitario del hospedador, ya que es utilizada para cubrir

| a superficie del parasito con noléculas de &acido sialico,

| o cual dificulta gqgue el sistema inmunitario detecte el
parasito

Debido a que la enzima TS cunple wuna funcidn tan inportante
en el ciclo de infeccidn y defensa, es que el parasito
desarrol | 6 di ver sos nmét odos para proteger a la enzim
contra el sistema innunitario del hospedador. Pri nero, el
parasito expresa mas de 200 diferentes TS de las cuales
s6l o aproxi madanent e 15 son activas (El-sayed NM 'y col.,
2005, " The genonme sequence of Trypanosoma cruzi, etiologic agent of Chagas
disease”, Science 309 (5733), 409- 415) Este hecho dificulta
que el sistema innmunitario pueda inhibir Ila invasién de |as
cél ul as del hospedador por el parasito en el ciclo de
i nfecci 6n nor mal , ya que |los parasitos y sus TS se
mant i enen s6lo durante un relativanente corto plazo en el
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torrente sanguineo, para ingresar luego en la célula del

hospedador, en donde son protegidos del sistema innune.
Adenas, las TS tienen una extensioéon innmunodom nante muy
larga de repeticiones SAPA, las cuales alejan a los

anticuerpos del sitio catalitico de la enzinma.

Los nedi canent os utilizados tradi ci onal mente para el
tratamento de la enfermedad de Chagas son, el Nfurtinox vy
el Benzni dazol . Estos farmacos s6lo funcionan en la fase

aguda y croénica tenprana de la enfernmedad, pero no en Ila

fase cronica. De las dos drogas nencionadas, por lo
general , se prefiere tratar la enfernmedad de Chagas
nmedi ante el Benznidazol, debido a que se ha denmpbstrado que

presenta wuna nejor eficacia y una nejor tolerancia que el
Ni furtinox. No obstante, debido a su eficiencia linmtada vy
a sus muchos efectos colaterales, estos nedicanentos tienen

un uso restringido.

Asi, se ha propuesto que la vacunaci 6n podria brindar una
solucion a estos problemas. La vacunaci 6n podria ser mucho
mas eficaz que |os medicamentos existentes para tratar a
| os pacientes cronicos y, ademas, podria tener un efecto en
la prevenci én de la aparicion y  progresion de Ila

enf er nredad

Debido a su funcion prinordial en la infeccion y al hecho
de que la enzima se encuentra no sOlo expuesta sobre Ila
superficie celular sino que, tanbién, se encuentra presente
cono nolécula libre en la sangre, es que ésta resulta ser
un buen blanco para los anticuerpos. Asi, la TS puede ser

un buen candidato antigénico para |a produccién de una
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vacuna contra la enfernedad de Chagas. Al respect o,

teniendo en cuenta que no hay honblogos de la TS en
humanos, |os anticuerpos que genere el sistema innmune del
paciente serian especificos del paréasito, por lo que Ila
vacuna no deberia present ar ef ect os col ateral es de

rel evanci a

En la solicitud de patente PCT WO 2007/107488 A2 se ha
reportado que nutantes con actividad enzimatica |imtada
podrian ser wutilizados conp vacunas. No obstant e, di chos
mutantes no presentaron una actividad innunogénica y una
eficacia adecuada cono para que pudieran ser formulados en
una  conposici 6n de vacuna contra la infecciodn por
Trypanosoma cruzi adecuada para ser admnistrada en seres

humanos y ani nal es.

BREVE DESCRI PCI ON DE LA | NVENCI ON

La presente invencion se refiere a una vacuna contra Ila
infeccién por Trypanosoma  cruzi (T. cruzi), atil en la

prevenci 6n y/o para el tratamento de |a enfermedad de Chagas.

En particul ar, la presente invencion se refiere a una
conposici 6n de vacuna que conprende al nenos una proteina
mut ant e trans-si al i dasa (TS nut) de T1. cruzi y, cono
adyuvant e, una nezcla de un aceite mneral al tanent e

purificado y nonooleato de nanida.
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BREVE DESCRI PCl ON DE LAS FI GURAS

FlI GURA 1. Resul t ados obt eni dos en t érm nos de
supervi venci a. Se utilizaron tres grupos de 12 ratones
macho BALB/cJ de 60 dias. Los aninmales recibieron tres
dosis de 15 ug de TS (Gupo A: TS silvestre (WT), Gupo B:
TS nmut (SEQ 1) y grupo cC: control) . La primera dosis fue
emul sionada en CFA (1:1 volrvol) vy las otras dos en I|IFA
(1:1, wvolrvol) vy admnistradas por via sub-cutanea (s.c.)
en intervalos de dos semanas. Control quiere decir solucidn
salina en adyuvante. Los animales fueron infectados con una
cepa virul enta de T. cruzi DTU TecVi (RY) , 500
tri pomastigotes sanguineos por via intraperitoneal (i.p.)
Se hizo un seguimento de la parasitema y la nortalidad
durante 60 dias. Un cuarto grupo de animales (n=7) fue

i nnuni zado con TS obtenida en E. coli fTScoli,).

FIGURA 2. Valores de parasitema obtenidos en |os ratones
de los grupos de la Figura 1. La parasitema se determnd
contando los parédsitos en un henocitéonetro (Neubauer) . Los

val ores se expresan conp parasitos/n

FIGURA 3. Resunen de los resultados (numero de equival entes
de paréasitos/ng ADN) obtenidos por RT PCR en los tejidos de
los siguientes grupos de estudio. GlI: TS nmut (SEQ 1); G2:
TS WI;, G3: TS coli; G4: Control.

FIGURA 4. Cuantif icacion de I1L2, L4 y IFNg por ELISA (A
C, E) Cada punto representa valores cuadruplicados para
cada sobrenadante. (6, D, F) Cada punto representa el

pronedi o de los cuadruplicados. Los cultivos fueron
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cosechados 24 horas luego de agregar 5 ug/m de TSmut (SEQ
1). Control: Aninmales innmunizados con PBS/|SA51. TSmut :

Ani mal es i nmuni zados con TSnut /|1 SA51. Medi ant e re-
estimulacion ex vivo se caracterizé |a respuesta especifica
al anti geno cono una clara respuesta Thi, por I a
significativa produccion de IFNg de aninmales tratados

conparados con animales de control (grafico 4E y 4F)

FIGURA 5. Evaluacion de anticuerpos especificos anti-TS,
i nduci dos por inmunizacion con TS nut . Se innunizaron
grupos de 12 ratones BALB/cJ nmacho innmunizados con TS
mut / 1 SA51. Se admi ni straron tres dosis s.c. segun el
esquena anteriornente seguido y a los 15 dias de la ultim
dosis se ensayd la induccion de Igd e Ig&Ra especificas

por ELI SA

FIGURA 6. Resultados obtenidos en térmnos de parasitem a
de ratones inmunizados con TS nmut y WI enpl eando adyuvante
de Freund o |ISA 51. Los animales fueron desafiados al dia
45 de la prinera innunizacion con una cepa virulenta T.
cruzi DTU TcVlI (RA), 500 triponmastigotes sanguineos i.p.
Se hizo un seguimento de la parasitema y la nortalidad
durante 60 dias. La parasitemia se determindé contando |os
parasitos en un henocitonetro (Neubauer) . Los valores se

expresan cono parasitos/m

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Los inventores de la presente han encontrado que, de manera

sorprendente, resulta posible obtener una vacuna contra la
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i nfecci 6n por Trypanosoma ciuzi (T. cruzi), que presenta
una actividad inmunogénica y una eficacia adecuada para el
tratamento de seres humanos y aninmales, que conprende al
nenos una proteina nutante trans-sialidasa (TS mut) de
Trypanosoma cruzi y, conmp adyuvante, una nezcla de un

aceite mneral altamente puri ficado y nonooleato de manida.

En una realizacion preferida de la invencion, dicho aceite
m ner al altamente purificado es el conercializado cono
Drakeol 6VR En otra realizacion preferida de |la invencion,

el adyuvante es el conercializado conp Mntanide® |SA 51 VG

(Seppic, France)

En una realizaci én especialnmente preferida de la invencion,
la conposicion de vacuna conprende una proteina nmutante
trans-sial i dasa de Trypanosoma  cruzi de la secuencia
identificada comb SEQ 1 y, cono adyuvante, Montanide® |SA
51 VG

La conposicion de vacuna de acuerdo con |a invencion puede

ser utilizada contra |la parasitema vy, al msno tienpo,

para proteger del dafio  del tejido causado por | os
par asi t os
De manera particular, la conposicion de vacuna de acuerdo

con la invencion conmprende, de preferencia, una proteina
mutante trans-sialidasa de Trypanosoma cruzi que conprende

la siguiente secuencia (SEQ 1).

10
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Met Leu Ala Pro Ay Ser Ser Arg Val Gu Leu Phe Lys Arg Lys Asn
1 5 10 15

Ser Thr Val Pro Phe Gu Asp Lys Ala Gy Lys Val Thr du Arg Val
20 25 30

Val Hs Ser Phe Arg Leu Pro Ala Leu Val Asn Val Asp dy Val Met
35 40 45

Val Ala lie Ala Asp Ala Arg Tyr Asp Thr Ser Asn Asp Asn Ser Leu
50 55 60

lie Asp Thr Val Ala Lys Tyr Ser Val Asp Asp Ay Gu Thr Trp du
65 70 75 80

Thr Gdn lie Ala lie Lys Asn Ser Arg Val Ser Ser Val Ser Arg Val
85 90 95

Val Asp Pro Thr Val lie Val Lys Ay Asn Lys Leu Tyr Val Leu Val
100 105 110

Gy Ser Tyr Tyr Ser Ser Arg Ser Tyr Trp Ser Ser Hs Ay Asp A a
115 120 125

Arg Asp Trp Asp lie Leu Leu Ala Val Ay du Val Thr Lys Ser lie
130 135 140

Ala Ay Gy Lys lie Thr Ala Ser lie Lys Trp Gy Ser Pro Val Ser
145 150 155 160

Leu Lys Lys Phe Phe Pro Ala Gu Met u Gy Met His Thr Asn An
165 170 175

Phe Leu Ay Gy Ala Ay Val Ala lie Val Ala Ser Asn Gy Asn Leu
180 185 190

Val Tyr Pro Val dn Val Thr Asn Lys Arg Lys @ n Val Phe Ser Lys
195 200 205

lie Phe Tyr Ser Qu Asp Asp Gy Lys Thr Trp Lys Phe Gy Lys Qy
210 215 220

11
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Arg Ser Asp Phe Gy Cys Ser Gu Pro Val Ala Leu Gu Trp Gu Qy
225 230 235 240

Lys Leu lie lie Asn Thr Arg Val Asp Trp Lys Arg Arg Leu Val Tyr
245 250 255

GQu Ser Ser Asp Met @y Asn Thr Trp Val du Ala Val Ay Thr Leu
260 265 270

Ser Arg Val Trp Gy Pro Ser Pro Lys Ser Asp Hs Pro Ay Ser @n
275 280 285

Ser Ser Phe Thr Ala Val Thr lie u Gy Mt Arg Val Met Leu Phe
290 295 300

Thr H's Pro Leu Asn Phe Lys Gy Arg Trp Leu Arg Asp Arg Leu Asn
305 310 315 320

Leu Trp Leu Thr Asp Asn G@n Arg lie Tyr Asn Val dy dn Val Ser
325 330 335

lie Ay Asp Gu Asn Ser Ala Tyr Ser Ser Val Leu Tyr Lys Asp Asp
340 345 350

Lys Leu Tyr Cys Leu Hs Gu lie Asn Thr Asp Gu Val Tyr Ser Leu
355 360 365

Val Phe Ala Arg Leu Val Gy du Leu Arg lie lie Lys Ser Val Leu
370 375 380

Arg Ser Trp Lys Asn Trp Asp Ser His Leu Ser Ser lie Cys Thr Pro
385 390 395 400

Ala Asp Pro Ala Ala Ser Ser Ser Au Ser Ay Cys @y Pro Ala Val
405 410 415

Thr Thr Val Gy Leu Val Ay Phe Leu Ser Gy Asn Ala Ser @ n Asn
420 425 430

Val Trp Gu Asp Ala Tyr Arg Cys Val Asn Ala Ser Thr Ala Asn Al a
435 440 445

12
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GQu Arg Val Arg Asn Gy Leu Lys Phe Ala Ay Val Ay Ay Ay A a
450 455 460

Leu Trp Pro Val Ser dn Gn dy Gn Asn dn Arg Tyr Arg Phe Al a
465 470 475 480

Asn His Ala Phe Thr Leu Val Ala Ser Val Thr lie Hs Gu Ala Pro
485 490 495

Arg Ala Ala Ser Pro Leu Leu Gy Ala Ser Leu Asp Ser Ser Ay Qdy
500 505 510

Lys Lys Leu Leu Gy Leu Ser Tyr Asp Qu Lys Hs Gn Trp Gn Pro
515 520 525

lie Tyr @y Ser Thr Pro Val Thr Pro Thr Ay Ser Trp Au Thr dy
530 535 540

Lys Arg Tyr His Val Val Leu Thr Val Ala Asn Lys lie Ay Ser Val
545 550 555 560

Tyr lie Asp Ay Qu Leu Leu u @y Ser Gy dn Thr Val Val Pro
565 570 575

Asp Ay Arg Thr Pro Asp lie Ser His Phe Tyr Val Gy dy Tyr Qy
580 585 590

Arg Ser Asp Met Pro Thr lie Ser His Val Thr Val Asn Asn Val Leu
595 600 605

Leu Tyr Asn Arg Gn Leu Asn Thr GQu Qu lie Arg Thr Leu Phe Leu
610 615 620

Ser An Asp Leu lie Ay Thr u Ala Hs Mt Asp Ser Ser Ser Asp
625 630 635 640

Thr Ser Al a

13
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EJEMPLOS

Ensayo 1

Todos los estudios fueron realizados de acuerdo a |as
normas fijadas por CICUAE (Conmité Institucional para el
Cuidado y Uso de Animales de Experinentaci on) de la
Uni versi dad Naci onal de San Martin (UNSAM . Los aninales
fueron confinados en una instalacio6n contenida BSL3 en el
Instituto de Investigaciones Biotecnol 6gi cas "Dr. Rodolfo
A. Ugal de" (1B, UNSAM Buenos Aires, Argenti na, donde
fueron alojados en jaulas individuales, ventiladas por dos
semanas antes de conmenzar |a innmunizacién. Cada aninmal fue

eti quetado separadanente.

Se utilizaron tres grupos cada uno de 12 ratones nacho
BALB/cJ de 60 dias. Los animales recibieron tres dosis de
15 ug de TS (Gupo A: TS silvestre (w) , Gupo B: TS mut vy
grupo C: control) . La prinera dosis fue enulsionada en CFA
(1:12 wvol: wvol) y las otras dos en IFA (1:1, wvol:vol) vy
adm nistradas s.c. en intervalos de dos semanas. Control

quiere decir solucidén salina en adyuvante.

Los aninal es fueron infectados con una cepa virulenta de
T. cruzi DTU TcVlI (RA), 500 tripomas tigotes sanguineos i.p.
Se hizo un seguimento de la parasitema y la nortalidad
durante 60 dias. La parasitema se determind contando |os
parasitos en un henocitoénetro (Neubauer) . Los valores se

expresan en parasitos/m

14
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Grupo A n=12

Dias

1 14 28 42 102

W/ CFA WI/IFA W/ IFA Desafio Par asi t em a/ Mort al i dad

Grupo B n=| |

Dias

1 14 28 42 102

TSnut / TSnut / TSmut/ Desafio Par asi t em a/ Mort al i dad

| FA

CFA | FA

Grupo C n=12

Dias

1 14 28 42 102

Salina/ CFA Salina/ sal i na/ Desaf 1 0 Par asi t em a/ Nort al 1 dad
I FA I FA

Un cuarto grupo de animales (n=7) fue innunizado con TS obtenido
en E. coli.

Los resultados obtenidos en térmnos de supervivencia Yy
parasitemia se nmuestran en las Figuras 1 y 2 respectivanente.

Extension del ensayo 1: TS nut Capacidad Protectora

Los ratones sobrevivientes a este ensayo fueron nuevanente
desafiados a los 102 dias de haber sido infectados. En esta
oport uni dad, el desafio se realiz6 con la msm cepa de

paradsitos de T. cruzi pero con 10.000 tripomastigotes

r
sanguineos i.p. . Todos los aninmales sobrevivieron 60 dias

| uego del segundo desafio, y en ese nonento fueron

15
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sacrificados. No se observo parasitemia en ninguno de |os

ani mal es cuando se evaluaron por |la prueba de gota fresca.

Ensayos de Histopatologi a:

En primer Jlugar se evaluo el nivel de inflamacion sobre
cortes col oreados con Hematoxilina/Eosina (HE) . Para ello,
se obtuvo nmisculo esquel ético y corazon de animales
infectados con T. cruzi y se los fij6é en 10% fornmal dehido
en PBS y se los enbebid en parafina. Se hicieron cortes de
5 um los que fueron tefidos con HE Segui danente  se
real i zaron observaci ones a sinple ciego al mcroscopio
optico sobre |los preparados codificados. Se registré la
presencia o0 ausencia de células parasitadas e infiltrados
inflamatorios en los tejidos La inflamacion fue evaluada
cualitativanente de acuerdo a la presencia o0 ausencia de
necrosis de céel ul as muscul ares y | eucoci tos
pol i morf onucleares en los infiltrados (inflamacion activa o
croni ca, respecti vanment e) y sem cuantitati vanente en

exam nacion a bajo aunmento de acuerdo a la distribuciodn

(focal, confl uente o] di fusa y canti dad de cél ul as
i nfl amatori as (1+ por un solo foco inflamatorio, 2+
infiltrados i nfl amat ori os mul ti pl es no confluentes, 3+

infl amaci 6n confluente 'y 4+ inflamacion difusa extendida
por todo el «corte) . Los valores de dos «cortes fueron

sumadas para obtener un valor inflamatorio pronedio.

Post eri or nent e se eval ué el desarrollo de fibrosis
utilizando tincion con Tricromco de Masson. Para ello se
determin6 la presencia y el patrén de distribucion de

fi bras col agenas, adjudi candose wun valor de 1+ al aunento

16
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tejido

fibroso

fibras nusculares y un valor

interstici al

que

r odea
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fascicul os

de

de 2+ a la presencia de tejido

fibroso rodeando y aislando fibras muscul ares individuales
atroficas o parches de tejido fibroso denso ocupando un
espaci o sugestivo de haber correspondido a wuna fibra
nmuscul ar desaparecida. Los resultados se resunmen en |as
Tablas 1y 2.
Tabla 1
Ratdn Corazdn Musculo
Control Inflamacién Fibrosis Total PCR Inflamacién Calcio PCR
123-1 0.043 2 0 3.01
VI 2 1 3
T 2 2 4
Promedio 2 1.5 3.5
123-3 neg 2 2 neg
VI 2 2 4
T 2 2 4
Promedio 2 2 4
Ratdn Corazdn Musculo
TS mut Inflamacién Fibrosis Total PCR Inflamacién Calcio PCR
125-1 neg 3 0 8.86
VI 2 2 4
T 0 0 0
Promedio 1 1 2
125-4 neg 0 1 0.064
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\ 2 2 4
T 0 1 1
Pronedi o 1 1.5 2.5
125-5 neg 0 0.53
\ 1 2 3
T 1 2 3
Pronedi o 1 2 3
126-1 neg 0 neg
\ 2 1 3
T 2 2 4
Pronedi o 2 1.5 3.5
126-2 neg 0 neg
\ 2 2 4
T 2 1 3
Pronedi o 2 1.5 3.5
126-3 neg 1 ND
\ 2 2 4
T 1 1 2
Pronedi o 1.5 1.5 3
126-4 0.035 2 ND
\ 2 2 4
T 2 2 4
Pronedi o 2 2 4
127-11 neg 1 ND
\ 2 1 3
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T 1 0 1
Pronedi o 1.5 0.5 2
127-12 neg 1 0 neg
Vi 3 2 5
T 2 0 2
Pronedi o 2.5 1 3.5
Ratdn Corazdn Misculo
TS E Inflamacién Fibrosis Total PCR Inflamacién Calcio PCR
Coli
130-3 neg 2 0 neg
VI 2 1 3
T 2 1 3
Promedio 2 1 3
130-6 neg 2 0 ND
VI 2 1 3
T 2 1 2
Promedio 2 1 2.5
131-7 neg 2 0 neg
VI 2 0 2
T 2 2 4
Promedio 2 1 3
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Rat 6n Cor az6n Miscul o
TS Wr I nf| amaci 6n Fi brosi s Tot al PCR I nf| amaci 6n Calcio PCR
128-1 0.114 3 0 0.103
Vi 2 2 4
T 2 2 4
Pronedi o 2 2 4
128-2 0.056 3 1 24 .03
Vi 2 1 3
T 1 1 2
Pronedi o 1.5 1 2.5
128-4 neg 1 0 neg
Vi 2 0 2
T 2 1 3
Pronedi o 2 0.5 2.5
129-9 neg 0 1 0.063
Vi 2 1 3
T 2 1 3
Pronedi o 2 1 3
127 neg 2 0 2.31
Vi 1 1 1
T 1 1 1
Pronedi o 1 1 1
PCR equival entes parasiticos /ng; VI: ventriculo izquierdo; T: tabique

La eval uaci 6n

| a distribucién,

t anaio

hi s t opat ol 6gi ca

del

y norfol ogia

bazo se realizé

de

en base a

la pulpa blanca vy
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| as caracteristicas

de |l a poblacion de células en

PCT/CL2017/050020

I a pul pa

roja. Los hallazgos norfol 6gicos en el bazo son indicativos
de un estado de activaci 6n innune.
Tabla 2
Raton Corazon Misculo esquelitico Bazo
123-1 Miocarditis crénica Miocarditis crénica activa Hiperplasia folicular
inespecifica inespecifica linfoide reactiva
inespecifica
123-3 Miocarditis crénica Miocarditis crénica activa Hiperplasia folicular
inespecifica inespecifica linfoide reactiva
inespecifica
125-1 Miocarditis croénica Miocarditis crénica activa Hiperplasia folicular
inespecifica inespecifica linfoide reactiva
inespecifica
125-4 Miocarditis crénica Cambios histopatoldgicos Hiperplasia folicular
activa inespecifica del aparato locomotor no linfoide reactiva
significativos inespecifica
125-5 Miocarditis croénica Miocarditis crénica activa Hiperplasia folicular
inespecifica inespecifica linfoide reactiva
inespecifica
126-1 Miocarditis croénica Miocarditis crénica activa Hiperplasia folicular
inespecifica inespecifica linfoide reactiva
inespecifica
126-2 Miocarditis croénica Miocarditis crénica activa Hiperplasia folicular
inespecifica inespecifica linfoide reactiva
inespecifica
126-3 Miocarditis croénica Cambios histopatoldgicos Hiperplasia folicular
inespecifica del aparato locomotor no linfoide reactiva
significativos inespecifica
1260-4 Miocarditis crénica Mtsculo esquelético con Hiperplasia folicular
inespecifica calcificaciones linfoide reactiva
multifocales de las fibras inespecifica
musculares
127 Miocarditis crénica Miocarditis crénica activa Hiperplasia folicular
inespecifica inespecifica linfoide reactiva
inespecifica
127-11 Miocarditis croénica Cambios histopatoldgicos

inespecifica

del aparato locomotor no
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significativos
127-12 M ocarditis cronica M ocarditis cronica activa Hi perplasia folicular
i nespecifica i nespeci fica l'infoide reactiva
i nespecifica
128-1 M ocarditis crénica M ocarditis crénica activa Hi perplasia folicular
i nespecifica i nespeci fica I'infoide reactiva
i nespecifica
128-2 M ocarditis cronica M ocarditis cronica activa Hi perplasia folicular
i nespecifica i nespeci fica l'infoide reactiva
i nespecifica
128-4 M ocarditis crénica Mocarditis crénica activa Hi perplasia folicular
i nespecifica i nespeci fica l'infoide reactiva
i nespecifica
129-9 M ocarditis crénica Canbi os hi st opat ol 6gi cos Hi perplasia folicular
i nespecifica del aparato |oconmotor no linfoide reactiva
significativos i nespecifica
130-3 M ocarditis cronica Mositis croénica activa Hi perplasia folicular
i nespecifica i nespeci fica l'infoide reactiva
i nespecifica
130-6 M ocarditis crénica Canbi os hi st opat ol 6gi cos Hi perplasia folicular
i nespecifica del aparato |ocomotor no linfoide reactiva
significativos i nespecifica
131-7 M ocarditis crénica Mositis crénica activa Hi perplasia folicular
i nespecifica i nespeci fica linfoide reactiva
i nespecifica
Control Tejido miocardico sin | Canbios histopatol 6gi cos Par énqui ma  espl éni co
N1 sefal es de del aparato |oconbtor no sin alteraci ones
al teraci ones significativos hi st opat ol 6gi cas
hi st opat ol 6gi cas significativas
Control Tejido miocardico sin | Canbios histopatol 6gicos Par énqui ma  espl éni co
N2 sefal es de del aparato |oconptor no sin alteraci ones
al t eraci ones significativos hi st opat ol égi cas
hi st opat ol 6gi cas significativas

Carga parasitaria tisular

det er m nada nedi ante PCR en

ti enpo real

Se Illevé a cabo con aproximdanmente 50

(corazén y muscul o esquel éti co)
DNAz ol (I'nvitrogen) y fue

mecani ca nmediante TissueRuptor . El

22
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i sopr opanol , se lavé con etanol 70% y se resuspendié en
NaOH y HEPES, de acuerdo con |las especificaciones del

fabricante

Cuantif icacién a través de PCR en tienpo real

Se siguié el protocolo publicado por Cunmings y Tarleton en

"Ml ecul ar and Bi ochemi cal Parasitology" 129 (2003) 53-59

Breve Descri pcién:

La detecciodn y cuantif icacién de |los parasitos en la

nmuestra fueron establecidas nediante 1la anplificacidn del
ADN parasitario, utilizando Ila regidén satelital (SAT) del
genoma  del T. cruzi conmob "target" de la reaccion. Se
utilizaron | os ol i gonucl e6ti dos TCZ-F
( GCTCTTGCCCACAMGGGTEO) y TCZ-R ( CCAAGCAGCGGATAGITCAGG , los

cuales amplifican wun fragnmento de 182pb. Dicha regio6n se
encuentra en miles de copias por genoma, |o que aunmenta |a

sensibilidad de deteccion.

Para |la cuantif icacién del ADN genémico de los ratones, se

anplificé wun fragnento del gen TNFa (oligonucledtidos  TNF-

5241 (5- TCCCTCTCATCAGTTCTATGGCCCA- 3) y TNF- 5411 (5-
CAGCAAGCATCTATGCACTTAGACCCC- 3) . Este es un gen de Unica
copia, lo cual pernmite su utilizacién conmo nornalizador del

proceso de carga y anmplificacion durante 1a reacciédn.

Se realizaron curvas de calibracion para anbas secuenci as.
La curva TNF se |llevd a cabo utilizando nezclas de ADN de

las nuestras a ser analizadas (y posteriores diluciones en
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serie) . Esto permitidé la cuantif icacidén en el rango de 200-
0.02ng de ADN. La curva SAT se Illevo a cabo utilizando ADN
de tejido sano (animal no infectado), cont am nado con
canti dades conocidas de parésitos (y posteriores diluciones

en serie) . Esto permti6 la cuantif icacion en el rango de
400-0.04 equivalentes parasitarios. La cuantif icacidén se
expresdé en equivalentes parasitos/masa ADN. A tal efecto,

se normalizé a IOng y 50ng para el misculo esquel ético vy

corazoén, respectivanente.

Los resultados (nunero de equivalentes de parasitos/ng ADN)
obtenidos por RT PCR en los 4 grupos bajo estudio se

presentan en la Figura 3.

Ensayo 2

Det er m naci 6n del perfil de citoquinas en ani mal es

i nmuni zados con TSmut  (SEQ 1)

Se utilizaron ratones nacho BALB/cJ de 60 dias. Cinco (5)
animales recibieron por via s.c. 15ug de TSnut (SEQ 1) por
raton, diluido en PBS y enulsionado 1:1 con adyuvante | SA51
(Seppic, Francia) (a 100 ul emrmulsién/raton) . Qro grupo de
cinco (5 animales recibié solanente PBS emul sionado en el
m sno adyuvante. Los ratones fueron sacrificados al dia +5
post-inmuni zacién . Se realizaron cultivos de esplenocitos

(5 x 108 células/ml) en RPM 1640 conpl enentados con 10% de
suero bovino fetal a 37°C y 5% CO,. Los cultivos fueron
estimul ados durante 72 horas con el msnp antigeno (5
ug/m) 'y los sobrenadantes cosechados 24 horas después.

Para cada raton se realizaron cultivos por cuadruplicado.

La concentracion de I1L2, L4 y IFNg en los sobrenadantes
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del cultivo fue nedida por sandwch ELISA con los pares de
anticuerpos nonoclonales para la captura y deteccion de

Bi ol egend (cA, USA)

En la Figura 4 se observan | os resul t ados de la
cuantif icacion de I1L2, IL4 y IFNg nmediante ELISA. (A C, E)
Cada punto representa valores cuadruplicados para cada
sobr enadant e. (6, D, F) Cada punto representa el pronedio
de los cuadruplicados. Los cultivos fueron cosechados 24
horas luego de agregar 5 ug/m de TSmut. Control: Aninales
i nmuni zados con PBS/ | SA51. TSnut (SEQ 1): Aninmales

i nmuni zados con TSnut/ | SA51.

Medi ante re-estinmulacién ex vivo fue posible caracterizar
la respuesta especifica al anti geno combo una clara
respuesta Thl por la significativa produccion de | FNg de
ani mal es trat ados conpar ados con animales de control

(gréafico 4E y 4F)

Hay pruebas s6lidas que apoyan |la inportancia de la
respuesta  Thi cono crucial en |la supervivencia a la
i nffeccién de T. cruzi . Sin enbargo, cuando se desencadena
esta respuesta celular, resulta nuy perjudicial para el

hospedador, debido al dafio que puede producir en el tejido.

Act ual nent e, hay una suma de evidencias que indican que la
respuesta prot ectora r eal deberia agr egar fenoti pos

equilibrados de células Thl/Th2 CD4 T para restringir Ila
di sem naci 6n de par asi t os, per o evi t ando dafos
considerables a los tejidos infectados (Ruiz Diaz, 2015)

(Figura s5)
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Ensayo 3

Se Ilevd a cabo un ensayo para conparar el adyuvante de
Freund y Montanide |SA 51VG (Seppic, Francia) , un adyuvante
aprobado para wuso humano y probado en el Ensayo 2. Se

eval ué nediante parasitema y nortalidad.

Los ratones de 60 dias recibieron tres dosis de 15 ug de
TS-nmut (SEQ 1) admnistradas s.c. con intervalos de dos
semanas. El adyuvante de Freund (CFA/IFA) se emulsiond en
CFA (1:1 wvolrvol) en la prinmera dosis y en IFA (1:1,

volrvol) las otras dos. Mntanide |SA 51VG se enmulsiond 1:1

con el antigeno.

G upo A n =11

Di as

1 15 30 45 105

MJT/ CFA  MJT/IFA  MJT/IFA Desafio Par asi tem a/ Mortal i dad
G upo B n =11

Di as

1 15 30 45 105

CFA | FA | FA Desafi o Par asi tem a/ Mortal i dad
Gupo C n =10

Di as

1 15 30 45 105
MJT/I SA MJT/ISA MJT/ISA Desafio Par asi tem a/ Mortal i dad
G upo D n =10

Di as
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1 15 30 45 105

I SA I SA I SA Desafi o Par asi tem a/ Mortal i dad

Los aninmales fueron desafiados al dia 45 de la primera
i nmuni zaci 6n con una cepa virulenta T. cruzi DTU TcVlI (RA) ,
adm ni strando 500 tripomastigotes sanguineos por via i.p.
Se hizo un seguinmento de la parasitemia y la nortalidad
durante 60 dias. La parasitema se determnd contando |os
parasitos en un henociténmetro (Neubauer) . Los valores se

expresan cono parasitos/m

Los resultados obtenidos en térmnos de supervivencia vy
parasitema se nuestran en la Figura 6 y en la Tabla 3

respectivament e

Tabla 3

Valores de Parasitemia

Grupo TSmut Control TSmut ISA Control ISA
CFA/IFA CFA/IFA
Ratén n® (X 10% (X 10%) (X 10%) (X 10%)
1 0.5 0.2 0.65 4.1
2 0.5 0.2 0.5 4.9
3 0.4 0.3 0.35 3.4
4 1 0.2 0.45 6.9
5 1.5 1.4 0.4 0.5
6 0.35 1.85 0.3 1.1
7 ND 2.9 0.1 0.55
8 0.5 1.25 0.35 2
9 7.5 0.35 0.3 2.15
10 0.3 1.25 0.1 8.5
11 0.4 2.85
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Los valores de parasitema estdn expresados conp nunero de
parasitos/m y corresponden a los dias 17 pi (R a R5) y 20

pi (R6 a RI)

Los resultados fueron obtenidos wutilizando el nodelo de
raton macho BALB/c cono en Fontanella vy col. (2008) . Se
utilizaron tres dosis de inmunégeno. En nuestros ensayos,
los ratones fueron infectados con la cepa RA del parésito
(Tevi) en lugar de |la cepa Tulahuen. Las supervivencias con
TSmut fueron concordantes en anbos estudios. En nuestros
ensayos, el andlisis histoldégico y la carga parasitaria se
realizaron luego de redesafiar a los aninmales con un namero
mas el evado de parésitos, por lo cual no son conparables

con |los reportados previanente.

Con referencia al articulo de Bontenmpi y col. (2015), los
autores utilizaron ratones henbra BALB/c y redujeron |as

dosis de antigenos a 10 ug cada uno.

Tanbi én encont r anos una respuesta i nmunol 6gi ca
preponderante Thl, que se suscitd inmediatanente después de

una dosis Unica de innundgeno.

Cuando se realizé un ensayo conparativo entre adyuvantes,

el TSmut redujo significativanente la parasitemia vs. el
control de adyuvante Mntanide |ISA 51. EI reenplazo de CFA
por |SA 51 ofreci6 una nejor proteccion global en térmnos
de parasitem a y supervi venci a. Se registro una
supervivencia del 100% en el grupo TSnut/ISA vs. 63-82% en

| os ensayos de inmunizacion TSmut CFA/IFA.
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REI VI NDI CACI ONES

1. Una conposicién de vacuna contra la infeccidn por

Trypanosoma cruzi caracterizada porque conprende, al nenos,

una proteina nutante trans-sialidasa de Trypanosoma cruzi
y, cono adyuvante, una nmezcla de wun aceite mneral

altanente purificado y nonool eato de nanida.

2. Una conposicion de vacuna contra la infeccion por
Trypanosona cruzi de acuerdo con la reivindicacion

anterior, caracterizada porque dicha proteina nutante

trans-sialidasa de Trypanosoma cruzi es de l|la secuencia

identificada conbp SEQ 1.

3. Una conposicion de vacuna contra la infeccion por
Trypanosoma cruzi de acuerdo con la reivindicacion 1,

caracterizada porque di cho aceite mneral al tanente

purificado es el comercializado conp Drakeol 6VR

4. Una conposicion de vacuna contra la infeccion por
Trypanosoma cruzi de acuerdo con la reivindicacion 1,

caracteri zada porque dicha proteina nutante trans-sialidasa

de Trypanosoma cruzi es de la secuencia identificada cono
SEQ 1 y porque dicha nezcla de un aceite mneral altanmente
purificado y nonooleato de nmanida es |a conercializada cono
Mont anide ® | SA 51 VG (Seppic, France)
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LISTADO DE SECUENCIAS

SEQUENCE LI STI NG

<110> Laboratorio Gador S A

<120> UNA VACUNA CONTRA LA | NFECCI ON POR TRYPANCSOMA CRUZI
<130>

<140>

<141>

<160> SEQ 1

<170> Patentln versioén 3.5

<210> 1
<211> 643
<212> PRT

<213> Trypanosoma cruzi
<400> 1
Met Leu Ala Pro Ay Ser Ser Arg Val Au Leu Phe Lys Arg Lys Asn

1 5 10 15

Ser Thr Val Pro Phe Qu Asp Lys Ala Ay Lys Val Thr Qu Arg Val
20 25 30

Val H's Ser Phe Arg Leu Pro Ala Leu Val Asn Val Asp Ay Val Mt
35 40 45

Val Ala lie Ala Asp Ala Arg Tyr Asp Thr Ser Asn Asp Asn Ser Leu
50 55 60

lie Asp Thr Val Ala Lys Tyr Ser Val Asp Asp Gy Qu Thr Trp GQu
65 70 75 80

Thr @n lie Ala lie Lys Asn Ser Arg Val Ser Ser Val Ser Arg Val
85 90 95

Val Asp Pro Thr Val lie Val Lys Gy Asn Lys Leu Tyr Val Leu Val
100 105 110

Gy Ser Tyr Tyr Ser Ser Arg Ser Tyr Trp Ser Ser Hs Ay Asp A a
115 120 125
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Arg Asp Trp Asp lie Leu Leu Ala Val Ay du Val Thr Lys Ser lie
130 135 140

Ala Ay Gy Lys lie Thr Ala Ser lie Lys Trp Gy Ser Pro Val Ser
145 150 155 160

Leu Lys Lys Phe Phe Pro Ala Gu Met Qu Gy Met His Thr Asn An
165 170 175

Phe Leu Ay Gy Ala Ay Val Ala lie Val Ala Ser Asn Gy Asn Leu
180 185 190

Val Tyr Pro Val dn Val Thr Asn Lys Arg Lys G@n Val Phe Ser Lys
195 200 205

lie Phe Tyr Ser Qu Asp Asp Gy Lys Thr Trp Lys Phe Ay Lys Qy
210 215 220

Arg Ser Asp Phe Gy Cys Ser Gu Pro Val Ala Leu Gu Trp Gu Qy
225 230 235 240

Lys Leu lie lie Asn Thr Arg Val Asp Trp Lys Arg Arg Leu Val Tyr
245 250 255

GQu Ser Ser Asp Met Gy Asn Thr Trp Val du Ala Val dy Thr Leu
260 265 270

Ser Arg Val Trp Gy Pro Ser Pro Lys Ser Asp His Pro Ay Ser @n
275 280 285

Ser Ser Phe Thr Ala Val Thr lie u Gy Mt Arg Val Met Leu Phe
290 295 300

Thr H's Pro Leu Asn Phe Lys Gy Arg Trp Leu Arg Asp Arg Leu Asn
305 310 315 320

Leu Trp Leu Thr Asp Asn Gn Arg lie Tyr Asn Val Gy dn Val Ser
325 330 335

lie Ay Asp Gu Asn Ser Ala Tyr Ser Ser Val Leu Tyr Lys Asp Asp
340 345 350
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Lys Leu Tyr Cys Leu Hs Gu lie Asn Thr Asp GQu Val Tyr Ser Leu
355 360 365

Val Phe Ala Arg Leu Val Gy du Leu Arg lie lie Lys Ser Val Leu
370 375 380

Arg Ser Trp Lys Asn Trp Asp Ser His Leu Ser Ser lie Cys Thr Pro
385 390 395 400

Ala Asp Pro Ala Ala Ser Ser Ser Au Ser Ay Cys @y Pro Ala Val
405 410 415

Thr Thr Val Gy Leu Val Ay Phe Leu Ser Gy Asn Ala Ser @ n Asn
420 425 430

Val Trp Gu Asp Ala Tyr Arg Cys Val Asn Ala Ser Thr Ala Asn Al a
435 440 445

GQu Arg Val Arg Asn Gy Leu Lys Phe Ala Ay Val Ay Ay Ay A a
450 455 460

Leu Trp Pro Val Ser dn Gn dy Gn Asn dn Arg Tyr Arg Phe Al a
465 470 475 480

Asn His Ala Phe Thr Leu Val Ala Ser Val Thr lie Hs Gu Ala Pro
485 490 495

Arg Ala Ala Ser Pro Leu Leu Gy Ala Ser Leu Asp Ser Ser Ay Qdy
500 505 510

Lys Lys Leu Leu Gy Leu Ser Tyr Asp Qu Lys Hs G@n Trp Gn Pro
515 520 525

lie Tyr @y Ser Thr Pro Val Thr Pro Thr Ay Ser Trp Au Thr dy
530 535 540

Lys Arg Tyr His Val Val Leu Thr Val Ala Asn Lys lie Ay Ser Val
545 550 555 560

Tyr lie Asp Gy Qu Leu Leu u @y Ser Gy dn Thr Val Val Pro
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565 570 575

Asp Ay Arg Thr Pro Asp lie Ser His Phe Tyr Val Gy dy Tyr Qy
580 585 590

Arg Ser Asp Met Pro Thr lie Ser His Val Thr Val Asn Asn Val Leu
595 600 605

Leu Tyr Asn Arg Gn Leu Asn Thr GQu Qu lie Arg Thr Leu Phe Leu
610 615 620

Ser An Asp Leu lie Ay Thr u Ala Hs Mt Asp Ser Ser Ser Asp
625 630 635 640

Thr Ser Al a

33



WO 2017/190260 PCT/CL2017/050020
1/6

s Canirol 28%

100+

= TSact 41.7%
= Toool 71.4%

% HBobrevida
o
¥

3
3 s

=~

o

e

Dias pi

FIGURA 1



WO 2017/190260 PCT/CL2017/050020
2/6

30
s Cospirnd
w2 TSrrt
s THact
s Tgﬁ@i!

20

10+

Parasitermia x 10e5

o

FIGURA 2



WO 2017/190260

Gl: TS mut;

G2: TS WT; G3:

TS coli; G4:
Control

RATONES

PCT/CL2017/050020
3/6
10
° O neg
g B pos
7 -4

100

100
%

50% I 50%

FIGURA 3



WO 2017/190260

>

14 (pgirt)

W il

b

Sant

Syt

Y

4/6

W

500

53 ol

RIS

w i

a“
,?“} @3% @l’.‘

PCT/CL2017/050020

i
¥
i’
y -
s

&

peis

3% ]

i
L

sontnnt

4

284

B

PRI

k2 5
o
B4 (el

ﬁuﬁftms Mi&éens«

#
s

kil

435

-r*ﬁﬁ N

! *. 5’ ] ? I X

B mﬂ« 's;
§$§ﬁ}§&b@'

Fof oF o

sonteg

T

iy

S

Wby (gl

i

-

iF g i)

&
Y

@‘ ,;u

o

Jik«“; S
as@
& &

TN &
ﬁ@@
FFELF

covirat

§ ¥ 3
X

L33
antigato

FIGURA 4

Y

w & & 2

8

M 3 T
Cravired Aniigen

- 'H*

g

i et g
Lardrel Antigevia



WO 2017/190260

Absorbancia a 450 nm

5/6

subclases de IgGs
1.54

0.5+

PCT/CL2017/050020

FIGURA 5



WO 2017/190260 PCT/CL2017/050020
6/6

F00

e TSHLHISA
.................. TS m u ‘&Q‘ G F&

B s Condral CRAAFA

28 Sobrevida

FIGURA 6



INTERNATIONAL SEARCH REPORT International application No.

PCT/CL2017/050020

A.
(CIP): A61K39/005, C07K14/44, C12N9/24 (2017.01)
According to International Patent Classification (IPC) or to both national classification and IPC

CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER

B.

FIELDS SEARCHED

Minimum documentation searched (classification system followed by classification  symbols)

(CIP): A61K39/005, CO7K14/44, C12N9/24

Documentation

searched other than minimum documentation to the extent that such documents are included in the fields searched

Electronic data base consul ted during the International search (fiame of data base and, where practicable, search terms used)

STN, GenomeQuest, Patentscope, Google Scholar

C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category*

Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages Relevant to claim No.

X

WO 2007/1 07488 A2 (VIB VZW) 27 September 2007 1-3

The whole document

Freund's Adjuvant, Complete and Incomplete, Catalog Numbers
F5881 AND  F5506. Product Information Sheet, 201 3.
SIGMA-ALDRICH. [ retrieved on  09-06-201 7] retrieved from

internet: <www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/f5881 >
Documento citado para determinar componentes de adyuvantes

utilizados en el documento D1.

BONTEMPI, 1. A. et al. Efficacy of a trans-sialidase-ISCOMATRIX
subunit vaccine candidate to protect against experimental Chagas
disease, Vaccine, 3 March 2015, 33(10): 1274-1283.
DOI:1 0.1 016/j.vaccine.201 5.01.044.

The whole document

FONTANELLA, G. H. et al. Immunization with an engineered
mutant trans-sialidase highly protects mice from experimental
Trypanosoma cruzi infection: A vaccine candidate, Vaccine, 2 May
2008, 26(19): 2322-2334. DOI:1 0.1 0 16/j.vaccine.2008.02.060.

The whole document

K:] Further documents are listed in the continuation of Box C. j_7| See patent family annex.

*

A

=

Spccia catcgorics of citcd documents: e

later document published after the international filing date or priority

document delrning the general . state of the art which isnot considered date and not in conflict with the application but cited to understand
to be of particular relevance the principie or theory underlying the invention

earlier application or patent but published on or after the international  "X"  document of particular relevance; the claimed invention cannot be

filing date

considered novel. or cannot be considered to invotve an inventive

document which may throw doubts on priority claim(s) or which is step when the document istaken aone

cited to establish the publication date of another citation or other
specia reason (as specified)

"Y" document of particular relevance; the claimed invention cannot be
considered to involve an inventive step when the document is

document referring to an ora disclosure, use, exhibition or other combined with one or more other such documents, such combination

means

document publ isheci prior tothe international fil ing date but later than  w g«
the priority date claimed

being obvious to aperson skilled in the art

document member of the same patent family

Date of the actual completion of the international search Date of mailing of the international search report
23/06/2017 23 June 2017 31/07/2017 31 July 2017

Facsimile No.

Name and mailing address of the TSA/ Authorized offieer
INAPI, Av. Libertador Bernardo O'Higgins 194, Piso 17, Santiago, Chile GARRIDO GAMBOA, Carolina

TelephoneNo. 56-2-28870551  56-2-28870550

Form PCT/ISA/210 (second sheet) (January 201 5)




INTERNATIONAL SEARCH REPORT International applicaion No.

PCT/CL2017/050020

C (Continuation).

DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Trans-sialidase [Trypanosome cruzi 15 aprl 2005
GenBank accession number: CAC34453.1

[ retrieved on 08-06-201 7]

Retrieved from internet:

<https://www.ncbi.nim.nih  gov/protein/CAC34453.1 >
The whole document

Category* Citation of document, with indieation, where appropriate, of the relevant passages Relevant to claim No.
A STEWART-TULL D. E. Freund's complete and incomplete
adjuvants, preparation, and quality control standards for
experimental laboratory animéis use. En: Methods Mol Biol.,
Chapter 5.2010; 626:59-72. doi: 10.1007/978-1-60761 -585-9_5.
The whole document
A

Fonn PCT/ISA/210

(continuation of second sheet) (January 201 5)




INTERNATIONAL SEARCH REPORT

Information on patent family members

International application No.

PCT/CL20 17/050020

WO 2007/107488 (A2) 27-09-2007 BRPI0709560 (A2) 19/07/201 1
MX200801 1632 (A) 17/10/2008

US201 1038887 (A1) 17/02/201 1

US9028844 (B2) 12/05/201 5

Fonn PCT/ISA/2 10 (patent family annex) (January 201 5)




INFORME DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud internacional N°

PCT/CL201 7/050020

A.CLASIFICACION DEL OBJETO DE LA SOLICITUD
(CIP): A61K39/005, C07K14/44, C12N9/24 (2017.01)

De acuerdo _con la Clasificacion _Internacional _de Patentes (CIP) o segin la clasificacion naciona y CIP.

B. SECTORES COMPRENDIDOS POR LA BUSQUEDA

Documentacion minima buscada (sistema de clasificacion seguido delos simbolos de clasificacion)

(CIP): A61K39/005, C07K14/44, C12N9/24

Otra documentacion consultada, ademés de la documentacion minima, en lamedida en que tales documentos formen parte dé los sectores

comprendidos por la bisqueda

Bases de datos electrénicas consultadas durante la blUsgueda internacional (nombre de la base de datos y, si es posible, términos de
b®squeda ut'l'zados) 9N GenomeQuest, Patentscope, Google Scholar

C.DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

Categoria*

Documentos citados, con indicacion, si procede, de las partes relevantes

Relevante para las
reivindicaciones  N°

X WO 2007/1 07488 A2 (VIB VZW) 27 septiembre 2007

Todo el documento

L Freund's Adjuvant,
F5881 AND
SIGMA-ALDRICH.
internet:
Documento citado para determinar
utilizados en el documento D1.

Complete and
F5506. Product
[Recuperado

A BONTEMPI,
subunit vaccine candidate
disease, Vaccine, 3 March
DOI:1 0.1 016/j.vaccine.201 5.01 .044.
Todo el documento

A FONTANELLA, G. H. et al
mutant trans-sialidase highly  protects
Trypanosoma cruzi infection:
2008, 26(1 9): 2322-2334.
Todo el documento

Incomplete,
Information
el 09-06-201 7] Recuperado
<www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/f5881 >
componentes

I. A. et al. Efficacy of a trans-sialidase-ISCOMATRIX
to protect against experimental
2015,

Immunization

A vaccine candidate,
DOI:1 0.1 016/j.vaccine.2008.02.060.

1-3

Catalog Numbers
Sheet, 201 3.
de

de adyuvantes

Chagas

33(10):  1274-1283.

with  an engineered
from experimental
Vaccine, 2 May

mice

Ig En la continuaciéon del Recuadro C serelacionan otros documentos [Z Los documentos de familias de patentes se indican en el

Anexo

* Categorias especiales de documentos citados: T

"A"  documento que define el estado general de la técnica no considerado
como particularmente relevante.

"E" solicitud de patente o patente anterior pero publicada en la fecha de
presentacion internaciona o en fecha posterior.

"L"  documento que puede plantear dudas sobre una reivindicacion de “X*
prioridad 0 que se cita para determinar la fecha de publicacion de otra
cilao por unarazén especial (como laindicada).

"O"  documento que se refiere a una divulgacion oral, a una utilizacion, a “y”
unaexposicion o acuaquier otro medio.

"P"  documento publicado antes de la fecha de presentacién internacional

pero con posterioridad a la fecha de prioridad reivindicada.

“gr

documento ulterior publicado con posterioridad a la fecha de
presentacion internacional o de prioridad que no pertenece al
estado de la técnica pertinente pero que se cita por permitir la
comprension del principio o teoria que constituye la base de la
invencion.

documento particularmente relevante; la invencion reivindicada no
puede considerarse nueva o que implique una actividad inventiva
por referenciaal documento aisladamente considerado.

documento particularmente relevante; la invencion reivindicada no
puede considerarse que implique una actividad inventivacuando el
documento se asocia a otro u otros documentos de la misma
naturaleza, cuya combinacion resulta evidente para un experto en
lamateria

documento que forma parte de la misma familia de patentes.

Fecha en que se haconcluido efectivamente la blsqueda internacional.

23/06/2017 23/junio/2017

Fecha de expedicion del informe de blsqueda internacional

31/07/2017 31/julio/2017

Nombre y direccién postal dela Administracion encargada de la
busqueda internacional
INAPI, Av. Libertador Bernardo O'Higgins 194, Piso 17, Santiago, Chile

N° de fax

Funcionario autorizado

GARRIDO GAMBOA, Carolina

N° de teléfono 56-2-28870551  56-2-28870550

Formulario PCT/ISA/210 (segunda hoja) (Enero 2015)




INFORME DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud internacional N°

PCT/CL2017/050020

C (continuacion).

DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

Categoria*

Documentos citados, con indicacion, si procede, de las partes relevantes

Relevante para las
reivindicaciones N °

A

STEWART-TULL D. E. Freund's complete and incomplete
adjuvants, preparation, and quality control standards for
experimental laboratory animdis use. En: Methods Mol Biol.,
Chapter 5. 2010; 626:59-72. doi: 10.1007/978-1-60761 -585-9_5.
Todo el documento

Trans-sialidase [Trypanosome cruzi] 15 abril 2005
GenBank accession number: CAC34453.1
[Recuperado el 08-06-201 7]

Recuperado de internet:

<https://www.ncbi.nim.nih gov/protein/CAC34453.1 >
Todo el documento

Formulario PCT/ISA/210 (continuacion de la segunda hoja) (Enero 20 15)




INFORME DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Informacion relativa amiembros de familias de patentes

Solicitud internacional N°

PCT/CL2017/050020

Documento de patente
citado en Informe de Busqueda

Fecha de Publicacién

Miembro(s) de Familia

Fecha de Publicacion

WO 2007/107488 (A2)

27-09-2007

BRPI0709560 (A2)
MX200801 1632 (A)
US201 1038887 (A1)
US9028844 (B2)

19/07/201 1
17/1 0/2008
17/02/201 1
12/05/2015

Formulario PCT/ISA/210 (anexo_familia de patentes) (Enero 2015)




	abstract
	description
	claims
	drawings
	wo-search-report
	wo-search-report

