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UNA VACUNA CONTRA LA INFECCIÓN POR TRYPANOSOMA CRUZI

MEMORIA DESCRIPTIVA

La presente invención se refiere a una vacuna contra la

infección por Trypanosoma cruzi (I. cruzi) , útil en la

prevención y/o para el tratamiento de la enfermedad de Chagas.

En particular, la presente invención se refiere a una composición

de vacuna que comprende al menos una proteina mutante

ra ns-sialidasa de T . cruzi y , como adyuvante, una mezcla

de un aceite mineral altamente purificado y monooleato de

manida. En una realización preferida de la invención, dicho

aceite mineral altamente purificado es el comercializado

como Drakeol 6VR. En otra realización preferida de la

invención, el adyuvante es el comercializado como

Monta nide 3 ISA 51 VG (Seppic, France).

En una realización especialmente preferida de la invención,

la composición de vacuna comprende una proteina mutante

t ra ns-sialidasa de Trypanosoma posee la secuencia

identificada como SEQ 1 y , como adyuvante, Montanide 6 ISA

La composición de vacuna de acuerdo con la invención puede

ser utilizada contra la parasitemia y , al mismo tiempo,

para proteger del daño del tejido causado por los

parásitos .

i



ANTECEDENTES DE LA INVENCIÓN

La enfermedad de Chagas, también conocida como

Tripanosomiasis americana o "mal de Chagas", es una

enfermedad parasitaria transmitida por Trypanosoma cruzi,

un parásito relacionado con tripanosomas africanos. La

forma más común de contraer la enfermedad es a través del

contacto con las excretas de triatóminos (Tríatoma ínfestans

(en nuestra región) , conocidos también con los nombres de

vinchuca, chinche besucona, benchuca, chipo o barbeiro) , el

cual se alimenta de la sangre de seres humanos y animales.

Una vez que el parásito llega a la herida creada por el

insecto, se propaga a través del cuerpo invadiendo las

células huésped.

Esta enfermedad es uno de los mayores problemas de

salubridad en América Latina, donde aproximadamente entre 8

y 10 millones de personas podrían estar infectadas. Los

factores de riesgo para la enfermedad de Chagas incluyen,

entre otros, el vivir en México, América Central o del Sur,

la pobreza, habitar viviendas precarias donde los insectos

hematófagos puedan alojarse en las paredes y las

transfusiones sanguíneas de una persona que tenga el

parásito, aun cuando el donante no tenga la enfermedad

activa. También existe transmisión vertical (madre/hijo) y

por alimentos contaminados.

La enfermedad de Chagas presenta dos fases: una aguda y una

crónica. La primera se presenta generalmente con síntomas

leves, los niños menores de 2 años pueden desarrollar

cardiopatías o meningitis (1% de los casos) . En el sitio de

entrada del parásito se desarrolla inflamación y un



enrojecimiento del sitio de infección. Si la infección se

produce a través de la conjuntiva del ojo se genera el

Signo de Romaña (patognomónico ).

A medida que el parásito se disemina partiendo del sitio de

entrada, el paciente presenta fiebre, malestar general, e

inflamación generalizada de los ganglios linfáticos.

Asimismo, el hígado y el bazo pueden aumentar de tamaño. La

enfermedad disminuye su intensidad después de la fase aguda

y se vuelve crónica sin manifestar síntomas posteriores

durante muchos años. En el 30% de los casos los síntomas

finalmente se manifiestan tardíamente, aparecen como

enfermedad cardíaca (cadiomiopatía) y digestiva

(megavisceras ).

Los pacientes pueden presentar insuficiencia cardíaca

congestiva, mientras que el primer síntoma de trastorno

digestivo puede ser la dificultad para deglutir, lo cual

puede llevar a la desnutrición. Los pacientes que presenten

infección parasitaria del colon pueden experimentar dolor

abdominal y estreñimiento. La enfermedad cardíaca es, por

lo general, la causa de la muerte del paciente.

Aproximadamente, el 70% de los paciente chagásicos mueren

por falla cardíaca debido al daño cardiaco grave.

Dentro de la célula huésped, el parásito se transforma en

amastigote que puede multiplicarse muy rápido

transformándose nuevamente en tripomastigotes infecciosos.

Poco después, las células hospedadoras estallan, dejando

libres a los parásitos que podrán infectar otras células.



El mecanismo molecular por el cual el parásito infecta las

células del hospedador es muy complejo y ha sido objeto de

estudio a lo largo de los últimos años. Se ha demostrado

que T . cruzi expresa una enzima única en su tipo que

transfiere ácido siálico, la cual es capaz de hidrolizar

ácidos siálicos con uniones -2,3 y transferirlos a los

residuos de β-galactosa terminales: la enzima trans-

sialidasa (TS) . Una parte de esta enzima fue inicialmente

identificada como un antigeno importante (SAPA, Shed Acute

Phase Antigen) en la fase aguda de la Enfermedad de Chagas

(CITAR Pollevick 1991) para luego caracterizar la actividad

enzimática novedosa de la proteina completa (Pollevick GD,

Affranchino JL, Frasch AC, Sánchez DO. The complete sequence of

a shed acute-phase antigen of Trypanosoma cruzi. Mol Biochem

Parasitol. 1991Aug; 47 (2):247-5 0. PubMed PMID: 1840626. Y Parodi

AJ, Pollevick GD, Mautner M , Buschiazzo A , Sánchez DO, Frasch

AC. Identification of the gene (s) coding for the trans-sialidase

of Trypanosoma cruzi. EMBO J . 1992 May; 11 (5 ) :1705-10 . PubMed

PMID: 1374711; PubMed Central PMCID: PMC556627) .

Esta enzima puede anclarse en la membrana celular del

parásito mediante un ancla GPI o , luego de la fragmentación

por una enzima lipasa del parásito, puede permanecer en la

sangre. La TS desempeña una función importante en el ciclo

de infección de T . cruzi debido a que permite la invasión

de las células del hospedador. Se ha demostrado que cuando

se inhibe la actividad TS (por ejemplo utilizando lineas de

células mutantes que no tienen ácido siálico sobre su

superficie (Ciavaglia M ., de Carvalho T.U. y de Souza W . (1993)

"Interactíon of Trypanosoma cruzi wíth cells wíth altered

glycosylation patterns" , Biochem. Biophys . Res. Co un. 193,

718-721; Ming M . y col. (1993) "Mediation of Trypanosoma

invasión by sialic acid on the host cell and trans-siaiidase on



the trypa nos orne" , Mol. Biochem. Farasital. 59, 243-252 y

Schenkman R.P.S. y col. (1993) "Mammalian cell sialic acid

enhances Trypanosoma cruzi invasión" , Infect. Immun. 61, 898-

902) o bloqueando las moléculas aceptoras en la superficie

del parásito (Yoshida N . y col., (1989) "Metacyclic

neutralizing effect of monoclonal antibody 10D8 directed to the

35- and 50- kilodalton Surface glycoconjugates of Trypanosoma

cruzi", Mol. Biochem. Parasitol. 39, 39-46 y Ruiz R . y col.

(1993) "The 35/50 kDa surface antigen of Trypanosoma cruzi

metacyclic trypomastigotes , an adhesión molecule involved in

host cell invasión" , Parasitol. Immunol . 15, 121-125) resulta

posible inhibir la invasión de las células del hospedador

por el parásito. Además, la TS desempeña una función en el

mecanismo de defensa del parásito contra el sistema

inmunitario del hospedador, ya que es utilizada para cubrir

la superficie del parásito con moléculas de ácido siálico,

lo cual dificulta que el sistema inmunitario detecte el

parásito .

Debido a que la enzima TS cumple una función tan importante

en el ciclo de infección y defensa, es que el parásito

desarrolló diversos métodos para proteger a la enzima

contra el sistema inmunitario del hospedador. Primero, el

parásito expresa más de 200 diferentes TS de las cuales

sólo aproximadamente 15 son activas (El-sayed N.M. y col.,

2005, " e genome sequence of Trypanosoma cruzi, etiologic agent of Chagas

dísease", Science 309 (5733), 409- 415) . Este hecho dificulta

que el sistema inmunitario pueda inhibir la invasión de las

células del hospedador por el parásito en el ciclo de

infección normal, ya que los parásitos y sus TS se

mantienen sólo durante un relativamente corto plazo en el



torrente sanguíneo, para ingresar luego en la célula del

hospedador, en donde son protegidos del sistema inmune.

Además, las TS tienen una extensión inmunodominante muy

larga de repeticiones SAPA, las cuales alejan a los

anticuerpos del sitio catalítico de la enzima.

Los medicamentos utilizados tradicionalmente para el

tratamiento de la enfermedad de Chagas son, el Nifurtimox y

el Benznidazol. Estos fármacos sólo funcionan en la fase

aguda y crónica temprana de la enfermedad, pero no en la

fase crónica. De las dos drogas mencionadas, por lo

general, se prefiere tratar la enfermedad de Chagas

mediante el Benznidazol, debido a que se ha demostrado que

presenta una mejor eficacia y una mejor tolerancia que el

Nifurtimox. No obstante, debido a su eficiencia limitada y

a sus muchos efectos colaterales, estos medicamentos tienen

un uso restringido.

Así, se ha propuesto que la vacunación podría brindar una

solución a estos problemas. La vacunación podría ser mucho

más eficaz que los medicamentos existentes para tratar a

los pacientes crónicos y , además, podría tener un efecto en

la prevención de la aparición y progresión de la

enfermedad .

Debido a su función primordial en la infección y al hecho

de que la enzima se encuentra no sólo expuesta sobre la

superficie celular sino que, también, se encuentra presente

como molécula libre en la sangre, es que ésta resulta ser

un buen blanco para los anticuerpos. Así, la TS puede ser

un buen candidato antigénico para la producción de una



vacuna contra la enfermedad de Chagas. Al respecto,

teniendo en cuenta que no hay homólogos de la TS en

humanos, los anticuerpos que genere el sistema inmune del

paciente serian específicos del parásito, por lo que la

vacuna no debería presentar efectos colaterales de

relevancia .

En la solicitud de patente PCT WO 2007/107488 A2 se ha

reportado que mutantes con actividad enzimática limitada

podrían ser utilizados como vacunas. No obstante, dichos

mutantes no presentaron una actividad inmunogénica y una

eficacia adecuada como para que pudieran ser formulados en

una composición de vacuna contra la infección por

Trypanosoma cruzi adecuada para ser administrada en seres

humanos y animales.

BREVE DESCRIPCIÓN DE LA INVENCIÓN

La presente invención se refiere a una vacuna contra la

infección por Trypanosoma cruzi (T. cruzi), útil en la

prevención y/o para el tratamiento de la enfermedad de Chagas.

En particular, la presente invención se refiere a una

composición de vacuna que comprende al menos una proteína

mutante trans-sialidasa (TS mut) de T . cruzi y , como

adyuvante, una mezcla de un aceite mineral altamente

purificado y monooleato de manida.



BREVE DESCRIPCIÓN DE LAS FIGURAS

FIGURA 1. Resultados obtenidos en términos de

supervivencia. Se utilizaron tres grupos de 12 ratones

macho BALB/cJ de 60 días. Los animales recibieron tres

dosis de 15 ug de TS (Grupo A : TS silvestre ( T ), Grupo B :

TS mut (SEQ 1 ) y grupo C : control) . La primera dosis fue

emulsionada en CFA (1:1 volrvol) y las otras dos en IFA

(1:1, volrvol) y administradas por vía sub-cutánea (s.c.)

en intervalos de dos semanas. Control quiere decir solución

salina en adyuvante. Los animales fueron infectados con una

cepa virulenta de T . cruzi DTU TcVI (RA) , 500

tripomastigotes sanguíneos por vía intraperitoneal (i.p.) .

Se hizo un seguimiento de la parasitemia y la mortalidad

durante 60 días. Un cuarto grupo de animales (n=7) fue

inmunizado con TS obtenida en E . coli fTScoli, .

FIGURA 2 . Valores de parasitemia obtenidos en los ratones

de los grupos de la Figura 1 . La parasitemia se determinó

contando los parásitos en un hemocitómetro (Neubauer) . Los

valores se expresan como parásitos/ml .

FIGURA 3 . Resumen de los resultados (número de equivalentes

de parásitos/ng ADN) obtenidos por RT PCR en los tejidos de

los siguientes grupos de estudio. Gl : TS mut (SEQ 1 ) ; G2 :

TS WT; G3: TS coli; G : Control.

FIGURA 4 . Cuantif icación de IL2, IL4 y IFNg por ELISA. (A,

C , E ) Cada punto representa valores cuadruplicados para

cada sobrenadante. (B, D , F ) Cada punto representa el

promedio de los cuadruplicados. Los cultivos fueron



cosechados 24 horas luego de agregar 5 ug/ml de TSmut (SEQ

1 ) . Control: Animales inmunizados con PBS/ISA51. TSmut:

Animales inmunizados con TSmut/ISA51. Mediante re

estimulación ex vivo se caracterizó la respuesta especifica

al antigeno como una clara respuesta Thl, por la

significativa producción de IFNg de animales tratados

comparados con animales de control (gráfico 4E y 4F) .

FIGURA 5 . Evaluación de anticuerpos específicos anti-TS,

inducidos por inmunización con TS mut . Se inmunizaron

grupos de 12 ratones BALB/cJ macho inmunizados con TS

mut/ISA51. Se administraron tres dosis s.c. según el

esquema anteriormente seguido y a los 15 días de la última

dosis se ensayó la inducción de IgGl e IgG2a específicas

por ELISA.

FIGURA 6 . Resultados obtenidos en términos de parasitemia

de ratones inmunizados con TS mut y WT empleando adyuvante

de Freund o ISA 51. Los animales fueron desafiados al día

45 de la primera inmunización con una cepa virulenta T .

cruzi DTU TcVI (RA), 500 tripomas tigotes sanguíneos i.p.

Se hizo un seguimiento de la parasitemia y la mortalidad

durante 60 días. La parasitemia se determinó contando los

parásitos en un hemocitómetro (Neubauer) . Los valores se

expresan como parásitos/ml .

DESCRIPCIÓN DETALLADA DE LA INVENCIÓN

Los inventores de la presente han encontrado que, de manera

sorprendente, resulta posible obtener una vacuna contra la



infección por Trypanosoma ci~uzi ( . cruzi), que presenta

una actividad inmunogénica y una eficacia adecuada para el

tratamiento de seres humanos y animales, que comprende al

menos una proteina mutante trans-sialidasa (TS mut) de

Trypanosoma cruzi y , como adyuvante, una mezcla de un

aceite mineral altamente puri ficado y monooleato de manida.

En una realización preferida de la invención, dicho aceite

mineral altamente purificado es el comercializado como

Drakeol 6VR. En otra realización preferida de la invención,

el adyuvante es el comercializado como Montanide® ISA 51 VG

(Seppic, France) .

En una realización especialmente preferida de la invención,

la composición de vacuna comprende una proteina mutante

trans-sialidasa de Trypanosoma cruzi de la secuencia

identificada como SEQ 1 y , como adyuvante, Montanide® ISA

51 VG.

La composición de vacuna de acuerdo con la invención puede

ser utilizada contra la parasitemia y , al mismo tiempo,

para proteger del daño del tejido causado por los

parásitos .

De manera particular, la composición de vacuna de acuerdo

con la invención comprende, de preferencia, una proteina

mutante trans-sialidasa de Trypanosoma cruzi que comprende

la siguiente secuencia (SEQ 1 ) .



Met Leu Ala Pro Gly Ser Ser Arg Val Glu Leu Phe Lys Arg Lys Asn
1 5 10 15

Ser Thr Val Pro Phe Glu Asp Lys Ala Gly Lys Val Thr Glu Arg Val
20 25 30

Val His Ser Phe Arg Leu Pro Ala Leu Val Asn Val Asp Gly 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 Gly Glu Thr Trp Glu
65 70 75 80

Thr Gln 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 Gly Asn Lys Leu Tyr Val Leu Val
100 105 110

Gly Ser Tyr Tyr Ser Ser Arg Ser Tyr Trp Ser Ser His Gly Asp Ala
115 120 125

Arg Asp Trp Asp lie Leu Leu Ala Val Gly Glu Val Thr Lys Ser lie
130 135 140

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

Leu Lys Lys Phe Phe Pro Ala Glu Met Glu Gly Met His Thr Asn Gln
165 170 175

Phe Leu Gly Gly Ala Gly Val Ala lie Val Ala Ser Asn Gly Asn Leu
180 185 190

Val Tyr Pro Val Gln Val Thr Asn Lys Arg Lys Gln Val Phe Ser Lys
195 200 205

lie Phe Tyr Ser Glu Asp Asp Gly Lys Thr Trp Lys Phe Gly Lys Gly
210 215 220



Arg Ser Asp Phe Gly Cys Ser Glu Pro Val Ala Leu Glu Trp Glu Gly
225 230 235 240

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

Glu Ser Ser Asp Met Gly Asn Thr Trp Val Glu Ala Val Gly Thr Leu
260 265 270

Ser Arg Val Trp Gly Pro Ser Pro Lys Ser Asp His Pro Gly Ser Gln
275 280 285

Ser Ser Phe Thr Ala Val Thr lie Glu Gly Met Arg Val Met Leu Phe
290 295 300

Thr His Pro Leu Asn Phe Lys Gly Arg Trp Leu Arg Asp Arg Leu Asn
305 310 315 320

Leu Trp Leu Thr Asp Asn Gln Arg lie Tyr Asn Val Gly Gln Val Ser
325 330 335

lie Gly Asp Glu Asn Ser Ala Tyr Ser Ser Val Leu Tyr Lys Asp Asp
340 345 350

Lys Leu Tyr Cys Leu His Glu lie Asn Thr Asp Glu Val Tyr Ser Leu
355 360 365

Val Phe Ala Arg Leu Val Gly Glu 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 Glu Ser Gly Cys Gly Pro Ala Val
405 410 415

Thr Thr Val Gly Leu Val Gly Phe Leu Ser Gly Asn Ala Ser Gln Asn
420 425 430

Val Trp Glu Asp Ala Tyr Arg Cys Val Asn Ala Ser Thr Ala Asn Ala
435 440 445



Glu Arg Val Arg Asn Gly Leu Lys Phe Ala Gly Val Gly Gly Gly Ala
450 455 460

Leu Trp Pro Val Ser Gln Gln Gly Gln Asn Gln Arg Tyr Arg Phe Ala
465 470 475 480

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

Arg Ala Ala Ser Pro Leu Leu Gly Ala Ser Leu Asp Ser Ser Gly Gly
500 505 510

Lys Lys Leu Leu Gly Leu Ser Tyr Asp Glu Lys His Gln Trp Gln Pro
515 520 525

lie Tyr Gly Ser Thr Pro Val Thr Pro Thr Gly Ser Trp Glu Thr Gly
530 535 540

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

Tyr lie Asp Gly Glu Leu Leu Glu Gly Ser Gly Gln Thr Val Val Pro
565 570 575

Asp Gly Arg Thr Pro Asp lie Ser His Phe Tyr Val Gly Gly Tyr Gly
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 Gln Leu Asn Thr Glu Glu lie Arg Thr Leu Phe Leu
610 615 620

Ser Gln Asp Leu lie Gly Thr Glu Ala His Met Asp Ser Ser Ser Asp
625 630 635 640

Thr Ser Ala



EJEMPLOS

Ensayo 1

Todos los estudios fueron realizados de acuerdo a las

normas fijadas por CICUAE (Comité Institucional para el

Cuidado y Uso de Animales de Experimentación) de la

Universidad Nacional de San Martin (UNSAM) . Los animales

fueron confinados en una instalación contenida BSL3 en el

Instituto de Investigaciones Biotecnológicas "Dr. Rodolfo

A . Ugalde" (IIB), UNSAM, Buenos Aires, Argentina, donde

fueron alojados en jaulas individuales, ventiladas por dos

semanas antes de comenzar la inmunización. Cada animal fue

etiquetado separadamente.

Se utilizaron tres grupos cada uno de 12 ratones macho

BALB/cJ de 60 días. Los animales recibieron tres dosis de

15 ug de TS (Grupo A : TS silvestre (WT) , Grupo B : TS mut y

grupo C : control) . La primera dosis fue emulsionada en CFA

(1:1 vol: vol) y las otras dos en IFA (1:1, vol:vol) y

administradas s.c. en intervalos de dos semanas. Control

quiere decir solución salina en adyuvante.

Los animales fueron infectados con una cepa virulenta de

T . cruzi DTU TcVI (RA), 500 tripomas tigotes sanguíneos i.p.

Se hizo un seguimiento de la parasitemia y la mortalidad

durante 60 días. La parasitemia se determinó contando los

parásitos en un hemocitómetro (Neubauer) . Los valores se

expresan en parásitos/ml .



Grupo A n=12

Días

1 14 28 42 102

WT/CFA WT/IFA WT/IFA Desafio Parasitemia/Mortalidad

Grupo B n=ll

Días

1 14 28 42 102

TSmut/ TSmut/ TSmut/ Desafio Parasitemia/Mortalidad
IFA

C A I A

Grupo C n=12

Días

1 14 28 42 102

Salina/CFA Salina/ Salina/ Desafio Parasitemia/Mortalidad
IFA I A

Un cuarto grupo de animales (n=7) fue inmunizado con TS obtenido

en E . coli.

Los resultados obtenidos en términos de supervivencia y
parasitemia se muestran en las Figuras 1 y 2 respectivamente.

Extensión del ensayo 1 : TS mut Capacidad Protectora

Los ratones sobrevivientes a este ensayo fueron nuevamente

desafiados a los 102 días de haber sido infectados. En esta

oportunidad, el desafio se realizó con la misma cepa de

parásitos de T . cruzi r pero con 10.000 tripomastigotes

sanguíneos i.p. . Todos los animales sobrevivieron 60 días

luego del segundo desafío, y en ese momento fueron



sacrificados. No se observó parasitemia en ninguno de los

animales cuando se evaluaron por la prueba de gota fresca.

Ensayos de Histopatologí a :

En primer lugar se evaluó el nivel de inflamación sobre

cortes coloreados con Hematoxilina/Eosina (HE) . Para ello,

se obtuvo músculo esquelético y corazón de animales

infectados con T . cruzi y se los fijó en 10% formaldehido

en PBS y se los embebió en parafina. Se hicieron cortes de

5 um los que fueron teñidos con HE. Seguidamente se

realizaron observaciones a simple ciego al microscopio

óptico sobre los preparados codificados. Se registró la

presencia o ausencia de células parasitadas e infiltrados

inflamatorios en los tejidos La inflamación fue evaluada

cualitativamente de acuerdo a la presencia o ausencia de

necrosis de células musculares y leucocitos

polimorf onucleares en los infiltrados (inflamación activa o

crónica, respectivamente) y semicuantitativamente en

examinación a bajo aumento de acuerdo a la distribución

(focal, confluente o difusa y cantidad de células

inflamatorias (1+ por un solo foco inflamatorio, 2+

infiltrados inflamatorios múltiples no confluentes, 3+

inflamación confluente y 4+ inflamación difusa extendida

por todo el corte) . Los valores de dos cortes fueron

sumadas para obtener un valor inflamatorio promedio.

Posteriormente se evaluó el desarrollo de fibrosis

utilizando tinción con Tricrómico de Masson. Para ello se

determinó la presencia y el patrón de distribución de

fibras colágenas, adjudicándose un valor de 1+ al aumento



del tejido fibroso intersticial que rodea fascículos de

fibras musculares y un valor de 2+ a la presencia de tejido

fibroso rodeando y aislando fibras musculares individuales

atróficas o parches de tejido fibroso denso ocupando un

espacio sugestivo de haber correspondido a una fibra

muscular desaparecida. Los resultados se resumen en las

Tablas 1 y 2 .

Tabla 1



VI 2 2 4

T 0 1 1

Promedio 1 1 .5 2.5

125-5 neg 2 0 0.53

VI 1 2 3

T 1 2 3

Promedio 1 2 3

126-1 neg 2 0 neg

VI 2 1 3

T 2 2 4

Promedio 2 1 .5 3 .5

126-2 neg 1 0 neg

VI 2 2 4

T 2 1 3

Promedio 2 1 .5 3 .5

126-3 neg 0 1 ND

VI 2 2 4

T 1 1 2

Promedio 1 .5 1 .5 3

126-4 0 .035 0 2 ND

VI 2 2 4

T 2 2 4

Promedio 2 2 4

127-11 neg 0 1 ND

VI 2 1 3



T 1 0 1

Promedio 1 .5 0 .5 2

127-12 neg 1 0 neg

VI 3 2 5

T 2 0 2

Promedio 2.5 1 3 .5



Ratón Corazón Músculo

TS WT Inflamación Fibrosis Total PCR Inflamación Calcio PCR

128-1 0 .114 3 0 0 .103

VI 2 2 4

T 2 2 4

Promedio 2 2 4

128-2 0 .056 3 1 24 .03

VI 2 1 3

T 1 1 2

Promedio 1 .5 1 2.5

128-4 neg 1 0 neg

VI 2 0 2

T 2 1 3

Promedio 2 0 .5 2.5

129-9 neg 0 1 0 .063

VI 2 1 3

T 2 1 3

Promedio 2 1 3

127 neg 2 0 2.31

VI 1 1 1

T 1 1 1

Promedio 1 1 1

PCR: equivalentes parasíticos /ng; VI: ventrículo izquierdo; T : tabique

La evaluación his topatológica del bazo se realizó en base a

la distribución, tamaño y morfología de la pulpa blanca y



las características de la población de células en la pulpa

roja. Los hallazgos morfológicos en el bazo son indicativos

de un estado de activación inmune.

Tabla 2



significativos

127-12 Miocarditis crónica Miocarditis crónica activa Hiperplasia folicular

inespecifica inespeci fica linfoide reactiva

inespecifica

128-1 Miocarditis crónica Miocarditis crónica activa Hiperplasia folicular

inespecifica inespeci fica linfoide reactiva

inespecifica

128-2 Miocarditis crónica Miocarditis crónica activa Hiperplasia folicular

inespecifica inespeci fica linfoide reactiva

inespecifica

128-4 Miocarditis crónica Miocarditis crónica activa Hiperplasia folicular

inespecifica inespeci fica linfoide reactiva

inespecifica

129-9 Miocarditis crónica Cambios histopatológicos Hiperplasia folicular

inespecifica del aparato locomotor no linfoide reactiva

significativos inespecifica

130-3 Miocarditis crónica Miositis crónica activa Hiperplasia folicular

inespecifica inespeci fica linfoide reactiva

inespecifica

130-6 Miocarditis crónica Cambios histopatológicos Hiperplasia folicular

inespecifica del aparato locomotor no linfoide reactiva

significativos inespecifica

131-7 Miocarditis crónica Miositis crónica activa Hiperplasia folicular

inespecifica inespeci fica linfoide reactiva

inespecifica

Control Tejido miocárdico sin Cambios histopatológicos Parénquima esplénico

N-l señales de del aparato locomotor no sin alteraciones

alteraciones significativos histopatológicas

histopatológicas significativas

Control Tejido miocárdico sin Cambios histopatológicos Parénquima esplénico

N-2 señales de del aparato locomotor no sin alteraciones

alteraciones significativos histopatológicas

histopatológicas significativas

Carga parasitaria tisular determinada mediante PCR en

tiempo real

Se llevó a cabo con aproximadamente 50 mg de tejido

(corazón y músculo esquelético) . La muestra se conservó en

DNAzol (Invitrogen) y fue procesada por disgregación

mecánica mediante TissueRuptor . El ADN precipitado con



isopropanol, se lavó con etanol 70% y se resuspendió en

NaOH y HEPES, de acuerdo con las especificaciones del

fabricante .

Cuantif icación a través de PCR en tiempo real

Se siguió el protocolo publicado por Cummings y Tarleton en

"Molecular and Biochemical Parasitology" 129 (2003) 53-59

Breve Descripción:

La detección y cuantif icación de los parásitos en la

muestra fueron establecidas mediante la amplificación del

ADN parasitario, utilizando la región satelital (SAT) del

genoma del T . cruzi como "target" de la reacción. Se

utilizaron los oligonucleótidos TCZ-F

(GCTCTTGCCCACAMGGGTGC) y TCZ-R (CCAAGCAGCGGATAGTTCAGG) , los

cuales amplifican un fragmento de 182pb. Dicha región se

encuentra en miles de copias por genoma, lo que aumenta la

sensibilidad de detección.

Para la cuantif icación del ADN genómico de los ratones, se

amplificó un fragmento del gen TNFa (oligonucleótidos TNF-

5241 (5-TCCCTCTCATCAGTTCTATGGCCCA-3) y TNF-5411 (5-

CAGCAAGCATCTATGCACTTAGACCCC-3) . Este es un gen de única

copia, lo cual permite su utilización como normalizador del

proceso de carga y amplificación durante la reacción.

Se realizaron curvas de calibración para ambas secuencias.

La curva TNF se llevó a cabo utilizando mezclas de ADN de

las muestras a ser analizadas (y posteriores diluciones en



serie) . Esto permitió la cuantif icación en el rango de 200-

0.02ng de ADN. La curva SAT se llevó a cabo utilizando ADN

de tejido sano (animal no infectado), contaminado con

cantidades conocidas de parásitos (y posteriores diluciones

en serie) . Esto permitió la cuantif icación en el rango de

400-0.04 equivalentes parasitarios. La cuantif icación se

expresó en equivalentes parásitos/masa ADN. A tal efecto,

se normalizó a lOng y 50ng para el músculo esquelético y

corazón, respectivamente.

Los resultados (número de equivalentes de parásitos/ng ADN)

obtenidos por RT PCR en los 4 grupos bajo estudio se

presentan en la Figura 3 .

Ensayo 2

Determinación del perfil de citoquinas en animales

inmunizados con TSmut (SEQ 1 )

Se utilizaron ratones macho BALB/cJ de 60 días. Cinco (5)

animales recibieron por vía s.c. 15ug de TSmut (SEQ 1 ) por

ratón, diluido en PBS y emulsionado 1:1 con adyuvante ISA51

(Seppic, Francia) (a 100 ul emulsión/ratón) . Otro grupo de

cinco (5) animales recibió solamente PBS emulsionado en el

mismo adyuvante. Los ratones fueron sacrificados al día +5

post-inmunización . Se realizaron cultivos de esplenocitos

(5 x 106 células/ml) en RPMI 1640 complementados con 10% de

suero bovino fetal a 37°C y 5% CO2 . Los cultivos fueron

estimulados durante 72 horas con el mismo antigeno (5

ug/ml) y los sobrenadantes cosechados 24 horas después.

Para cada ratón se realizaron cultivos por cuadruplicado.

La concentración de IL2, IL4 y IFNg en los sobrenadantes



del cultivo fue medida por sandwich ELISA con los pares de

anticuerpos monoclonales para la captura y detección de

Biolegend (CA, USA) .

En la Figura 4 se observan los resultados de la

cuantif icación de IL2, IL4 y IFNg mediante ELISA. (A, C , E )

Cada punto representa valores cuadruplicados para cada

sobrenadante. (B, D , F ) Cada punto representa el promedio

de los cuadruplicados. Los cultivos fueron cosechados 24

horas luego de agregar 5 ug/ml de TSmut. Control: Animales

inmunizados con PBS/ISA51. TSmut (SEQ 1 ) : Animales

inmunizados con TSmut/ISA51.

Mediante re-estimulación ex vivo fue posible caracterizar

la respuesta especifica al antigeno como una clara

respuesta Thl por la significativa producción de IFNg de

animales tratados comparados con animales de control

(gráfico 4E y 4F) .

Hay pruebas sólidas que apoyan la importancia de la

respuesta Thl como crucial en la supervivencia a la

infección de T . cruzi . Sin embargo, cuando se desencadena

esta respuesta celular, resulta muy perjudicial para el

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

Actualmente, hay una suma de evidencias que indican que la

respuesta protectora real debería agregar fenotipos

equilibrados de células Thl/Th2 CD4 T para restringir la

diseminación de parásitos, pero evitando daños

considerables a los tejidos infectados (Ruiz Diaz, 2015) .

(Figura 5 )



Ensayo 3

Se llevó a cabo un ensayo para comparar el adyuvante de

Freund y Montanide ISA 51VG (Seppic, Francia) , un adyuvante

aprobado para uso humano y probado en el Ensayo 2 . Se

evaluó mediante parasitemia y mortalidad.

Los ratones de 60 días recibieron tres dosis de 15 ug de

TS-mut (SEQ 1 ) administradas s.c. con intervalos de dos

semanas. El adyuvante de Freund (CFA/IFA) se emulsionó en

CFA (1:1 volrvol) en la primera dosis y en IFA (1:1,

volrvol) las otras dos. Montanide ISA 51VG se emulsionó 1:1

con el antigeno.

Grupo A n =11

Días

1 15 30 45 105

MUT/CFA MUT/IFA MUT/IFA Desafio Parasitemia/Mortalidad

Grupo B n =11

Días

1 15 30 45 105

CFA IFA IFA Desafio Parasitemia/Mortalidad

Grupo C n =10

Días

1 15 30 45 105

MUT/ISA MUT/ISA MUT/ISA Desafio Parasitemia/Mortalidad

Grupo D n =10

Días



1 15 30 45 105

ISA ISA ISA Desafio Parasitemia/Mortalidad

Los animales fueron desafiados al día 45 de la primera

inmunización con una cepa virulenta T . cruzi DTU TcVI (RA) ,

administrando 500 tripomastigotes sanguíneos por vía i.p.

Se hizo un seguimiento de la parasitemia y la mortalidad

durante 60 días. La parasitemia se determinó contando los

parásitos en un hemocitómetro (Neubauer) . Los valores se

expresan como parásitos/ml .

Los resultados obtenidos en términos de supervivencia y

parasitemia se muestran en la Figura 6 y en la Tabla 3

respectivamente :

Tabla 3

Valores de Parasitemia



Los valores de parasitemia están expresados como número de

parásitos/ml y corresponden a los días 17 pi (Rl a R5) y 20

pi (R6 a Rll) .

Los resultados fueron obtenidos utilizando el modelo de

ratón macho BALB/c como en Fontanella y col. (2008) . Se

utilizaron tres dosis de inmunógeno. En nuestros ensayos,

los ratones fueron infectados con la cepa RA del parásito

(TcVI) en lugar de la cepa Tulahuen. Las supervivencias con

TSmut fueron concordantes en ambos estudios. En nuestros

ensayos, el análisis histológico y la carga parasitaria se

realizaron luego de redesafiar a los animales con un número

más elevado de parásitos, por lo cual no son comparables

con los reportados previamente.

Con referencia al articulo de Bontempi y col. (2015), los

autores utilizaron ratones hembra BALB/c y redujeron las

dosis de antigenos a 10 ug cada uno.

También encontramos una respuesta inmunológica

preponderante Thl, que se suscitó inmediatamente después de

una dosis única de inmunógeno.

Cuando se realizó un ensayo comparativo entre adyuvantes,

el TSmut redujo significativamente la parasitemia vs . el

control de adyuvante Montanide ISA 51. El reemplazo de CFA

por ISA 51 ofreció una mejor protección global en términos

de parasitemia y supervivencia. Se registró una

supervivencia del 100% en el grupo TSmut/ISA vs . 63-82% en

los ensayos de inmunización TSmut CFA/IFA.



REIVINDICACIONES

1 . Una composición de vacuna contra la infección por

Trypanosoma cruzi carácterizada porque comprende, al menos,

una proteina mutante trans-sialidasa de Trypanosoma cruzi

y , como adyuvante, una mezcla de un aceite mineral

altamente purificado y monooleato de manida.

2 . Una composición de vacuna contra la infección por

Trypanosoma cruzi de acuerdo con la reivindicación

anterior, carácterizada porque dicha proteina mutante

trans-sialidasa de Trypanosoma cruzi es de la secuencia

identificada como SEQ 1 .

3 . Una composición de vacuna contra la infección por

Trypanosoma cruzi de acuerdo con la reivindicación 1 ,

carácterizada porque dicho aceite mineral altamente

purificado es el comercializado como Drakeol 6VR.

4 . Una composición de vacuna contra la infección por

Trypanosoma cruzi de acuerdo con la reivindicación 1 ,

carácterizada porque dicha proteina mutante trans-sialidasa

de Trypanosoma cruzi es de la secuencia identificada como

SEQ 1 y porque dicha mezcla de un aceite mineral altamente

purificado y monooleato de manida es la comercializada como

Montanide ® ISA 51 VG (Seppic, France) .



LISTADO DE SECUENCIAS

SEQUENCE LISTING

<110> Laboratorio Gador S.A.

<120> UNA VACUNA CONTRA LA INFECCIÓN POR TRYPANOSOMA CRUZI

<130>

<140>
<141>
<160> SEQ 1

<170> Patentln versión 3.5

<210> 1
<211> 643
<212> PRT
<213> Trypanosoma cruzí

<400> 1

Met Leu Ala Pro Gly Ser Ser Arg Val Glu Leu Phe Lys Arg Lys Asn
1 5 10 15

Ser Thr Val Pro Phe Glu Asp Lys Ala Gly Lys Val Thr Glu Arg Val
20 25 30

Val His Ser Phe Arg Leu Pro Ala Leu Val Asn Val Asp Gly 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 Gly Glu Thr Trp Glu
65 70 75 80

Thr Gln 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 Gly Asn Lys Leu Tyr Val Leu Val
100 105 110

Gly Ser Tyr Tyr Ser Ser Arg Ser Tyr Trp Ser Ser His Gly Asp Ala
115 120 125



Arg Asp Trp Asp lie Leu Leu Ala Val Gly Glu Val Thr Lys Ser lie
130 135 140

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

Leu Lys Lys Phe Phe Pro Ala Glu Met Glu Gly Met His Thr Asn Gln
165 170 175

Phe Leu Gly Gly Ala Gly Val Ala lie Val Ala Ser Asn Gly Asn Leu
180 185 190

Val Tyr Pro Val Gln Val Thr Asn Lys Arg Lys Gln Val Phe Ser Lys
195 200 205

lie Phe Tyr Ser Glu Asp Asp Gly Lys Thr Trp Lys Phe Gly Lys Gly
210 215 220

Arg Ser Asp Phe Gly Cys Ser Glu Pro Val Ala Leu Glu Trp Glu Gly
225 230 235 240

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

Glu Ser Ser Asp Met Gly Asn Thr Trp Val Glu Ala Val Gly Thr Leu
260 265 270

Ser Arg Val Trp Gly Pro Ser Pro Lys Ser Asp His Pro Gly Ser Gln
275 280 285

Ser Ser Phe Thr Ala Val Thr lie Glu Gly Met Arg Val Met Leu Phe
290 295 300

Thr His Pro Leu Asn Phe Lys Gly Arg Trp Leu Arg Asp Arg Leu Asn
305 310 315 320

Leu Trp Leu Thr Asp Asn Gln Arg lie Tyr Asn Val Gly Gln Val Ser
325 330 335

lie Gly Asp Glu Asn Ser Ala Tyr Ser Ser Val Leu Tyr Lys Asp Asp
340 345 350



Lys Leu Tyr Cys Leu His Glu lie Asn Thr Asp Glu Val Tyr Ser Leu
355 360 365

Val Phe Ala Arg Leu Val Gly Glu 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 Glu Ser Gly Cys Gly Pro Ala Val
405 410 415

Thr Thr Val Gly Leu Val Gly Phe Leu Ser Gly Asn Ala Ser Gln Asn
420 425 430

Val Trp Glu Asp Ala Tyr Arg Cys Val Asn Ala Ser Thr Ala Asn Ala
435 440 445

Glu Arg Val Arg Asn Gly Leu Lys Phe Ala Gly Val Gly Gly Gly Ala
450 455 460

Leu Trp Pro Val Ser Gln Gln Gly Gln Asn Gln Arg Tyr Arg Phe Ala
465 470 475 480

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

Arg Ala Ala Ser Pro Leu Leu Gly Ala Ser Leu Asp Ser Ser Gly Gly
500 505 510

Lys Lys Leu Leu Gly Leu Ser Tyr Asp Glu Lys His Gln Trp Gln Pro
515 520 525

lie Tyr Gly Ser Thr Pro Val Thr Pro Thr Gly Ser Trp Glu Thr Gly
530 535 540

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

Tyr lie Asp Gly Glu Leu Leu Glu Gly Ser Gly Gln Thr Val Val Pro



565 570 575

Asp Gly Arg Thr Pro Asp lie Ser His Phe Tyr Val Gly Gly Tyr Gly
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 Gln Leu Asn Thr Glu Glu lie Arg Thr Leu Phe Leu
610 615 620

Ser Gln Asp Leu lie Gly Thr Glu Ala His Met Asp Ser Ser Ser Asp
625 630 635 640

Thr Ser Ala
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