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Uso de la proteina Masp 52 para el diagnéstico, el tratamiento y la
prevencion de la enfermedad de Chagas.

La presente invencidn se encuentra dentro del campo de la biologia molecular
y de la medicina, y especificamente se refiere al uso de una proteina de la
familia MASP (Mucin associated Surface proteins) para el diagnéstico, el
tratamiento y la prevencion de la enfermedad de Chagas.

ESTADO DE LA TECNICA ANTERIOR

La enfermedad de Chagas (enfermedad de Chagas-Mazza, mal de Chagas o
tripanosomiasis americana), es una enfermedad parasitaria tropical
principalmente del Centro y Sudamérica, generalmente crénica, y cuyo agente
etiologico es el Trypanosoma cruzi. Se estima que da lugar a unas 21,000
muertes cada ano (WHO, 2002, 2005), con aproximadamente 50,000-200,000
nuevos casos diagnosticados por afo (Tarleton RL, 2007. PLoS Med 4(12):
e332). Aunque tradicionalmente la enfermedad se ha visto confinada a Latino
América, actualmente se encuentra en expansion como consecuencia de los
procesos migratorios, por lo que ha sido necesario la implantacién de pruebas
diagnosticas en bancos de sangre y centros de salud en aquellos paises con
una alta tasa de poblacion inmigrante proveniente de zonas endémicas. Asi, la
incidencia de la enfermedad en dicha poblacién inmigrante es del 16 por 1000
en Australia, 9 por 1000 en Canada, 25 por 1000 en Espafia y 8 a 50 por 1000
en USA. (Schmunis GA et al, 2007. Mem Inst Oswaldo Cruz. 102 Suppl 1:75-
85).

T. cruzi es un protozoo flagelado, perteneciente al Orden Kinetoplastida, siendo
el unico de los tripanosomas que presenta una fase obligada de multiplicacion
intracelular en el hospedador vertebrado, siendo las formas Tripomastigote
metaciclico la fase infectivas en el ciclo de vida del protozoo encargada de
dicha invasion celular. El parasito transmitido al hospedador vertebrado en las
heces del insecto es llamado en esta etapa, por tanto, tripomastigote
metaciclico. En la sangre, el parasito se observa como un tripomastigote
fusiforme, en forma de "C" o de "S" de 20 um de largo por 1 um de anchura.
Durante esta etapa, el tripomastigote no se multiplica en la sangre del
hospedero. Cuando el parasito infecta las fibras del musculo cardiaco estriado
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o a los fagocitos, se acorta el flagelo y se transforma en un amastigote redondo
de 2 a 5 ym de diametro y con un flagelo externo muy corto o inexistente, este
se multiplica por medio de fision binaria formando "racimos” o "nidos" que se
acumulan en la célula huésped hasta que esta se rompe. Los parasitos
liberados de la célula se convierten en tripomastigotes sanguineos, que son
liberados a la sangre circulante, son de un tamano total que varia entre 15 y 20
pm, tienen flagelo libre, un cinetoplasto voluminoso, terminal o subterminal, y
un nucleo oval. Estos tripomastigotes pueden infectar otras células, pero no
son capaces de multiplicarse en la sangre ya que la Unica forma replicativa en
el vertebrado es la forma amastigote intracelular, invadiendo otras células para
repetir el ciclo.

Los hospedadores invertebrados adquieren el parasito al alimentarse del
hombre o de los animales domésticos o silvestres infectados. Los
tripomastigotes migran al intestino medio del insecto donde se transforman en
epimastigotes, flagelados anchos, muy moviles, con el cinetoplasto entre el
nlcleo y el flagelo libre. Alli se dividen un gran numero de veces, quedando el
insecto infectado de por vida. Los epimastigotes, se transforman en
tripomastigotes metaciclicos y migran al intestino posterior de donde son
excretados con las heces en el momento de la picadura.

Cualquier proceso infeccioso biolégico puede dividirse en diversos grados
segun su severidad y en funcion de los tratamientos necesarios para aliviar sus
sintomas. En el caso de las infecciones causadas por Trypanosoma cruzi en el
hombre, la enfermedad presenta dos estados severos: la fase aguda, poco
después de la infeccidén, y la fase crénica que puede desarrollarse incluso
pasados diez afnos. En el caso de las infecciones causadas por Trypanosoma
cruzi, algunos casos agudos (10 a 20%) se resuelven en un periodo de dos a
tres meses dando lugar a una fase crénica asintomatica ahora llamada fase
indeterminada, la cual se caracteriza por la persistencia de la infecci6on sin
presentar problemas clinicos, para reaparecer solo varios aflos mas tarde.

Los métodos de diagndstico incluyen principalmente técnicas serologicas, y
éstas pueden ser hemaglutinacién directa o indirecta, IFA (inmunofluorescencia
indirecta), reacciéon de fijacidén de complemento y ELISA, asi como el examen
microscopico de la interfase de células después de centrifugar la sangre (Stront
y microStront), y el hemocultivo. Estos y otros métodos muestran diferente
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sensibilidad y especificidad. Durante la fase aguda el xenodiagnostico es la
prueba mas sensible (92%), la cual puede ser usada también para el estudio de
la susceptibilidad de los animales de laboratorio ante diferentes cepas de T.
cruzi. Mientras el xenodiagnodstico se ha mostrado negativo después del
tratamiento con tripanocidas efectivos, pruebas serolégicas convencionales
como la inmunofluorescencia y la fijacion de complemento persisten positivas.
Consecuentemente, la evaluacién de la curacidon es aun controvertida. Por
medio de la prueba de lisis mediada por el complemento (CML), se detectaron
anticuerpos liticos (LA) de T. cruzi que se adosan a los epitopos de
tripomastigotes vivos y estan relacionados con la resistencia del huésped a la
infeccion (Krettli et al., 1982. Trans R Soc Trop Med Hyg 76(3):334-340). La
serologia de anticuerpos convencionales (CSA) detecta inmunoglobulinas en
sueros de pacientes con infecciones chagasicas, pero a diferencia de los LA,
no reconoce tripomastigotes vivos. La presencia de LA se ha usado como un
importante criterio de evaluacién de la enfermedad de Chagas.

Usando la citometria de flujo, se introdujo un inmunométodo sensible para la
deteccion de anticuerpos antitripomastigotes vivos ligados a la membrana
(Martins-Filho et al. 1995. Clin Diagn Lab Immunol 2(5):569-573). Con base en
las pruebas serolégicas (deteccion de LA -lytic antibodies- y CSA -conventional
serology antibodies-) y en evaluaciones parasitolégicas como hemocultivo
(HE), es posible clasificar a los pacientes en:

a) pacientes no tratados infectados crénicamente (NT) y pacientes
tratados no curados (TNC), con HE positivo y anticuerpos LA y CSA en su
suero;

b) pacientes "disociados" (DIS); es decir, con HE-negativo, en los cuales
los LA no se detectan mientras los CSA estan presentes;

c¢) pacientes curados (CUR), con HE-negativo, que no tienen anticuerpos
LAniCSA,y

d) como control, un grupo de personas no chagasicas (NC).

Se examinan los sueros de los pacientes por incubaciéon de tripomastigotes
vivos del torrente circulatorio, los cuales han sido expuestos a isotiocianato de
fluoresceina conjugado con inmunoglobulina G antihumano. Los parasitos se
fijan, se corren en el citémetro y se identifican con base en su tamano y sus
granulaciones. Con la experiencia en la prueba de CLM se usa un nivel de 20%
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de parasitos positivos a la fluorescencia del conjugado como linea de corte
entre los tratamientos efectivos y los no efectivos.

Es fundamental el diagnédstico diferencial que permita distinguir en que fase de
desarrollo se encuentra la enfermedad, asi como la monitorizacion del
transcurso de la misma, especialmente en la fase cronica, para eliminar o
reducir al minimo los mecanismos autoinmunes, que causan efectos negativos
e incluso letales, en los pacientes. Ademas, los dos unicos medicamentos
disponibles para el tratamiento de la enfermedad de Chagas son el Nifurtimox,
desarrollado en 1960 por Bayer y el Benzinidazol, desarrollado en 1974 por
Roche. Ambos poseen una baja tasa de curacion y efectos secundarios.

La familia de proteinas MASPs (Mucin associated Surface Proteins) se
describié por primera vez a raiz de la secuenciacion del genoma entero del
parasito Trypanosoma cruzi, y parece exclusiva del mismo. Tal y como se
describe en El Sayed et al., 2005. (Science, 309, 409), existen mas de 1300
copias de genes MASP, (1377 genes identificados) y se han denominado asi
por encontrarse aguas debajo de las mucinas TcMUC Il (subfamilia de mucinas
de 884 miembros), y parecerse estructuralmente a ellas (aunque no a nivel de
secuencia). De los 1377 genes MASPs indentificados, 771 parecen codificar
regiones N-terminal y C-terminal bien conservadas, y 433 son pseudogenes.
Aproximaciones con técnicas proteémicas no han sido capaces de detectar un
gran numero de estas proteinas, por lo que se piensa que pueden mostrar
modificaciones post traduccionales similares a las de las mucinas,
describiéndose como N-linked glicoproteins (Atwood il et al, 2006. J.Proteome
Res. 3376-3384), o que alternativamente, estos genes se expresen de una
manera similar a las glicoproteinas variantes de superficie (VSGs) de T. brucei
(Atwood Il et al., 2005. Science 309, 473-476)

Respecto a la inmunizacion frente a T. cruzi, existen diversas aproximaciones
en el estado de la técnica, que abarcan desde parasitos atenuados en su
virulencia hasta la inmunizacién génica. Asi, Segura et al., 1976 (J. Parasitol.,
62, 131-133) emplearon fracciones subcelulares de epimastigotes obtenidas a
partir de centrifugacién diferencial en gradientes de densidad de sacarosa.
Snary et al., 1981 (Mol. Biochem. Parasitol., 3, 1-14) emplearon glicoproteinas
de superficie de peso molecular de 72 kDa, que protegieron animales contra un
desafio con tripmastigotes metaciclicos pero no contra un desafio con
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tripomastigotes sanguineos. Scott et al., 1982 (Trans. R. Soc. Trop. Med. Hyg.
76, 698-700) emplearon una glicoproteina, de peso molecular 90 kDa, que no
cruza con tejidos de mamiferos e indujo protecciébn y mayores niveles de
reaccidon de hipersensibilidad retardada cuando se utiliza saponina como
adyuvante (Scott et al., 1984. Int. Archs. Allergy Appl. Immun., 74, 373-377),
pero no produjo negativizacion de la parasitemia, luego de un desafio con
parasitos en ratones y monos. Una glicoproteina de similar peso molecular pero
presente solamente en tipomastigotes metaciclicos fue mencionada como
inductora de resistencia contra la infeccidbn aguda generando una respuesta
inmune protectora satisfactoria (Yoshida et al., 1990. Mol. Biochem. Parasitol.,
39, 39-46). También se han empleado antigenos purficados de anticuerpos
monoclonales (Gomez et al., 1995 .Appl. Biochem. Biotechnol., 50, 57-69),
proteinas purificadas a través de columnas de afinidad (Plumas-Marty et al,
1993. Res. Immunol., 144, 553-563), productos de excrecion - secrecion del
parasito (Ouassi et al., 1990. Parasitol., 100, 115-124) como inmundgeno para
inducir una respuesta capaz de anular el desarrollo de mecanismos evasivos
del parasito para eludir la respuesta inmune (Taibi et al., 1993. J. Immunol. ,
151, 2676-2689).

La utilizacién de antigenos definidos purificados a partir del T. cruzi presenta la
desventaja de su dificil obtencién en volimenes adecuados. La obtencion de
antigenos por técnicas de biologia molecular y de ADN recombinante
permitieron clonar, expresar y producir los antigenos de T. cruzi en volumenes
suficientes.

Asi, proteinas conocidas como Amastigote Surface Protein-2 (ASP-2) (Silveira
et al., 2008. Clin Vaccine Immunol., 15, 1292-300), y transialidasas (TS) unidas
a motivos CpG (Hoft et al., 2007. J. Immunol., 10, 6889-900) o a adenovirus
recombinantes con TS o ASP-2 (Machado et al., 2006. Hum Gene Ther., 17,
898-908) han sido utilizadas con niveles altos de proteccién frente al reto con
T.cruzi. Sin embargo, la gran expansioén de la familia Transialidasa a lo largo
del genoma y su facilidad para mutar debido a la presién inmune, supone una
dificultad a la hora de tratar la enfermedad debido a la gran variedad de cepas
del parasito distribuidas por toda América Latina.

Ademas, el desarrollo de vacunas se ha visto dramaticamente limitado debido
al debate de los mecanismos implicados en la enfermedad de Chagas. Asi,
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algunos estudios parecen indicar que el daiio tisular se debe a la replicacién de
los amastigotes intracelulares, mientras otros sugieren que se debe a la
autoinmunidad inducida por los antigenos del parasito que mimetizan con
proteinas del hospedador. Esta es una de las causas por las que no hay
vacunas efectivas disponibles para la prevencion de esta infeccion, y la
perspectiva actual sobre el eventual desarrollo de las mismas es incierta.
Ademas, los tratamientos actualmente disponibles presentan baja eficacia (2
80% de fracasos terapéuticos) en la fase cronica establecida de la enfermedad,
y ademas la eficacia antiparasitaria de los compuestos varia seglin la region
geografica, probablemente como resultado de la diferente susceptibilidad
intrinseca a las drogas de las cepas del T. cruzi que circulan en diferentes
zonas endémicas. Por ultimo, estos compuestos presentan frecuentemente
efectos colaterales, que incluyen anorexia, vomitos, polineuropatia periférica y
dermopatia alérgica, y que pueden conllevar a la interrupcién del tratamiento.

Existe, por tanto, la necesidad de desarrollar un método de diagnostico de la
enfermedad de Chagas, de elevada sensibilidad y especificad, y que permita
clasificar a los pacientes de acuerdo con el estadio de su enfermedad, asi
como de un método de tratamiento y prevencion adecuado y eficaz frente a
dicha enfermedad.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

Los autores de la presente invencion han purificado y caracterizado una
proteina de 52 kDa secretada al medio durante la interaccion T.cruzi —célula
hospedadora, perteneciente a esta familia de proteinas y que han denominado
como Masp52.

La deteccidbn de esta proteina permite diferenciar las distintas formas de
Tripanosoma cruzi, tanto cuantitativamente (deteccion de una unica banda con
diferente grado de expresion en los diferentes estadios del parasito mediante
electroforesis SDS PAGE y su posterior andlisis mediante Western blot
empleando las IgG anti-centro catalitico de la Masp52 (CR), 6 mediante el
estudio de los mMRNA mediante RTgQPCR como cualitativamente (empleando las
IgG anti-péptido sefal (SP), para observar el patron de expresion de proteinas
de la familia MASP mediante Western blot). De esta manera, se podrian
establecer unos valores de referencia que permitieran la clasificacion de los
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pacientes chagasicos en distintos grupos en funcion de la fase de la
enfermedad, asi como de la severidad de la misma y el pronédstico post-
tratamiento.

Asi pues, un primer aspecto de la invencion se refiere a un método de
deteccién de la presencia del parasito 7. cruzi en un individuo, de ahora en
adelante primer método de la invencién, que comprende:

a) obtener una muestra biolégica aislada de dicho individuo,

b) detectar la proteina Masp52 en la muestra bioldgica aislada de (a).

Los organismos de la especie Trypanosoma cruzi pertenecen al Superreino
Eukaryota, Orden Kinetoplastida, Familia Trypanosomatidae, Género
Trypanosoma y subgénero Schizotrypanum.

Una muestra bioldgica aislada incluye, pero sin limitarnos a, células, tejidos y/o
fluidos biolégicos de un organismo, obtenidos mediante cualquier método
conocido por un experto en la materia. Preferiblemente, la muestra biolégica
aislada es un fluido bioloégico. Mas preferiblemente, el fluido biolégico es sangre
o plasma o suero sanguineo. El término “individuo”, tal y como se utiliza en la
descripcion, se refiere a animales, preferiblemente mamiferos, y mas
preferiblemente, humanos. La deteccién de esta proteina en una muestra
biolégica aislada de un sujeto es indicativa de la presencia del parasito T. cruzi.
El primer método de la invencion permite por tanto la deteccion de T. cruzi en
una muestra biolégica cualquier organismo capaz de ser parasitado por T.
cruzi, incluyendo por tanto los vectores y los reservorios. En una realizacion
preferida, el organismo donde se detecta la presencia o ausencia del parasito
T. cruzi es un mamifero. En otra realizacién aun mas preferida es un mamifero
humano (hombre).

La proteina Masp52 pertenece a la familia de proteinas MASPs (Mucin
associated Surface proteins).

En el contexto de la presente invencion, el término “proteina Masp52” se define
por una secuencia de nucleétidos o polinucledtido, que constituye la secuencia
codificante de la proteina recogida en la SEQ ID NO: 1, y que puede
comprender diversas variantes procedentes de:

a) moléculas de acido nucléico que codifican un polipéptido que
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comprende la secuencia aminoacidica de la SEQ ID NO: 1,

b) moléculas de acido nucléico cuya cadena complementaria hibrida con
la secuencia polinucleotidica de a),

c) moléculas de acido nucléico cuya secuencia difiere de a) y/o b)
debido a la degeneracién del codigo genético,

d) moléculas de &acido nucléico que codifican un polipétptido que
comprende la secuencia aminoacidica con una identidad de al menos un 80%,
un 90%, un 95%, un 98% o un 99% con la SEQ ID NO: 1. En las que el
polipéptido codificado por dichos acidos nucléicos posee la actividad y las
caracteristicas estructurales de la proteina Masp52. Incluye, por tanto, diversas
variantes de la proteina Masp52, esto es, proteinas resultantes de
modificaciones postranslacionales como, por ejemplo, pero sin limitarse,
glicosilacion, fosforilacion o metilacion. El término “variante” se define mas
adelante en esta memoria.

La deteccion de la proteina Masp52 puede realizarse por cualquier medio
conocido en el estado de la técnica. Los autores de la presente invencién han
demostrado que la deteccion de la cantidad o la concentracién de esta proteina
de manera semi-cuantitativa o cuantitativa permiten diferenciar entre los
diferentes estadios del parasito. De esta manera, se podria establecer un
diagnéstico diferencial en individuos afectados por la enfermedad de Chagas,
que permitiria subclasificarlos. Esta subclasificacion, a su vez, permitiria el
establecimiento y la adecuacién del tratamiento de manera individualizada. Por
ejemplo, la expresién de la Masp52 en los diferentes estadios de T.cruzi se
puede realizar mediante electroforesis SDS PAGE, y su posterior analisis
mediante Western blot empleando las IgG anti-CR, nos muestra como esta
proteina se reconoce como una Unica banda con diferente grado de expresién
en los diferentes estadios del parasito. Asi, la expresion en trypomastigotes
metaciclicos podria ser del orden de 12 veces superior que la encontrada en
epimastigotes, cinco veces superior a la de amastigotes y dos veces superior a
la encontrada en trypomastigotes derivados de cultivos celulares. Cuando el
reconocimiento en las cuatro fases de T.cruzi se realiza empleando las IgG
anti-SP, para observar el patron de expresioén de proteinas de la familia MASP
mediante Western blot, se obtuvo la expresion de 6 bandas en los
trypomastigotes metaciclicos, 4 bandas en las formas trypomastigotas, 3
bandas en los amastigotes y 3 bandas en los epimastigotes, aunque en estos
ultimos el nivel de expresion fue muy bajo. EIl resultado del estudio de los
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mRNA mediante RTQPCR mostré que todos los estadios poseian sintesis del
mRNA especifico de la proteina Masp 52, pero con diferentes niveles de
expresion. En las formas trypomastigotas metaciclicas la sintesis de mRNA
especifico podria ser del orden de tres veces superior a la de trypomastigote
derivado de tejidos, once veces mayor a la de amastigotes y cincuenta veces
superior a la de los epimastigotes.

Asi pues, otro aspecto de la invencion se refiere a un método de obtencion de
datos Utiles para el diagnostico de la enfermedad de Chagas, de ahora en
adelante segundo método de la invencion, que comprende:

a) obtener una muestra bioldgica aislada de un individuo,

b) detectar la cantidad de proteina Masp52 presente en la muestra
biolégica aislada de (a).

En una realizacion preferida, el segundo método de la invencién comprende
ademas:

c) comparar la cantidad detectada en el paso (b) con una cantidad de
referencia.

Los pasos (b) y/o (c) de los métodos descritos anteriormente pueden ser total o
parcialmente automatizados, por ejemplo, por medio de un equipo robdtico
sensor para la deteccion de la cantidad en el paso (b) o la comparacién
computerizada en el paso (c). Ademas de los pasos especificados
anteriormente puede comprender otros pasos adicionales, por ejemplo
relacionados con el pre-tratamiento de la muestra o la evaluacién de los
resultados obtenidos mediante estos métodos.

El término “diagnéstico”, tal y como se utiliza en la presente invencion, se
refiere a la capacidad de detectar la presencia de Trypanosoma cruzi
parasitando un individuo, preferiblemente en un animal, mas preferiblemente en
un mamifero y ain mas preferiblemente en un humano. Se refiere también, en
una realizacion mas preferida, a la capacidad de discriminar entre muestras
procedentes de pacientes que presentan diferentes estados de la enfermedad
de Chagas: la fase aguda, poco después de la infeccién, la fase indeterminada
y la fase crénica. A su vez, atendiendo al segundo método de la presente
invencién, se podrian establecer otras subclasificaciones dentro de esta
principal, permitiendo, por tanto, la eleccién y el establecimiento de regimenes
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terapéuticos adecuados. Esta deteccién tal y como es entendida por un experto
en la materia no pretende ser correcta en un 100% de las muestras analizadas.
Sin embargo, requiere que una cantidad estadisticamente significativa de las
muestras analizadas sean clasificadas correctamente. La cantidad que es
significativamente estadistica puede ser establecida por un experto en la
materia mediante el uso de diferentes herramientas estadisticas, por ejemplo,
pero sin limitarse, mediante la determinacién de intervalos de confianza,
determinacion del valor p, test de Student o funciones discriminantes de Fisher.
Preferiblemente, los intervalos de confianza son al menos del 90%, al menos
del 95%, al menos del 97%, al menos del 98% o al menos del 99%.
Preferiblemente, el valor de p es menor de 0,1, de 0,05, de 0,01, de 0,005 o de
0,0001. Preferiblemente, la presente invencion permite detectar correctamente
la enfermedad de forma diferencial en al menos el 60%, en al menos el 70%,
en al menos el 80%, o en al menos el 90% de los sujetos de un determinado
grupo o poblacién analizada.

La medida de la cantidad o la concentracién, preferiblemente de manera semi-
cuantitativa o cuantitativa, puede ser llevada a cabo de manera directa o
indirecta. La medida directa se refiere a la medida de la cantidad o la
concentracion de la proteina, basada en una sefial que se obtiene directamente
de la proteina, y que esta correlacionada directamente con el numero de
moléculas de la proteina, presente en la muestra. Dicha senal — a la que
también podemos referirnos como sefal de intensidad — puede obtenerse, por
ejemplo, midiendo un valor de intensidad de una propiedad quimica o fisica de
la proteina. La medida indirecta incluye la medida obtenida de un componente
secundario (por ejemplo, un componente distinto del producto de la expresion
génica) o un sistema de medida biolégica (por ejemplo la medida de respuestas
celulares, ligandos, “etiquetas” o productos de reaccién enzimatica).

El término “cantidad”, tal y como se utiliza en la descripcidn, se refiere pero no
se limita, a la cantidad absoluta o relativa de la proteina, asi como a cualquier
otro valor o parametro relacionado con las mismas o que pueda derivarse de
éstas. Dichos valores o parametros comprenden valores de intensidad de la
sefial obtenidos a partir de cualquiera de las propiedades fisicas o quimicas de
la proteina obtenida mediante medida directa, por ejemplo, valores de
intensidad de espectroscopia de masas o resonancia magnética nuclear.
Adicionalmente, dichos valores o parametros incluyen todos aquellos obtenidos
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mediante medida indirecta, por ejemplo, cualquiera de los sistemas de medida
descritos en otra parte del presente documento.

El término “comparacién”, tal y como se utiliza en la descripcion, se refiere pero
no se limita, a la comparacion de la cantidad de proteina Masp52 de la muestra
biolégica a analizar, también llamada muestra biolégica problema, con una
cantidad de proteina Masp52 de una muestra de referencia deseable descrita
en otra parte de la presente descripcion. La muestra de referencia puede ser
analizada, por ejemplo, simultanea o consecutivamente, junto con la muestra
biolégica problema. La comparacion descrita en el apartado (c) de los métodos
de la presente invencién puede ser realizada manualmente o asistida por
ordenador.

El término “cantidad de referencia”, tal y como se utiliza en la descripcion, se
refiere a la cantidad de la cantidad absoluta o relativa de las formas de proteina
Masp52 que permite discriminar un estadio de T. cruzi de otros estadios. Las
cantidades de referencia adecuadas pueden ser determinadas por el método
de la presente invencidén a partir de una muestra de referencia que puede ser
analizada, por ejemplo, simultanea o consecutivamente, junto con la muestra
bioldégica problema.

La muestra de referencia puede ser, por ejemplo, un extracto de proteinas
obtenido a partir del suero de un paciente con enfermedad de Chagas en una
determinada fase clinica. En otra realizacion preferida de este aspecto de la
presente invencidn, la cantidad de referencia se obtiene a partir de una muestra
de referencia. La cantidad de referencia puede obtenerse también, por ejemplo,
de los limites de distribucidén normal de una cantidad encontrada en muestras
obtenidas de una poblacion de pacientes con Enfermedad de Chagas en
distintas fases, mediante técnicas estadisticas bien conocidas.

En una realizacién preferida, la deteccion de la cantidad de proteina Masp52 se
realiza mediante la incubacibn con un anticuerpo especifico en un
inmunoensayo. El término “inmunoensayo”, tal y como se utiliza en la presente
descripcion se refiere a cualquier técnica analitica que se basa en la reaccion
de la conjugacién de una anticuerpo con la muestra obtenida. Ejemplos de
inmunoensayos conocidos en el estado de la técnica son, por ejemplo, pero sin
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limitarse: inmunoblot, ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA),
radioinmunoensayo (RIA), inmunohistoquimica o chips de proteina.

El término “anticuerpo” tal como se emplea en esta memoria, se refiere a
moléculas de inmunoglobulinas y porciones inmunolégicamente activas de
moléculas de inmunoglobulinas, es decir, moléculas que contienen un sitio de
fijacion de antigeno que se une especificamente (inmunorreacciona) con la
proteina Masp52. Ejemplos de porciones de moléculas de inmunoglobulinas
inmunolégicamente activas, incluyen fragmentos F(ab) y F(ab’)2 que pueden
ser generados tratando el anticuerpo con una enzima tal como la pepsina. Los
anticuerpos pueden ser policlonales (incluyen tipicamente anticuerpos distintos
dirigidos contra determinantes o epitopos distintos) o monoclonales (dirigidos
contra un unico determinante en el antigeno). El anticuerpo monoclonal puede
ser alterado bioquimicamente, por manipulacidn genética, o puede ser
sintético, careciendo, posiblemente, el anticuerpo en su totalidad o en partes,
de porciones que no son necesarias para el reconocimiento de la proteina
Masp52 y estando sustituidas por otras que comunican al anticuerpo
propiedades ventajosas adicionales. El anticuerpo puede ser también
recombinante, quimérico, humanizado, sintético o una combinacion de
cualquiera de los anteriores. Un “anticuerpo o polipéptido recombinante” (rAC)
es un anticuerpo que ha sido producido en una célula hospedadora que ha sido
transformada o transfectada con el acido nucleico codificante del polipéptido, o
produce el polipéptido como resultado de la recombinacién homéloga. Hay
cinco isotipos o clases principales de inmunoglobulinas: inmunoglobulina M
(IgM), inmunoglobulina D (IgD), inmunoglobulina G (IgG), inmunoglobulina A
(IgA) e inmunoglobulina E (IgE).

Anticuerpos que reconocen a la proteina Masp52 o a determinados fragmentos

-0 variantes de la misma se describen, pero sin limitarse, en los ejemplos de la

presente memoria. Estos anticuerpos pueden ser empleados para llevar a cabo
los métodos de la presente invencién, por ejemplo, pero sin limitarse, mediante
inmunoblot, ELISA o inmunhistoquimica. En una realizacién preferida, el
inmunoensayo es un inmunoblot o Western blot. Para llevar a cabo un Western
blot, se obtiene un extracto de proteinas a partir de una muestra biolégica
aislada de un sujeto y se separan las proteinas en un medio de soporte capaz
de retenerlas mediante electroforesis. Una vez separadas las proteinas se
transfieren a un soporte diferente donde pueden ser detectadas mediante el
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uso de anticuerpos especificos que reconocen a la proteina Masp52. En una
realizacion mas preferida de este aspecto de la invencion, la proteina Masp52
se detecta mediante Western blot empleando IgG anti-CR. En otra realizacion
preferida, la proteina Masp52 se detecta mediante Western blot empleando I1gG
anti- SP.

La separacion de las proteinas se suele realizar mediante electroforesis. La
electroforesis es una técnica analitica de separacién de fundamento cinético
basada en el movimiento o migracién de las macromoléculas disueltas en un
determinado medio (solucién tampé6n de electroforesis), a través de una matriz
o soporte reticulado como resultado de la accién de un campo eléctrico. El
comportamiento de la molécula viene dado por su movilidad electroforética y
ésta por la carga, tamaino y forma de la misma. Cuanto mayor es la relacién
carga/tamafo mas rapido migra un ién en el seno del campo eléctrico. Existen
numerosas variaciones de esta técnica en funcion del equipo utilizado, soporte
y condiciones fisico-quimicas en las cuales se va a llevar a cabo la separacién.
Algunas variaciones de esta técnica son, por ejemplo, pero sin limitarse,
electroforesis capilar, electroforesis en papel, electroforesis en gel de agarosa,
electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE), isoelectroenfoque o
electroforesis bidimensional. La electroforesis PAGE puede llevarse a cabo en
condiciones desnaturalizantes o no desnaturalizantes. Preferiblemente, para
llevar a cabo la deteccion de la cantidad de proteina Masp52 mediante Western
blot, las proteinas obtenidas a partir de una muestra biologica aislada de un
sujeto se separan mediante electroforesis monodimensional PAGE en
condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE).

Alternativamente, las proteinas obtenidas a partir de una muestra biologica
aislada de un sujeto se pueden separar mediante electroforesis bidimensional o
2D-PAGE. Esta técnica, se basa en la separacion de las proteinas en funcién a
dos caracteristicas: en primer lugar, se separan las proteinas segun su punto
isoeléctrico (pl) mediante isoelectroenfoque (IEF) y, en segundo lugar, la
separacion se realiza segun su masa molecular, mediante electroforesis en
condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE). La técnica DIGE (Differential In
Gel Electrophoresis) se basa en el marcaje de las proteinas de las muestras de
estudio con uno de los tres fluorocromos (Cy2, Cy3 o Cy5) antes de la
separacién. A continuaciéon se mezclan las muestras y se separan en un unico
gel bidimensional, minimizando la variabilidad experimental. Debido al marcaje
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especifico de cada muestra pueden observarse de manera individualizada y
realizar un analisis comparativo de la expresion diferencial de proteinas,
permitiendo la cuantificacién precisa.

Una vez separadas las proteinas mediante electroforesis, y antes de la
deteccion, las proteinas se transfieren a un soporte 0 a una membrana, por
ejemplo, pero sin limitarse, PDVF, nitrocelulosa o acetato de celulosa. Esta
membrana se hibrida con un anticuerpo especifico (también llamado anticuerpo
primario) que reconoce a la proteina Masp52. A continuacién, la membrana se
hibrida con un anticuerpo (también llamado anticuerpo secundario) capaz de
reconocer de manera especifica el anticuerpo primario y que se encuentra
conjugado o unido con un compuesto marcador. En otra realizacion preferida,
es el anticuerpo que reconoce a la proteina Masp52 el que esta conjugado o
unido a un compuesto marcador, y no es necesario el uso de un anticuerpo
secundario. Una vez detectada la proteina, se puede determinar su tamano
molecular relativo, comparando su migracioén con la migracion de una proteina
control que se detecte de forma simultanea, preferiblemente en el mismo
soporte, que tiene un tamano conocido.

En otra realizacion preferida, el inmunoensayo es un ensayo inmunoabsorbente
ligado a enzimas o ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay). El ELISA
se basa en la premisa de que un inmunoreactivo (antigeno de la muestra
biolégica o anticuerpo) puede ser inmovilizado en un soporte sélido, poniendo
luego ese sistema en contacto con una fase fluida que contiene el reactivo
complementario que puede unirse a un compuesto marcador.

Existen diferentes tipos de ELISA. En el ELISA directo o ensayo ELISA simple
de dos capas, el soporte sélido se recubre con la muestra biologica y se incuba
con un anticuerpo que reconoce a la proteina Masp52, conjugado o unido a un
compuesto marcador. En el ELISA indirecto, el soporte sélido se recubre con la
muestra biologica y se incuba con un anticuerpo primario, que reconoce a la
proteina Masp52 y, a continuacién, un anticuerpo secundario, que reconoce al
anticuerpo primario, conjugado o unido a un compuesto marcador. En el ELISA
sandwich o ensayo de captura de antigeno y deteccibn mediante
inmunocomplejos, se recubre el pocillo con un primer anticuerpo que reconoce
la proteina Masp52, se aplica la muestra biolégica problema, de manera que la
proteina Masp52 sera retenida en el pocillo al ser reconocido por el primer
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anticuerpo, y después se le aplica un segundo anticuerpo que reconoce a la
proteina Masp52, conjugado o unido a un compuesto marcador.

El término “compuesto marcador’, tal y como se utiliza en la presente
descripcion, se refiere a un compuesto capaz de dar lugar a una sefal
cromogénica, fluorogénica, radiactiva y/o quimioluminiscente que permita la
deteccion y cuantificacion de la cantidad la proteina Masp52. El compuesto
marcador se selecciona de la lista que comprende radiois6topos, enzimas,
fluoréforos o cualquier molécula susceptible de ser conjugada con otra
molécula o detectada y/o cuantificada de forma directa. Este compuesto
marcador puede unirse al anticuerpo directamente, o a través de otro
compuesto. Algunos ejemplos de compuestos marcadores que se unen
directamente son, pero sin limitarse, enzimas como la fosfatasa alcalina o la
peroxidasa, isétopos radiactivos como *P o %S, fluorocromos como
fluoresceina o particulas metalicas, para su deteccién directa mediante
colorimetria, auto-radiografia, fluorimetria, o metalografia respectivamente.

La deteccion cuantitativa de la proteina Masp52 puede realizarse también
mediante PCR en tiempo real (RT-PCR 6 RTgPCR). La deteccion en tiempo
real de los productos amplificados puede llevarse a cabo mediante la utilizacion
de moléculas fluorescentes que se intercalan en el ADN de cadena doble o
mediante hibridacion con diferentes tipos de sondas. Asi, en otra realizacion
preferida, la proteina Masp52 se detecta mediante RTQPCR empleando los
cebadores SEQ ID NO: 2 (cebador MASP.220F) y SEQ ID NO: 3 (cebador
MASP.220R).

Otro aspecto de la presente invencion es un kit o dispositivo diagnéstico, de
ahora en adelante kit de la invencion, que comprende los elementos necesarios
para analizar la cantidad de proteina Masp52 en una muestra biologica. En una
realizacion preferida, el kit de la invencion ademas comprende los elementos
necesarios para comparar la cantidad detectada en (a) con una cantidad de
referencia. En otra realizacion mas preferida, comprende los elementos
adecuados para llevar a cabo cualquiera de los métodos de la presente
invencion.

Dicho kit puede contener todos aquellos reactivos necesarios para analizar la
cantidad de proteina Masp52 por medio de cualquiera de los métodos descritos



10

15

20

25

30

35

WO 2010/139826 PCT/ES2010/000257

16

anteriormente en este documento como, por ejemplo, pero sin limitarse,
anticuerpos especificos de la proteina Masp52, anticuerpos secundarios o
controles positivos y/o negativos. El kit ademas puede incluir, sin ningun tipo de
limitacién, tampones, soluciones de extraccion de proteinas, agentes para
prevenir la contaminacién, inhibidores de la degradacion de las proteinas, etc.
En el caso de la deteccion por RTqQPCR puede contener, pero sin limitarse,
cebadores, sondas y todos aquellos reactivos necesarios para determinar la
expresion de la proteina Masp52. El kit ademas puede incluir, sin ningun tipo
de limitacion, el uso de tampones, polimerasas, cofactores para obtener una
actividad 6ptima de éstas, agentes para prevenir la contaminacion, etc. Por otro
lado el kit puede incluir todos los soportes y recipientes necesarios para su
puesta en marcha y optimizacioén. Preferiblemente, el kit comprende ademas
las instrucciones para llevar a cabo los métodos de la invencién.

Los autores de la presente invencién también han demostrado, como se recoge
en los ejemplos, que el empleo de anticuerpos humorales (IgG) especificos
frente a la region catalitica (a partir de ahora denominados anti-CR) a dilucion
1/50, 1/100 y 1/200, son capaces de inhibir la invasién celular por parte de
Trypomastigotes metaciclicos.

La proteina Masp52 o cualquiera de sus variantes se puede formular en
composiciones para usar como inmunoégeno (de aqui en adelante,
inmunogenos de la invencién). Estos inmunégenos pueden también ser usados
como vacunas en animales, y mas particularmente en mamiferos, incluyendo
humanos, o producir una respuesta en la produccién de anticuerpos en
animales. Para la formulacion de tales composiciones, una cantidad efectiva
inmunolégicamente de la proteina Masp52 o de cualquiera de sus variantes es
mezclada con un transportador adecuado aceptable fisiolégicamente para la
administracion a mamiferos incluyendo humanos. Los inmundgenos pueden
estar covalentemente ligados entre ellos, a otros péptidos, a una proteina
transportadora o con otros transportadores, incorporados en liposomas u otras
vesiculas similares, y/o mezclados con un adyuvante o absorbente como es
conocido en el campo de las vacunas. Por ejemplo, pueden ser mezclados con
otros complejos inmunoestimuladores. Alternativamente, los inmundgenos no
estan acoplados y meramente mezclados con un transportador aceptable
fisioldgicamente tal como un compuesto tampén o salino normal adecuado para
la administracién a mamiferos incluyendo humanos.
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Por tanto, otro aspecto de la invencion se refiere al uso la proteina Masp52
aislada, o cualquiera de sus variantes, para la elaboracion de un medicamento,
o a la proteina Masp52, o cualquiera de sus variantes, para su uso como
medicamento. Una realizacidon preferida de este aspecto de la invencion se
refiere al uso la proteina Masp52 aislada, o cualquiera de sus variantes, para la
elaboracién de un medicamento para el tratamiento y/o la prevencién de la
enfermedad de Chagas, o a la proteina Masp52, o cualquiera de sus variantes,
para su uso en el tratamiento y/o la prevencion de la enfermedad de Chagas.

El término "aislado" se refiere a un material (acido nucleico, péptido o una
proteina) que se encuentra: (1 ) sustancialmente o completamente libre de los
componentes que normalmente lo acompainan o interactian con él en su forma
natural. El material aislado puede opcionalmente comprender otro material que
no se encuentra asociado con el aislado en su forma natural; o bien (2) en caso
de que el material se encuentre en su medio natural, dicho material ha sido
alterado de manera sintética por una intervencion humana deliberada que
modifica su composicion. La alteracion que da lugar a la forma sintética del
material puede ser dirigida al material (acido nucleico y/o proteina) o al entorno
natural.

En el sentido utilizado en esta descripcién, el término "variante" se refiere a una
proteina sustancialmente homéloga a la proteina Masp52. En general, una
variante incluye adiciones, deleciones o sustituciones de aminoacidos. El
término “variante” incluye también a las proteinas resultantes de modificaciones
postranslacionales como, por ejemplo, pero sin limitarse, glicosilacion,
fosforilacién o metilacion.

Tal como aqui se utiliza, una proteina es "sustancialmente homéloga a la
proteina Masp52” cuando su secuencia de aminoacidos presenta un buen
alineamiento con la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 1, es decir, cuando
su secuencia de aminoacidos tiene un grado de identidad respecto a la
secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 1, de, al menos, un 50%, tipicamente
de, al menos, un 80%, ventajosamente de, al menos, un 85%, preferiblemente
de, al menos un 90%, mas preferiblemente de, al menos, un 95%, y, aun mas
preferiblemente de, al menos, un 99%.
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El término “identidad”, tal y como se utiliza en esta memoria, hace referencia a
la proporcion de aminoacidos idénticos entre dos secuencias aminoacidicas
que se comparan. El tanto por ciento de identidad existente entre dos
secuencias puede ser identificado facilmente por un experto en la materia, por
ejemplo, con la ayuda de un programa informatico apropiado para comparar
secuencias, que incluye, aunque sin limitarse a ellos, el programa BLASTP o
BLASTN, y FASTA (Altschul et al., J. Mol. Biol. 215: 403-410 (1999).

El término "fragmento”, tal y como se utiliza en la presente descripcién se
refiere a una porcion de la proteina Masp52 o de una sus variantes.

La expresion "funcionalmente equivalente”, tal como aqui se utiliza, significa
que la proteina o el fragmento de la proteina en cuestion mantiene
esencialmente las propiedades inmunologicas descritas en este documento.
Dichas propiedades inmunolégicas se pueden determinar mediante métodos
convencionales tales como los descritos en los ejemplos que acompanan a
esta descripcién.

Como se ha descrito anteriormente, los inmunégenos de la invencién presentan
secuencias antigénicas protectoras. Estos antigenos protectores son capaces
de generar una respuesta inmune (inmunogénica) protectora del hospedador,
es decir, una respuesta del hospedador que conduce a la generacién de
moléculas efectoras inmunes, anticuerpos o células que danan, inhiben o
matan a la entidad bioldgica invasora, “protegiendo” asi al hospedador de una
enfermedad clinica o sub-clinica y de una pérdida de productividad. Tal
respuesta inmune protectora puede manifestarse comunmente por la
generacion de anticuerpos.

Por tanto, otro aspecto de la invenciéon se refiere a los anticuerpos generados
por la inmunizacion, con la proteina Masp52 o cualquiera de sus variantes, del
animal, preferiblemente un mamifero, y mas preferiblemente un mamifero
humano. En otro aspecto de la invencién, los anticuerpos producidos tras la
inmunizacion del animal, preferiblemente un mamifero, y mas preferiblemente
humano, denominados de aqui en adelante anticuerpos de la invencién, son
usados como medicamento, esto es, este aspecto se refiere al uso de los
anticuerpos de la invencion en la elaboracion de un medicamento. Una
realizacion preferida de este aspecto de la invencion se refiere al uso de los
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anticuerpos de la invencion para la elaboracién de un medicamento para el
tratamiento de la enfermedad de Chagas, o a los anticuerpos de la invencién
para su uso en el tratamiento de la enfermedad de Chagas.

Los anticuerpos de la presente invencidn pueden formularse para su
administracion a un animal, y mas preferiblemente a un mamifero, incluyendo
al hombre, en una variedad de formas. Asi, los anticuerpos pueden estar en
disolucién acuosa estérii o en fluidos biolégicos, tal como suero. Las
disoluciones acuosas pueden estar tamponadas o no tamponadas y tienen
componentes activos o inactivos adicionales. Los componentes adicionales
incluyen sales para modular la fuerza iénica, conservantes incluyendo, pero sin
limitarse a, agentes antimicrobianos, antioxidantes, quelantes, y similares, y
nutrientes  incluyendo glucosa, dextrosa, vitaminas y minerales.
Alternativamente, los anticuerpos pueden prepararse para su administracion en
forma sdlida. Los anticuerpos pueden combinarse con varios vehiculos o
excipientes inertes, incluyendo pero sin limitarse a: aglutinantes tales como
celulosa microcristalina, goma tragacanto, o gelatina; excipientes tales como
almidon o lactosa; agentes dispersantes tales como acido alginico o almidén de
maiz; lubricantes tales como estearato de magnesio, deslizantes tales como
dioxido de silicio coloidal; agentes edulcorantes tales como sacarosa o
sacarina; o agentes aromatizantes tales como menta o salicilato de metilo.

Los anticuerpos o sus formulaciones pueden administrarse a un animal,
incluyendo un mamifero y, por tanto, al hombre, en una variedad de formas.
Tales medios incluyen, pero sin limitarse a, intraperitoneal, intravenoso,
intramuscular, subcutaneo, intracecal, intraventricular, oral, enteral, parenteral,
intranasal o dérmico.

La dosificaciéon de anticuerpos para obtener una cantidad farmacéuticamente
eficaz depende de una variedad de factores, como por ejemplo, la edad, peso,
sexo, tolerancia, etc. del animal, preferiblemente mamifero, y mas
preferiblemente humano.

Otro aspecto de la invencién se refiere a una composicion, de aqui en adelante
composicion de la invencién, que comprende la proteina Masp52 aislada o
cualquiera de sus variantes, un anticuerpo de la invencién, o cualquiera de sus
combinaciones, para su uso como medicamento. En una realizacion preferida
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de este aspecto de la invencion, la composicion de la invencion se usa para el
tratamiento y/o la prevencion de la enfermedad de Chagas.

Mas preferiblemente, la proteina Masp52 aislada, o cualquiera de sus
variantes, se encuentran, o se traducen, en una cantidad terapéuticamente
efectiva, capaz de generar anticuerpos para su uso en la elaboracién de
vacunas

En el contexto de la presente invencién el término “vacuna” se refiere a una
preparacion antigénica empleada para establecer la respuesta del sistema
inmune a una enfermedad. Son preparados de antigenos que una vez dentro
del organismo provocan la respuesta del sistema inmunitario, mediante la
produccién de anticuerpos, y generan memoria inmunolégica produciendo
inmunidad permanente o transitoria.

El término “antigeno” en esta memoria se refiere a una molécula (generalmente
una proteina o un polisacarido), que puede inducir la formacién de anticuerpos.
Hay muchos tipos de moléculas diferentes que pueden actuar de antigenos,
como las proteinas o péptidos, los polisacaridos y, mas raramente, otras
moléculas como los acidos nucleicos. En concreto, en esta memoria, se refiere
a la proteina Masp52 o a cualquiera de sus variantes.

El término “medicamento”, tal y como se usa en esta memoria, hace referencia
a cualquier sustancia usada para prevencion, diagnoéstico, alivio, tratamiento o
curacion de enfermedades en el hombre y los animales. Incluye, por tanto, los
anticuerpos anti-CR que impiden la entrada de los tripomastigotes metaciclicos
en la célula. En el contexto de la presente invencion se refiere también a la
proteina Masp52 o a cualquiera de sus variantes, que son capaces de generar
una respuesta inmune frente a un organismo dado, que esta causando dicha
enfermedad en el hombre o los animales. Incluye, por tanto, lo que se conoce
como vacuna, tal y como se ha definido previamente en esta memoria.

Por tanto, en otra realizaciéon preferida, la composicion de la invencién ademas
comprende excipientes farmacoldgicamente aceptables. En otra realizacion
mas preferida, la composicion de la invenciéon adicionalmente comprende otro
principio activo. En una realizacion mas preferida, la composicién de la
invencion es una vacuna, de aqui en adelante vacuna de la invencion. En otra
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realizacion aun mas preferida, la vacuna comprende un adyuvante.

En esta memoria se entiende por “principio activo”, “sustancia activa’, sustancia
farmacéuticamente activa”, “‘ingrediente activo” o} “‘ingrediente
farmacéuticamente activo” cualquier sustancia o mezcla de sustancias que esta
dotada de actividad farmacolégica, metabdlica o inmunolégica, u otro efecto
directo en la diagnosis, cura, mitigacion, tratamiento, o prevencion de una
enfermedad o condicién médica, o que afecta a la estructura o funcion del
cuerpo.

En esta memoria, el término “adyuvante” se refiere a un agente, mientras no
posea un efecto antigénico por si mismo, que puede estimular el sistema
inmune incrementando su respuesta a la vacuna. Aunque sin limitarse a ellas,
las sales de aluminio “fosfato de aluminio” e “hidréxido de aluminio” son los dos
adyuvantes mas comunmente empleados en las vacunas. Otras sustancias,
como por ejemplo el escualeno, también se pueden emplear como adyuvantes.

Un método alternativo de la producciéon de vacunas es el uso de técnicas de
biologia molecular para producir una proteina de fusién que contiene una o
varias de las secuencias aminoacidicas de la presente invencién y un péptido o
proteina altamente inmunogénico/a, frente a una determinada infeccion. Por
tanto, en otra realizacion preferida de este aspecto de la invencion, la vacuna
de la invencion presenta un origen recombinante.

A lo largo de la descripcion y las reivindicaciones la palabra "comprende” y sus
variantes no pretenden excluir otras caracteristicas técnicas, aditivos,
componentes o pasos. Para los expertos en la materia, otros objetos, ventajas
y caracteristicas de la invencion se desprenderan en parte de la descripcidon y
en parte de la practica de la invencion. Los siguientes ejemplos y dibujos se
proporcionan a modo de ilustracién, y no se pretende que sean limitativos de la
presente invencion.

DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Fig. 1. Muestra el SDS-PAGE 12.5% vy tincién con nitrato de plata de las
proteinas purificadas mediante WGL-Agarosa del Excretion Secretion Product
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(ESP) y de la fraccion purificada mediante Wheat Germ Lectin.

Fig. 2. Muestra el MALDI-TOF obtenido tras la digestion con trypsina de la
Masp52 y matches obtenidos con la Masp52 tras la busqueda de secuencias
homélogas con el MASCOT 2.0 software (Matrix Science) integrado con el
software Biotool 2.2.

Fig. 3. Muestra los motivos estructurales y composiciéon encontrados mediante
el servidor de herramientas proteémicas de Expasy (http://expasy.org). Existen
dos regiones transmembrana en N- y C- terminal, un péptido sefal (SEQ ID
NO: 4) del aminoacido 1 al 25, un motivo ATP/GTP-binding site motif A (P-loop)
(SEQ ID NO: 5) del 159 a 166 y un N-glicosilacién site (SEQ ID NO: 6) del 465
a 473 B) Plot de hidrofobicidad para la Masp52 segun la escala Kyte-Doolitte
de hidrofobicidades.

Fig. 4. Muestra el Western blot de las formas trypomastigotes metaciclicos (M),
trypomastigote proveniente de los cultivos celulares (T), amastigotes (A),
epimastigote (E) y del Excretion-secretion product (ESP) de Trypanosoma cruzi
usando las IgG anti-CR B) Western blot frente a las IgG anti-SP de las formas
trypomastigotes metaciclicos (M), trypomastigote proveniente de los cultivos
celulares (T), amastigotes (A) y epimastigote (E).

Fig. 5. Muestra la RTgPCR para cuantificar la cantidad relativa de ARNm
transcrito de la Masp52 comparandolo frente a la expresion de 18S ribosomal
segun el metodo de ACT, Se midid la cantidad relativa para las fases
trypomastigote metaciclico, trypomastigote derivado de cultivo celular,
amastigote y epimastigote.

Fig. 6. Muestra el microscopia Laser con Focal de la Masp52 usando las I1gG
anti-CR. A) Marcaje para los distintos estadios del parasito, Trypomastigote
derivado de cultivo celular stumpy forms (A) Trypomastigote metaciclico (C),
Epimastigote (D) y Amastigote (E). Barra = 5 ym B) Marcaje de trypomastigotes
metacicicos tras 2 horas de interaccion con la célula hospedadora. Se observa
el momento de interaccidon célula-parasito. Barra= 5 pm (Fig. 6 B1), Barra= 10
pm (Fig. 6 B2) C) Marcaje para células infectadas por T.cruzi conteniendo
amastigotes en su interior. Barra= 5 pm



10

15

20

25

30

35

WO 2010/139826 PCT/ES2010/000257

23

Fig. 7. Muestra la inmunocitoquimica de la Masp52 usando las IgG anti-CR A)
Flagelar Pocket de Trypomastigote derivado de cultivo celular B)Flagellar
Pocket deTrypomastigote Metaciclico C) Vacuolas de Trypoamstigote
metaciclico D) Trypomastigote derivado de cultivo celular, localizacién en
membrana, citosol y exterior celular E) Control negativo. Barra= 0.25 pm

Fig. 8. Muestra el efecto tras 4 horas de interaccion con células Vero de
particulas de bentonita adsorbidas a la Masp52 y BSA como control
localizandolas empleando IgG anti CR y suero policlonal anti BSA A) Marcaje
de la Masp52 Vemos una distribucion por el citosol celular (flechas) de las
particulas B) Marcaje de la BSA. No observamos presencia de proteinas en las
células.

Fig. 9. Muestra el efecto de anticuerpos frente a la Masp 52 en la invasividad
de trypomastigotes metaciclicos. Ensayamos con las IgG anti-CR a diluciéon
1/50, 1/100 y 1/200, incubandolo durante media hora con los Trypomastigotes
metaciclicos y tras lavar los parasitos del suero, dejandolos interaccionar
durante 2 horas frente a células Vero. Las barras representan la media son la
media * la desviacion estandar de triplicados para cada dilucién. Para
encontrar si existen diferencias significativas entre los grupos de datos se
empleo el test de Bonferroni.

EJEMPLOS

A continuacién se ilustrara la invencion mediante unos ensayos realizados por
los inventores, que pone de manifiesto la efectividad de la deteccién de la
proteina Masp52 en la obtencion de datos Utiles para el diagnéstico diferencial
de la enfermedad de Chagas.

Material y métodos.

Cepas del parasite, cultivos y células empleadas.

La cepa de Trypanosoma cruzi usada en estos experimentos fue la cepa PAN2,
(aislada de un paciente varén de 32 ainos residente en el Distrito de Arraijan,

comunidad de Burunga, Panamad), donada en 2006 por la Dra A.Ying de la
Universidad de Panama y mantenida por criopreservacion desde ese momento.
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Las formas epimastigote fueron crecidas en cultivo a 28°C en medio MTT
suplementado con 10% Suero Bovino Fetal Inactivado (SBFI1) (Ruiz-Perez et
al., 1986. Arzneimittel Forschung 36: 13-16). Las formas infectivas
tripomastigote metacicico fueron obtenidas “in vitro” en Medio Grace
modificado, de acuerdo a Osuna et al. 1979. Rev Iber Parasitol 39: 129-133, y
Osuna et al., 1990 International Journal of Parasitology. 20 (5).673-676.

Las Células Vero Hospedadoras (ECACC 84113001) fueron cultivadas a 37°C
5% CO? en frascos de plastico de 75 cm2 (Costar) conteniendo Dulbecco’s
modified Eagle’s médium (DMEM, Gibco), suplementado con 10% v/v SBFI
(Gibco).El procedimiento para infectar las células hospedadoras se desarrolld
de acuerdo a Osuna A et al, 1984 (Inter. J. for Parasitol. 14(3):253-257). Las
formas tripomastigote metaciclico obtenidas “in vitro® se resuspendieron en
medio DMEM sin suero y aifiadidas a un cultivo de células. La relacién parasito-
célula se ajustdé a 5:1 y la infeccién se realizé6 por 12h 37°C. Se lavaron los
cultivos con medio de cultivo para eliminar los tripomastigotes metaciclicos que
no hubieran penetrado. Las células infectadas fueron cultivadas en medio
DMEM 10% SBFI (pH:7.2).

Las formas tripomastigote fueron obtenidas de cultivos de células Vero
previamente infectadas con las formas metaciclicas de T. cruzi. Después de
96h de infeccion el sobrenadante conteniendo a los tripomastigotes se
centrifugd a 300g durante 10 min. El botén con las formas tripomastigote se
resuspendi® en medio DMEM y se centrifugé dos veces para obtener las
formas parasiarias.

Los cultivos infectados fueron mantenidos por 8 dias, después las formas
amastigote se purificaron por gradiente discontinuo (1.100, 1.090, 1.080, 1.070
g/ml) y se prepararon como se describe a continuacion. Las formas amastigote
purificadas se colectaron de la interfase 1.070/1.080 g/ml.

Todas los formas del ciclo biolégico de T.cruzi empleados en el desarrollo del
trabajo fueron purificadas en gradiente discontinuo de percoll segun se
describe en Gil et al., 2003 (Parasitol Res 90: 268-272) y poseian al menos,
un 95 % de pureza comprobada tanto bajo tincion como mediante recuento en
camara de Neubauer.
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Purificacién de la Masp52 y secuenciacion

La obtencion y purificacién de la Masp52, fue realizada a partir del excretion-
secreetion product (ESP) durante la interaccion célula-parasito. Para ello,
cultivos semiconfluentes de células Vero les fue retirado el medio y tras lavarlas
repetidas veces en DMEM sin suero, fueron infectados con una suspension de
formas trypomastigotes metaciclicas del parasito en DMEM sin suero con una
relacion, condiciones y tiempo de infeccion igual a como se ha citado
anteriormente.

Trascurrido el periodo de interaccion, y retirado el medio, fue centrifugado a
1500g 10 minutos a 4°C a fin de eliminar formas del parasito que no hubiesen
penetrado y filtrado el sobrenadante a través de un filtro de 0.22 ym de
diametro (Sartorius, Sartolab 20).

Las proteinas del ESP fueron concentradas con filtros de exclusion molecular
de 5 kDa (Amicon, ™ ultra, Millipore) y cromatografiadas posteriormente a
través de la columna mono P 5/200GL (GE) con polybuffer 96 (GE) con fase
liquida, recogiendo las fracciones comprendidas entre los pl de 5.2 a 4.6.
Dichas fracciones fueron cromatografiadas nuevamente a través de una
columna de Wheat Germ Lectin-Agarosa (WGL) (Sigma) a fin de purificar las
proteinas N-glicosiladas. Como buffer de lavado se utiliz6 un Tampén
Carbonato 0.1M pH: 9, y como eluyente de la fraccidn unida a la lectina, 2
volumenes de N-Acetilglucosamina 0.5 M (Sigma) en Tampén Carbonato.
Todas las cromatografias fueron realizadas en un equipo AKTA™ Purifier (GE).

El resultado de la cromatografia fue evaluado mediante electroforesis en geles
de poliacrilamida SDS_PAGE al 12.5%.como se describe mas adelante.

La secuenciacion e identificacion de la Masp52 se llevd a cabo en por el
Servicio de Protedmica del Centro de Biologia Molecular Severo Ochoa de
Madrid. La banda de interés fue recortada de forma manual minimizando la
cantidad de gel. Digiriéendose “in-situ” en modo automatico (empleando un
robot-digestor Bruker) mediante tripsina empleando un protocolo basado en el
descrito por Shevchenko et al, 1996. Anal. Chem. 68:850-858. EI
sobrenadante de la digestion (que contiene los péptidos) se acidifico con TFA
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(0.1% concentracién final) secandose en un Speedvac para resuspenderio en 5
ml de TA (Trifluoroacetic acid 0.1% Acetonitrilo 33%). Una pequeia alicuota
(0.5 ml) se deposito en una placa “Anchor-chip” (Bruker) empleando DHB (2,5-
Dihydroxybenzoic acid) como matriz a una concentracion de 5 g/l mediante el
método “fast evaporation”. La placa fue medida en un espectrémetro de masas
de tipo MALDI-TOF (matriz-assisted laser desorption ionisation/time-of-flight),
modelo autoflex (Broker) equipado con reflector. Los espectros de masas
obtenidos se utilizaron como “huella peptidica” para la identificacion de
proteinas en las bases de datos utilizando los motores de busqueda accesibles
en la red (Mascot, Profound).

Busqueda de homologias y motivos estructurales.

La homologia de la secuencia aminoacidica y nucleotidica fue estudiada
mediante la base de datos del genoma de T.cruzi en T.cruziDB
(http://tcruzidb.org/tcruzidb/) usando los algoritmos BLASTP y BLASTN en
GenBank, del National Center for Biotechnology Information (
http://www.ncbi.nim.nih.gov/ ). La bisqueda de motivos estructurales se realizé
mediante el servidor de herramientas protedmicas de Expasy
(http://expasy.org) con los programas: Motif Scan para la busqueda de motivos
estructurales; SignalP 3.0 para la busqueda de la secuencia sefial; Tm Pred
para la secuencia transmembrana y Protscale para predecir la hidrofobicidad
de nuestra secuencia usando la escala Kyte-Doolitte de hidrofobicidades.

Sintesis de péptidos sintéticos y obtencion de anticuerpos.

La sintesis de los péptidos disefiados fue llevada a cabo en el servicio de
protedomica del CBM. Se disefaron dos péptidos correspondientes a las zonas
N-proximal (peptido seial) de los residuos 1-25 y de la zona catalitica de la
Masp52 (ATP/GTP binding motif A) de los residuos 159 a 181.

Cada péptido fué usado para inmunizar 5 ratones Balb/c hembra por
inoculacion intraperitoneal de 50 pg del peptido, de acuerdo con el protocolo
descrito por Espino et al., 2007. (Exp Parasitol. 2007 Sep;117(1):65-73. Epub
2007 Mar 27). Tres semanas después de la primera inmuniacién se evalué el
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titulo de anticuerpos mediante test de ELISA indirecto. Posteriormente,
purificamos las IgG tanto del suero policlonal frente a los péptidos sinteticos,
como de un suero de raton preinmune mediante el Kit Protein A HP Spin Trap
(GE health care). Posteriormente las IgG especificas fueron obtenidas fueron
purificadas a través de una columna de afinidad usando el antigeno
inmobilizado en una columna de Sepharose BrCN (GE) La concentracion de
las IgG purificadas fue ajustada a la original que contenia la muestra de suero.
Las IgG especificas frente a la region catalitica lo denominaremos como anti-
CRy frente al peptido sefal como anti-SP.

Ensayo de invasion celular

Se infectaron Células Vero Semiconfluentes (3 x 10° células/pocillo) con formas
tripomastigotes metaciclicas. La relacion parasito/célula fué de 5:1,
desarrollandose la invasion 2h a 37°C en DMEM sin suero con las diluciones
1/50, 1/100 y 1/200 de Ig anti-CR. Inmunoglobulinas de un suero preinmune de
raton fueron usadas como control. Al final del periodo de interaccion, los
cultivos fueron lavados, fijados en metanol y tefiidos con el Preimmunized Diff-
Quick (Medion Diagnostics, GMBH, CH-3186 Dudingen). Después de ser
tefiidos, las células se estudiaron a microscopio para determiner el porcentaje
de parasitacion, adherencia y numero de parasitos intracelulares. Se
examinaron un minimo de 500 células por pocillo, y cada experimento fué
repetido al menos 3 veces, calculandose el numero de células parasitizadas y
calculado la razén célula-parasito.

SDS-PAGE y analisis Western Blot

Los estudios de expresidn de la Masp52 en las diferentes formas del ciclo de
vida del parasito fue evaluado mediante inmunoblot en los distintos estadios, 5
x 10 7 organismos de cada una de las fases del parasito se resuspendieron en
2 ml de tampon de lisis; 20mM de PBS, 0.25mM Sacarosa, 1TmM EDTA,
0.145mM KCI, 1mM DTT a pH: 7.4 mas un cocktail inhibidor de proteasa
Complete Mini (Roche Molecular Biochemicals).Tras el tratamiento durante 10
min de los protozoos en dicho tampén, fueron sonicados a 0° C durante tres
ciclos de 30 segundos y electroforesis en 12.5 % de SDS-PAGE (Laemmli,
1970) con el PhastSystem (GE). La muestra de proteinas fue ajustada a la
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misma concentracion, al objeto de que todos los pocillos de la electroforesis
contuvieran la misma cantidad de proteinas y preparados en el mismo buffer
(10 mM Tris/HCI; 1 mM EDTA, pH 8.0; 2.5% SDS and 17% glicerina y azul de
bromofenol al 0.01%) y se calenté a 98° C 5 min.

Los Western blots se desarrollaron con membranas hidrofébicas de polivinil
difluorido(PVDF) (Hybond-P. Amersham) de acuerdo al método desarrollado
por Towbin y Staehelin 1979. (Proc Natl/ Acad Sci USA 1979; 76: 4350—-4354).
Las manchas se expusieron a anti-CR o anti-SP (testados a 1:50) durante 2h a
37°C seguidos de un conjugado con peroxidasa (Policlonal Goat Anti Mouse
Inmunoglobulins HRP (DakoCytomation) durante 2 h a 37°C. La reaccién se
revel6é con 3-3'Diaminobencidina Tetrahidroclorhidrica en tampén Tris HCI a pH
7.2. Los geles se digitalizaron y procesaron por QuantiScan software (Biosoft,
Cambridge, U.K.) con el fin de cuantificar las bandas. En todos los casos la
determinacion de proteinas se realizo mediante el método de Bradford
(Bradford, 1976. Analytical Biochemistry 72: 248-254).

Aislamiento del mRNA y desarrolio de RTqPCR

El mRNA total de los distintos estadios fue aislado usando el kit SV Total RNA
Isolation (Promega), la calidad de las muestras fue verificada mediante geles
de agarosa.

Para la trascripcion reversa se empleé el iScript'™McDNA Sintesis Kit (Biorad),
que contiene oligo(dT) y random primers, para obtener un molde del RNA lo
mas representativo posible.

La cuantificacion de la expresion de la Masp52, fue evaluada realizando una
RTgPCR utilizando el Kit Sensimix dT (Quantace). La cuantificacion se realizd
en todos los estadios del ciclo de vida estudiados.

Los primers utilizados fueron:
MASP.220F (SEQ ID NO: 2) y
MASP.220R (SEQ ID NO: 3)
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que dan lugar a un amplicon de 198 pb (SEQ ID NO: 7). Para normalizar la
cantidad de cDNA de Masp52 presente en cada muestra, se usaron los
primers:

V1 (SEQID NO: 8)y

V2 (SEQ ID NO: 9)

para el gen 18S rRNA ribosomal (Clark y Pung, 1994. Mol Biochem Parasitol
66: 175-179), de T.cruzi obteniendo un amplicon de 179 pb (SEQ ID NO. 10).
Las bandas obtenidas por PCR fueron confirmadas por secuenciacién usando
el BigDye® Terminator v 1.1 cyclesequencing kits (Applied Biosystems, CA,
USA). La cuantificacion relativa de las muestras se realiz6, segun el método de
ACt en donde el Ratio 18S/ Masp52 = 2CT 185 - CT Mase52 T4qos |os ensayos se
realizaron por triplicado.

Inmunolocalizacién e inmunofluorescencia.

La proteina fué localizada en las diferentes fases del ciclo de vida de T.cruzi,
obtenidas como previamente hemos descrito. Los diferentes botones de las
cuatro formas fueron lavados tres veces con 5 ml de PBS 0.125 M y fijados por
12h a 4°C en 1% glutaraldehido y 2% de formaldehido en Tampon Cacodilato
con 0.1M de sacarosa (pH:7), siendo entonces embebidas en resina LRWhite.

Las muestras fueron incubadas con anticuerpo anti-CR 1h a 37°C y tratados
para visualizar la reacciéon antigeno-anticuerpo marcando el anticuerpo primario
con un anticuerpo secundario anti- mouse IgG marcado con Oro(Sigma). Por
ultimo, la muestra fue tefiida con acetato de uranilo bajo un microscopio de
transmision Zeiss EM-10C.

En aquellos experimentos en que se pretendid localizar la proteina en el interior
de las formas del parasito o su localizacion durante el proceso de infeccién, las
células o las formas del parasito fueron fijadas en acetona a -20° C, a las 2
horas de interaccion parasito/célula, o tras 60 horas de haberse realizado la
infeccidn al objeto de observar la presencia y localizacion de la proteina en los
amastigotes o en las células parasitadas. Una vez fijadas y lavadas con PBS,
incubamos las preparaciones 1 h con las IgG anti-CR a una dilucién a 1/100.
Como anticuerpo secundario se empleé un anti mouse marcado con
Fluorescein isothiocyanate (FITC) (Sigma) en Tampén de Bloqueo durante 1h a
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temperatura ambiente. Finalmente, las preparaciones fueron tratadas durante
15 minutos con una solucion de DAPI 10ug/ml. Las preparaciones fueron
montadas y preservadas en mounting medium (Prolong Antifade Kit, Molecular
Probes), observandose en un microscopio laser confocal Leica DMI6000 que
incorpora un sistema de filtro para FITC (longitud media de onda 530 nm y
maxima de 490nm).

Adsorcion de la Masp52 a particulas de Bentonita

Para la adsorcion a particulas de bentonita se usé la técnica de Kagan &
Norman’s (1970. Manual of Clinical Microbiology 453-486) para seleccionar las
particulas de bentonita para la adsorcion de la Masp52. Una suspension de
100ul de particulas con un diametro de 1 a 2 ym fue incubado 12h a 4°C con
50 ul de una solucién de 20 ug/ml proteina. Las particulas se adsorbieron a
Albumina Sérica Bovina (BSA) como control a la misma concentracion y
condiciones que las usadas como se describe a continuacion. La Masp52 y la
BSA adsorvida en particulas de bentonita fueron incubadas con células Vero (3
x 10°) a 37° 4 h. Las céluas fueron lavadas con PBS vy fijadas en acetona para
estudiarlas mediante inmunofluorescencia, tratandose con una dilucion 1/100
del anticuerpo anti CR y con un anticuerpo secundario anti mouse marcado con
fluoresceina como se ha descrito anteriormente. En las células control se uso
una diluciéon 1/100 de un suero policlonal en raton anti BSA (Sigma) e igual
anticuerpo secundario usado anteriormente. Como contracolorante se uso una
solucién de Azul de Evans al 0.01% estudiandose las preparaciones bajo
microscopia de fluorescencia confocal como se ha descrito en el apartado
anterior.

RESULTADOS.

1.Purificacioén, secuenciacion y busqueda de motivos estructurales de la
masp52.

Del proceso de purificacion de proteinas procedentes del medio de interacciéon
se obtuvieron por electroforesis dos bandas, una de 66 kDa y otra de 52 kDa,
(Fig 1) que analizadas mediante MALDI-TOF MS y MS/MS correspondieron a
albumina bovina érica - Bovine Serum Albumin (BSA) - procedente de una de
los medios de cultivo y la banda de 52 kDA que mediante un Peptide mass
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fingerprinting (PMF) o huella peptidica se encontraron 7 coincidencias,
obteniendo un valor del 47.9% y un 17% de cobertura para la secuencia que
se muestra en la figura N° 2. Dicha secuencia se encontraba en las bases de
datos con el nombre de mucin-associated surface protein (MASP), putative y
con un numero de acceso EMBL: XP_820015.1, denominandola aqui como
Masp52.

Realizada una busqueda de posibles motivos estructurales presentes en la
Masp 52 mediante el uso del servidor de herramientas proteémicas de Expasy
(http://expasy.org), se obtuvo un péptido senal (aminoacidos 1-25), dos
regiones transmembrana en los extremos N- Terminal (aminoacidos 9-28) y C-
terminal (aminoacidos 493-510), un ATP/GTP-binding site motif A (P-loop) que
podemos denominar como centro catalitico, (aminoacidos 159-166) y un sitio
para N-glicosilacion (465 a 470) (Fig. 3).

2. Expresion proteica, Western blot y RTqPCR.

El analisis de la expresion de la Masp52 en los diferentes estadios de T.cruzi
mediante electroforesis SDS PAGE y su posterior analisis mediante Western
blot empleando las IgG anti-CR, nos muestra como esta proteina se reconoce
como una Unica banda con diferente grado de expresiéon en los diferentes
estadios del parasito (Fig. 4A). Asi, la expresion en trypomastigotes
metaciclicos es 12 veces superior que la encontrada en epimastigotes, cinco
veces superior a la de amastigotes y dos veces superior a la encontrada en
trypomastigotes derivados de cultivos celulares.

El resultado del estudio de los mRNA mediante RTqQPCR mostré resultados
similares (Fig. 5), todos los estadios poseian sintesis del mMRNA especifico de
la Masp 52, pero con diferentes niveles de expresidon. En las formas
trypomastigotas metaciclicas la sintesis de mRNA especifico es tres veces
superior a la de trypomastigote derivado de tejidos, once veces mayor a la de
amastigotes y cincuenta veces superior a la de los epimastigotes.

Por su parte, cuando el reconocimiento en las cuatro fases de T.cruzi se realizo
empleando las IgG anti-SP, para observar el patrdn de expresion de proteinas
de la familia MASP mediante western blot, se obtuvo la expresion de 6 bandas
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en los trypomastigotes metaciclicos, 4 bandas en las formas trypomastigotas, 3
bandas en los amastigotes y 3 bandas en los epimastigotes, aunque en estos
ultimos el nivel de expresion fue muy bajo (Fig. 4B).

Mediante la misma técnica, empleando anticuerpos frente al dominio catalitico,
se demuestra que la Masp52 es una proteina secretada, hallandose en el ESP
de los trypomastigotes metaciclicos en su interaccion con células Vero, sus
membranas o las células Vero fijadas, lo que parece indicar dado de la
ausencia de la proteina en los medios libres de células que dicha proteinas es
segregada de una manera inducible al medio tras el contacto del parasito con
las membranas de la célula.

3. Localizacion de la Masp52 en los distintos estadios de T.cruzi y
adsorbida a particulas de bentonita.

Los estudios llevados a cabo mediante microscopia laser confocal empleando
las Inmunoglobulinas frente al centro catalitico mostr6 como se observa la
presencia de la Masp 52 tanto en el citosol como ligada a la membrana
plasmatica en los distintos estadios del parasito, como se aprecia en la Fig. 6
A.

En aquellas preparaciones donde el estudio de la immunolocalizaciéon de la
proteina se realizo durante el proceso de interaccion tripomastigotes
metaciclicos — célula, se observé igualmente la presencia de la proteina en el
citosol de los trypomastigotes, detectandose la proteina en el punto de contacto
entre el parasito y la célula. La fluorescencia se observo igualmente dispersa
en el citoplasma de la célula huésped junto a la presencia del parasito (Fig.
6B).

En aquellas células donde las formas del parasito ya se habian transformado y
multiplicado como formas amastigota, se observd como la Masp52 aparece
rodeando los amastigotes en el espacio entre el parasito y el citoplasma de la
célula hospedadora (Fig. 6C).

Los estudios de localizacion ultraestructural en los diferentes estadios
(trypomastigote, metaciclico trypomastigote derivado de cultivo celular y
epimastigote), empleando las 1gG frente al dominio catalitico de la Masp52, se
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observa como las marcas de oro se localizan tanto en la membrana del
parasito, como en el citosol, siendo mayor el numero de particulas en los
estadios con alta capacidad infectiva, es decir los trypomastigotas (Fig. 7A,
7C). Los agregados de marcas se localizan en el interior de vacuolas (Fig.
7B), proximas al Flagelar Pocket y de la raiz del flagelo en las formas
infectantes (Fig. 7A y C), mientras que la Masp52 aparece en los amastigotes
en el citosol.

Estudios de microscopia optica de laser confocal usando los anticuerpos anti
CR o anti BSA como control en la interaccion entre Masp52 absorbida en
particulas inertes de bentonita y cultivos de células Vero no fagociticas y
particulas de bentonita recubiertas de BSA, revel6 que las células endocitaban
las particulas de bentonita recubiertas de Masp52, mientras que las particulas
de control recubiertas de BSA fueron eliminados en lavados tras el proceso de
interaccion (Fig. 8). Las particulas de Masp 52 estan localizadas dentro de
vacuolas en el citoplasma de las células que han interaccionado.

5. Efectos del antisuero frente a la Masp52 en la invasion celular por
trypomastigotes metacicliclos

La Fig. 1 resume los resultados obtenidos tratando las interacciones célula —
parasite con anticuerpos anti CR en diferentes diluciones (1: 50; 1:100; 1:200)
de inmunoglobulinas especificas. El porcentaje de inhibicién frente al control
oscilé en un rango significativo que va desde un 17.14% para 1/200, 61.9%
para 1/100 y 77.14% para 1/50 para parasitos intracelulares en células Vero.
Los niveles de penetraciéon se redugeron en un 30.7% para 1/200, 74.38% para
1/100 y 78.9% para 1/50, y el porcentaje de inhibicibn de tripomastigotes
metaciclicos adheridos a células de 49.92 % para 1/200, 74.35 % para 1/100 y
74.48 % para 1/50 dilution.
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REIVINDICACIONES

1.

Método de deteccion de la presencia del parasito T. cruzi en un individuo,
que comprende:

a. obtener una muestra biolégica aislada de dicho individuo,

b. detectar la proteina Masp52 en la muestra biol6égica aislada de (a).

Método de deteccidn de la presencia del parasito T. cruzi en un individuo
segun la reivindicacién anterior, en el que el individuo del paso (a) es un
mamifero.

Método de deteccidn de la presencia del parasito 7. cruzi en un individuo
segun cualquiera de las reivindicaciones 1 6 2, en el que el individuo del
paso (a) es un mamifero humano.

Método de obtenciéon de datos Uutiles para el diagnéstico de la enfermedad
de Chagas, que comprende:
a. obtener una muestra bioldgica aislada de un individuo,
b. detectar la cantidad de proteina Masp52 presente en la muestra
biolégica aislada de (a).

Método de obtencion de datos utiles para el diagnéstico de la enfermedad
de Chagas segun la reivindicacion anterior, que comprende ademas:
c. comparar la cantidad detectada en el paso (b) con una cantidad de
referencia.

Método de obtencidon de datos utiles para el diagnéstico de la enfermedad
de Chagas segun cualquiera de las reivindicaciones 4 6 5, en el que la
deteccion de la cantidad de proteina Masp52 se realiza mediante la
incubacién con un anticuerpo especifico en un inmunoensayo.

Método de obtencidén de datos utiles para el diagndstico de la enfermedad
de Chagas segun cualquiera de las reivindicaciones 4 a 6, en el que el
inmunoensayo es un Western blot.
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8. Método de obtencion de datos utiles para el diagndstico diferencial de la
enfermedad de Chagas segun cualquiera de las reivindicaciones 4 a 7, en el
que el Western blot se lleva a cabo empleando 1gG anti-CR.

9. Método de obtencién de datos utiles para el diagndstico diferencial de la
enfermedad de Chagas segun cualquiera de las reivindicaciones 4 a 7, en el
que el Western blot se lleva a cabo empleando 1gG anti- SP.

10.Método de obtencion de datos utiles para el diagnéstico diferencial de la
enfermedad de Chagas segun cualquiera de las reivindicaciones 4 6 5, en el
que la deteccién de la cantidad de proteina Masp52 se realiza mediante
RTqPCR.

11.Método de obtencion de datos utiles para el diagnéstico diferencial de la
enfermedad de Chagas segun la reivindicaciéon anterior, donde la RTqQPCR
se lleva a cabo empleando los cebadores cuya secuencia se recoge en la
SEQID NO: 2y SEQ ID NO: 3.

12.Uso de la proteina Masp52 aislada, o cualquiera de sus variantes, para la
elaboracién de un medicamento.

13.Uso de la proteina Masp52 aislada, o cualquiera de sus variantes, para la
elaboracion de un medicamento para el tratamiento y la prevencién de la
enfermedad de Chagas.

14. Anticuerpos generados por la inmunizacion de un animal con la proteina
Masp52, o cualquiera de sus variantes.

15. Uso de los anticuerpos generados por la inmunizaciéon de un animal con la
proteina Masp52 para la elaboracion de un medicamento.

16.Uso de los anticuerpos generados por la inmunizacion de un animal con la
proteina Masp52 para la elaboracion de un medicamento para el
tratamiento y la prevencion de la enfermedad de Chagas.
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17.Composicion que comprende la proteina Masp52 segun cualquiera de las
reivindicaciones 12 6 13, o un anticuerpo segun cualquiera de las
reivindicaciones 14 a 16.

18.Composicidon segun la reivindicacion 17, que ademas comprende
excipientes farmacolégicamente aceptables.

19.Composicién segun cualquiera de las reivindicaciones 17 6 18, que es una
vacuna.

20.Composicion segun la reivindicacion anterior, que ademas comprende un
adyuvante.

21. Composicién segun cualquiera de las reivindicaciones 19 6 20, donde
donde la vacuna presenta un origen recombinante.

22.Composicion segun cualquiera de las reivindicaciones 19 6 20, que
adicionalmente comprende otro principio activo.
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