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RESUME

La maladie de Chagas, ou trypanosomiase Ameéricastecausée para le parasite
protozoaireTrypanosoma cruz. Elle est responsable de plus de 20,000 mortsupat son
impact en santé publique est estimé a 676,000 andéevie ajustées avec incapaciteé
(DALYSs), ce qui en fait une des maladies parastaies plus importantes en Amérique
Latine. En I'absence de traitement efficace, ngireupe a pu démontrer la validité du
concept de vaccination thérapeutique dans le cda deladie de Chagas chez la souris,
ouvrant ainsi une perspective trés prometteuse peutraitement de cette maladie.
L’objectif général de cette étude a éeté d'évalteffitacité et la biosécurité d’'un vaccin
d’ADN thérapeutique contre la maladie de Chagag d¢aechien. Nos résultats montrent
gue les chiens infectés expérimentalement avecruzi puis traités avec notre vaccin
thérapeutique présentent des modifications de rigaonse immunitaire, avec un rapport
IgG2/1gG1 plus élevé, indicant une plus forte oidion Thl de la réponse apres le
traitement. L'analyse de la pathologie cardiaquéigue la présence d'une plus forte
réaction inflammatoire dans le ventricule droitgrs possible d'une plus importante
réaction immune cellulaire. D’autre part, les clidmaités ont présenté des altérations
electrocardiographique moindres que celles desnshimn traités. Ces résultats sont a
comparer avec ceux observes lors de I'infectiominedie avecT. cruzi chez le chien, qui
conduit a une pathologie moins sévére que linfectiexpérimentale utilisée ici.
L’ensemble de ces résultats suggéerent donc quaiterhent pourrait au moins ralentir la
progression de la maladie de Chagas chez le chien.
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ANTECEDENTS

La maladie de Chagas, ou trypanosomiase Ameéricastecausée para le parasite
protozoaire Trypanosoma cruzi. D’apres I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS)
environ 16-18 millions de personnes sont infectdassud du Brésil au sud des Etats Unis,
et pres de 100 millions sont en risque d'infectsom le continent Américain (22). La
transmission a I'homme se fait principalement péantdrmédiaire de punaises
hématophages, mais aussi par transfusion sanguide ¢acon directe mere-enfant (4, 13,
19, 21).

Aprés I'entrée du parasite a travers les microtésitde la peau ou des muqueuses, la
maladie commence par une phase aigué pendant llagled parasites flagellés
(trypomastigotes) se multiplient dans le sang. e€Cgbhase dure 30-40 jours et
s’accompagne d’une réponse inflammatoire généiaedsité et durée variables. Survient
ensuite une phase indéterminée asymptomatique euti gurer 5-40 ans. Les patients
susceptibles (30/40% des personnes infectées)nér@nsuite dans une phase chronique
caractérisée par un dommage tissulaire croissantipalement dans le coeur, conduisant
a la cardiopathie Chagasique typique (14). La ntadai de l'insuffisance cardiaque
augmente avec le dommage cellulaire et conduit @@t cardiaque et la mort des patients
(1, 3, 15).

Le traitement est a base de nitrofurans (NifurtiRn@u de nitroimidazoles
(Benznidazole). Cependant, ces drogues ont ureaeiti¢ faible et limitée a la phase aigué
de linfection, causant de plus des effets secoadaséveres, raisons pour lesquelles
d'importants efforts sont nécessaires pour déveopppe nouvelles alternatives
thérapeutiques (11, 18, 20). Nous avons pu démoatitérieurement la validité du concept
de vaccination thérapeutique dans le cas de ladmalde Chagas. L'administration de
seulement deux doses de vaccins d’ADN codant psuahtigenes parasitaires TSA-1 ou
Tc24 permet de réduire la parasitémie et la sévété la pathologie chez des souris
BALB/c et ICR infectées avec une dose lethaléelderuz (8). Une analyse phénotypique
des lymphocytes par cytométrie de flux suggére lgwaccin thérapeutique réoriente ou
redirige la réponse immunitaire vers un type Tharactérisé par une augmentation
importante du nombre de cellules T CQ8oductrices d’IFN (23). Une étude comparative
de plusieurs candidats de vaccins codant pourrdifté antigenes nous a également permis
d’identifier les vaccins présentant la meilleurédi@ thérapeutique chez la souris (17).

Ces vaccins d’ADN thérapeutiques semblent donc é&tne alternative tres
prometteuse pour le traitement de la maladie degy&hd.'évaluation de I'efficacité et de la
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biosécurité de nos vaccins thérapeutiques sur ré@aumodéles animaux est donc
indispensable avant d’initier des essais cliniqelesz I’'homme. Le chien est un important
réservoir domestique du parasite et de nombreusdsssérologiques et parasitologiques
ont mis en évidence des taux d’infection natureliez le chien de I'ordre de 10-20% dans
différentes régions des Ameériques (5, 10, 12). iAilasvalidation de nos résultats chez le
chien permet d’'une part de développer un vaccimapgeitique a usage veétérinaire, et
d’autre part peu fournir des données indispensahledefficacité et la biosécurité de ce

vaccin afin d’initier de futurs essais cliniquesezn’"homme. Ainsi, ce projet contribue

directement au développement de nouvelles pogéiille contrble de cette parasitose
tropicale.

OBJECTIF
L’objectif général de ce projet est d’évaluer liefcité et la biosécurité d’'un vaccin
d’ADN thérapeutique contre la maladie de Chagag &hehien

RESULTATS

Le travail s’est realisé a I'Université Autonome Muwcatan, Mexique, avec la
participation du Centre de Recherche de cettetuistn et la Faculté de Médecine
Vétérinaire. Un total de 8 chiens a été inclus d&tade apres vérification de I'absence
d’infection parT. cruzi antérieure a la présente étude (sérologie et Pi&R)chiens furent
ensuite infectés expérimentalement avec 50,000spesikg, et ils recurent 500 pug de
vaccin thérapeutique apres 15 et 30 jours d'indec(ou le plasmide vide comme controle).
Des échantillons d’animaux provenant du Centre deti©le Canin de la Ville de Mérida
(post-mortem) furent également analysés afin deerdéher les caractéristigues de
l'infection naturelle paif. cruz.

L’analyse de la parasitémie montre que tous lesnshinfectées présentérent une
parasitémie détectable par observation directe mwostope a partir de 21 jours aprés
l'infection, et ce jusqu'a 42 jours. Cependant/al pas été possible de quantifier le nombre
de parasites présents, car celui-ci est restda®sll n'y a par ailleurs pas eu de différence
entre le groupe traité et le groupe contrdle equseoncerne la période de parasitémie.

Le niveau d’lgG antiF. cruzi a été mesuré par ELISA, toutes les 2 semainesitiara
durée de I'expérience. Une partie des animaux das groupes sont devenus seropositifs a
partir de 42 jours aprées l'infection, et leur niuedllgG s’est maintenu durant le reste de
'expérience. Le groupe de chiens traités avecalecym ADN ont cependant présenté un
niveau d'anticorps moins élevé que les chiens dtegmon-traités, suggérant une plus faile
réponse humorale. L'analyse des isotypes d’antictg@®l et IgG2 indique que le rapport
IgG2/1gG1 est plus élevé chez les chiens trait€ év@accin thérapeutique, ce qui suggere
une orientation préférentielle de la réponse immaina de type Th1l.

Finalement, le suivi pathologique des chiens aqgméliqu'un animal de chaque
groupe a été victime de mort subite (au jours 487etprés l'infection, respectivement).
Chez les animaux restants, seul un chien du groaperaité n’a pas présenté d’altération
electrocardiographique, alors que ce fut le cadadsx chiens du groupe traité. Aussi, trois
chiens du groupe contrdle présenterent des aliémti marquées de leur
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électrocardiogramme, incluyant une tachycardie naraire, un complexe ventriculaire
prémature, et un bloquage de la branche droites tiypiques de la cardiopathie
Chagasique. Ces premiers résultats suggérent denie graitement avec un vaccin d’ADN
thérapeutique pourrait au moins retarder la prajpesde la cardiopathie Chagasique chez
le chien, en stimulant la réponse inmmunitaire ggmement cellulaire).

Cette hypothese semble confirmé par I'analyse padtwmlogique du tissu cardiaque,
qui montre que la réponse inflammatoire est plugoitante dans le ventricule droit des
chiens traité en conparaison avec les animaux @estrCependant, aucune différence n’a
été observée dans les autres parties du coeur éeslfgentricule gauche, auricules droite
et gauche, et paroi interventriculaire). Finaleméahalyse moléculaire de la présence de
T. cruz dans le cceur par PCR a confirmé I'infection dassdeux groupes de chiens.

Ces résultats sont également a contraster avec o@ignus de I'analyse
d’échantillons de chiens infectés naturellement Ipaparasite. En effet, 'analyse post-
mortem de 9 chiens infectés indique qu’ils présgniee réponse immunitaire humorale de
magnitude similaire, mais avec un niveau de IgQis ghible, signe d’'une orientation
préférentielle de type Th2. Cependant, le niveadatemage histologique de ces animaux
fit bien moindre que ceux infecté expérimentalemest qui indique que la carge
infectieuse utilisée dans notre essai a été trpsitante en comparaison avec celle d’'une
infection naturelle. D’autre part, une corrélatjpositive significative a été observée entre
les niveaux de IgG1l et la cardiopathie des chiafeciés naturellement et mesurée par
I'indice cardiaque (poids du cceur/poids du chien).

MATERIELS ET METHODES

Infection expérimentale avecT. cruzi. Un total de 8 chiens furent inclus dans
I'étude, qui a été approuvée par le comité d'éthida I'Université Autonome du Yucatan.
Les animaux furent infectés avec 50,000 trypomatts) sanguins de la souche H4 (2).
Pour déterminer les effets du traitement sur leagi@s circulants, la parasitémie a été
déterminée chaque semaine pendant 2 mois par alisenmicroscopique directe. Des
biopsies et échantillons de sang de chiens ontiét@blement fournis par le Centre de
Contrdle Canin de la Ville de Mérida afin de sex&r contréles additionnels de linfection
naturelle.

Formulation du vaccin d’ADN. Les vaccins codant pour les antigeneslderuz
TSA-1 et Tc24 décrits dans des travaux antérienrgt@ utilisés dans ce travail (8, 17, 23).
Les plasmides ont été purifiés a partir d’'une celtd’Escherichia coli grace a un kit de
purification Endofree de Quiagen et conservés &G30squ’a leur utilisation. Les chiens
recurent deux doses intramusculaires de 500 ug N'AZ50 ug de chaque plasmide) avec
500 pg de phosphate d’aluminium, un adjuvant qubtige I'induction d’'une réponse
immunitaire de type Thl par les vaccines d’ADN (16)

Détermination des anticorps par ELISA. Les niveaux d’anticorps IgG et sous-
types d’lgG ont été mesurés avant et pendant £tide et traitement afin de déterminer les
changements induits par le traitement. Un antigeted deT. cruzi a été déposé dans des
microplaques (0.5 pg par puit). Aprés incubationdiférentes dilutions de sérum, un
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anticorps secondaire anti-IgG (ou sous-types d’lg&xhien marqué avec la phosphatase
alcaline (SEROTEC, USA) a été ajouté et I'activieéla phosphatase a été révélée par le p-
nitrophenyl phosphate (Sigma, USA) comme substies. plaques ont été lues a 405 nm
(Bio-Rad 550 reader)(9). De la méme facon, desamis secondaires anti-IgG1 et anti-
IgG2 ont éte utilisés pour déterminer le niveaweRisotypes d’anticorps.

Electrocardiogrammes. Les chiens furent placées sur une table d’exareetes
electrodes cutanées furent placées aux coudes@ixjees animaux en position de marche
sur leurs quatres pattes. Apres 5 a 10 min delistimn du rhythme cardiaque, 1 min
d’electrocardiogramme a été enregistrée a 50 minis raV/cm. Les arythmies ont été
diagnostiquées en analisant la dérivée 1l desréleatdiogrammes.

Analyse histopathologique

Des échantillons de tissus d’environ 1.0 x 1.0 2 €m des cing parois du coeur
(Auricule droite et gauche, ventricule droit et ga@, paroi interventriculaire) ont été fixés
dans de la formaline a 10%, deshydratés et in@dus de la parrafine. Des section de 5 um
ont été colorées a I'eosine et I’'hématoxyline pleur évaluation histologique. Des images
digitales de chaque paroi ont été prises au miopesavec un objectif 10X et la densitéde
cellules inflammatoires a été quantifiée par arealyamage avec le programme Multispec
3.0 (Purdue University, IN, USA) (17, 23). La deédgle cellules inflammatoires de chaque
image a été calculée en soustrayant la densité mmeyge noyaux de myocytes des parois
correspondantes de chiens séronégatif a la detsitdoyaux totaux des chiens infectés
(considérés comme myocytes + cellules inflammagdire

Detection de 'DNA deT. cruz par PCR

L’ADN de coeur a été purifié a I'aide d’'un kit QlA® DNA Mini (QIAGEN), et
testé pour la présence d’ADN de cruzi par PCR comme décrit antérieurement (6) en
utilisant les primers TCZ-F 5-GCTCTTGCCCACAAGGGTG&t TCZ-R 5'-
CCAAGCAGCGGATAGTTCAGG (7).
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