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"ANTIGENOS PROTECTORES PARA EL CONTROL DE
INFESTACIONES POR ESPECIE DE IXODES"

Historial de la Invencion
Campo Técnico:

La presente invencion se refiere a la identificacion de
antigenos protectores contra infestaciones por garrapatas de la
especie Ixodes, secuencias de genes y proteinas codificadas para
estos antigenos; vacunas relacionadas y métodos utiles para inducir
a una respuesta inmunolégica; siendo estos protectores contra la
interferencia por garrapatas de la especie Ixodes.

Historial:

Las garrapatas son pardsitos de animales salvajes vy
domésticos y de los seres humanos, transmiten infecciones
patégenas incluyendo hongos, bacterias, virus y protozoarios.
Actualmente, las garrapatas ocupan el segundo lugar en el mundo
vector de enfermedades humanas con relacién a los mosquitos,
pero ellas son consideradas como el vector mas importante de
patégenos en América del Norte (Parola y Raoult, 2001). La especie
Ixodes es distribuida mundialmente y actia como vector de
enfermedades humanas causadas por la Borrelia burgdorferi
(Enfermedad de Lyme); Anaplasma phagocytophila (erliquiosis
granulocitica humana); Coxiella burnetti (fiebre Q); Francisella
tularensis (tularemia); B. afzelii, B. lusitaniae, B. valaisiaria y B.
Garinil; Rickesttsia helvetica, R. japonica y R. Australis; Babesia
divergens y encefalitis originaria de la garrapata (TBE) y virus de la
fiebre hemorragica de Ornsk (Estrada-Pefia y Jongejan, 19996,
Parola y Raoult, 2001). En el este y sudeste de los Estados Unidos
y Canada, /. scapularis (La garrapata de piernas negras [“the black
legged tick"]) es el principal vector de B. burgdorferi “sensu stricto” y
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A. phagocytophila (Estrada-Pefia y Jongejan, 1999; Parola y Raoult,
2001).

El control de infestaciones por garrapata es dificil y
frecuentemente impracticable para garrapatas con huéspedes
multiples, tal como, la especie Ixodes. Actualmente, el control de
garrapatas es efectuado por gestion integrada de pestes, en el cual
son adaptados diferentes métodos de control para un area o contra
una especie de garrapata, con la debida consideracion para sus
efectos ambientales. Recientemente, el desarrollo de vacunas
contra la especie Boophilus de huésped unico, proporciond nuevas
posibilidades para la identificacién de antigenos protectores para
inmunizacién contra infestaciones por garrapatas (Willadsen, 1997,
Willadsen y Jongejan, 1999; de la Fuente y otros, 1999; 2000; de
Vos y otros, 2001). El antigeno de intestino B. microplus BM86
incluido en formulaciones comerciales de vacuna TickGARD
(Hoechst Animal Health, Australia) y Gavac (Heber Biotec S. A,,
Habana, Cuba); también comprueba proteccion parcial contra los
géneros de garrapata Hyalomma y Rhipicephalus (De la Fuente y
otros, 2000, de Vos y otros, 2001). Mientras tanto, la inmunizacién
con BMB86 fallé al proteger contra la especie Amblyomma
filogenéticamente mas distante {(de Vos y otros, 2001). Estos
resultados sugieren que el uso del Bm86 o un gen proximo
relacionado para la produccién de vacunas contra la especie /xodes
u otros géneros de garrapata filogenéticamente distantes de la
especie Boophilus (Black y Piesman, 1994), podria ser
impracticable. Por lo tanto, la busqueda de nuevos antigenos
protectores es necesaria para identificar los candidatos a vacuna
contra infestaciones con estas especies de garrapata de
importancia médica y veterinaria. El control de garrapatas por
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vacuna podria evitar la contaminacion ambiental y la seleccidn de
garrapatas resistentes a medicamentos que resultan de
aplicaciones repetidas de acaricidas (de la Fuente y otros, 1998;
Garcia-Garcia y otros, 1999). Las vacunas antigarrapatas también
permiten la inclusion de antigenos multiples, para el alcance de una
amplia gama de especies de garrapatas y para la incorporacién de
antigenos bloqueadores de patégenos.

La vacunacién con moléculas de ADN y cADN fue usada para
inducir una respuesta inmunoldgica protectora contra B. microplus y
varios patégenos en animales de iaboratorio y ganado (De Rose y
otros, 1999; Drew y otros, 1999; van Drunen Littel-van den Hurk y
otros, 2001; Kofta y Wedrychowicz, 2001). Una nueva técnica,
inmunizacién de biblioteca de expresion (ELI) en combinacién con
el andlisis de secuencia, provee un método alternativo para la
identificacion del antigeno de vacuna potencial, con base en la
exploraciéon rapida de los genes expresos sin conocimiento previo
de los antigenos codificados por los clones de cADN. ELI fue
relatada en primer lugar para Mycoplasma pulmonis (Barry y otros,
1995) y desde entonces ha sido utilizada para virus y patégenos
unicelulares y multicelulares (Manoutcharian y otros, 1998; Alberti y
otros, 1998; Brayton y otros, 1998; Melby y otros, 2000; Smooker y
otros, 2000; Moore y otros, 2002; Singh y otros, 2002). Sin
embargo, la identificacién de clones protectores individuales no fue
relatada y esta previsto que la identificacion de antigenos
protectores sera mas dificil conforme aumente la complejidad de los
genomas.

Aunque varios informes en la literatura han demostrado por
ELI que bibliotecas pueden ofrecer un grado de proteccion (Barry y
otros, 1995; Manoutcharian y otros, 1998; Alberti y otros, 1998;
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Brayton y otros, 1998; Melby y otros, 2000; Smooker y otros, 2000;
Moore y otros, 2002; Singh y otros, 2002); ningun informe aplicé ELI
en artrépodos y especificamente, en garrapatas. Varias vacunas
fueron desarrolladas para proteger seres humanos contra
patdégenos transmitidos por Ixodes, incluyendo virus TBE y B.
burgdorferi. Sin embargo, no esta claro si estas vacunas protegeran
contra todas las clases de patégenos y genotipos. La inclusion de
inmundgenos de garrapata en vacunas especificas al patoégeno
podria aumentar su efecto protector y aumentar su eficacia (Nuttall,
1999). Esta metodologia de bloqueo de transmision es soportada
por la evidencia de que la resistencia del huésped a garrapatas
produce alguna proteccién contra la transmision originaria de la
garrapata de virus y B. burgdorferi (Wikel y otros, 1997). Ademas de
la vacuna contra la B. microplus demostré la contribucién para el
control de enfermedades originarias de garrapatas (de la Fuente y
otros, 1998; 1999).
Sumario de la Invencion

La presente invencién estd basada en nuestra identificacion
por ELI y por el analisis de secuencia de clones cCADN protectores
contra infestaciones experimentales con /. scapularis. Este es el
primer ejemplo de la aplicacion de ELI para artropodos y
especificamente, para garrapatas. Los antigenos protectores son
homélogos a endopeptidasas, nucleotidasas, proteinas de corium,
receptores vitelogenina, proteinas de reconocimiento de
peptidoglicano, proteinas ricas en glutamina y alanina, proteinas
ribosomales, B-adaptina, proteina precursora del Beta-amiloide,
Bloqueo de proliferacion (Bop1), lectina. canales de cloruro,
polimerasas de ARN, ATPases y proteinas de choque por calor.
Estos antigenos inducen una respuesta inmunoldgica en huéspedes
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vacunados, interfiriendo tanto en el desarrollo de la garrapata como
en la actividad proalimentacién, la cual podria ser debido a la
expresién de los CADN codificando inmunosupresores de la
garrapata, anticoagulantes y otras proteinas con antigenicidad baja
y actividad de proalimentacién; o ellos podrian codificar las
proteinas homdlogas a las proteinas del huésped con actividad
antigarrapata; cuya neutralizacién resulta en una actividad de
proalimentacion de la garrapata. Estos antigenos protectores,
aunque identificados para /. scapularis, pueden tener proteccion
cruzada entre especies de Ixodes, considerando el alto grado de
conservacion de secuencias de gen y funcién de proteina entre
especies del mismo género. Una 5'-nuclectidasa fue identificada y
caracterizada en B. microplus por Liyou y otros (1999; 2000); Pero
ellos no analizaron su capacidad de proteccién. Aunque a primera
vista sorprende la capacidad de proteccién de las preparaciones de
proteina ribosomales y de choque por calor, fue documentada
previamente en otros organismos (Elad y Segal, 1995; Silva, 1999;
Melby y otros, 2000; Cassataro y otros, 2002) pero nunca en
garrapatas. El efecto de la vacunacién de cADN en infestacién
experimental por I. scapularis en ratones fue evidenciado por la
reduccién de la cantidad de larvas ingurgitadas, por el desarrollo
retardado de las larvas, por la inhibicién del cambio para etapas de
ninfa y por el aparecimiento de larvas con coloracidon roja
visiblemente damnificadas. Estos efectos también, fueron
registrados en experimentos de vacunacion con BM86 y BM95
recombinantes contra infestaciones con B. microplus, incluyendo la
coloracién roja en algunas garrapatas, atribuida a la fuga de sangre
para hemolinfa de la garrapata (Garcia-Garcia y otros, 2000). De

esta manera, en una configuracién de la presente invencion, estan
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provistas secuencias de cADN, fragmentos de codificacion de
proteina de las mismas y secuencias de proteinas derivadas para
antigenos protectores de [ scapularis comprendiendo antigenos
homdlogos a la endopeptidasas, nucleotidasas, proteinas de corium
receptores vitelogenina, proteinas de reconocimiento de
peptidoglicano, proteinas ricas en glutamina y alanina, proteinas
ribosémicas, P adaptina, proteina precursora de Beta-amiloide,
Bloqueo de proliferacion (BOP1); lectinas, canales de cloruro,
polimerasas de ARN, ATPases y proteinas de choque por calor.

En otra configuracion de la presente invencion, esta provista
una composicibn de vacuna comprendiendo las proteinas
recombinantes protectoras [ scapularis y/o cADN modificados
separadamente o que pueden opcionalmente ser combinados con
adyuvantes, para aumentar la eficacia de proteccion de
preparaciones de vacuna contra la especie Ixodes, donde la
composicion de vacuna comprende aun un vehiculo o diluyente
farmacéuticamente aceptable. También, la composicion de la
vacuna puede, opcionalmente, ser combinada con componentes de
patégeno originario de la garrapata para proveer un medio para
controlar las infecciones originarias de la garrapata, donde la
composicién de la vacuna comprende aun un vehiculo o diluyente
farmacéuticamente aceptable y un adyuvante.

En otra configuracién de la presente invencién, esta provista
un método para incluir una respuesta inmunolégica en un mamifero
para proveer proteccion inmunoldgica, el cudl reduce o afecta las
infestaciones por garrapatas de la especie /xodes y/o transmision
de patégenos originarios de la garrapata; método que comprende la
administracién a una poblacion de riesgo y reserva de mamiferos,
de una cantidad eficaz de una composicion de vacuna,
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comprendiendo las proteinas recombinantes protectoras [
scapularis con un adyuvante 0 componentes de patégeno originaria
de la garrapata para proveer un medio de control de infestaciones
por garrapatas y para reducir la transmision a los seres humanos de
infecciones originarias de la garrapata, donde la composicion de la
vacuna comprende inclusive un vehiculo o diluyente
farmacéuticamente aceptable.

Para una mejor comprension de la presente invencion, asi
como de sus objetivos y ventajas, se mostrara con mas claridad a
los especializados en la técnica, a partir de la siguiente descripcion
detallada, donde se explica sélo la configuracion preferida de la
invencién; simplemente a través de la ilustracién de la mejor
manera considerada para ejecutar la invencion; Se observara que la
invencion puede ser modificada en varios aspectos, los cuales, no
estaran fuera del alcance y espirito de la invencién.
Consecuentemente, la descripcién debe ser considerada como de
naturaleza ilustrativa y no restrictiva.

Breve Descripcion De los Dibujos

La Figura 1 es un resumen de la metodologia de ELI de cADN
usada para identificar antigenos protectores contra infestaciones
por . scapularis.

La Figura 2A es un grafico ilustrando los resultados de una
busqueda primaria de agrupamientos de cADN (A-H, 1-4, A5) por
ELI V, los ratones de control inyectados solamente con 1ug de
vector de ADN. *a<0,01, **a <0,05 (Prueba post-hoc de Tukey para
comparaciones de par después de ANOVA).

Las cantidades en las cajas representan valores para la
inhibicién de infestacion por garrapata, con relacién al grupo de
control.
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La Figura 2B es un grafico ilustrando los resultados de una
busqueda primaria de agrupamientos de cADN (A6-A10, B-H 5-8)
por ELI V, ratones de control inyectados solamente con 1ug de
vector de ADN. *a<0,01, **a<0,05 (Prueba post-hoc de Tukey para
comparaciones de par después de ANOVA).

Las cantidades en las cajas representan valores para la inhibicién
de infestacién por garrapata, con relacién al grupo de control.

La Figura 3 es un grafico ilustrando los resultados de una
busqueda terciaria por ELI de subagrupamientos de cADN formados
de acuerdo con la funcion prevista de proteinas codificadas. Apenas
son mostrados grupos con 1215% (barras blancas). La cantidad de
larvas ingurgitadas por ratdn esta expresada como la media £SD
(barras negras). Los ratones de control fueron inyectados con cADN
mitocondriales (MT). *P<0,05 (t-prueba del Estudiante).

Descripcion Detallada de la Invencién

Antes de explicar detalladamente la presente invencion, es
importante comprender que ésta no esta limitada en su aplicacion a
los detalles de la construccion ilustrada y de las etapas aqui
descritas. La invencion significa pode tener otras configuraciones y
ser practicada o ejecutada de varias maneras. Es sobrentendido
que la fraseologia y terminologia empleada aqui, tiene como
objetivo su descripcion y no su limitacién.

La presente invencion deriva de las secuencias presentadas
en la Lista de Secuencia anexada a ella e incorporada aqui. En
especial, estan provistas 25 secuencias separadas y distintas,
comprendiendo 14 moléculas cADN clonadas y 11 secuencias de

aminoacidos deducidas de polipeptidos codificados, las referidas

secuencias son aisladas e identificadas como poseedoras de la
utilidad declarada, de acuerdo con la metodologia experimental

\2
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descrita a continuacion.
Ejemplo 1: Construccion de una biblioteca de cADN de I. scapularis
y busqueda de antigenos protectores por ELL.

Células de garrapata

Las monocapas de células IDE8 (ATCC CRL 1973)
originalmente derivadas de [ scapularis embrionarios, fueron
mantenidas a 31°C en medio L-15B complementado con 5% de
suero bovino fetal, caldo de fosfato de triptosa y concentrado de
lipoproteina bovina segun Munderloh y otros. (1994). Las células
fueron subcultivadas a 1.5 - 1:10 cuando las monocapas
alcanzaron una densidad de aproximadamente 107 células / frasco
T-25. El medio fue substituido semanalmente.
Construccion de la biblioteca

Una biblioteca de expresién de cADN fue construida en el
vector pEXP1 conteniendo el promotor CMV(ilegible} de
citomegalovirus fuerte (Clontech). Debido al hecho de que
planificamos alcanzar las etapas de larva iniciales de I. scapularis,
elegimos construir nuestra biblioteca a partir de poli(A)+ARN
derivadas de células IDE8 embrionarias de /. scapularis cultivadas.
La biblioteca de cADN contenia 4.4 x 10° clones independientes y
una titulacién de aproximadamente 10" cfu/ml con mas de 93% de
los clones con inserciones de cADN. El tamainio promedio de CADN
fue de 1,7 kb (0,5-4,0 kb).
Busqueda primaria

El esquema general para identificacion de antigenos
protectores a través de ELI, fraccionamiento secuencial y analisis
de secuencia es mostrado en la Figura 1.

Fueron preparadas noventa y seis placas LBA (maestro)
conteniendo un promedio de 41 (30-61) clones de cADN por placa.
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Asimismo, se realizaron réplicas y se agruparon los clones de cada
placa, inoculados en Luria-Bertani con 50 pg de ampicilina,
cultivados durante 2 h en una placa de 96 pocillos y ADN de
plasmideo purificado de cada pocillo (Sistema de purificacion de
ADN de plasmideo Wizard SV 96, Promega, Madison, Wl, EUA). Se
utilizaron hembras de ratones BALB/c, con 5-6 semanas de edad en
el momento de la primera vacunacioén. Los ratones fueron tratados
de acuerdo con los estandares definidos en la “Guide for Care and
Use of Laboratory Animals”. Los ratones fueron inyectados con una
jeringa de tuberculina de 1 ml y una aguja de calibre 27 en los dias
0 y 14. Tres ratones por grupo fueron, inmunizados por inyeccion IM
en la cadera con 1 ug de ADN/dosis en PBS 50 pl. Fueron incluidos
como control, dos grupos de 3 ratones cada uno. Un grupo fue
inyectado solamente con 1 ug de vector de ADN y el segundo sélo
con solucién salina. Dos semanas después de la ultima
inmunizacion, los ratones fueron infestados con 100 larvas de /.
scapularis por ratén. Las garrapatas fueron criadas artificialmente
en las instalaciones de creacién de garrapatas de “Oklahoma State
University” a través de la alimentacion de las larvas en ratones,
ninfas en conejos y adultos en ovejas, usando para la infestacion en
nuestros experimentos, las larvas obtenidas de huevos desovados
por una Gnica hembra. Doce horas después de la infestacidn por
garrapatas, las larvas que no fueron agregadas, fueron contadas
para calcular la cantidad de larvas agregadas por ratén y los
ratones fueron transferidos para nuevas jaulas. Las larvas saciadas
que caian de cada ratén, fueron colectadas diariamente y contadas
durante 7 dias. La inhibicién de la infestacién por garrapatas (l) para
cada grupo de prueba fue calculada con relacién a los controles
inmunizados con el wvector, como [1-(<RL>n/<RL>c x

14
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<RL>ic/<RL>in)] x 100, donde <RL> es la cantidad promedio de
larvas saciadas recuperadas por ratones para cada grupo de
prueba; <RL> es la cantidad promedio de larvas saciadas,
recuperadas por ratén para cada grupo de control; <RL> es la
cantidad promedio de larvas anexadas por ratén para el grupo de
control y <RL> es la cantidad promedio de larvas anexadas por
ratén para cada grupo de prueba.

Los agrupamientos de 41 (30-61) clones de cADN de .
scapularis fueron examinados por ELI. Sélo 33 agrupamientos de
cADN y controles fueron analizados por experimento. El nivel
promedio de infestacion por garrapata fue de 50+13 y 56115 vy
56115 y 54118 larvas / ratén para ratones inmunizados con cADN y
ratones de control, respectivamente (P>0,05) (Tabla 1). La cantidad
promedio de larvas ingurgitadas recuperadas por raton fue de 913 y
1314 en los ratones inmunizados con cADN y 164 y 1713 en el
grupo inmunizado con el vector de control (P<0,05) (Tabla 1).

Ninguna reduccion fue observada en la cantidad de larvas
colectadas de ratones que recibieron el ADN del vector si se
compara con los controles inmunizados con solucién salina. La
cantidad maxima de larvas ingurgitadas fue colectada 3 a 4 dias
después de la infestacion. Mientras tanto, en ratones inmunizados
con los agrupamientos cADN B5, A8 y A10 (Figura 2) se registré un
retardo en el desarrollo de las larvas de 1 a 2 dias. La inhibicion
promedio de infestacién por garrapata (I) fue de 48+28% y 30+22%
(Tabla 1). Después de los experimentos abarcando el andlisis de 66
agrupamientos (2705 clones) 9 agrupamientos protectores (351
clones) fueron seleccionados produciendo una inhibicion de
infestacion por garrapata >60% (Figura 2A y 2B y Tabla 1). Cuando
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iniciamos estos experimentos, habiamos planificado explorar mas
de 4000 clones de cADN, considerando la complejidad del genoma
de la garrapata. Mientras tanto, para nuestra sorpresa 9
agrupamientos de cADN protectores fueron identificados después
de la busqueda de 66 agrupamientos conteniendo 2705 clones de
cADN. Este resultado probablemente refleja la posibilidad de
interferir con la infestacion por garrapata en muchos niveles
diferentes que comprenden un grupo de productos de gene.
Resultados de experimentos de vacunacion contra garrapatas
empleando antigenos recombinantes soportan esta vision
(analizada por Mulenga y otros, 2000). Debido a la complejidad del
procedimiento de busqueda en ratones vacunados y desafiados con
las larvas de garrapata, era dificil trabajar con mas de 9
agrupamientos de cADN protectores. Por lo tanto, no continuamos
la busqueda de nuevos agrupamientos de cADN y enfocamos
nuestra atencién en los 9 agrupamientos seleccionados después de
la busqueda primaria.
Busqueda secundaria

La blsqueda secundaria fue realizada para verificar la
capacidad protectora de agrupamientos de cADN seleccionados
después de la busqueda primaria (Figura 2A y 2B). Después de la
busqueda primaria de 66 agrupamientos de cADN (2705 clones)
fueron seleccionados 9 agrupamientos con 1>260% para la busqueda
secundaria (nueva busqueda); empleando 5 ratones por grupo,
conforme lo descrito anteriormente. Para los cambios, fueron
mantenidas las larvas ingurgitadas en una atmosfera de 95% de
humedad. E! cambio de las larvas fue evaluado por medio de un
examen de las ninfas de la garrapata, bajo estéreomicroscopio
después de 34 dias de la dltima colecta de larvas. La inhibicion del
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cambio (M) para cada grupo de prueba fue calculada con relacion a
los controles inmunizados con vector como [1-(MLn/MLc x
RLc/RLn)] x 100, donde MLn es la cantidad de ninfas para cada
grupo de prueba; MLc es la cantidad de ninfas para el grupo de
control, RLc es la cantidad de larvas recuperadas para el grupo de
control y RLi es la cantidad de larvas recuperadas para cada grupo
de prueba. Ratones de control fueron inmunizados con el
agrupamiento de cADN F2 (I=0%) negativo o sélo con solucién
salina. Fue incluido un grupo inmunizado por inyeccién SC con dos
dosis de 100 ug de proteinas de célula de la garrapata IDE8 total
por dosis en adyuvante incompleto de Freund.

Los 9 agrupamientos de cADN protectores dieron resultados
positivos en la busqueda secundaria (datos no presentados). Los
niveles de infestacion por garrapata fueron mas altos en este
experimento (promedio de 8516 y 8413 larvas / ratones para
ratones inmunizados con CADN y de control, respectivamente;
P>0,05). Sin embargo, la cantidad promedio de larvas ingurgitadas
recuperadas por ratén fue de 3917 y 2646 para ratones de control e
inmunizados con cADN, respectivamente (P<0,05). El grupo
inmunizado con proteinas de célula de la garrapata IDES8 total fue
protegido con 1=33%. Nuevamente, ninguna reduccién fue
observada en la cantidad de larvas colectadas de ratones que
recibieron el control de cADN (agrupamiento negativo F2 después
de la busqueda primaria; Fig. 2A) si se compara con los controles
inmunizados con solucion salina.

En la busqueda secundaria, el cambio de las larvas
ingurgitadas fue evaluado después de 34 dias. El cambio fue
afectado en todos los grupos, excepto en un grupo de prueba
inmunizado con cADN. La inhibicion del cambio en ratones

13
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inmunizados con cADN de prueba, si se compara con el grupo

. inmunizado con cADN de control, sufrio una variaciéon de 0% a 12%

(614%). La inhibicidn del cambio fue més del 50% sdlo en las larvas
colectadas de ratones inmunizados con agrupamientos de cADN B5
y A10, que mostraron un retardo en el desarrollo de la larvade 1 a 2
dias como en la busqueda primaria. NO se observo ninguna
diferencia entre los ratones de control inmunizados con cADN y con
solucion salina. Entre las larvas que no se transformaron en ninfas,
algunas estaban visiblemente damnificadas y presentaban una
coloracion roja intensa. El porcentaje de larvas rojas en ratones
inmunizados con cADN sufrié una variacion entre 3% y 18% (7£5%)
mientras que en los grupos inmunizados con solucién salina y CADN
de control, las larvas rojas representaron el 6% y 4%,
respectivamente.

Busqueda terciaria _

Para la busqueda terciaria, 64 clones fueron agrupados en 16-
subagrupamientos, cada uno conteniendo de 1 a 17 plasmideos, de
acuerdo con la funcién prevista de proteinas codificadas (por
ejemplo, todos los plasmideos que codificaron proteinas histona
fueron agrupados juntos) y usados con 4 subagrupamientos;
conteniendo 182 clones de funcidn desconocida 0 con secuencias
sin homologia, con base de datos de secuencia, para inmunizar 4
ratones por grupo. Los ratones fueron inmunizados con 0,3
ug/plasmideo/dosis en 50 ul de PBS y evaluados conforme lo
descrito arriba. Los ratones de control fueron inmunizados con un
agrupamiento de 20 plasmideos conteniendo cADN mitocondriales.

Los niveles de infestacion fueron similares en todos los grupos
de prueba (72+2 larvas / ratén) y en los ratones de control (6912
larvas / ratén) (P>0,05). La cantidad de larvas ingurgitadas
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recuperadas por ratén también fue similar entre los ratones de
prueba (16t7) y de control (14+6) (P>0,05). Mientras tanto, los
grupos inmunizados con subagrupamientos de cADN conteniendo
clones con endopeptidasa, nucleotidasa, proteinas ribosomales,
proteinas de choque por calor, proteinas ricas en glutamina y
alanina putativas y 3 de los subagrupamientos con funcion
desconocida o con secuencias sin homologia con base de datos de
secuencia tenfan 1215% (Figura 3). Ademas de esto, entre ellos, los
grupos inmunizados con subagrupamientos conteniendo clones con
una endopeptidasa, nucleotidasa putativa y dos de los
subagrupamientos de cADN con funcion desconocida o con
secuencias sin homologia con base de datos de secuencia
resultaron en niveles menores de infestacion comparados con los
ratones de control (P<0,05) y 1240% (Figura 3). Clones homélogos a
proteinas de corium, receptores de vitelogenina y proteinas de
reconocimiento de peptidoglicano fueron seleccionados por su
capacidad de proteccién potencial en otras etapas de desarrollo de
la garrapata.
Andlisis estadistico

La cantidad de larvas anexadas por ratén y la cantidad de
larvas ingurgitadas recuperadas por ratén, 7 dias después de la
infestacion fueron comparados por Andlisis de Variacion (ANOVA)
seguido de una serie de pruebas post-hoc de Tukey para
comparaciones de par entre ratones inmunizados con cADN e
inmunizados con vector de ADN de control (Bisqueda primaria) y
por la prueba t del Estudiante entre ratones inmunizados con
agrupamientos de cADN positivos y el agrupamiento de control
negativo F2 cADN (Busqueda secundaria) o entre ratones
inmunizados con subagrupamientos de CADN de prueba y ratones

9
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de control inmunizados con CADNA mitocondriales (Busqueda
terciaria).

Ejemplo 2: Andlisis de la secuencia de clones protectores

Se efectuaron secuencias de los 351 clones de cADN en los
nueve agrupamientos que resultaron positivos en la busqueda

" secundaria. El ADN de los clones individuales en estos

agrupamientos fue purificado (sistema de purificacion de ADN de
plasmideo Wizard SV 96, Promega) a partir de la placa principal
(maestra) y la secuencia fue efectuada parcialmente. En la mayoria
de los casos, fue obtenida una secuencia mayor que 700
nucledtidos. Las secuencias de los nucleétidos fueron analizadas
usando el programa AlignX (Vector NTI Suite V 5,5, InforMax, North
Bethesda, MD, EUA). Fue utilizado BLAST (Altschul y otros, 1990)
para investigar las bases de datos NCBI, con la finalidad de
identificar las secuencias previamente clonadas que puedan tener
homologia con aquellas colocadas en secuencia por nosotros. El
andlisis de la secuencia permitié el agrupamiento de los clones de
acuerdo con la identidad de la secuencia para las bases de ADN y
previd la funcién de proteina. Los clones protectores seleccionados
después de la blusqueda terciaria fueron colocados totaimente en
secuencia.

La comparaciéon con las bases de datos de la secuencia,
permitié identificar secuencias con relacién a los genes previamente
relatados con la funcién conocida en 152 (43%) de los clones (Tabla
2). Cincuenta y siete por ciento de las secuencias eran homdélogas a
los genes con funcién conocida, 85% eran homdlogas a las
secuencias de artropodos. Noventa y tres clones (61%) contenian
secuencias homoélogas a Drosophila melanogaster, 5 (3%) a otros
insectos y 32 (21%) a especies de garrapata /xodes. Treinta por
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ciento de los clones fueron eliminados a partir del analisis adicional
con base en su identidad de secuencia, incluyendo aquellos
conteniendo secuencias similares (Tabla 2). Los clones protectores
incluian antigenos homdlogos a endopeptidasa, nucleotidasas,
proteinas de corium, receptores de vitelogenina, proteinas de
reconocimiento de peptidoglicano, proteinas ricas en glutamina y
alanina, proteinas ribosomales y proteinas de choque por calor.
Resumen de los resultados

Los resultados obtenidos con los diversos clones protectores
identificados en la Lista de Secuencia juntamente con ciertas
proteinas seleccionadas expresas, estan resumidas en la Tabla 4.

SEQ ID N2 1 Denota el clone designado 4E6, donde el
fragmento codificando la proteina relevante fue identificado como
comprendiendo los residuos 1-117, que codifican el polipéptido
mostrado en la SEQ ID N&: 2.

SEQ ID N2 3 Denota el clone designado 4D8, donde el
fragmento codificando la proteina relevante fue identificado como
comprendiendo los residuos 80-575, que codifican el polipéptido
mostrado en la SEQ ID N%: 4,

SEQ ID N2 5 Denota el clone designado 4F8, donde el
fragmento codificando la proteina relevante fue identificado como
comprendiendo los residuos 1-951, que codifican el polipéptido
mostrado en la SEQ ID N©: 6.

SEQ ID N2 7 Denota el clone designado 4G11, donde el
fragmento codificando la proteina relevante fue identificado como
comprendiendo los residuos 1-697, que codifican el polipéptido
mostrado en la SEQ ID N2: 8.

SEQ ID N2 9 Denota el cione designado 4D6, donde el
fragmento codificando la proteina relevante fue identificado como
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comprendiendo los residuos 198-1025, que codifican el polipéptido -

mostrado en la SEQ ID N 10.

SEQ ID N2 11 Denota el clone designado 3E1, donde el
fragmento codificando la proteina relevante fue identificado como
comprendiendo los residuos 3-578, que codifican el polipéptido
mostrado en la SEQ ID N<: 12,

SEQ ID N2 13 Denota el clone designado 1C10, donde el
fragmento codificando la proteina relevante fue identificado como
comprendiendo los residuos 1-1119, que codifican el polipéptido
mostrado en la SEQ ID N2: 14.

SEQ ID N2 15 Denota el clone designado 3E10, donde el
fragmento codificando la proteina relevante fue identificado como
comprendiendo los residuos 51-1544, que codifican el polipéptido
mostrado en la SEQ ID N2: 16.

SEQ ID N2:17 Denota el clone designado 4F11, donde el
fragmento codificando la proteiné relevante fue identificado como
comprendiendo los residuos 31-2295, que codifican el polipéptido
mostrado en la SEQ ID N: 18.

SEQ ID N2:19 Denota el clone designado 3C12, donde el
fragmento codificando la proteina relevante fue identificado como
comprendiendo los residuos 6-332, que codifican el polipéptido
mostrado en la SEQ ID N: 20.

SEQ ID N2:21 Denota el clone designado 2C12, donde el
fragmento codificando la proteina relevante fue identificado como
comprendiendo los residuos 3-137, que codifican el polipéptido
mostrado en la SEQ 1D N 22,

SEQ ID NSs: 22, 23 24 denotan, respectivamente, los clones
1A9, 1B2 y 4A4, cada uno comprendiendo una secuencia parcial sin
polipéptido asociado.

rx3
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Conforme lo mencionado anteriormente, |a presente invencion
se refiere a las secuencias identificadas en la Lista de Secuencias.
De forma general, la invencién se refiere a las secuencias provistas
de cADN y a cualquier secuencia de nucleétido codificando una
proteina que sea capaz de hacer surgir un anticuerpo u otra
respuesta inmunolégica (por ejemplo, respuesta de la célula T del
sistema inmunolégico); el cual reconozca un epitopo(s) de las
secuencias de aminoacido ilustradas en la Lista de Secuencia,
incluyendo menos que las secuencias completas de cADN vy
mutantes de la misma. De esta manera, la secuencia de nucleétido
puede codificar una proteina que sea el antigeno entero, codificado
por las bases indicadas de forma variada; O un fragmento o
derivado del antigeno o un producto de fusion del antigeno o
fragmento y otra proteina, teniendo en cuenta que la proteina que
sea producida de esta secuencia, sea capaz de hacer surgir un
anticuerpo u otfra respuesta inmunoldgica que reconozca un
epitopo(s) de las secuencias de aminoacidos provistas.

Como un resultado, la invencion abarca secuencias de ADN
que son codificadas y/o expresas en células apropiadas
transformadas, proteinas que puedan ser el antigeno en su fongitud
total, fragmento de antigeno o un producto de fusion de este
antigeno, fragmento de antigeno o derivado de antigeno con otra
proteina.

Proteinas incluidas dentro de la presente invencién poseen
una secuencia de aminoacido ilustrada en la Lista de Secuencia.
Otras proteinas incluidas consisten de un fragmento de la referida
secuencia capaz de hacer surgir un anticuerpo u otra respuesta
inmunoldgica que reconozca un epitopo(s) de las secuencias de
aminodcido ilustradas y un mutante de la referida secuencia capaz
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de hacer surgir un anticuerpo u otra respuesta inmunologica. que
reconozca un epitopo(s) de estas secuencias de aminoacido.

Las secuencias de nucledtido pueden insertarse en cualquiera
de una amplia variedad de vectores de expresion, por medio de
diversos procedimientos. Estos procedimientos y otros son
considerados ya conocidos por los especializados en la técnica.
Vectores adecuados incluyen secuencias de ADN cromosomicas,
no cromosémicas y sintéticas; por ejemplo, derivados de SVA40;
plasmideos bacterianos; ADN de fagos; plasmideo de fermento;
vectores derivados de combinaciones de plasmideos y ADNS de
fago, ADN viral tal como baculovirus, vacinia, adenovirus, virus de ia
varicela (“fowl pox"); seudo-rabia, etc. La secuencia de ADN
apropiada debe estar operativamente unida al vector en una
secuencia(s) de control de expresion apropiada (promotor) para
dirigir la sintesis de mARN. Como ejemplos representativos de
estos promotores, pueden ser mencionados los promotores LTR o
SV40, el lac o trp de E. coli, el promotor PL lambda de fago y otros
promotores conocidos por controlar la expresion de genes en
células procaridticas y eucariéticas o0 sus virus. El vector de
expresion también incluye una secuencia no codificadora para un
local de ligacion de ribosoma para iniciacion de traducciéon y un
finalizador de transcripcién. El vector también puede incluir
secuencias apropiadas para amplificar la expresion.

El vector conteniendo la secuencia de cADN apropiada
conforme lo descrito anteriormente, asi como un promotor ©
secuencia de control apropiado, puede ser empleado para
transformar un huésped apropiado, de manera que permita que el
huésped exprese la proteina. Ejemplos de organismos y células
hospederas incluyen clases bacterianas {por ejemplo, E. col;
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Seudomonas, Bacillus, Salmonella, etc.); hongos (por ejemplo,
fermentos y otros hongos); huéspedes animales o vegetales (por
ejemplo, raton, cerdo o células de tejido animal y humano). La
seleccion del huésped es considerada por estar dentro del alcance
de aquellos especializados en la técnica.

También es entendido que la secuencia de cADN apropiada,
presente en el vector cuando es introducida en un huésped, puede
expresar parte o sélo una porcién de la proteina, que es codificada
dentro de la terminologia indicada; Siendo suficiente que la proteina
expresa sea capaz de hacer surgir un anticuerpo u otra respuesta
inmunoldgica que reconozca un epitopo(s) de las secuencias
listadas de aminoacido.

Los cADNS aislados y/o polipéptidos expresados por el
huésped transformado por el vector pueden ser colectados por
métodos que ocurrieron con aquellos especializados en la técnica y
usados como una vacuna para protecciéon de un mamifero, tal como
un bovino, porcino, ser humano, etc., contra la infestacion de la
especie Ixodes. Estas proteinas recombinantes protectoras y/o
cADN modificados son usadas en una cantidad eficaz para inducir
una respuesta inmunoldgica contra las garrapatas de la especie
Ixodes y sus patdgenos asociados, pueden usarse en combinacién
con un vehiculo adecuado fisiolégicamente aceptable. El término
“inducir una respuesta inmunolégica” cuando es utilizado con
relacién a la vacuna descrita aqui, significa que la vacuna impide la
enfermedad asociada con una especie de garrapata especifica o
reduce la gravedad de la enfermedad.

El vehiculo empleado en conjunto con la vacuna puede ser
cualquiera de una amplia variedad de vehiculos. Como ejemplos
representativos de vehiculos adecuados, puede mencionarse el
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aceite mineral, polimeros sintéticos, etc. Vehiculos para vacunas
son ampliamente conocidos en la técnica y la seleccién de un
vehiculo adecuado es considerado por estar dentro del alcance de
aquellos especializados en la técnica. La seleccion de un vehiculo
adecuado también depende de la manera en la cual la vacuna debe
ser administrada.

La presente invencidn provee un método de inmunizacién de
un mamifero susceptible, contra las infestaciones y enfermedad
causada por la especie Ixodes con la vacuna descrita arriba. Para
alcanzar los objetivos de esta invencion, la vacuna es administrada
en una cantidad eficaz. La vacuna puede ser administrada por
cualquiera de los métodos bien conocidos de aquelios
especializados en la técnica, por ejemplo, por inyeccién
intramuscular, subcutanea, intraperitoneal o intravenosa.
Alternativamente, la vacuna puede ser administrada por via
intranasal u oralmente. También es comprendido que la vacuna
puede incluir componentes activos, tales como, componentes de
patégenos originados de las garrapatas o adyuvantes en adicién al
antigeno(s) o fragmentos descritos anteriormente aqui.

El huésped expresando el antigeno puede ser utilizado para
transmitir el antigeno a animales no humanos, a través de la
introduccién de células de huésped muertas o viables que sean
capaces de propagarse en el animal. La incorporacién directa de las
secuencias de cADN en las células hospederas también puede ser
utilizada para introducir las secuencias en células animales para
expresion de antigeno /n vivo.
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Grupo | Cantidad de | Promedio | Promedio + | Promedio + | Numero de
experimental | acumulacion| +SD SD ndmero SD pocillos
‘ pasados por | nimerode | delarvas | inhibicién de | seleccionados
la seleccion | larvas digeridas | infestacidn parala
(Numeros | agregadas | por ratones® de selaccion
de clones) | por ratén? garrapata | secundaria
m*

' Fueron preparados noventa y seis placas LBA

conteniendo un promedio de 41 cADN por placa. También se
realizaron réplicas y los clones de cada placa fueron acumulados,
inoculados, cultivados durante 2 horas en una placa de 96 pocillos y
plasmideo ADN purificado de cada acumulacion de ELl. Se
inmunizaron tres ratones por grupo, cada uno dos veces con 1 ug
de ADN/dosis en 50 ul de PBS durante dos semanas no
consecutivas. Dos grupos de 3 ratones cada uno, fueron incluidos
como controles. Un grupo recibié inyeccion de vector ADN y el otro
recibié sélo una inyeccion salina.

2 Quince dias después de la ultima inmunizacion, los
ratones fueron infestados con 100 larvas de /. scapularis por raton.
Doce horas mas tarde, las larvas que no se agregaron fueron
contadas para calcular la cantidad de larvas agregadas por raton y
luego los ratones fueron transferidos para nuevas jaulas.

3. Las larvas devoradas que salian de cada rat6n se
colectaban diariamente contadas después de 7 dias.

% La inhibicién de infestacién de la garrapata (1) de cada
grupo de prueba fue calculada con relacién a los controles vector-
inmunizados por la férmula [1-(RLn/RL¢ x RLic/RLin)] x 100, donde
RLn es la cantidad promedio de larvas repletas recuperadas por
ratén en cada grupo de prueba, RLc es la cantidad promedio de
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larvas repletas recuperadas por raton por grupo de control, RLic es

la cantidad promedio de larvas agregadas por ratdén por grupo de

control y RLin es la cantidad promedio de larvas agregadas por

ratén en cada grupo de prueba.

Experimento 1 33 50£13
(1383) (33~ 80)

93 39:55% | 6 (I>75%)
2-42) | (-183-

87%)
Controles - 56113 1644 (5 - -—-- —--
inmunizados de (45— 67) 27)
ADN del vector
para
experimento 1
Experimento 2 33 56+15 1324 (1 - | 27+28% | 3 {I>60%)
(1322) (29-79) 27) (-53 -
89%)
Controles ---- 54+18 1713 (6 - -—-- =
inmunizados de (36 - 73) 28)
ADN del vector
para

experimento 2

Tabla 2. Clasificacion de los clones en acumulaciones protectoras

por funcion de proteina putativa de acuerdo con la identidad de los

base de datos secuenciales.

Funcion de proteina putativa

Numero de clones

Biosintética'

Catabolismo

Adhesion celular

Ciclo celular ®

Citoesqueletal *

Defensa

Estructura o replicacion de ADN *

Matriz extracelular

Endocitosis

Metabolismo energético

o

Homeostasis

Morfogenética

Mitocondrial 2

Sintesis o procesamiento de proteina *°

NP

Sintesis o procesamiento de ARN *

Proteinas de choque de calor

Transduccion de sefales

Transporte

@2 HIN|WWIOIN = NW[WINR | |INN &N

Desconocido

199

TOTAL

351
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! Eliminada de la seleccion posterior de los antigenos
protectores. Otros clones fueron eliminados por contener
secuencias similares.

® Excepto para proteinas ribosomales.

Tabla 3. Agrupamiento de los clones de acuerdo con la
funcion pronosticada de proteinas codificadas en subacumulacion
de la seleccion terciaria.

Subacumulacion (N° de Clone Acumuio '
Clones)

Ribosomal 1A2, 1A10, 1C11 A5

1F6 D1
2F8, 2F10 A10

3A10, 2C3, 302, EB

3D10 B4

3G9, 3G10 E3

4D11, 4D12, 4E7 F1

Proteina de membrana (7) 1D8, 1D11, 1E10 (B
2B12 A10

2H5 E8

3C9 B4

3G11 E3

ATPase (6) 1A9, 1B2, 1C9 A5
2C9 A10

4A4 C3

4G12 F1

Canal celular / transportador 1F4 D1
(5) 2H11 ES8

4A12 C3

4G10, 4G11 F1

Desarrollo-especifico 1C8 A5
prematuro (4) 3F4 E3

4aCc7 C3

4G9 F1
Receptor acoplado a la 287, 2C12 A10
proteina G (4) 2F12 E8

' Acumulacién de cADN se refiere a acumulacién positiva después
de las selecciones primaria y secundaria (Fig. 2A y 2B).

4C9 C3

Receptor del factor de 2E8 B5
crecimiento (3) 388, 3C8 B4
Lectina (3) 3E10 EB
4EB8, 4C8 C3

Vitelogenina (3) 1F12 D1

>
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4A6 C3

4G2 F1

Choque de calor (3) 1C10 A5

1F10 D1

3F6 E3

Semejante a EGF (2) 2H4 E8

4C10 C3

Proteina secretada (2) 2F9 ES

3C12 B4

Rico en Glutamina y 4Ds6, 4E6 F1
Alananina (2)

Adaptina (1) 3E1 E3

Endopeptidasa (1) 4D8 F1

nucleotidasa (1) 4F8 F1

Tabla 4: Resumen de los resultados con los clones I. scapularis.

Clone de | Proteina pronosticada | Inhibicion de | Inhibicion | Eficacia
cADN infestacion de | de retoho
garrapata
4D8 Endopeptidasa 40*/54** 7*/8*" 44**/58**
4F8 nucleotidasa 50'/54* 179" 58*/61**
1C10 HSP70 17" ND ND
4D6 Rico en Glu-Ala 61* 11 66*
4E6 Rico en Glu-Ala 20*/46* 16** 55"
3E1 B-adaptina (region del 27 5* 31"
apéndice)
2C12 Proteina precursora -8*** ND ND
beta-amiloide (APP)
4F11 Bloqueo de proliferacion -39*** ND ND
Bop 1
3E10 Lectina de ligacién de -48*/-10*** ND ND
manosa
4G11 Canal de cloruro 38" 30 57
3C12 Polimerasa de ARN Il -104*** ND ND
1A9, 1B2, ATPase 57 ND ND

4A4

Los ratones fueron inmunizados con ADN de plasmideo de
expresion conteniendo CADN conforme es descrito arriba (*) o con
100 ug/dosis de proteina recombinante expresada en E. coli (**). |,
M y E fueron calculados conforme se describe anteriormente. ND
quiere decir “no determinado”.

*** Resultado de una actividad pro-alimentacién. Este efecto se

debe a la expresibn de codificacion de CcADNA para
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inmunosupresantes de garrapata, anticoagulantes y otras proteinas
con baja antigenicidad y actividad pro-alimentacion.
Alternativamente, ellos pueden codificar homélogos de proteinas
para hospedar proteinas con actividad antigarrapata, donde la
neutralizacion resulta en una actividad pro-alimentacion.

Con relacion a lo expuesto anteriormente, se notara que son
alcanzados los diversos objetivos de la invencidbn y que otros
resultados ventajosos son evidentes. Como pueden realizarse
varias alteraciones en las moléculas, proteinas de ADN anteriores,
etc. sin salir del alcance de la invencion, la intencién es que todas
las materias contenidas en la descripcidn anterior o exhibidas en los
dibujos anexados deben ser interpretadas como ilustrativas y no en
un sentido limitativo. Después de describir la invencion con un cierto
grado de particularidad, se comprende que ésta no se limita a la(s)
configuracion{es) establecida aqui, para propdsitos de
ejemplificacion, pero debe Ilimitarse sélo al alcance de la
reivindicacion o reivindicaciones en anexo, incluyendo el rango
completo de equivalencia al cual cada elemento de reivindicacién es
titulado.
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REIVINDICACIONES:
1. Una molécula aislada de cADN que codifique un polipéptido
antigénico asociado al Ixodes, donde la referida molécula tenga una
secuencia de nucledtido que comprenda por |0 menos los residuos
1-117 de la SEQ ID NO: 1.
2. Un vector de expresiéon que comprenda la molécula de cADN
aislada de la reivindicacion.
3. Una célula aislada transformada por el vector de expresién de la
reivindicacién 2.
4. Una vacuna que comprenda una cantidad inmunizante eficaz de
inmundgeno seleccionado a partir del grupo que contiene (i) la
molécula de cADN aislada de la reivindicacion 1, (ii) el polipéptido
codificado por la molécula de cADN aislada de la reivindicacion 1 y
(iii) una combinacién de la molécula de cADN aislada de la
reivindicacion 1 y el polipéptido codificado, que comprenda inclusive
un portador o diluyente farmacéuticamente aceptable.
5. Un método de induccion de inmuno-respuesta en mamiferos
contras las garrapatas de las especies Ixodes y sus patégenos
asociados, que comprenda la administracion de la vacuna de la
reivindicacion 4 para mamiferos.
6. El polipéptido codificado por la molécula de cADN aislada de la
reivindicacion 1. |
7. Una molécula de cADN que codifique un Ixodes asociado al
polipéptido antigénico, donde la referida molécula tenga una
secuencia de nucledtido que comprenda por lo menos los residuos
80-575 de la SEQ ID NO: 3.
8. Un vector de expresién que comprenda la molécula de cADN
aislada de la reivindicacion 1.
9. Una célula aislada transformada por el vector de expresion de la
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reivindicacién 8.

10. Una vacuna que comprenda una cantidad inmunizante eficaz de
inmundgeno seleccionado a partir del grupo que contiene (i) la
molécula de cADN aislada de la reivindicacién 7, (ii) el polipéptido
codificado por la molécula de cADN aislada de la reivindicaciéon 7 y
(iii) una combinacion de la molécula de cADN aislada de la
reivindicacion 7 y el polipéptido codificado, que comprenda inclusive
un portador o diluyente farmacéuticamente aceptable.

11. Un método de induccion de inmuno-respuesta en mamiferos
contras las garrapatas de las especies Ixodes y sus patdégenos
asociados, que comprenda la administracion de la vacuna de la
reivindicacion 10 a mamiferos.

12. El polipéptido codificado por la molécula de cADN aislada de la
reivindicacion 7.

13. Una molécula de cADN que codifique un Ixodes asociado al
polipéptido antigénico, donde la referida molécula tenga una
secuencia de nucleétido que comprenda por lo menos los residuos
10-951 de la SEQ ID NO: 5.

14. Un vector de expresién que comprenda la molécula de cADN
aislada de la reivindicacion 13.

15. Una célula aislada transformada por el vector de expresion de la
reivindicacion 14.

16. Una vacuna que comprenda una cantidad inmunizante eficaz de
inmunégeno seleccionado a partir del grupo que contiene (i) la
molécula de cADN aislada de la reivindicacién 13, (ii) el polipéptido
codificado por la molécula de cADN aislada de la reivindicacion 13,
y (iii) una combinacién de la molécula de cADN aislada de la
reivindicacion 13 y el polipéptido codificado, que comprenda
inclusive un portador o diluyente farmacéuticamente aceptable.
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17. Un método de induccién de inmuno-respuesta en mamiferos
contras las garrapatas de las especies Ixodes y sus patégenos
asociados, que comprenda la administracién de la vacuna de la
reivindicacion 16 a mamiferos.

18. El polipéptido cddificado por la molécula de cADN aislada de la
reivindicacion 13.

19. Una molécula de cADN que codifique un Ixodes asociado al
polipéptido antigénico, donde la referida molécula tenga una
secuencia de nucleétido que comprenda por lo menos los residuos
1-697 de la SEQ ID NO: 7.

20. Un vector de expresién que comprenda la molécula de cADN
aislada de la reivindicacion 19.

21. Una célula aislada transformada por el vector de expresion de la
reivindicacion 20.

22. Una vacuna que comprenda una cantidad inmunizante eficaz de
inmundgeno seleccionado a partir del grupo que contiene (i) la
molécula de cADN aislada de la reivindicacién 19, (ii) el polipéptido
codificado por la molécula de cADN aislada de la reivindicacién 19,
y (iii) una combinacién de la molécula de cADN aislada de la
reivindicacion 19 y el polipéptido codificado, que comprenda
inclusive un portador o diluyente farmacéuticamente aceptable.

23. Un método de induccién de inmuno-respuesta en mamiferos
contras las garrapatas de las especies /xodes y sus patégenos
asociados, que comprenda la administracién de la vacuna de la
reivindicacion 22 a mamiferos.

24. El polipéptido codificado por la molécula de cADN aislada de la
reivindicacion 19.

25. Una molécula de cADN que codifique un Ixodes asociado al
polipéptido antigénico, donde la referida molécula tenga una
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secuencia de nucledtido que comprenda por 1o menos los residuos
198-1025 de la SEQ ID NO: 9.

26. Un vector de expresion que comprenda la molécula de cADN
aislada de la reivindicacién 25.

27. Una célula aislada transformada por el vector de expresion de la
reivindicacion 26.

28. Una vacuna que comprenda una cantidad inmunizante eficaz de
inmundgeno seleccionado a partir del grupo que contiene (i) la
molécula de cADN aislada de la reivindicacidn 25, (ii) el polipéptido
codificado por la molécula de cADN aislada de la reivindicacion 25,
y (iii) una combinacién de la molécula de cADN aislada de la
reivindicacion 25 y el polipéptido codificado, que comprenda
inclusive un portador o diluyente farmacéuticamente aceptable.

29. Un método de induccidon de inmuno-respuesta en mamiferos
contras las garrapatas de las especies Ixodes y sus patogenos
asociados, que comprenda la administracion de la vacuna de la
reivindicacién 28 a mamiferos.

30. El polipéptido codificado por la molécula de cADN aislada de la
reivindicacion 25.

31. Una molécula de cADN que codifique un ixodes asociado al
polipéptido antigénico, donde la referida molécula tenga una
secuencia de nucleétido que comprenda por lo menos los residuos
3-578 de la SEQ ID NO: 11.

32. Un vector de expresion que comprenda la molécula de cADN
aislada de la reivindicacion 31.

33. Una célula aislada transformada por el vector de expresion de la
reivindicacion 32.

34. Una vacuna que comprenda una cantidad inmunizante eficaz de
inmundgeno seleccionado a partir del grupo que contiene (i) la
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molécula de cADN aislada de la reivindicacion 31, (ii) el polipéptido
codificado por la molécula de cADN aislada de la reivindicacién 31,
y (iii) una combinacién de la molécula de cADN aislada de la
reivindicacion 31 y e! polipéptido codificado, que comprenda
inclusive un portador o diluyente farmacéuticamente aceptable.

35. Un método de induccion de inmuno-respuesta en mamiferos
contras las garrapatas de las especies Ixodes y sus patégenos
asociados, que comprenda la administracion de la vacuna de la
reivindicacion 34 a mamiferos.

36. El polipéptido codificado por la molécula de cADN aislada de la
reivindicacion 31.

37. Una molécula de cADN que codifique un Ixodes asociado al
polipéptido antigénico, donde la referida molécula tenga una
secuencia de nucledtido que comprenda por lo menos los residuos
1-1119 de la SEQ ID NO: 13.

38. Un vector de expresion que comprenda la molécula de cADN
aislada de la reivindicacién 37.

39. Una célula aislada transformada por el vector de expresion de la
reivindicacion 38.

40. Una vacuna que comprenda una cantidad inmunizante eficaz de
inmundgeno seleccionado a partir del grupo que contiene (i) la
molécula de cADN aislada de la reivindicacion 37, (it) el polipéptido
codificado por la molécula de cADN aislada de la reivindicacién 37,
y (iii) una combinacion de la molécula de cADN aislada de la
reivindicacion 37 y el polipéptido codificado, que comprenda
inclusive un portador o diluyente farmacéuticamente aceptable.

41. Un método de induccién de inmuno-respuesta en mamiferos
contras las garrapatas de las especies /xodes y sus patégenos
asociados, que comprenda la administracion de la vacuna de la
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reivindicacion 40 a mamiferos.

42. El polipéptido codificado por la molécula de cCADN aislada de la
reivindicacién 37.

43. Una molécula de cADN que codifique un Ixodes asociado al
polipéptido antigénico, donde la referida molécula tenga una
secuencia de nucledtido que comprenda por o menos los residuos
51-1544 de la SEQ ID NO: 15.

44. Un vector de expresiéon que comprenda la molécula de cADN
aislada de la reivindicacién 43.

45, Una célula aislada transformada por el vector de expresion de la
reivindicacion 44,

46. Una vacuna que comprenda una cantidad inmunizante eficaz de
inmundgeno seleccionado a partir del grupo que contiene (i) la
molécula de cADN aislada de Ia reivindicacién 43, (ii) el polipéptido
codificado por la molécula de cADN aislada de la reivindicacién 43,
y (iii) una combinacion de la molécula de cADN aislada de la
reivindicacién 43 y el polipéptido codificado, que comprenda
inclusive un portador o diluyente farmacéuticamente aceptable.

47. Un método de induccidon de inmuno-respuesta en mamiferos
contras las garrapatas de las especies /xodes y sus patdgenos
asociados, que comprenda la administracion de la vacuna de la
reivindicacién 46 a mamiferos.

48. El polipéptido codificado por la molécula de cADN aislada de la
reivindicacion 43.

49. Una molécula de cADN que codifique un Ixodes asociado al
polipéptido antigénico, donde la referida molécula tenga una
secuencia de nucleétido que comprenda por 1o menos los residuos
31-2295 de 1a SEQ ID NO: 17.

50. Un vector de expresién que comprenda la molécula de CADN

4
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aislada de la reivindicacién 49.

51. Una celula aislada transformada por el vector de expresion de la
reivindicacion 50.

52. Una vacuna que comprenda una cantidad inmunizante eficaz de
inmundégeno seleccionado a partir del grupo que contiene (i} ia
molécula de cADN aislada de la reivindicacion 49, (ii) el polipéptido
codificado por la molécula de cADN aislada de la reivindicacion 49,
y (i) una combinacion de la molécula de cADN aislada de la
reivindicacion 49 y el polipéptido codificado, que comprenda
inclusive un portador o diluyente farmacéuticamente aceptable.

53. Un método de induccion de inmuno-respuesta en mamiferos
contras las garrapatas de las especies Ixodes y sus patégenos
asociados, que comprenda la administracion de la vacuna de la
reivindicacion 52 a mamiferos.

54, El polipéptido codificado por la molécula de cADN aislada de la
reivindicacién 49.

55. Una molécula de cADN que codifique un Ixodes asociado al
polipéptido antigenico, donde la referida molécula tenga una
secuencia de nucledtido que comprenda por lo menos los residuo-s
6-332 de la SEQ ID NO: 19.

56. Un vector de expresién que comprenda la molécula de cADN
aislada de la reivindicacién 55.

57. Una célula aislada transformada por el vector de expresion de la
reivindicacion 56.

58. Una vacuna que comprenda una cantidad inmunizante eficaz de
inmunégeno seleccionado a partir del grupo que contiene (i) la
molécula de cADN aislada de la reivindicacién 55, (ii) el polipéptido
codificado por la molécula de cADN aislada de la reivindicacion 55,
y (iii} una combinacién de la molécula de cADN aislada de la
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reivindicacién 55 y el polipéptido codificado, que comprenda
inclusive un portador o diluyente farmacéuticamente aceptable.

59. Un método de induccidn de inmuno-respuesta en mamiferos
contras las garrapatas de las especies Ixodes y sus patdgenos
asociados, que comprenda la administracién de la vacuna de la
reivindicacion 58 a mamiferos.

60. El polipéptido codificado por la molécula de cADN aislada de la
reivindicacion 55.

61. Una molécula de cADN que codifique un Ixodes asociado al
polipéptido antigénico, donde la referida molécula tenga una
secuencia de nucleétido que comprenda por Io menos los residuos
3-137 de la SEQ ID NO: 21.

62. Un vector de expresion que comprenda la molécula de cADN
aislada de la reivindicacion 61.

63. Una célula aislada transformada por el vector de expresion de la
reivindicacion 62.

64. Una vacuna que comprenda una cantidad inmunizante eficaz de
inmundégeno seleccionado a partir del grupo que contiene (i) la
molécula de cADN aislada de la reivindicacién 61, (ii) el polipéptido
codificado por la molécuia de cADN aisiada de la reivindicacion 61,
y (iii) una combinacién de la molécula de cADN aislada de la
reivindicacion 61 y el polipéptido codificado, que comprenda
inclusive un portador o diluyente farmacéuticamente aceptable.

65. Un método de induccion de inmuno-respuesta en mamiferos
contras las garrapatas de las especies Ixodes y sus patdgenos
asociados, que comprenda la administracién de la vacuna de la
reivindicacién 64 a mamiferos.

66. El polipéptido codificado por la molécula de cADN aislada de la
reivindicacion 61.
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67. Una molécula de cADN que comprenda una secuencia de
nucleétido exhibida en SEQ ID NO: 23.

68. Un vector de expresion que comprenda la molécula de cADN
aislada de la reivindicacién 67.

69. Una célula aislada transformada por el vector de expresion de la
reivindicacion 68.

70. Una vacuna que comprenda una cantidad inmunizante eficaz de
la molécula de cADN de la reivindicacion 67 y un portador o
diluyente farmacéuticamente aceptable.

71. Un método de induccién de inmuno-respuesta en mamiferos
contras las garrapatas de las especies /xodes y sus patégenos
asociados, que comprenda la administracion de la vacuna de la
reivindicacion 70 a mamiferos.

72. Una molécula de cADN que comprenda una secuencia de
nucledtido exhibida en SEQ ID NO: 24,

73. Un vector de expresion que comprenda la molécula de cADN
aislada de la reivindicacién 72.

74. Una célula aislada transformada por el vector de expresion de la
reivindicacion 73.

75. Una vacuna que comprenda una cantidad inmunizante eficaz de
la molécula de cADN de la reivindicacion 72 y un portador o
diluyente farmacéuticamente aceptable.

76. Un método de induccién de inmuno-respuesta en mamiferos
contras las garrapatas de las especies Ixodes y sus patdgenos
asociados, que comprenda la administracion de la vacuna de la
reivindicacion 75 a mamiferos.

77. Una molécula de cADN que comprenda una secuencia de
nucleétido exhibida en SEQ ID NO: 25.

78. Un vector de expresion que comprenda la molécula de cADN
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aislada de la reivindicacion 77.
79. Una célula aislada transformada por el vector de expresién de la
reivindicacioén 78.
80. Una vacuna que comprenda una cantidad inmunizante eficaz de
la molécula de cADN de la reivindicacién 77 y un portador &
diluyente farmaceéuticamente aceptable.
81. Un método de induccién de inmuno-respuesta en mamiferos
contra las garrapatas de las especies Ixodes y sus patégenos
asociados, que comprenda la administracién de la vacuna de la
reivindicacion 80 a mamiferos.
RESUMEN

"ANTIGENOS PROTECTORES PARA EL CONTROL DE
INFESTACIONES POR ESPECIE DE [XODES", La presente
invencién estd basada en nuestra identificacion por ELI y por
andlisis de secuencia de clones cADN protectores contra
infestaciones experimentales con I. scapularis. Este es el primer
ejemplo de la aplicacion de ELI para artrépodos y especificamente,
para garrapatas. Los antigenos protectores son homdlogos a
endopeptidasas, nucleotidasas, proteinas de corium, receptores
vitelogenina, proteinas de recongcimiento de peptidoglicano,
proteinas ricas en glutamina y alanina, proteinas ribosomales, B-
adaptina, proteina precursora del Beta-amiloide, Bloqueo de
proliferacion (Bop1), lectinas. canales de cloruro, polimerasas de
ARN, ATPases y proteinas de choque por calor. Estos antigenos
inducen una respuesta inmunolégica en huéspedes vacunados que,
interfiere tanto en el desarrollo de la garrapata como, resulta en la
actividad proalimentacién; que podria ser debido a la expresién de
los cADN codificando inmunosupresores de Ila garrapata,
anticoaguiantes y otras proteinas con antigenicidad baja y actividad
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de proalimentacion; o ellos podrian codificar las proteinas
homélogés a las proteinas del huésped con actividad antigarrapata,
cuya neutralizacion resulta en una actividad de proalimentacion de
la garrapata.

N
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Fig. 2A
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Fig. 2B
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SENOR

SUPERINTENDENTE DE INDUSTRIA Y COMFP7™" - oo ety CORERCID

DIVISION DE NUEVAS CREACIONES Radicacion : BA138170 @GBB8061 folios: 7
E. S. D. Fecha (RHD): 2885-93-14 17:89:43

Tranite : 811 PCT-PRTENT 379 FASE RACT 329 CONPLERD
Dependencia: 2828 DIVISIGH DE HUEVAS CREACIONES

REF: PATENTE PCT ANTIGENOS PROTECTORES PARA EL CONTROL
DE INFESTACIONES PARA ESPECIES

Expediente No.: 04 - 130.178.

JAIME EDUARDO DELGADO VILLEGAS, Abogado, mayor y vecino de Bogotd, e
identificado con Cédula de Ciudadania No. 19.270.955 de Bogota y Tarjeta Profesional
de Abogado No. 43.308 del Ministerio de Justicia se dirige a usted, para manifestarie:

El dia 28 de noviembre de 2004, correspondiente al domingo, se presentd un hecho
imprevisible en nuestra firma, consistente en una inundacion proveniente del bafio que
esta al lado de mi oficina, que ocasiond un dafo, especiaimente de las unidades de
computador de mi oficina.

Dicha informacién que dejé mi computador parcialmente inservible , origind que no se
cumpliera un término dentro de la oportunidad legal establecida, ya que nos llevé mas de
un mes recuperar la informacidn contenida en una unidad practicamente inservible, unidad
gue contenia la informacion referente a la presente patente.

Lo anterior, ocasiond que la patente de la referencia fuera radicada fuera de término, por
un hecho imprevisible que nos fue imposible evitar, lo que afectd el normal desempeiio de
las actividades de nuestra firma, por lo que solicito a su digno Despacho, tener en cuenta
gue en el presente caso hubo fuerza mayor o caso fortuito, ya que de no presentarse los
hechos a que hago relacién, no hubiéramos incurrido en la radicacion extemporanea de la
informacion referente a la patente a que hacemos referencia.

Corroboro o expuesto, con declaraciones juradas que acompanio al presente expediente y
que certifican sobre personas que les consta el hecho o que tuvieron que intervenir para
solucionar las consecuencias de dicho acontecimiento imprevisto.

Por lo expuesto, solicito a su digno Despacho considerar dichos hechos imprevisibles que
se salieron de nuestro control y que ocasionaron un perjuicio a la firma que no fue posible
evitar y por lo tanto solicito se tenga en cuenta lo anterior, para darle un curso normal a la



presente patente.

Anexos:

1. Acta de Declaracion extraproceso No. 667, presentada ante el Notario 26 de
Bogota, el dia 17 de febrero de 2005, del Sr. JOSE VICENTE ROA identificado con
cédula de ciudadania No. 19.09048 de Bogota.

2. Acta de Declaracion extraproceso No. 668, presentada ante el Notario 26 de
Bogota, el dia 17 de febrero de 2005, de la Sra. DIANA CECILIA CORSO LEYVA
identificada con cédula de ciudadania No. 51.704.095 de Bogota.

3. Acta de Declaracién Juramentada con fines extraprocesales No. 64233 del 17 de
febrero de 2005, presentada ante el Notario 19 de Bogota, del Sr. JAIRO
MONCADA CERON identificado con cédula de ciudadania No. 4.136.837 de Iza.

4, Copia auténtica de la factura de venta No. 163 del Enero 04 de 2005, por concepto
de recuperacion informacion y reinstalacion del sistema operativo, controladores y
aplicativos.

5. Acta extraprocesal No. 6722/2005 del 23 de febrero de 2005, presentada ante el

Notario Dieciochc de Bogota, de JOSE IGNACIO MORENO BAYONA identificado
con cédula de ciudadania No. 80.504.988 de Bogota.

Atentamente.

0. No. 19.270.95§ de Bogota

T.P. No. 43.308 del Consejo Superior de la Judicatura



ACTA DE DECLARACION EXTRAPROCESO
ARTICULO 299 DEL CODIGO DE PROCEDIMIENTO CIVIL
Y DECRETO 1557 DE 1989
NO 667

En la ciudad de Bogota., Distrito Capital. Depa

rtamento de

Cundinamarca. Republica de Colombia. a los diecisiete (17)

diaz del mes de febrero de dos mil cinco (2.005),
la Notaria Veintiséis (24) del Circuloc., JOSE V
mavor de edad. quién se identifica con cedula de
nmerc 172.050.458 de Bogotd. manifecstd su voluntad
bajo 1la gravedad del juramento vy a sabiend
implicaciones legales que acarrea jurar

especialmente los Art. 442 del C&digo penal vy 24&6.

del Cadigeo de Procedimiento Fenal, 1o siguiente:

- lo.} "Me 1llamo como quedd escrito. residente en 1
No. &7-02, barrio: Estrada Europa de Bogotda, es
cazado. ocupacidn: Flomeria.”

20.) "Declaro que el dia 28 de noviembre de 2.004,
cinco de la tarde me pidid un servicioc de plomeria

comparecitd &
ICENTE ROA,

ciudadania
de declarar
as de las
en falso,
267 v 289

a8 Carrera 71
tado civil:

como & las
« la doctora

XIMENA DELGADD, en 1la Av. 22 No. 37-31 0Of. 202, de ésta

ciudad. donde funcionan las oficinas de "MA
ECHEVERRY E HIJDS LTDA." v le cambie el +tubo pe
sanitario de dicha oficina porgue cuando llegueé
inundada. "

Fara constancia se firma la presente declaracidn,
a8: SUPERINTENDENCIA D“ JNDUSTRIA Y COMERCIO.

o' Ybari i [z

JUSE VICENTE ROA e

‘ C.c. e /SP090YS "’i:

lamm.

RIO DELGADO
rforade del
la encontre

con destino

Calle 40 A#13-65 PBX:2858775 Fax:3 2034
Pdginn Web:  www.notaria26bogota.com
c.mail: notarin26@notarin26bogota.com
nofaria26@cth.et.co
Bogotd, D.C. - Colombia




Norberto Salamanca F.

Notaria 19 - Bogota
WWW.NOTARIA19.COM

ACTA DECLARACION JURAMENTADA CON FINES
EXTRAPROCESALES No. 64233.- FEBRERO 17/ 05 — 2:56 p.m.

Ante mi, Norberto Salamanca F., Notario 19 del Circulo Notarial de Bogota, D.C.,
COMPARECIO, quien se identificé como JAIRO ANTONIO MONCADA CERON, con
cédula de ciudadania 4.136.837 de lza, domiciliado y residente en Bogota, en la Calle 30
No. 85-46, Casa 60. Barrio Modelia. Teléfono: 4281321, de 31 ahos de edad.
Actualmente Independiente, de estado civil: unién libre y manifestd su voluntad de
declarar bajo juramento en los términos del Decreto 1.557 de 1989; numeral 130, Art. 1,
Decreto 2282 de 1989 y Art. 299 del Cddigo de Procedimiento Civil, en la siguiente forma:

1.- Que me encuentro en la plenitud de mis facultades mentales y no tengo impedimento
legal alguno para formular la siguiente declaracién, aceptando expresamente las
consecuencias penales por falsedad o falso testimonio y civiles a que haya lugar, en caso
de manifestar hechos que no sean ciertos y con destino a : SUPERINTENDENCIA DE
INDUSTRIA Y COMERCIO, para aportar como prueba

2.- Que el dia 29 de Noviembre de 2004 me llamaron a mi empresa ENERLASER, con
Nit. 4136837-7 para realizar una revision de un equipo de computo en las instalaciones
de la empresa MARIO DELGADO ECHEVERRY E HIJOS LTDA., haciendo esta revision
al computador del Dr. JAIME EDUARDO DELGADO VILLEGAS se encontré que la CPU
se encontraba mojada por inundacién de la oficina del mencionado doctor. La CPU se
retiré ya que no se podia colocar en funcionamiento. Después de secarla se encontré que
el disco duro no funcionaba y la informacién no era posible recuperarla por tal motivo se
procedié a hacer un rescate de la informacion lo cual tuvo varios inconvenientes y el
equipo se entregé en funcionamiento con un nuevo disco duro y la informacidn
recuperada el dia 29 de Diciembre de 2004 .

Finalmente, procedi a revisar mi declaracién y aprobandola mtegramente /flrmo y
estampo mi huella ID.-

DECLARANTE

;%S‘ . ,,3'_..,.:“,1_
_'——--______ o ¥ _.. : . -
JAIRO ANTONIO MONCADA CERON S "‘-‘f g

Calla 62 No. 10-84 - PBX: 6401919- 5420742 ~ Fax: 5430741 =———"
Escrituracion: 5431016 — 5845015 - Cel. 315 2191810 -
Conciliaclones: 3462666 - Remates: 3466051 - Firma DigHal — Certificacion Electrénica: 300 2198918
Celular: 311 2191919 - E-mail; NOTARIA19@NOTARIA19.COM
Su ascritura por Internet 8 informacién legal y da interds ciudadano: WWW NOTARIA19.COM
Chat y videoconterencia sobre asuntos notariales: ¢hatnotaria18® hotmail.com

E-mall privado Notario: notarie19bogota @ hotmail.com
Factura: 64233 /em.
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NJOTARIA 2 0

ACTA DE DECLARACION EXTRAPROCESO

DECRETO 1557 DE 1989 Y ARTICULO 299
DEL CODIGO DE PROCEDIMIENTO CIVIL

N2 &468

En la ciudad de Hogotd. Distrito Capital, Departamento de
Cundinamarca, Repudblica de Colombia, a los diecisiete (17)
dias del mes de febrero de dos mil cinco (2.003), comparecid =&
la Notaria Veintisédis (246) del Circulo., DIANA CECILIA CORSO
LEYVA, maveor de edad, guién =se didentifica con cédula de
civdadania ndmero 31.704.095% de Bogota, manifestd su voluntad
de declarar bajo la gravedad del juramentic v a sabiendass de
las implicaciones 1legales que acarrea jurar en falso,
especialmente los Art. 442 del Cédigo penal v 266, 267 y 269

. del Cadigo de Procedimiento Fenal, lo siguiente:

—r

) [ :)i;=n==<:]lsﬂh=<:2Llﬂa“£

1o.) "Me llamo como gquedd escrito. residente en la Carrera
70C No. 2-2B Int. 10 Apto. 401, barvric: Urbanizacidn Fortal de
Techo 1 de Bogota, estado civil: casada, ocupacidn:

Secretaria."

2o.) "Declaro que el dia 29 de noviembre de 2Z.004, a primersa
hora fui informada de la idundacidn que ocurrid en la oficina
d=l doctor JAIME EDUARDD DEILLGADO VILLEGAS., la cual ocasiond el
dafic de la C.P.U. v 1a pérdida correspondiente de la
informacidn alli contenida. del mismo docter., despuds de ésto
me dedigué a recuperar informacidén durante el 29, 320 de
noviembre v todo 21 mes de diciembre. Hago ésta declaracidn
para dejar constancia gue la informacién pertinenete a la
solicitud de patente FCT denominada ANTIGENDS FROTECTORES FARA
EL. CONTROL DE INFESTACIONES POR ESFECIES DE IXODES se
encaontraba entre la informacidn perdida v la cual pude
recuperar hasta el 29 de diciembre de 2.004 en las horas de la
tarde."

Fara constancia se firma la presente declaracién, con destinoc
a: SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA COMERCIO.

DPIANA CECILIA CORSO LEYVA
c.C. Ng J1.7764, B9 :

L]
3l
GUSTAVO SAMPER RPDRI{

NOTARIO
lamm.

Calle40A#13-65 PBX:2858775 Fax:3203491
Pdgina Web:  wuww.notarin26bogota.com
e.mail: notaria26 @notaria26bogota.com

notaria26@etb.net.co
Bogotd, D.C. - Colombia
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Notaria Dieciocho (18) del Circulo de Bpgota
carrera 13 No. IZ7-20
FEX: TIR46272 — Fan: 2831747
g-mail: notidbogota@Eyl
Mo. &T722520050

ACTA EXTRAPROCESAL

"El susCrito, SERMAN OYUELA COPABAN Notario Dieciocho {(18) Encargado
de Bogotéa, da fe gue la declaracidn contenida en esta acta hanm sido
emitida por guien la otorga..Hoy veintitres (23} de febrero del afo
dos mil cinco {2005} .comparecids: JOSE IGNACIO MOREND BAYONA mavor
de edat vecrina de Bpgotéd.de estado civil soltero con unidn marital
de hechx.identificade con la cédula de ciudadania nbimero 80.504.988
gnpedida en Bogota.residente en la calle 1532#% 16-74, de la Ciudad
de Bogotéa, D.C. v dijo: _PRIMERD: OQue esta deelaracion la hace bajo
la gravedad del juramento, se refiere ahechos de los cuales tienen
conocimiento personsl vy directoc v no poseen ringén impedimento para
hacerla. SEGUNDD ; Gue la declaracidn extraprocesal gue agui consta
estd destinada & servir de prueba sumaris en evento autorirado por
la ley v. en consecuencia, tendr& el valor gue dicha ley le asigrne,
de confarmidad con el articulo ilo. del Decreto 1.557 del 14 de
julic de 1989. TERCERD: Bxjo 1a gravedad del juramento v &
sabiendas de las sanciones penales gue acarrea el periurio,
manifiesto que £l pasado 28 de movienbre del afo 2004, llegus ami

/_sitin ge trabaijo ( MARIO DELGADO ECHEVERRI E HIJDS LTDA ), ubicade

"n la Avenids 22 Ne.37-3l,como & las 4:00 PM, donde laboro como
vependiente judicial. El motivo de ir ami wsitic de trabaic era el
de recoger unas papeles gue necesitaba para mis labores del dia
lunes, ¥ los cuales habia clvidado el dis viernes. Cuando ingrese
& la oficina me di cuenta que la oficina se encontraba inundads:
fua averificar gue habia pasado vy encontre gue en el hafo perscrnal
del Dr. JAIME EDUARDO DELGADO mi jefe, habia un escape de agua
fuerte. Cuandc me di cuentza gue la CPU del Dr. estaba en el piso vy
bastante mojsda.. me diriii hacia la cocima v baie los tacos de 1a
iuz para prevenir un corto circuito, =1 igual gue cerre el registro
del agua, de immediato avise & la gerente administrstiva 1z Dra.
JIMENA DELGADRD quien se encontraba en la casa de su sefiora madre v
la rtual queda en el mismo edificic de la oficina.Ella
inmediatamente llego a la oficina vy al notar la inundacion llamo al
plomerc. En dicha inundacidén aparte de la C.F.U. gue se moio
totalmente, se mojaron varios documentos importantes. Hago estx
declaracion para los fines gue sean necesarios.
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Resolucion DIAN No. 320000103973 FAX: 635 69 25 - CEL: 257 13 96
2001/11/09 del 001 al 500 E-MAIL: enerlaser@fatinmall.com
: RENDVa, fUn azouo:l':utl. :
- REGIMEN COMUN - PECHA 200N . :
Representante Legal JAIRO MONCADA FACTURADE VEN: Ne¢ 163
 Senores: ‘ ([ MES DIA k ANO  [PPEDIDO: ]
MARIO' DELGADO ECHEVERRY £ HIJOS ot o4 2005 A momeemee
, FORMA DE PAGO: ; ’ ENCE:
Ltda Conta v CF
co NIT.: '
L | g 80a .020.909-? §
. r REF. DESCRIPCION CANT. V. UNITARIO VALOR TOTAL )
+Recuperacion Informacion de disco Duro
250 MB Recuperados 1 $99.000 899.000
+Reinstalacion aistema Operativo, Controladores: )
’ y Aplicativos en equipo Compay EVO, Yf II $30,.000 830,000
i
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ENERLASER
Jelro Moncada
OGERENTE
s * -
La presente l-‘nc:tum Cambldila s8 asimiia en todos.sus:electos a 1a Letra de Cambio, segun ) :
| Artlculo 774 del CodigageComerci,, R A o | pescuento
Wt ! . it ” -1"’-?. “ ‘15 ’1:?‘!
‘{ "Sahaca constar que Ig,tilrmg_q_q.gle'r_u_t:_n:'diéﬁﬂid'aiétimp{mdor, supona que dicha persona esta [ SUBTOTAL § 8129.000.
autorizada por eloomi)r para firmar y Teciblr, confasar ia deudn y obliger al comprador.
\ .- ! [ . - - A fl
' . L' . 3 :
Firma Cllente: F..IL-.-......_.____‘__ o I
= ML DL E '
| Sello C.C. & Nit. ® & Bow ® _Ju ;
: . |
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T SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

RADICACION: 4-130178 EDICTO No, 8027

LA SECRETARA GENERAL AD-HOC
HACE SABER:

Que esta Supsrintendencia profirid Resoluclén No. 14575 de 24-JUN-2006. Que el contenido de la parta resolutiva es como sigue: El
Superintendente da Industria y Comarcio.

RESUELVE

ARTICULQ PRIMERO: Declarar retirada la solicltud de patenie de Invencisn de que se
da cuenta en la parte congiderativa,

ARTICULQ SEGUNDO: Nolificar parsonaimente al doctor Jaime Eduardo Delgado
Viliegas, el contenido de |a prasente resolucidn, entregandole copia de la
misma, advirtiéndole que contra ella procede el recurso de reposicion ante

el Superintendente de industria y Comercio al momente de notificarse o dentro de los
5 dias haAbiles siguientes.

NOTIFIQUESE Y CUWMPLASE
Dada en Bogotd D.C..alos 24 JW 2005
EL SUPERINTENDENTE DE INDUSTRIA Y COMERCIQ,

J 5COBAR

Para notificar a los interesados, se fija el presente EDICTO en lugar visible al publico en la SUPERINTENDE |A DE INDUSTRIA Y

COMERCIO, por el ¥mina de (10) dlez 2{ hﬂ?les contados a pariir de las 8:30 a.m. de hoy.

Secretaria General Ad-Hoc 28-JUL-200 Este edicto se dasfija hoy10-AG0-2005 a fas cinco (5:00 p.m.

Secretaria General Ad-Hoc
EDICTO No. 9027



