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21. EXPEDIENTE No.
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71. SOLICITANTE: LABORATORIOS LETIL, S.L.

DOMICILIO: MADRID, ESPANA

74. APODERADO DILIA RODRIGUEZ D’ALEMAN

22. BOGOTA, D.C. ENERO 3, 2012




{3--) OMERCIO
) b>' SUPERINTENDENGIA DE INDUSTRIAY C

Industria y Comercio \“‘““l‘ﬂll]l]“““““ﬂ““‘!“
No.

o - 000
SUPERINTENDENCIA -000715- -00000 20 DIR NUEVASCR

Facha: 20120103 15:08:24 _Dep. 20 2 SENACIONALI

.11 PATENTEIVH Eve: 376
FORMULARIO UNICO DE A 411 PRESENTACION FollosTS
PCT
ENTRADA EN FASE NACIONAL
8. SOLICITUD DE REGISTRO DE:
. .
| x | Patente de Invencién Patente Modelo de Utilidad.
[ % | Capitulo | |:, Capitulo I
IDENTIFICACION
2 Nombre: LABORATORIOS LETL, S.L.

Direccién: CI. DEL Sol 5, Poligono Industrial |C.C. [X]  NIT
SOLICITANTE Norte, ES-28760 Tres Cantos Madrid, Espafia

(71) Nacionalidad o domicilio: Tres Cantos, C.E. [:| Otro D
Madrid, Espafia
Lugar de Constitucion: Espafa Cuai
Nldmero

IDENTIFICACION

3 Nombre: DILIA MARIA RODRIGUEZ ~
D'ALEMAN CC. | X NIT [:
REPRESENTANTE | Direccion: Carrera 11 No. 86-53, piso 6
O APODERADO C.E. D Otro I:]
(74) Teléfono: 6 181088 Fax: 6350824 Cual
E-mait: clarkemodet@clarkemodet.com.co Numero 41.654.882

TP 20824 CSJ

4 sNombre VER HOJA ANEXA

INVENTOR(ES) Direccién:
(72)
Nacionalidad o domicilio:

5 PCT (86)

Solicitud Internacional No. _PCT/EP2010/060058 Fecha 13 de julio de 2010

L I
Publicacion Internacional No. _WO 2011/006891 A1~ Fecha 20 de enero de 2011

Titulo (54) DIAGNOST!CO DE UNA PARASITOSIS TAL COMO LA LEISHMANIASIS USANDO UN
EXTRACTO DE PROTEINAS RIBOSOMICAS (RPE) .

Clasificacion Internacional (51) CO7K 14/44 (2006,01)

(33) Pais de Origen {32} Fecha {31) Numero de Solicitud
8§ __Prioridad EP JULIO 13, 2009 09165282.6
X ESTADOS UNIDOS DIC. 7, 2009 61/267,214
S NO

Comprobante de pago No, 11-0072218, 11-119432, 11-119430, 11-119303, 11-119302, 11-
0081218, 11-119331, 11-119330, 11-119329, 11-119324, 11-0081221, 11-0081219, 11-0081216, 11-
0081217

2 -




ANEXOS

Comprobante de pago de la tasa de presentacion de la solicitud

Documento que acredita la existencia y representacion legal cuando el solicitante sea persona juridica
Poderes si fuese el caso

Documento de cesion del inventor al solicitante o a su causante

Declaraciones

Copia de la solicitud internacional {(Resumen, descripcion, reivindicaciones, dibujos)

Traduccion de la solicitud internacional al castellanc. (Resumen, descripcion, reivindicaciones, dibujos)

Copia del examen preliminar internacionat efectuado por la Autoridad Internacional de examen preliminar (IPER)
Traduccidn del examen pretiminar internacional efectuado por la IPEA

De ser el caso copia de contrato de acceso.

De ser el caso documento que acredite Ia licencia o autorizacion de uso de conocimientos tradicionales de las
comunidades indigenas.

De ser el caso certificado de deposito del material biolégico

Arte final 12x12.

De ser el caso, informacidn sobre otras solicitudes de patente o titulos abtenidos en el extranjere por el mismo
titular o su causante, relacionadas parcial o totalmente con la invencion de esta salicitud.

De ser el caso, modificaciones efectuadas a la solicitud internacional
Otros

00 000 pooODeedOmenn

11 FIGURA CARACTERISTICA

12 Solicito la concesion de la patente,

NOMBRE : DILIA iIGUEZ D’ALEMAN

C.C.41.654.882 \ (/TP.’"20824

As. P-3197




INVENTORES

1. SOTO ALVAREZ, Manuel
Av/ Belgica 85 2°-A, ES-28916, Madrid, Espafia

2. RAMIREZ GARCIA, Laura
Carrero Juan Ramon 16 4°-B, ES-28025, Madrid, Espafia

3. COELHO, Eduardo Antonio Ferraz
Universidad Federal de Minas Gerais, Av. Antonio Carlos,
6627- Pampulha, CEP, 31.270-901 Belo Horizonte, Brasil

4. ALONSO BEDATE, Carlos
Alberto Aguilera 21, ES-28015 Madrid, Espafia

ER



P - 319

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
NIT : 800.176.089-2

o

- -
Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA Bogota D.C., Julio 27 de 2011 - 16:34:02

RECIBIDO DE : CLARKE MODET

NI 830.008.643

*** Soporte del Pago ***
TIPO PAGO BANCO CUFENTA No_PAGO FECHA PAGO

VR PAGQO

CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 432287553 27107/2011

39.655.000.00

*** Conceptos Pagados ***

SON: "QUINIENTOSQUINCE MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***

'a--Amm Expediente No.

IIIIIIIIIIIIIIIIHIIIIIIIIIIIIIIIIIII

0715- -00000-0000

Tra. 11 PATENTE!YN
Act. 411 PRESENTAGION Folios: 73

Sede Centrg Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5 y 10 Bogotd, D.C.. Colombia

. Jullo 2T de 2041 - 18:34:13

CANT _RENTISTICO CONCERPTO M UNDITARIO Ve CONCEPTO
1 50005-01-09 DTRDS SEthmos DE PROPIEDAD 49 INSCRIPCION DE LICENCIAS Y DERECHOS 515.000.00 515.000.00
NDUSTRIA REALES $575.000.00

SUPERINTENDENCIA DE iNDUSTRIA Y COMERCIO

Fecha: 2012 01-03 15 08:2¢ Dep. 2020 DIR.NUEVASCR
Eve: 378 FASENACIONAL!

Web: www.sic.gov.ca e-maii info@slc.gov.co Conmutadar: {571) 5870000 Fax: {371) 5870284 Linea: 018000-910165 Call Centor: (571) 6513240

0600002




P-219r

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

NIT : 800.176.089-2
.-

RECIBO DE CAJA No. 11 - 119432
Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA Bogota D.C., Diciembre 09 de 2011 - 07:25:43
RECIBIDO DE : CLARKE MODET NI 830.008.643

*** Soporte del Pago ***
CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 325090791 07/12/2011 48.105.000.00

*** Conceptos Pagados ***

CANT. RENTISTICO CONCFPTO Ve UNDITARIO _ Vr CONCEPTO
1 50005-01-09 Ic'{m?ssT Fs{ﬁ&\nmos DE PROFIEDAD 54 INFORMACION DETALLADA DE UN 27.000.00 27.000.00

SON: *VEINTISIETE MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

LT T T

Fecha: 208 00715- -00000-0000
acha: -01-03 15:08:
Tra. 11 PATENTEYI| 524 _Dep. 2020 DIR NUEVASCR

Eva: 37
Act. 411 PRESENTACION Foliog: 75 NACIONAL

goosn3

Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pigos 3,4,5 y 10 Bogotd, 0.C.- Colombila

Wab: www.gic.gov.co e-mai: infefdsic.gov.ce Conmutadar: (571) 5870000 Fax: (S71) 5870284 Linas: 018000-910165 Call Canter: {871) 6513240
, Diclembra § de 2011 « 0T:26:09




- 2tem

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

800.176.089-2
-/-

NIT :

RECIBO DE CAJA

Industria y Comercio
SUPERINTENDENLCA

No. 11 - 119430

Bogota D.C., Diciembre 09 da 2011 - 07:25:43

RECIBIDO DE : CLARKE MODET

NI 830.008.643

ke

*** Soporte del Pago

VR PAGO

TIPO PAGO BANCQO CUENTA Nao. PAGO FECHA PAGQO
CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 325090791 Q7122011 48.105.000.00
*** Conceptos Pagados ***
CANT. RENTISTICO CONCFEPTO Vr UNDITARIO  Vr CONCEPTO |
150005-:01-08 QTROS SERVICIOS DE PROPIEDAD 54 INFORMACION DETALLADA DE UN 27.000.00 sg;ggggg

SON: **VEINTISIETE MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***

Recibo deyCaja Aplicado al Expediente No.

SUF’ERINTENDENQ|

!Illlll!lllﬂllllllflllllIll‘lllllllllll

Foch No. 12-0007
Bcha: 2012-01-03 15:08:24
Tra. 11 Dep 2020 DI
ar l;ATENTEIYH Eve: 378 FASERNEIC.:)EVASC
RESENTACION Follos IONALS

Seda Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Plsos 3,4,5 v 10 Bopota, D.C.- Colombla
Web: www.sic.gov.ce a-mai: info@sic.gov.co Conmutadar: (571) 5870000 Fax: (571) 5870284 Linea: 018000-910165 Call Center: {571) 6543240

. Mitlembre § do 2011 - 07:25:00

_______H_*—_q

A DE INDUSTRIA ¥ COMERC

000304
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA'Y COMERCIO

NIT : 800.176.089-2
wf-

RECIBO DE CAJA

No. 11 - 119303

Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

Bogota D.C., Diciembre 09 de 2011 - 07:25:43

RECIBIDO DE : CLARKE MODET

NI 830.008.643

*** Soporte del Pago *™**
TIPO PAGO BANCO CUENTA No PAGO

EECHA PAGO VR PAGQO

CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 325090791

071122011 48.105.000.00

*** Conceptos Pagados ***
CANT RENTISTICO CONCEPTO

Ve UNDITARIOQ Ve CONCEPTO

. Recibo de Ca

1 50005-01-09 OTROS SERVICIOS DE PROPIEDAD 99 OTROS SERVCIOS ADMINISTRATIVOS
INDUSTRIAL

10.000.00 10.000.00

SON: **DIEZ MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***

icado al Expediente No.

SUPERINTEN

DENCIA DE IND

$10.000.00

USTRiA v COMERCIO

5- 00000

T

;<012-01.03 15,05,

re. 11
Act 414 PATENTE vy

—————

Sodo Centro: Carvera 13 Mo. 27 - 00 Pises 1,4,5 y 10 Bogot3, D.C.. Colombia

PRESENTACION

Dep. 202
EVe: 373 FASENGEVASCR

Folios: 73—~ CIONAL]

———— —_—

000005

Web: www.sic.gov.co e-mai: info@sic.pov.co Conmulador: (571} 5870000 Fax: (571} 5870284 Linoa: 018000-310165 Call Cantar: {§71) 6513240

. Diclembre 9 de 2011 - 0T:26:05




NIT : 800.176.089-2
.-

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

-3 73

RECIBO DE CAJA
Industria y Comercio

SUPERINTENDENCIA

No. 11 - 119302

RECIBIDO D& : CLARKE MODET

Bogota D.C., Diciembre 08 de 2011 - 07.25:43

*** Soporte del Pago

NI 830.008.643

TIPO PAGO RANCO CUENTA No PAGO FECHA PAGO VR PAGO
CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 325090791 07122011 48.105.000.00
*** Conceptos Pagados ***
CANT RENTISTICO

CONCEPTO

1 50005-01-09 OTROS SERVICI PROPI
INDL?SSTRIAL CI0S DE PROPIEDAD

99 OTROS SERVCIOS ADMINISTRATIVOS

Ve UNDITARIO  MrCONCEPTO
10.000.00 10.000.00

SON: *DI

MiL PESOS MONEDA CORRIENTE*"

icado al Expediente No.

0.
Fecha: 2012-01-03 15:08:24
T:a. 11 PATENTEIY!

Act. 414 PRESENTACION

Sede Centro: Camara 13 No. 27 - 00 Pison 3,4,5 y 10 Bogotd, B.C.- Colambla
, Diclemnbre 9 de 2011 - 07:20:08

SUPERINTENDENGIA DE INDUSTRIA ¥ COMERCIO

IlI[lII!IlIIjIlIIﬂIIIIII“I\ll!!II

2-000715- -00000-0

i ——

Web: www sic.gov.co s-mal: Info@sic.gov.ce Conmutador: (571) 5870000 Fax: {571} S870284 Linea: 018000.910165 Call Centor: (571) 65613240

$10.000.00

Dep. 202060
Eve: 378 FAS
Folios: 73

IR.INUEVASCR
ENACIONALI

000006




P- 3219

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA'Y COMERCIO

NIT : 800.176.089-2
.-

Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

RECIBO DE CAJA No. 11 - 0081218

Bogota D.C., Agosta 22 de 2011 - 16:50:40

RECIBIDO DE : CLARKE MODET

NI 830.008.643

TIPO PAGQO BANCO

*** Soporte del Pago ***

CUFENTA No PAGO FECHA PAGO VR PAGO

CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 411691980 22/08/2011 46.035.000.00

*** Conceptos Pagados ***

CANT. RENTISTICO CONCFPIGQ Ve UNDITARIO  Vr CONCEFPTO
1 50005-01-09 QTROS SERVICIOS DE PROPIEDAD 99 OTRQS SERVCIOS ADMINISTRATIVOS 1.000.00 1.000.00
INDUSTRIAL $1.000.00

SON: **MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***

., Agosto 22 do 2011 - 16:55:13

’ Recibo de Caja Aplicado al Expediente No.

Wob: www.sle.gov.co 8-mai: info@@slc.gov.co CGonmutador: {571) 5870000 Fax: {571) 5870284 Linea: 018000-810165 Cafl Canter; (571) 513240

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

LT T

-000715- -00000-0000

Fecha: 2012.01-03 15:08:24 Dep. 2020 DIR.NUEVASCR

Tra. 11 PATENTEIYH Eve: 378 FASENACIONAL
Act. 411 PRESENTACION Folios: 73 !

800,07

Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Plsos 3,4,5 y 10 Bogola, D.C.- Colombla
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

NIT : 800.176.089-2
-/ -

Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

RECIBO DE CAJA

No. 11 - 119331

Bogota D.C., Diciembre 09 de 2011 - 07:25:43

RECIBIDO DE : CLARKE MODET

NI 830.008.643

TIPO PAGO BANCO

*** Soporte del Pago ***

CLENTA No PAGO

FECHA PAGO VR.PAGO

CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA

062754387 325090791

07/12/2011 48.105.000.00

CANT.__RENTISTICO

*** Conceptos Pagados

LCONCEPTO

hdk

Vr UNDITARIO  Vr CONCGEPTO

t 50005-01-09 QTROS & | PIEDA
&DUS%"RFA}T.VICOSDEPRO IEDAD

21 CERTIFICACIONES

SON: *CATORCE MIL PESOS MONEDA CORRIENTE**

. Recibo de [Caja Aplicado al Expediente No.

, Diciembre 8 do 2011 - 07:26:08

14.000.00 14.000.00

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIAY COMERCIO

11
\IlllIIIILIll!lIM\IIlIlIIIIIlIII(!00

Facha: 2012-01-03 15:08:24
Tra. 14 PATENTE!YIl
Act. 411 PRESENTACION

PR

Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5 y 10 Bogot4, D.C.- Colombia
Web: www.sic.gov.co o-mai: info@sic.gov.co Conmutador: (571} 5870000 Fax: (571) 5870284 Linea: 018000-910165 Call Center: (571) 6513240

00715- -00000-0
Dep. 2020 DIR.NUEVASCR
Eve: 378 EASENACIONALI
Folios: 73

300000
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA'Y COMERCIO
NIT : 800.176.089-2

RECIBO DE CAJA No. 11 - 119330

-

f

Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA Bogota D.C., Diciembre 09 de 2011 - 07:25:43
RECIBIDO DE : CLARKE MODET N! 830.008.643
*** Soporte del Pago ***
TIPO PAGO BANCO CUENTA No. PAGO FECHA PAGO VR.PAGO
CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 325090791 07/12/2011 48.105.000.00
*** Conceptos Pagados ™"
CANT. RENTISTICO CONCEPTO Ve UNDITARIO M CONCEPTO
1 50005-01-09 OTROS SERVICIOS DE PROPIEDAD 21 CERTIFICACIONES 14.000.00 14.000.00
INDUSTRIAL

$14.000.00

SON: **CATORCE MIt. PESOS MONEDA CORRIENTE***

Respon able: /—\

i «ﬂéicado al Expediente No.

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

ARAIRATA LN AR

0. 12-000715- -00000-0000
Fecha: 2012-01-03 15:08:
T 1 o9 15: 24 Dep. 2020 DIR.NUEVASCR

Eve: 378 FA
Act. 411 PRESENTACION Folios: 73 SENACIONALI

Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pigos 3,4,5 y 10 Bogota, D.C.- Colombia

Web: www.sic.gov.co e-mai: info@sic.gov.co Conmutador: (571) 5870000 Fax: (571) 5870284 Linea: 018000-910165 Call Center: {571) 6513240
. Diciembre 9 de 2011 - 07;25:06
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\‘\ -
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[

Ty
>
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06000303
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

3199

NIT : 800.176.089-2
-f-
]
_ RECIEO DE CAJA No. 11 - 119329
Industria y Comercio
SuP IE RINTENDENCIA Bogota D.C., Diciembre 09 de 2011 - 07:25:43
RECIBIDO DE : CLARKE MODET Ni 830.008.643
i *** Soporte del Pago ***
TIPO PAGO BANCO CUFNTA No. PAGO FECHA PAGO VR PAGO
CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 325090791 0711212011 48.105.000.00
*** Conceptos Pagados ***
CANT _ RENTISTICO CONCEPTO N UNDITARIO - M CONCEPTO
1 50005-01-09 mgzos senwmos DE PROFPIEDAD 21 CERTIFICACIONES 14.000.00 14.000.00
e $14.000.00__
SON: *CATORCE MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***

e 411 PRESENTACION
e

e

Diclambra 6 de 2011 - 07:26:08

Sede Contro: Camrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5 y 10 Bogota, D.C.- Colombia

OMERCIO
SUPER\NTENDENC\A DE INDUSTRIA Y G

\Il\l\“\l\\lﬂ\\ll|||||||ﬁ|\1||\\||||

00000-000

12000715 "o
4
1 2-01-03 15:08:2
Fochs, 2O ATENTEN

Fouos 73

P

Wab: www.gic.gov.co e-mai: info@sic.gov.co Conmutador (571) SBT0000 Fax: (571} 5970284 Linea: 013000-910165 Call Cantor: (571) 6513240

9318 FAseNAC\ONALl

pa——— e

:—rid..-._:
L"U" AT T}

g00a1



P-BIT

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
NIT : 800.176.089-2

-/
) . RECIBO DE CAJA No. 11 - 119324
Industria y Comercio
% UPERINTENDENCIA Bogota D.C., Diciembre 09 de 2011 - 07:25:43
RECIBIDO DE : CLARKE MOQDET NI 830.008.643
: *** Soporte del Pago ***
TIPG PAGO BANCO CUFNTA No PAGO ~~ FECHAPAGO = VRPAGO |

CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 325090791 07/12/2011 48.105.000.00

*** Conceptos Pagados ***

CANT. RBENTISTICO CONCEPTO Ve lINDITARIO Ve CONCEPTO
1 50005-01-09 QTROS SERVICIOS DE PROPIEDAD 21 CERTIFICACIONES 14.000.00 14.000.00
$14.000.00

SON: *CATORCE MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***

Regponsable: .—>

Recibo 08

Gaja Aplicado al Expediente No.

CIo
UPER'INTENDENCIA DE INDUSTRIAY COMER

lllllllllll\ll\lﬂl\llllllllIIllIIIlIII

-000715- -00000-0000 ASCR
2012 0103 15.08:24 Dep. 2020 DIR. il.é oW
Fech?ﬂ PATENTEIYU Eve: 378 FASEN
Act. 411 PRESENTACION  Follos: 73

[

Sado Centro; Carrera 13 No, 27 - 00 Pigos 3,4,5 y 10 Bogota, D.C.. Colombla
Web: www.sic.gov.co o-mal: infofisic.gov.co Cenmutador: {571) 5870000 Fax: (571) 5670284 Linen: 018000-310165 Call Contar: {571) 6513240

. memmfna-mn-or:zs:m 0 0 0 ’J 1 E




p-3193

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

NIT : 800.176.089-2
: L.
|

| x RECIBO DE CAJA

No. 11 - 0081221

Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

Bogota D.C., Agosto 22 de 2011 - 16:50:40

RECIBIDO DE : CLARKE MODET Ni 830.008.643

“** Soporte del Pago ***
TIPO PAGO BANCO CUENTA No PAGO EECHA PAGO VR PAGO

CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 411691980 22/08/2011 46.035.000.00

*** Conceptos Pagados ***

CANT RENTISTICO CONCEPTO Ve UINDITARIO A CONCFPTO

1 50005-01-09 omosrsER\ncros DE PROPIEDAD 89 OTROS SERVCIOS ADMINISTRATIVOS 1.000.00 1.000.00
i INDUSTRIAL $1.000.00

SON: "*MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***

e*s*;?onsa leﬁ

Red : ajaA/pIicado al Expediente No.

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

<000715- -0000

Fecha; 2012 0‘1 03 15:08:24 Dep. 2020 DlR.NUEVASCR
Tra. 11 PATENTEIYII Eve: 378 FASENACIONALI
Act. 411 PRESENTACION Follos: 73

000013

Sede Ceniro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5 y 10 Bogota, D.C.- Colombia

Welb: www.sic.gov.co e-mal: Infogdslc.gov.co Conmutador: {ST1) 5870000 Fax: (571) 5470284 Linea: 018000-910165 Call Genter: {571) 6513240
. Agoslo 22 de 2011 . 18:51:13




P-3199

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

NIT : 800.176.089-2
/-

Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

RECIBO DE CAJA No. 11 - 0081219

Bogota D.C., Agosto 22 de 2011 - 16:50:40

RECIBIDC DE : CLARKE MODET

NI 830.008.643

TIPO PAGO BANCO

*** Soporte del Pago ***
CUENTA No PAGO FECHA PAGO VR PAGO

I
CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 411691980 22/08/2011 46.035.000.00

** Conceptos Pagados ***

CANT, RFENTISTICO CONCEPTO MrUNDITARIO  AMeCONCEPTO
1 50005-01-09 OTROS SERVICIOS DE PROPIEDAD 93 OTROS SERVCIOS ADMINISTRATIVOS 1.000.00 1.000.00
. INDUSTRIAL $7.000.00

SON: **MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***

Regponsable:

Recibo de Cdja Aplicado al Expediente No.

SUPER, TENDENG,
U o
Cio
2 ey
Act. 414 ’FD’ E%%LE]'!X&()N Ev2937§0 AgEmUEVASCR
08: 73 ONa
OER
000920

Sede Centro: Carrora 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5 y 10 Bogota, B.C.- Colombla

Web! www.sic.gov.co e-mal: info@sic.gov.co Conmutador: {571) 5870000 Fax: (571} 5870284 Linea: 018000-910765 Call Centar: [571) 6513240

. Agosio 22 do 2011 - 16:51:13




P29y

NIT : 800.176.089-2
-]

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

RECIBO DE CAJA

Industria y Comercio
' éUPERINTENDENCIA

No. 11 - 0081216

Bogola D.C., Agosto 22 de 2011 - 16:50:40

. RECIBIDO DE : CLARKE MODET

NI 830.008.643

*** Soporte del Pago ***

TIRPC PAGO BANCO CUENTA

No. PAGO

FECHA PAGO VR PAGO

. CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 411691980

22/08/2011 46.035.000.00

*** Conceptos Pagados ***

:CANT RENTISTICO _ CONCFPTO

MrlINDITARIO _ Vr CONCEPTO

1 50005-01-09 DTRO SERVICIOS OE PROPIEDAD

QIROS.S 99 QTROS SERVCIOS ADMINISTRATIVOS

SON: **MIL PESOS MONEDA CORRIENTE**

Tra. 11 PATENTE!YII
Act. 411 PRESENTACION

1.000.00 1.000.00

$1.000.00

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

RS R ARAREATA RN

2-000715- -00000

-(1-03 15:08:24 Dep. 2020 DIR NUEVASCR
e 2012 01 Eve: 378 FASEMACIONALI
Follos: 73

. Agosio 22 de 2011 - 16:51:13

Saede Cantro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5 y 10 Bogota, D.C.- Colombia
Web: www.slc.gov.ce e-mal: Info@slc.gov.co Conmutador: (571) 5870000 Fax: (574) 5870284 Linea: 018000-910165 Call Center: (571) 6513240
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RECIBO DE CAJA No. 11 - 0081217

Industria y Comercio

SUPERINTENDENCIA Bogota D.C., Agosto 22 de 2011 - 16;50:40

RECIBIDO DE : CLARKE MODET

N1 830.008.643

*** Soporte del Pago ***

TIPO PAGD BANCQO CUFENTA Na PAGO FECHA PAGO VR PAGO
CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 411691980 22/08/2011 46.035.000.00
*** Conceptos Pagados ***
CANT _RENTISTICO CONCFPTO M UNDITARIO Ve CONCEPTO
1 50005-01-09 Ph;réal?ssTElE;!z_wmos DE PROPIEDAD 99 OTROS SERVCIOS ADMINISTRATIVOS 1.000.00 1.000.00
N $1.000.00
S iL PESOS MONEDA CORRIENTE***
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0715- -00000-000
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GV ¥ R

Sede Centro: Carrora 11 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5 y 10 Bogotd, D.C.- Colombia
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Jose Bavz® okdid JUOY

. NOTARIO

F05/2008 Rambla Catalunya, 99, Pral.

) Tels. 93 4877214 - 93 4873968
Fax 93 4883122

08008 BARCELONA

NUMERO CIENTO CUARENTA Y TRES-~----w-cuoooooaoo-
=== PODER ESPECIAL ===
EN BARCELONA, mi residencia, a veintinueve de
enero del afio dos mil nueve,---«-----memome o _L.__
Ante mi, JOSE BAUZA CORCHS, Notario del Ilustre

Colegio de Catalufia, -------=-c-m---emmmmm oo

o DON JAIME GREGO SABATE, mayor de edad, casado,
. Abogado, vecino de Barcelona, con domicilio en la ca-
lle Francesc Darder nimerc 8-10, esc. B.; y provisto
de D.N.I. nOmero 40.050.034-L, ~---—cocmommoomcmn o

Le identifico con su D.N.I. gue me exhibe.------

INTERVIENE en nombre y representacién -como Apo-
derado- de la entidad mercantil, de nacionalidad es-
pafiola, denominada "LABORATORIOS LETI, sS.L." -

Sociedad Unipersonal- (antes denominada "C.B.F. LETJ

S.L." -SOCIEDAD UNIPERSONAL-", domiciliada e Tres

Cantos (Madrid), Poligono Industrial de Tres/Cantos,
calle del Sol, parcelas 8-11; constituida por tiempo

indefinido, en forma de andnima y

-0 plardiily

) o -' ‘”ﬁﬁdﬁ’7




cibén de "Corporacidn Biocldgica Farmacéutica, S.A.",
en anagrama "C.B.F., S.A.", mediante escritura auto-
rizada por el Notario de Madrid, Don Gonzalo Franco
Vazquez, en fecha uno de octubre de mil novecientoes
ochenta y cinco, con el nOmero 1971 de su Protocolo;
habiendo adoptado su actual denominacidn mediante es-
critura autorizada por el que fue Notario de Barcelo-
na, Don Baudilio Pagés Quer, el dia 13 de Noviembre
de 1989, nlmero 2286 de su Protocolo; adaptados sus
Estatutos Sociales al texto refundido de la Ley de
Sociedades Andnimas, aprobado por Real Decreto Legis-
lativo 1564/19892 de 22 de Diciembre, mediante escri-
tura autorizada por el Notario que fue de esta resi-
dencia, Don Victor Alonso-Cuevillas Sayrol, en fecha
21 de HNoviembre de 1991, con el nlimero 8277 de su
Protocolo, subsanada por otra autorizada por Don José
Bauzd Corchs, en Barcelona, el dia 17 de Junio de
1992, con el namero 2095 de Proteocolo; reducido su

capital social, en virtud de escritura autorizada

también por el c¢itado Notzx¥io de esta ciudad, Sr.

Bauzid Corchs, el dia 31 Me marzo de 1995, con el na-
mero 1643 de Protocold; modificado el arte® 7° de sus

Estatutos mediante” otra escritura también autorizada
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Mayo de 1998, con el nOmero 2286 de Protocolo; rede-
nominado su capital social en euros, en virtud de es-
critura igualmente autorizada por el Sr. Bauza
Corchs, en esta ciudad, el dia veintiuno de diciembre
de dos mil uno, nimero 4884 de orden; transformada en
Sociedad de Responsabilidad Limitada, mediante otra
escritura asimismo autorizada por Don José Bauza
Corchs, Notario de Barcelona, el dia veintitrés de
septiembre del afic dos mil tres, bajo el namero 3399
de Protocolo; aumentado su capital social, en virtud
de escritura asimismo autorizada por el citado feda-
tario Sr. Bauz& Corchs, en Barcelona, el dia dos de
octubre de dos mil tres, bajo el nimero 3500 de Pro-
tocolo; y adoptada su actual denominacién en méritos
de escritura fusién por absorcidén y cambio de denomi-

nacidén, autorizada por el citado Notario de esta

pital, Sr. Bauzd Corchs, en fecha nueve de dicj

de dos mil tres, nmero 4514 de Protocolo,

el tomo 4447,

folio 186,

seccidén 8,

Beota,;
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73.690, inscripcidén 44°. Dicha Compafiia tiene el na-
mero B-78/152.725 de identificacidén fiscal. ---------

De los Estatutos o pactos sociales vigentes
porque se rige dicha Sociedad transcribo, por creerlo
pertinente a este otorgamiento, lo siguiente: -------

"Articulo 2°.-La sociedad tiene por objeto el

desarrollo, produccidén, envasado, importacién, expor-
tacién y venta de toda clase de productos bioclégicos
y quimicos para diagnéstico y tratamiento en los cam-
pos farmacéutico dietético cosmético y veterinario. =
Las actividades integrantes del objeto social podran
ser desarrolladas, total o parcialmente, de modo in-
directo mediante la titularidad de acciones o parti-
cipaciones en sociedades con objeto idéntico ¢ andlo-
go. = Si ias disposiciones legales exigiesen para el
ejercicio de algunas de las actividades comprendidas
en el objeto social, algtn titulo profesional o auto-
rizacién administrativa, o la inscripcidén en Registro
Piblico, dichas actividades sclo podran realizarse
previo cumplimiento de dichgls requisitos. * --------

CONCUERDA con la cdtada escritura de transfor-
macién de dicha Compai¥ia, a la que me remito, sin que
de la parte omitid@ de la misma resulte nada que mo-

o restrinja la inserta. Doy fe. -
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LEGITIMACION: La representacién y facultades pa-
ra este acto, le resultan del poder a su favor confe-
rido, en virtud de acuerdo adoptado en la reunidn del
Consejo de Administracién de la Compafiia, celebrada
el dia dos de enero de dos mil cuatro, el cual fue
elevado a plblico mediante escritura autorizada por

el Notario de Barcelona, Don José Bauzd Corchs, el

" _ dia veintidés de enero del mismo afio, bajo el ntmero
188 de Protocolo, causante de la inscripcidén 45* de
la hoja que dicha Sociedad tiene abierta en el citado
Registro Mercantil, al que me remito y que considero
bastante a los fines de la presente.------=c=m=o--u--

Declara el seflor compareciente que dichos pode-
res no le han sido revocados, suspendidos ni limita-
dos en forma alguna; y que no ha sufrido alteracién

la personalidad juridica de la'Compaﬁia a la cual re

sabilidad, suficientemente facultado p#ra




presente escritura de Poder Especial, todo ello con
arreglo al articulo 98 de la Ley 24/2001 de 27 de di-
ciembre, 34 de la Ley 24/2005, de 18 de noviembre vy
166 del Reglamento Notarial. ----------=--c-comeu--n-

Y teniendo, a mi juicio, tal como interviene,
la capacidad legal necesaria para otorgar el presente

poder especial, ------------------“~—--c-“-----—--------

Que, en nombre de la mercantil “LABORATORIOS
LETI, S8.L." -8S0CIEDAD UNIPERSONAL-, CONFIERE PODER
ESPECIAL, pero tan amplio y bastante comoc en Derecho
se requiera y fuere menester, a favor de Dofia Dilia
Maria RODRIGUEZ D'ALEMAN (de nacionalidad colombiana,
titular de la cédula de ciudadania nimero 41.654.882,
de Bogota y tp. 20824), y de Doifla Claudia Lucia CARO
RAMIREZ (de nacionalidad colombiana, titular de 1la
cédula de ciudadania nimero 40.017.374, de Tunja Yy
tp. 36448), para que, en nombre y representacidn de
la Compafiia poderdante, cada una de ellas por si so-
la, pueda hacer uso de Jas facultades que resultan
del documento que me /entrega el compareciente Sr.
Grego, para protocoXizar junto a la presente, lo que
asi efectfio, el fL£ual se halla extendido a doble co-

'spaficl e inglés, y firmado por el
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propio sefior compareciente, cuya firma considero le-
gitima por obrar en el Protocolo de esta Notaria, y

que no se transcriben agui en méritos a la brevedad. -

Le leo, por su eleccidn, esta escritura, y en-
contrandola conforme, presta su consentimiento y fir-
ma, manifestando estﬁr conforme con el idioma en que
ha sido redactada.-----=~------o ..o

INFORMACION DE DATOS: De acuerdo con lo estable-
cido en la Ley Orgdnica 15/1999, el seflor compare-
ciente queda informado y acepta la incorporacién de
sus datos a los ficheros automatizados existentes en
la Notaria; datos gue se conservaran en la misma, con
caracter confidencial, al estar amparados por el se-

cretc del Protocolo, sin perjuicio de las remisiones

de obligado cumplimiento impuestas por la normativy




prestado, de que el otorgamiento se adecua a la lega-
lidad y a la voluntad debidamente informada del otor-
gante o interviniente, y de todo cuanto se contiene
en este instrumento plblico extendido en cuatro fo-
lios del Timbre del Estado exclusivo para documentos
notariales, nimeros el del presente y los tres ante-
riores en orden numérico correlativo.Sigue la firma
del compareciente. Signado y firmado El Notario auto-

rizante. Rubricado y sellado -----------------------

Aplicacidn Arancel, Dispogicidn. Adicional 3* Ley 8/1389
DOCUMENTO SIN BASE ARANCELARIA

SIGUEN DOCUMENTOS UNIDOS
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Carrera t I n° 86-53, Piso 6 Bogota Colombia Tel: (57 1) 618 1088-Fax: (57 1) 6350824-Email:clarkemodet@clarkemodet.com.co

PODER

Yo {nosotros), abajo firmante(s)

en mi (nuestro) carcter de representante(s) legales de
LABORATORIOS LETI SLU

una socicdad organizada y existente de acuerdo con las leyes de
ESPANA

y en actual cumplimiento de su objeto social, con domicilio en
GRAN VIA DE LES CORTS CATALANES 184, 7 Planta. 0B032
BARCELONA (ESPANA)

por ¢l presente instrumento conficro (conferimos) poder especial a favor
de DILIA MARIA RODRIGUEZ D'ALEMAN, con Cédula de
Ziudadania No, 41.654.882 dc Bogotd, y tp. 20824 y CLAUDIA
LUCIA CARO RAMIREZ, con Cédula de Civdadania No, 40.017.374
de Tunje, y tp. 36448, con domicilio cn Bogotd, Colombia, para que
actuando en su orden en nombre del (de la) otorgante ¢ (1a) representen
ante cualquier entidad, autorided y/o persona, especiaimente antc las del
arden Administrativo, Conlencioso Administrativo, Judicial, Tribunales
de Arbitramento y/o cualquier otro en lo referente a los siguientes
LETILER

Soticitar, tramitar, obtener y/o registrar cualquiera de las modalidades
de Propicdad Industrial, tales coma: patentes de invencidn, modelos de
utilidad; disefios industriales, variedades vegglales, marcas, lemas,
- nombres y enseias comerciales y denominaciones de origen; asl como

sus renovaciones, prorrogas, transferencias, cambios de nombre ylo
domicilio, contratos y licencias,
2) Solicitar, tramitar, obtener yfo registrar derechos de autor, en
- cualquiera de sus presentaciones asi como 18 proteccion de secretos
industriales y know-how.
3} Solicitar, tramitar, obtener y/o registrar registros sanitarios, permisos
ylo licencias de funcionamiento; asi como sus renovaciones o pramogas,
transferencias, cambias de nombre y/o domicilio, contratoes y licencias.
4) Ejercer acciones de opasicitn, observacion, reclamos, reconsideracion,
reposicion, apelacion, cancelacidn administrativa o judicial, nulidad,
proteceldn a! consumidor, concesion de licencias, proteccion de seeretos
industriales y demés acciones y recursos relacionados con derechos
derivados de los asuntos arriba indicados y en contra de la competencia
desleal, acciones derivadas de 1a obtencién o cxplotacién de licencias,
acciones de indemnizacion de perjuicios. También podri(n) intervenir cn
juicios civiles, comerciales, penales, contencioso-administrativos, tutclas
y de policle; en acciones © juicios promovidos por ¢! (la) mandante o en
contra ¢l (¢lla) .

%) Registrar nombres de dominio ante la entidad competente.

6) En ¢l cjercicio de estc mandato los mandatarios arriba mencionados

quedan facultados para: conciliar, cancelar, transigir, comprometer &n
itros, desistir, recibir y tomar posesién de la cosa objeto de litigio y

renunciar o desistir a derechos concedidos o en curse de concesion,

admitir tos hechos del proceso,

7) Ratificar o no la agencia oficiosa.

) Asi mismo faculto (facuttamos) a los mencionados apoderados para

recibir notificaciones y designar apoderrdos judiciales o extrajudiciales,

sustituir el presente peder y revocar tas sustituciones que hicicren.

Dado y firmado en

alos dias de

POWER OF ATTORNEY
I (we), the undersigned

legal representative(s) of
an organization existing under the laws of
and in present execution of its business activity, domiciled at

do hercby grant POWER OF ATTORNEY 10 DILIA MARIA RODRIGUEZ
D'ALEMAN, identification card No. 41.654.882 of Bogota, and tp, 20824
and CLAUDIA LUCLA CARO RAMIREZ, tp. 36448, identification card No,
40.017.374 of Tunjs, residing in Bogotd, Colombia, to act in the order of their
appointment in behalf of grantor before any entity, authority and/or natural or
juridical person, specially before those Administrative, Administrative-
Contentious, Judicial, arbitration couris, and/or any other, in oll matters
conceming the fotlowing:

1) To apply, process, oblain and/or register any of the modalities of Industrial
Property, such as: Patents of Invention, Uulity Models; Designs, plant
varieties; Marks, Slogans, Trade Names and cmblems and appeiiations of
Qrigin; as well as their renewals, extensions, assignments, changes of name
and/or domicile, agreements and licenses.

2) To apply, process, obtain and/or register copyrights of any kind as well as
protection of indusirial secrets or know-how.

3) To apply, process, obtain and/or register sanitary registrations, operating
authorizations andfor licenses; as well as their renewals or extensions,
assignments, changes of name and/or domicile, agreements and licenses.

4} To bring actions of opposition, observations, claims, reconsideration,
appeal or legal remedics, canceliations, nullity, protection to the consumer,
granting of licenses, protection of trade secrets and other actions related with
rights derived from the above- mentioned inatiers and against the unfair
competition, actions resulting from the obtaining or exploitation of licenses,
recovering damages actions. They can also intervenc or participate in Civil,
Commercial, Criminal or Contentious-Administrative Trials; the actions for
writ mandamus, police netions; in actions, lawsuits or litigations instituted by
the grantor or agninst him, -

5) To register domain names before the competent entity.
6) To the cffect of this mandate the above-named proxy are cmpowpred to:
conciliate, cancel, settle, submit te arbitration, withdraw and to 5 cive and
take possession of the litigation related object and waive or rencug
granted or in process of granting, admil the facts of the case.

T To matify or not the officious agency.
8) ! {we) hercby appoint the afore mentioned attorn
notifications and to designate judicial and extra-jud
this Power of Attomey and to revoke such substijdti

Granted and signed &t

on this day of

Firma / signature

v




CONCUERDA con su original, que bajo el expresado nG-
mero obra en mi Protocolo general corriente. Y a uti-
lidad de "LABORATORIOS LETI, S.L."-SOCIEDAD
UNIPERSONAL-, expido la presente copia quedando ex-
tendida en cinco folios de papel timbrade del Estado,
exclusivo para documentos notariales, nUmeros €l del
presente y los cuatro anteriores correlativos en or-
den que signo firmo y rubrico. En Barcelona a mismo
dia de autorizacidn.Doy Fe.

£E PUBL o
NOTAR}AL

OTARIADO |, « NeLT
EUROPA H oy P

*:u. TRIUS fipe * a‘? [
*

10




+*

10172008

835099

BT

e

7183

6L9866040V

.ha sido firmado por DON JOSE BAUZA CORCHS
.gquien actQa en calidad de Notario, en copia de escritura de ---

APOSTILLE
(Convention de La Haye du 5 octobre 1961}

.Pais ESPARA------------- el

El presente documento piblico

Poder, nOGmero 143/2009, ctorgado por LABORATORIOS LETI, S.L. --
Sociedad Unipersonal, cuya firma ha sido extendida en el folio
namerc 8Y7719063 de papel exclusive para documentos notariales.

4.y estd revestido del sello/timbre de su Notaria de ------------

BARCE LN A - m - m s mr o v - m o m m m e e m e e e e m e mm e memo oo
CERTIFICADO

5.en BARCELONA----=-w---c- 6.el dia 6 de febrero de 2009.--------

7.por DON JOAN CARLES OLLE FAVAR(O, Decanc de la Junta Directiva -

.bajo el numero:
.Sello/timbre:

del Ilustre Colegio Notarial de Catalufia.
—6510/ 2009 = - - m - - - e eea oo
10.Firma:
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DIAGNOSTICO DE UNA PARASITOSIS TAL COMO LA LEISHMANIASIS
USANDO UN EXTRACTO DE PROTEINAS RIBOSOMICAS (RPE)
Resumen

Un método de diagnéstico para Leishmaniasis en el cual se usa un RPE.
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DIAGNOSTICO DE UNA PARASITOSIS TAL COMO LA LEISHMANIASIS
USANDO UN EXTRACTO DE PROTEINAS RIBOSOMICAS (RPE)

Campo de la invencién

La invencién se refiere a un método de diagnéstico para una parasitosis
tal como la Leishmaniasis usando un RPE.

Antecedentes de la invencion

La Leishmaniasis visceral canina (CVL) es una zoonosis emergente
importante en los paises que rodean la cuenca mediterranea, en Medio
Qriente, y en Latinoamérica (20). Esta grave enfermedad es causada por [ef
organismo) Leishmania infantum en el area mediterranea, en Medio Oriente y
en los paises asidticos y L. chagasi en Latinoamerica (20, 21). Debido a sus
relaciones genoiipicas, ambas especies que causan la CVL en diferentes
continentes se pueden considerar idénticas (26).

Al ser infectados, los perros pueden desarroltar diferentes formas de ia
enfermedad; asintomatica, oligosintomatica o sintomatica (4). La infeccidon
sintomatica da como resultado la muerte y sus manifestaciones clinicas
incluyen aiteraciones cutaneas como alopecia, dermatitis, onicogrifosis (3, 11),
y también manifestaciones en visceras con alteraciones renales, hepéticas y
cerebrales (18, 28). Algunos de los perros infectados permanecen
asintomaticos o desarrollan unos pocos sintomas suaves y se los clasifica
como oligosintomaticos (4). La CVL puede no ser considerada solo como una
enfermedad veterinaria porque los perros infectados (aun los asintomaticos)
son el principal reservorio doméstico del parasito para la infeccion humana (1).
Por lo tanto, para reducir la transmision de Leishmania de perros a humanos es

necesario diagnosticar la Leishmaniasis canina lo antes posible.
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La presencia de anticuerpos especificos anti-Leishmania en perros
infectados asintomaticos, oligosintomaticos y sintomaticos (4, 9, 34) ha
permitido el desarrollo de pruebas serolégicas que incluyen pruebas con
anticuerpos inmunofluorescentes (IFAT), transferencia Western, pruebas
inmunocromatograficas, y ensayo por inmunoabsorcidn ligado a enzimas
(ELISA) (revisado en (23)). El diagndstico de la CVL usando ensayos ELISA en
base a antigenos de Leishmania solubles en bruto (SLA) ha demostrado
poseer una alta sensibilidad pero baja especificidad debido al parentesco
antigénico entre Leishmania y otros protozoarios patogénicos (16). Como
estrategia para desarrollar una prueba serodiagnéstica especifica para CVL, se
obtuvieron diferentes antigenos de parasitos como proteinas recombinantes (5,
10, 24). Sin embargo, debido a la alta variabilidad observada en la respuesta
humoral de los perros individuales infectados contra fos diferentes antigenos de
parasitos (19, 31), un diagndstico eficiente en base una proteina recombinantes
puede requerir una mezcla de proteinas recombinantes o el uso de proteinas
guimericas que contienen varios antigenos del pardsito no relacionados (6, 31,
36). El diagnéstico especifico de la CVL también se puede desarrollar usando
fracciones de parasitos en bruto analizadas por transferenéia Western 0
preparados del parésito purificados (8, 17). Por ejemplo, ya ha sido
desarrollado un ensayo ELISA en base a un antigeno de Leishmania soluble
(SLA) (27, 31). Sin embargo, este ensayo basado en SLA no es
suficientemente especifico para diagnosticar la Leishmaniasis asintomética.
Ademas, los sueros de sujetos con otras parasitosis diferentes de la

Leishmaniasis darén una reaccion falsamente positiva con un ensayo basado
en SLA.
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Por lo tanto, adn existe la necesidad de un método de diagnéstico
mejorado para una parasitosis tal como la Leishmaniasis, que no tenga todas
las desventajas de los métodos existentes,

Descripcion de la invencion

En este frabajo, los inventores muestran que un RPE, especialmente un
RPE de Leishmania (LRPE) se puede utilizar con ventaja para diagnosticar una
parasitosis tal como la Leishmaniasis: este nuevo método de diagnéstico es
mas especifico que los métodos de diagnéstico conocidos tales como un
meétodo basado en SLA tal como se demuestra en el ejemplo. Este nuevo
meétodo permite un diagndstico presintomatico de la Leishmaniasis que es
crucial para prevenir o reducir la transmision de Leishmania de perros un
humanos.

La invencion se describe mas ampliamente a continuacién.

Uso

En un primer aspecto, se provee el uso de un extracto de proteinas
ribosémicas (RPE) para diagnosticar una parasitosis en un sujeto.

Tal como se lo define aqui, un extracto de proteinas ribosémicas se
puede obtener llevando a cabo los siguientes pasos, usando una célula del
parasito que causa una parasitosis cuando est4 presente en un sujeto:

a. mezclar una célula del parasito con una solucién amortiguadora de
pH de lisis,

b. centrifugar la mezcla que se obtuvo para obtener un extracto

citosdlico,

c. preparar el extracto de proteinas ribosémicas a partir del extracto

citosblico que se obtuvo.
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En el paso a, un parasito preferiblemente significa un protozoario. Los
parasitos preferidos se definen aqui mas adelante. Mas preferiblemente, un
protozoario estad en la etapa de promastigote. Las personas con experiencia
sabran la cantidad aproximada de células de parasitos que son necesarias para
preparar una cantidad deseada de RPE. Tipicamente, para preparar 500
microgramos de RPE, se deberfan utilizar 3x10° células del pardsito. Una
solucién amortiguadora de pH de lisis es una solucién amortiguadora de pH,
que lisara por lo menos a algunas de las céluias del parasito. Por lo menos
algunas signiﬁ_ca preferiblemente por lo menos 50% de las células, o por lo
menos 60%, 70%, 80%, 90% o 100%. Una solucion amortiguadora de pH de
lisis preferida comprende un tensioactivo no ibnico. Se obtuvieron buenos
resultados con Nonidet P 40 (NP40) como tensioactivo no idnico. Sin embargo,
se puede usar ofro tensioactivo no iénico. Una solucién amortiguadora de pH
de lisis preferida que se utiliza es la siguiente (Solucién amortiguadora de pH
AY. Tris HCI 10mM, pH 8,0, NaCl 150 mM, MgCl; 1,5 mM y NP40 al 0,5%
(Roche) y preferibiemente suplementada con inhibidores de proteasa tales
como PMSF 1mM, Leupeptina 8 ug/ml, Aprotinina 4 ug/ml y Pentatin 8 pg/ml).
Tipicamente, una cantidad apropiada de céiulas de paréasitos (10° células/ml de
soluciéon amortiguadora de pH A) se mezcla suavemente con esta solucién
amortiguadora de pH de lisis usando una pipeta Eppendorf.

En el paso b, sobre la mezcla que se obtuvo del paso a se aplica por lo
menos un paso de centrifugacién a 4°C. Usualmente, se lleva a cabo un primer
paso de centrifugacion a 3.000g durante 2 minutos. El sobrenadante que se

obtiene preferiblemente se vuelve a centrifugar a 13.000g durante 15 minutos a

4°C una vez o dos veces.
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En el paso c, el sobrenadante que se obtiene se utiliza para preparar un
RPE segun se describe en (45). En resumen, el sobrenadante que se obtiene
se somete a una centrifugacion a alta velocidad a 90.000 rpm durante 30 min a
4 °C. Preferiblemente se utiliza un rotor Beckman TL100.3. El granulo que se
obtiene es un granulo ribosémico en bruto, que se resuspende en una solucién
amortiguadora de pH apropiada tal como la solucién amortiguadora de pH B
(Tris-HCI 20 mM, pH 7,4, AcNH, 500 mM, MgCL, 100 mM, B-mercaptoetanol
osmM) y se centrifuga a través de un gradiente de sacarosa discontinuo
{20/40%) en una solucion amortiguadora de pH apropiada tal como la solucién
amortiguadora de pH A a 90.000 rpm a 4 °C. Aqui, nuevamente, el rotor
preferido es un rotor TL100.3. El granule que se obtiene comprende ribosomas.
Este granulo preferiblemente se disuelve en PBS (solucion salina
amortiguadora de pH al fosfato), se sonica y se aimacena a -70 °C.

Las proteinas ribosémicas son proteinas citosdlicas bien conservadas.
Por lo tanto, se puede preparar el RPE que se define aqui a partir de cualquier
organismo eucaridtico, tanto vegetales como animales, ya sean estos
mamiferos, reptiles, peces, insectos, ¢ cualquier otro organismo con
cromosomas, como por ejemplo protozoarios. Preferiblemente el RPE se
obtiene de un organismo cercano al organismo causante de la enfermedad,
(preferiblemente una parasitosis) en el arbol evolutivo. Por lo tanto, para utilizar
en el tratamiento de una parasitosis son particUlarmente interesantes como
fuentes de RPE los protozoarios como los plasmodios y en particular los
miembros de la familia de los tripanosomas, mas en particular diferentes
especies de los protozoarios tripanosémicos Leishmania o Trypanosoma. Hay

mas de 20 especies conocidas de Leishmania, que incluyen especies del
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subgénero Leishmania, que comprenden al complejo L. major, que incluyen L.
major, el complejo L. donovani, que incluye a L. chagasi, L. donovani y L.
infantum, el complejo L. mexicana, que incluye a L. amazonensis y L.
mexicana, asi como las subespecies Viannia, que comprenden al complejo‘ L.
braziliensis, que incluye a L. braziliensis y L. peruviana y el complejo L.
guyanensis, que incluye a L. guyanensis y L. panamensis. Las especies de
plasmodios particularmente interesantes son Plasmodio falciparum y Plasmodio
vivax. En una forma de realizacién preferida, se obtiene un RPE de una
especie de Leishmania, preferiblemente Leishmania major y/o Leishmania
infantum. En otra forma de realizacion preferida, se obtiene un RPE de una
especie de Plasmodium. Las personas con experiencia comprenderan que
también se puede preparar un RPE mezclando un RPE proveniente de varios
organismos diferentes segln se los identifica aqui. El uso de un RPE en un
método de diagndstico de la invencion en vez de usar una determinada
proteina es bastante atractivo porque un RPE contiene una gran cantidad de
antigenos diferentes. Cada uno de dichos antigenos potencialmente puede
diagnosticar la presencia de una respuesta inmune en un sujeto. Ademas, hay
sujetos que responden al antigenc A y no al B y viceversa. Por lo tanto, un RPE
seglin se usa aqui es (til para utilizar en una amplia poblacion de sujetos
porque .contiene una gran cantidad de antigenos diferentes. En una forma de
realizacion preferida, el RPE comprende por 1o menos una proteina ribosémica
y/o por lo menos un antigeno de una proteina ribosémica y/o por lo menos un
fragmento de proteina de una proteina ribosdmica. En una forma de realizacion
mas preferida, el RPE comprende por lo menos dos proteinas ribosémicas y/o

por lo menos dos antigenos de una proteina ribosémica y/o por lo menos dos
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fragmentos de proteina de una proteina ribosémica. Tal como se lo define aqui,
un fragmento de proteina es preferiblemente un fragmento que comprende por
lo menos 2, 3, 5, 7, 10, 15, 20, 25, 30 0 mas aminoéacidos contiguos de una
proteina ribosémica correspondiente. En una forma de realizacion, el RPE que
se define aqui no comprende o no consiste en las proteinas ribosémicas acidas
PO de Leishmania infantum ni/o el antigeno ribosémico LbeF4A de Leishmania
braziliensis. En otra forma de realizacion, el RPE que se define aqui no
comprende un epitope originado en el antigeno ribosémico acido LcPo de
Leishmania chagasi segin se divulga en EP 824 699 o no consiste en este.
Mas preferiblemente, el RPE no comprende los 17 aminodcidos situados en el
C terminal de LcPo o no consiste en estos: los aminoacidos 306-322 de LcPo
representados por SEQ ID NO:2 en EP 824 699, que también se identifica
como SEQ ID NO:1 en la lista de secuencias.

Una ventaja de la presente invencion es que permite alcanzar un
diagnodstico especifico y temprano de un espectro mas amplio de parasitosis.
Un ejemplo de una parasitosis en la cual se da esto es la Leishmaniasis. En
una forma de realizacién preferida, una parasitosis es la Leishmaniasis o
malaria. Mas preferiblemente, una parasitosis es causada por una Leishmania
0 por una especie de Plasmodium.. En una forma de realizacion preferida
adicional, una parasitosis es causada por una especie diferente de las especies
de las cuales deriva el RPE. En particular, ia Leishmaniasis causada por una
especie del género Leishmania se puede diagnosticar usando una composicion
basada en un RPE proveniente de otras especies de Leishmania. En una forma
de realizacién, la Leishmaniasis causada por L. major se diagnostica con éxito

con una composicion que comprende un RPE proveniente de L. infantum.
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Como alternativa, otras parasitosis, como por ejemplo malaria, se puede
diz-ignosticar con éxito con una composicion basada en un RPE de otra especie,
por ejemplo basada en un RPE de L. infantum.

En el contexto de la invencién, un sujeto significa un humano o un
animal. Los animales abarcados por e! alcance de la invencion incluyen a los
mamiferos, preferiblemente a un humano ¢ un perro. En principio, usando |a
invencién el diagnéstico se puede réaiizar en cualquier sujeto. El método de
diagnostico se puede aplicar tan frecuentemente como sea necesario en un
sujeto. Preferiblemente, un sujeto al que se le realiza el diagnéstico es un
sujeto de quien se sospecha que esta en riesgo de haber sido infectado con
dicho parasito causandole dicha parasitosis. Un sujeto de quien se sospecha
que estd en riesgo de haber sido infectado con dicho parasito puede vivir en un
area endémica o puede haber visitado un area endémica. Las areas endémicas
incluyen el norte de Africa de Argelia a Arabia Saudita, Kenya, Sudan, Etiopla.
También incluyen el sur de Europa: paises mediterranecs Espaha, Francia,
Grecia, etc. También incluyen a América Central (todos los paises) vy
Sudamérica: Brasil, Venezuela, Per(, Bolivia, Colombia, norte de Argentina,
Paraguay, Uruguay; asi como Asia Central al sudoeste de Asia: India, Irdn,
Irak, Mongolia, Nepal, Bangladesh.

En el contexto de la invencidon, el uso que se define aqui es
preferiblemente un uso in vitro o ex vivo. Esto preferiblemente significa que
dicho uso se lleva a cabo sobre una muestra proveniente de dicho sujeto. Las
muestras preferidas incluyen sangre, suero, plasma, saliva, fluido
cerebroesginal u orina. Mas preferiblemente, ia muestra es una muestra de

sangre o suero que se obtuvo de un sujeto.
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En una forma de realizacion preferida, el diagnostico se obtiene antes de
la aparicion de un sintoma de dicha parasitosis, denominado diagnéstico
presintomatico o diagnéstico de un sujeto asintomatico. En este contexto, “pre-
sintomatico” preferiblemente significa por lo menos un dia, por lo menos dos
dias, por lo menos tres dias, por lo menos cuatro dias, por lo menos cinco dias,
por lo menos seis dias, por lo menos siete dias, por lo menos ocho dias, por lo
menos nueve dias, por lo menos diez dias por lo menos 15 dias, por lo menos
20 dias, por lo menos 25 dfas, por lo menos 30 dias o mas antes de la
aparicién de un primer sintoma. Un primer sintoma o un primer signo clinico
asociado con parasitosis taleé como la Leishmaniasis se puede seleccionar
entre la siguiente lista: fiebre, esplenomegalia, hepatomegalia, linfadenopatia,
conjuntivitis, dermatitis onicogrifosis, qeratoconjuntivitis, apatia y caquexia. La
mayoria de estos se puede detectar simplemente mediante un examen fisico
externo. La conjuntivitis, dermatitis, onicogrifosis, geratoconjuntivitis son formas
de alteracién cutanea.

Un primer sintoma preferido relacionado con la Leishmaniasis es la
linfadenopatia. Esta se puede detectar mediante un examen fisico externo tal
como una palpacion.

En otra forma de realizacion preferida, se obtiene un diagndstico antes
de la aparicion de algunos de los sintomas de dicha parasitosis, denominado
diagnodstico de un sujeto oligosintomatico. En este contexto, “oligosintomatico”
preferiblemente significa un sujeto con un maximo de tres de los sintomas que
se definieron anteriormente.

En otra forma de realizacion preferida, se obtiene un diagnéstico antes

de la aparicion de todos los sintomas de dicha parasitosis, denominado
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diagnoéstico de un sujeto sintomatico. En este contexto, “sintomatico”
preferiblemente significa un sujeto con por lo menos cuatro de los sintomas que
se definieron anteriormente que incluyen una forma de alteraciéon cutanea tal
como se la defini6 anteriormente,

Las personas con experiencia comprenderan que el tipo de diagnéstico
mas importante es el diagndstico de sujetos asintomaticos, ya que contribuira a
prevenir la dispersién adicional de la enfermedad y a los sujetos asintomaticos
se les puede ayudar y curar mas eficientemente si son diagnosticados en dicha
etapa. |

Método

En un segundo aspecto se provee un método para diagnosticar una
parasitosis en un sujeto usando RPE, donde el método comprende determinar
si un anticuerpo que reconoce al RPE estd presente en una muestra que se
obtuvo del sujeto. Un método preferido de la invencion consiste en llevar a
cabo un uso preferido de la invencion preferiblemente in vifro o ex vivo.
Anteriormente se ha dado una definicion.

En un método preferido, el RPE esta presente en una composicion. El
RPE ha sido definido antes aqui. En una forma de realizacién preferida, en
dicha composicién hay presente otro compuesto. Como alternativa, ningan otro
compuesto esta presente en dicha composicion.

En una forma de realizacidén preferida, se utilizan otros compuestos en
forma consecutiva con el RPE o simultdneamente para mejorar la especificidad
del método. Por ejemplo, es ventajoso usar otros compuestos que seran
capaces de discriminar entre sujetos asintomaticos, oligosintoméaticos o

sintomaticos y sujetos vacunados. Mas preferiblemente, dichos compuestos no

000033



11

estan presentes en una Unica composicion junto con el RPE. Por ejemplo, se
puede usar otro antigeno no relacionado de un parasito que causa dicha
parasitosis (31) tal como la Leishmaniasis. Otro ejemplo es el uso de poli-
proteinas que contienen varios antigenos del parasito (6, 36). Los antigenos
preferidos incluyen una proteina histona o un fragmento de la misma o una
molécula de acido nucleico que codifica a dicha histona. Mas preferiblemente,
una p'roteina histona es HZA, H2B, H3 y/o H4 segin se las identifica en EP 1
687 023. Las histonas H2A, H2B, H3 y H4 son protelnas nucleares bien
conservadas y su secuencia es bien conocida en el arte, véase por ejemplo
Requena et al., Trends in Parasitol. (2000) 16:246. Preferiblemente las histonas
se obtienen de un organismo que es cercanc en €l en el arbol evolutivo al
organismo que causz la enfermedad. Por lo tanto, una fuente de histonas
particularmente interesante para utilizar en el tratamiento de parasitosis tales
como la Leishmaniasis son los protozoarios y en particular los miembros de la
familia de los tripanosomas, por ejemplo los plasmodios, méas en particular las
diferentes especies de protozoarios tripanosémicos Leishmania.

En un método de diagndstico mas preferido, se diagnostica una
parasitosis cuando hay presente una cantidad detectable de un anticuerpo que
reconoce al RPE y/o cuando hay presente un aumento de la cantidad de dicho
anticuerpo. En un sujeto de control o saludable, generalmente dicho anticuerpo
es indetectable.

La deteccion de la presencia de dicho anticuerpo se lleva a cabo usando
métodos conocidos por las personas con experiencia tales como ELISA. Las
formas de deteccion preferidas se describen en la seccién titulada Ensayo.

Un anticuerpo que reconoce al RPE preferiblemente significa que hay
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presente por lo menos un anticuerpo gue es capaz de reconocer a por lo
menos un compuesto presente en el RPE. Dicho compuesto puede ser una
proteina ribosémica o un fragmento de proteina ribosdmica o un antigeno
ribosémico de una proteina ribosomica.

Ensayo

En un tercer aspecto, se provee un dispositivo de ensayo o un ensayo
para diagnosticar una parasitosis en un sujeto, donde el dispositivo o el ensayo
comprenden RPE. [La presencia de un anticuerpo que reconoce
especificamente al RPE se puede detectar por cualquiera de los métodos
estandar conocidos por aquellos con experiencia en el arte (véase, por
ejemplo, Harlow y Lane, Antibodies; A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor
Laboratory, 1988, que se incorpora aqui como referencia). Los métodos
apropiados incluyen ensayos de cromatografia de afinidad con electroforesis
(ACE) y (ensayo por inmunoabsorcién ligado a enzimas Ensayo por
inmunoabsorcion ligado a enzimas) ELISA. Preferiblemente, el ensayo
comprende un ELISA. A continuacién se describen mas extensivamente varios
ensayos.

En una forma de realizacién preferida, un ensayo incluye el uso de RPE
inmovilizado sobre un soporte sélido para unirse a un anticuerpo de la muestra
y eliminarlo de la misma. Luego, dicho anticuerpo unido se puede detectar
usando un reactivo de deteccién que se une al complejo anticuerpo/RPE vy
contiene un grupo informante detectable. Los reactivos de deteccion
apropiados incluyen anticuerpos que se unen al complejo anticuerpo/RPE vy
polipéptido libre marcado con un grupo informante (por ejemplo, en un ensayo

de semi-competencia). Como alternativa, se puede utilizar un ensayo de
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competencia, en el cual un anticuerpo que se une a RPE se marca con un
grupo informante y se le permite unirse al RPE inmovilizado luego de la
incubaciéon del RPE con la muestra. La extensidon hasta la cual los
componentes de la muestra inhiben la unién del anticuerpo marcado al RPE es
indicativa de la reactividad de la muestra con el RPE inmovilizado.

Un soporte sélido puede ser cualquier material conocido por aquellos
con una experiencia normal en el arte al cual puede unir el RPE. Por ejemplo,
un soporte puede ser una cavidad de prueba en una placa de microtitulo o una
membrana de nitrocelulosa u otra membrana apropiada. Como alternativa, un
soporie puede ser una cuenta o disco, como por ejemplo de vidrio, fibra de
vidrio, latex o un material plastico tal como poliestireno o poli{cloruro de vinilo).
El soporte también puede ser una particula magnética ¢ un sensor de fibra
Optica, como por ejemplo aquellos que se divulgan, por ejemplo, en la Patente
de los EE.UU. No. 5.359.681.

El RPE se puede unir al soporte sélido usando una variedad de técnicas
conocidas por los expertos en la técnica. En el contexto de la presente
invencién, el término “unido" se refiere tanto a una asociacién no covalente,
como por ejemplo adsorcién, como a una unidén covalente (que puede ser una
unidn directa entre el antigeno y los grupos funcionales sobre el soporte o
puede ser una conexidn a través de un agente reticulante). Se prefiere la unidn
por adsorcién a una cavidad en una placa de microtitulo o0 a una membrana. En
dichos casos, fa adsorcién se puede conseguir poniendo en contacto al RPE,
en una solucién amortiguadora de pH apropiada, con el soporte solido durante
un lapso de tiempo apropiado. El tiempo de contacto varia con la temperatura,

pero tipicamente es de entre 1 hora y 1 dia. En general, el contacto entre una
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cavidad de una placa de microtitulo de plastico (tal como poliestireno o
poli(cloruro de vinilo)) con una cantidad de RPE dentro del rango entre 10 ng y
1 g, vy preferiblemente 100 ng, es suficiente para unirse a una cantidad
adecuada de RPE.

La unién covalente de RPE a un soporte sélido generalmente se puede
conse‘guir' haciendo reaccionar primero el soporte con un reactivo bifuncional
que reaccionara tanto con el soporte como con un grupo funcional, como por
ejemplo un grupo hidroxilo o amino, sobre el polipéptido. Por ejemplo, el RPE
se puede unir a uh soporte con un recubrimiento de un polimero apropiado
usando benzogquinona o por condensacion de un grupo aldehido sobre el
soporte con una amina y un hidrégeno activo sobre el polipéptido (véase, por
ejemplo, Pierce Immunotechnology Catalog and Handbook (1991) at A12-A13).

En ciertas formas de realizacién, el ensayo es un ensayo por
inmunoabsorcidon ligado a enzimas (ELISA). Este ensayo se puede llevar a
cabo poniendo en contacto primero un RPE que ha sido inmovilizado sobre un
soporte sdlido, comunmente la cavidad de una placa de microtitulo, con la
muestra, de tal manera de permitir que los anticuerpos especificos para RPE
dentro de la muestra se unan al RPE inmovilizado. Luego, la muestra no unida
se separa del RPE inmovilizado y se agrega un reactivo de deteccion capaz de
unirse al compléjo anticuerpo-RPE inmovilizado. Luego se determina la
cantidad de reactivo de deteccién que permanece unido al soporte sélido
usando un método apropiado para el reactivo de deteccion especffico.

Una vez que e! RPE esta inmovilizado sobre el soporte, '!os restantes
sitios de unién a la proteina sobre el soporte tipicamente quedan bloqueados.

Se puede emplear cualquier agente bloqueante apropiado conocido por
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aquelios con una experiencia normal en el arte, como por ejemplo albumina de
suero bovino (BSA) o Tween 20 (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO). Luego,
el RPE inmovilizado se incuba con la muestra, y se permite que el anticuerpo
(si estd presente en la muestra) se una al RPE. Se puede diluir una muestra
con un diluyente apropiado, como por ejemplo solucién salina amortiguadora
de pH al fosfato (PBS) antes de la incubacidon. En general, un tiempo de
contacto apropiado (es decir, tiempo de incubacién) es el periodo de tiempo
suficiente para permitir detectar la presencia de anticuerpo dentro de una
muestra. Preferibiemente, el tiempo de contacto es suficiente para conseguir un
nivel de unidn de por lo menos 95% de! que se consigue en el equilibrio entre el
anticuerpo unido y el anticuerpo no unido. Aquellos con una experiencia normal
en el arte reconoceran que el tiempo necesario para conseguir el equilibrio se
determinar puede facilmente analizando el nivel de unidn que se da durante un
periodo de tiempo. A la temperatura ambiente, generalmente es suficiente un
tiempo de incubacidn de aproximadamente 30 minutos.

Luego se puede retirar la muestra no unida lavando el soporte sélido con
una solucion amortiguadora de pH apropiada, como por ejemplo PBS que
contiene Tween 20 Tom al 0,1%. Luego se puede agregar el reactivo de
deteccion a un soporte sélido. Un reactivo de deteccién apropiado es cualquier
compuesto que se una al complejo anticuerpo-RPE inmovilizado y que pueda
ser detectado por cualquiera de una variedad de medios conocidos por los
expertos en la técnica. Preferiblemente, el reactivo de deteccion contiene un
agente de unién (tal como, por ejemplo, Protelna A, Protelna G,
inmunoglobulina, lectina o antigeno libre) conjugado a un grupo informante. Los

grupos informantes preferidos incluyen enzimas (tales como la peroxidasa de
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rabano picante), sustratos, cofactores, inhibidores, tinturas, radiondclidos,
grupos luminiscentes, grupos fluorescentes y biotina. La conjugacion del
agente de unidon al grupo informante se puede conseguir usando métodos
estandar conocido por agquellos con una experiencia normal en el arte. Los
agentes de unién comunes también se pueden adquirir conjugados a una
variedad de grupos informantes de muchas fuentes (por ejemplo, Zymed
Laboratories, San Francisco, CA y Pierce, Rockford, IL).

Luego, el reactivo de deteccion se incuba con el complejo de anticuerpo-
RPE inmovilizado durante un lapso de tiempo suficiente para detectar el
anticuerpo unido. Un lapso de tiempo apropiado generalmente se puede
determinar viendo las instrucciones del fabricante o analizando el nivel de unién
que se da durante un periodo de tiempo. Luego se elimina el reactivo de
deteccidén no unido y se detecta el reactivo de deteccién unido usando el grupo
informante.

El método que se emplee para detectar el grupo informante depende de
la naturaleza del grupo informante. Par los grupos radioactivos, generalmente
son apropiados los conteos de centellec 0 métodos auto radiograficos. Para
detectar tinturas, grupos luminiscentes y grupos fluorescentes se pueden
utilizar métodos espectroscopicos. [a biotina se puede detectar usando
avidina, acoplada a un grupo informante diferente (cominmente un grupo
radioactivo o flucrescente o una enzima). Los grupos informantes en la enzima
generalmente se pueden detectar por agregado de un sustrato (generalmente
durante un periodo de tiempo especifico), seguido de analisis espectroscdpico
u ofro tipo de analisis de los productos de reaccion.

Para determinar la presencia o ausencia de un anticuerpo especifico
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para una parasitosis tal como la Leishmaniasis en una muestra, generalmente
se compara la sefal detectada del grupo informante que permanece unido al
soporte sdlido con una sefial que corresponde a un valor de corte
predeterminado. En una forma de realizacion preferida, el valor de corle es
preferiblemente la media aritmética de la sefial que se obtiene cuando se
incuba el RPE inmovilizado con una muestra proveniente de un sujeto no
infectado. En general, una muestra que genera una sefial que es tres
desviaciones estandar mayor que el valor de corte predeterminado se
considera positiva (es decir, reactiva con el RPE). En un forma de re.alizacién
preferida alternativa, el valor de corte se determina usando una Curva de
Recepcion por el Operador, de acuerdo con el método de Sackett et al., Clinical
Epidemiology: A Basic Science for Clinical Medicine, p. 106-7 (Little Brown &
Co., 1985). En resumen, en esta forma de realizacién, el valor de corte se
puede determinar en base a una grafica de pares de tasas positivas verdaderas
(es decir, sensibilidad) y tasa de falsos positivos (100%-especificidad) que
corresponde a cada valor de corte posible para el resultado de la prueba de
diagnéstico.

El valor de corte que en la grafica es mas cercano a la esquina superior
izquierda (es decir, el valor que encierra la mayor area) es el valor de corte mas
exacto, y una muestra que genera una sefal que es mayor que el valor de
corte determinado por este método se puede considerar positivo. Como
alternativa, el valor de corte se puede desplazar hacia la izquierda a lo largo de
la grafica, para minimizar la tasa de faisos positivos, o hacia la derecha, para
minimizar la tasa de faisos negativos.

En una forma de realizacién relacionada, se lleva a cabo un ensayo de
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flujo pasante o en un formato de tiras de prueba, donde el RPE se inmoviliza
sobre una membrana tal como nitroceluiosa. En la prueba de flujo pasante, los
anticuerpos dentro de la muestra se unen al RPE inmovilizado a medida que la
muestra pasa a través de la membrana. Luego, un reactivo de deteccion (por
gjemplo, proteina A-oro coloidal) se une al complejo anticuerpo-RPE a medida
que la solucién que contiene el reactivo de deteccion fluye a traves de la
membrana. Luego se puede llevar a cabo la deteccidén de reactivo de deteccion
unido segun se describié anteriormente. En el formato en tiras de prueba, un
extremo de la membrana al cual esta unido el RPE se sumerge en una solucién
que contiene la muestra. La muestra migra a lo largo de la membrana a través
de la regién que contiene el reactivo de deteccidn y hacia el area de polipéptido
inmovilizado. La concentracién del reactivo de deteccion en el RPE indica la
presencia en |la muestra de un anticuerpo especifico para un antigeno de un
parasito que causa una parasitosis tal como |la Leishmaniasis. Tipicamente, la
concentracién del reactivo de detecciéon en dicho sitio genera un patron, como
por ejemplo una linea, que se puede leer visualmente. La ausencia de dicho
patrén indica un resuitado negativo. En general, la cantidad de RPE
inmovilizado sobre la membrana se selecciona de manera de generar un patrén
discernible visualmente cuando una muestra contiene un nivel de anticuerpo
que pedria ser suficiente para generar una sefial positiva en un ELISA, segin
se expuso anteriormente. Preferiblemente, la cantidad de RPE inmovilizado
sobre la membrana varia dentro del rango entre 25 ng y 500 ng. Dichas
pruebas tipicamente se pueden llevar a cabo con una cantidad muy peguena
(por ejemplo, una gota) de suero o sangre del sujeto.

Cualquier sujeto o médico puede usar este dispositivo en la
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oficina/hogar, y repetir el uso de dicho dispositivo 0 ensayo tan frecuentemente
cOmMOo $ea necesario.

Usualmente, en un ensayo se utilizan moléculas adicionales como
control positivo 0 negativo, Un control positivo tipico puede ser un anticuerpo
que reconoce a moléculas que se sabe que estan presentes en una muestra
que se va a analizar. Un control negativo tipico puede ser un anticuerpo que
reconoce a moléculas que se sabe que estan ausentes en una muestra que se
va a analizar.

En este documento y en sus reivindicaciones, el verbo “comprender” y
sus conjugaciones se utilizan en su sentido no limitante para significar que los
articulos que siguen a la palabra se encuentran incluidos, pero que no se
excluyen los articulos que no se mencionan especificamente. Ademas el verbo
“consistir’ puede ser reemplazado por “consistir esencialmente en” significando
que respectivamente un producto, un dispositivo de ensayo, un método o un
uso tal como se los define aqui puede comprender componente(s)
adicional(es), respectivamente paso(s) adicional(es) ademas de aquellos cjue
se han identificado especificamente, donde respectivamente dicho(s)
componente(s) adicional(es), paso(s) no alteran las caracteristicas Unicas de Ia
invencién.

Ademas, la referencia a un elemento por el articulo indefinido “un” o
“una” no excluye la posibilidad de la presencia de mas de uno de los
elementos, a no ser que el contexto claramente requiera que haya uno y solo
uno de los elementos. De esta manera, el articulo indefinido “un” o “una”
usualmente significa “por io menos un(a)".

Todas las referencias a patentes y literatura citadas en la presente
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memoria descriptiva se incorporan aqul por referencia en su totalidad.
La invencion se ilustra adicionalmente mediante el siguiente ejemplo,
gue no se debe considerar como limitante del alcance de la presente invencion.

Descripcion de las fiquras

FIGURA 1. (A) se sometieron a electroforesis proteinas ribosémicas de
L. infantum en un gradiente lineal de gel SDS-PAGE 10-14%, se transfirieron
sobre una membrana de nitrocelulosa y se incubaron con los sueros de perros
sanos (calles 1-3), y sueros de perros infectados naturalmente con L. infantum
con CVL sintomatica (calles 4-13). Los sueros individuales se emplearon a una
ditucién 1:200. (B) 2D-PAGE de proteinas ribosémicas de L. infantum. El panel
izquierdo muestra un gel tefiido con plata representativo. Se transfirié un gel
similar sobre una membrana de nitrocelulosa y se incubd con una combinacién
de los sueros de animales con CVL (1:200) que se utilizaron en (A). Como
reactivo secundario se utilizé un conjugado de peroxidasa de rabano picante y
anticuerpo anti-lgG de perro.

FIGURA 2. Evaluacién comparativa de Ia sensibilidad de diagndstico de
LRP y SLA. (A) Reactividad ante ELISA de sueros de perros con CVL
sintoméatica y sueros de control con LRP y SLA. (B) Reactividad ante ELISA de
sueros de perros con CVL oligosintomética y asintomatica con LRP y SLA. Se
muestra el valor medio de los sueros de animales con CVL. Las barras
cortadas muestran el valor de corte definido como la densidad 6ptica media
mas tres desviaciones estandar de los valores que se obtuvieron con sueros de
controles saludables.

FIGURA 3. Evaluacién comparativa de la especificidad del diagndstico

de LRP y SLA. {A) Reactividad ante ELISA de sueros de perros infectados con
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T. gondii o T. cruzi con LRP y SLA. (B) Reactividad ante ELISA de sueros de
perros vacunados con Leishmune® o Leishtec® con LRP y SLA. Se muestra el
valor medio de los sueros de animales con CVL. Las barras cortadas muestran
el valor de corte definido como la densidad 6ptica media mas tres desviaciones
estandar de los valores que se obtuvieron con sueros de controles saludables.
Eiemplos

MATERIALES y METODOS

Parésitos. Se cultivaron Leishmania chagasi (MOM/BR/1970/BH46) v L.
infantum (MCAN/ES/1996/BCN/150, MON-1) a 24 °C en medio de Schneider
{(Sigma, St. Louis, MO, EE.UU.} suplementado con 20% de suero fetal bovino
desactivado con calor (Sigma, St. Louis, MO, EE.UU.), L-glutamina 20 mM, 200
U/ml de penicilina, 100 pg/ml de estreptomicina y 50 pg/mi de gentamicina a pH
7.4,

Preparacion del antigeno. Se preparé SLA de promastigotes en fase
estacionaria de L. chagasi y L. infantum luego de unos pocos pasajes en cultivo
liquido, como se describié anteriormente (12). En resumen, 2 x 10°
promastigotes por ml, en un volumen de 5 ml, se lavaron 3 veces en solucion
salina amortiguadora de pH al fosfato fria estéril (PBS). Luego de seis ciclos de
congelacion y descongelado seguidos de ultrasonicacién (Procesador
ultrasénico, GEX600), con cinco ciclos de 30 seg a 38 MHz, la suspensién se
centrifugd a 8.000 g durante 30 min a 4°C y se recolecté el sobrenadante que
contenia SLA. Se estimé la concentracion de proteina por el método de
Bradford (7) y se almacenaron alicuotas de 500 L a -70 °C. |

El LRP se prepard de promastigotes de L. infanfum en fase logaritmica

como se describié anteriormente (22). En resumen, se cosecharon 1 x 10°
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promastigotes, se lavaron dos veces en PBS pre-enfriado, se resuspendieron
en 1 ml de solucion amortiguadora de pH de lisis NP40 (Tris HCI 10 mM, pH
8,0, NaCl 150 mM, MgCl, 1,5 mM y NP40 al 0,5%) y se pipetearon hacia arriba
y abajo 10 veces. Luego de {a lisis, las muestras se microcentrifugaron a 3.000
x g durante 2 min a 4 °C para obtener granuios de ios nicleos. El sobrenadante
se microcentrifugd dos veces a 13.000 x g durante 15 min a 4 °C. Ei
sobrenadante citosdlico purificado se sometié a centrifugacion a alta velocidad
a 90.000 rpm durante 30 min a 4 °C con un rotor Beckman TL100.3. El granulo
ribosdmico en bruio se resuspendié en solucién amortiguadora de pH A (Tris-
HCI 20 mM, pH 7,4, AcNH,4 500 mM, MgCl, 100 mM, B-mercaptoetanol 5mM) y
se centrifugd a través de un gradiente de sacarosa discontinuo (20/40%) en
solucién amortiguédora de pH A a2 90.000 rpm a 4 °C en un rotor TL100.3.
Muestras de suero. Se recolectaron muestras de suero en Espafia y
Brasil. Las muestras de suero con CVL provenientes de Espana se
recolectaron de 28 perros con sintomas clinicos en la region de Extremadura.
Los animales infectados con L. infantum se evaluaron clinica y analiticamente
en el Departamento de Parasicologia de la Escuela de Veterinaria, Universidad
de Extremadura, Céceres, Espafia. Los animales se consideraron sintomaticos
cuando estuvieron presentes tres o mas de los siguientes sintomas: pérdida de
peso, alopecia, adenopatia, onicogrifosis, hepatomegalia, conjuntivitis vy
dermatitis exfoliativa en la nariz, cola y puntas de las orejas. Todos los sueros
fueron positivos cuando se probaron por inmunofluorescencia indirecta, y la
presencia de formas amastigote del parasito fue confirmada por observacién
directa en nddulos linfaticos popliteos y prescapulares. Los sueros de control

se obtuvieron de 8 animales sanos (Departamento de Parasitologia,
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Universidad de Extremadura).

Se utilizaron muestras de suero de 58 perros infectados con L. chagasi
(44 clinicamente sintomaticos, 7 oligosintomaticos y 7 asintomaticos) del area
de Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil. Segun se describié anteriormente, los
animales se consideraron sintomaticos cuando presentaron tres o mas de los
sintomas clinicos, oligosintomaticos cuando estuvieron presentes solo uno o
dos sintomas y asintomaticos cuando los perros estuvieron libres de sintomas
clinicos. Igual que antes, el diagndstico de VL se definié cuando se vieron
amastigotes en frotis tefidos con tinte de Giemsa de aspirados de médula dsea
0 cuando se identificaron promastigotes en cultivos de sangre periférica o
aspirados de médula dsea. Los sueros provenientes de perros brasileros fueron
provistos por Evaldo Nascimento y Maria Norma Melo (Departamento de
Parasitologia, Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte, Minas
Gerais, Brasil). El grupo de control estuvo constituido por suero de 47 perros
que vivian en areas endémicas de VL pero sin signos clinicos ni sospecha de
Leishmaniasis canina y negativos luego de las pruebas parasitologicas y
serologicas. Se utilizaron catorce muestras de suero de perros infectados con
otros parasitos para analizar la reaccion cruzada, segun sigue: Toxoplasma
.gondii (n= 5) y Trypanosoma cruzi (n= 9). En los experimentos se utilizaron
muestras de suero de perros sanos y vacunados con las vacunas Leishmune®
(n= 18) o Leishtec® (n= 23).

ELISA. Se recubrieron placas de microtitulo para inmunoensayo
(Falcon} con SLA de L. infantum o L. chagasi, o con LRP de L. infantum (0,5
ug/cavidad, cada una), en 100 pL de solucién amortiguadora de pH de

recubrimiento pH 9,6, 18 h a 4°C. Se llevé a cabo una curva de titulacién para
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determinar la mejor concentracion de proteina y dilucién de anticuerpo a
utilizar, Los sitios de unién libres se bloquearon con una solucién de PBS-
Tween 20 al 0,05% (PBST) y caseina al 3% durante 2 h a 37°C. Luego de tres
lavados con PBST, las placas se incubaron con 100 pL de sueros caninos
durante 1 h a 37°C. Las muestras de suero se diluyeron 1:200 en PBST y
caseina al 0,3%. Las placas se lavaron siete veces y se incubaron con
anticuerpo anti-IgG de perro 1:10.000 (Sigma, St. Louis, EE.UU.) en peroxidasa
de rabano picante conjugado. La reaccion se reveld por incubacion con H,0,,
orto-fenilendiamina y solucion amortiguadora de pH al citrato-fosfato pH 5,0,
durante 30 min en la oscuridad y se detuvo por égregado de 20 pl de 2 N
H20,. Se leyeron las densidades 6pticas a 492 nm en un espectrofotémetro
para microplacas de ELISA (Molecular Devices, Spectra Max Plus. Concord,
ON, Canada).

Transferencia Western. Para SDS-PAGE se resuspendieron LRPs de
L. infantum (15 pg) en soiucién amortiguadora de pH de Laemmli y se
resolvieron en gradientes 10-14% de gel SDS-PAGE con un peine preparativo
usando el sistema 'Minigel para electroforesis BioRad Protein (Hercules, CA,
EE.UU.). Para 2D-PAGE, las LRPs de L. infantum se disolvieron en 200 Wl de
solucién amortiguadora de pH de lisis (P40 Nonidet al 0,5%, EDTA 1mM, pH
8,0, PMSF 0,1 mM, Tris HCI 10 mM, pH 7.4, y DTT 1mM) y se extrajeron con
un volumen igual de fenol. Las proteinas presentes en la fase organica se
precipitaron con cinco volimenes de solucion amortiguadora de pH al acetato
de amonio (acetato de amonio 0,1 M disuelto en metanol) y se lavaron tres
veces con acetona al 80%. El granulo seco se resuspendié en solucidn

amortiguadora de pH de rehidratacion {urea 7 M, tiourea 2M, solucién
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amortiguadora de pH IPG al 0,5% (3-10), CHAPS al 4%, Tris HCI 40 mM, pH
8,8, y azul bromofenol al 0,002%) y se centrifugaron para eliminar el material
insoluble. Las proteinas se adsorbieron sobre un DryStrip Immobiline™, pH3-
10, 11 cm (GE Healthcare, Uppsala, Suecia). La rehidratacion vy el enfoque
isoeléctrico (IEF) se llevaron a cabo usaridc_) el sistema IPGfor (GE Healthcare)
de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Luego del IEF, las tiras de IPG
se equilibraron en solucién amortiguadbra de pH de equilibrio (urea 6 M, SDS
al 2%, Tris HCI 0,375 M, pH 8,8, glicerol al 20%, azul bromofenol al 0,002%)
mas de 20 mg/ml de DTT durante 15 min, y luego con solucién amortiguadora
de pH de equilibrio mas 25 mg/ml de yodoacetamida durante otros 15 min. Las
tiras de IPG equilibradas se colocaron sobre minigeles de SDS-PAGE al 12%
(BioRad). El gel 2D-PAGE se tifi¢ con nitrato de plata usando el conjunto de
elementos de tincion con plata (GE Healthcare).'

En ambos casos, y luego de la electroforesis, los geles se transfirieron a
membranas de nitrocelulosa (GE Healthcare). Las transferencias se sondearon
con los sueros (1:200) de perros infectados con L. infantum individuaimente
(SDS-PAGE) o como una combinacién (2D-PAGE). Como anticuerpo
secundario, se utilizé anti-perro-IlgG conjugado con peroxidasa de rabano
piéante (1:2.000}) que se adquirid de Nordic Immunological Laboratories
(Tilburg, Paises Bajos).

Andlisis estadistico. En todas las comparaciones de datos se probo la
significancia usando la prueba t de Student no apareada; los valores P < 0,05
se consideraron estadisticamente significativos,

RESULTADOS

Antigenicidad del LRP de L. infantum durante la infeccién canina.
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Para analizar ia antigenicidad dei LRP durante la infeccién canina, los sueros
de 10 perros infectados naturalmente con L. infantum se incubaron con una
membrana de nitrocelulosa que contenia ios extractos de LRP de dicho
parasito. Los sueros de todos los animaies infectados reconocieron dicha
fraccion de proteina purificada de parasitos (Figura 1A, calles 4-13). Los sueros
de perros sanos fueron negativos o algunos polipéptidos resultaron tefidos
debilmente en el preparado ribosémico en bruto (Figura 1A, calles 1-3). La
mayoria de los sueros de animales con CVL reconocieron una gran cantidad de
bandas de proteinas aunque la complejidad e intensidad del patron de
reconociﬁiento fue diferente entre los sueros de perros individuales. A pesar de
la variabilidad observada, se observaron dos regiones inmunodominantes en la
transferencia Western: polipéptidos de 45-36 kDa y 25-22 kDa,
respectivamente.

Para analizar con mayor detalle el patron de proteinas que se
reconocierbn, el extracto de LRP se separd por 2D-PAGE de alta resolucion.
Como se muestra en la Figura 1B, el panel derecho los geles preparados con
cargas preparativas de protefna (20 pg) mostrd buena resoluciéon con sofo una
minima aparicion de bandas para las proteinas méas basicas (Figura 1, panel
izquierdo). Cuando se incubé un gel 2D-PAGE con una combinacién de los
mismos sueros que se emplearon antes se detecté la presencia de 20 manchas
antigénicas (Figura 1B, panel derecho).

Comparacion de LRP y SLA para el serodiagnéstico de la CVL. Para
determinar si el extracto de LRP se puede considerar una herramienta valiosa
para el serodiagndstico de la CVL, los inventores analizaron la reactividad

contra LRP y SLA de 127 muestras de suero canino. El primer grupo de sueros
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estuvo compuesto por 72 muestras de suero que se obtuvo de perros
sintomaticos infectados con L. infantum (n= 28) o L. chagasi (n= 44). El
segundo grupo estuvo formado por los sueros de 55 perros sanos. La Figura
2A muestra los valores de absorbancia de sueros con CVL sintomética y de
control. Para ambos preparados de proteinas, las diferencias entre los sueros
con CVL y de control fueron estadisticamente significativas (P < 0,001). Los
espectros de los valores de absorbancia de LRP y SLA fueron diferentes,
donde la reactividad de los sueros de animales con CVL contra SLA fue mayor
(media = 1,79 + 0,64) que la que se obtuvo para LRP (media = 0,90 + 0,63).
Como io indica la desviacion estandar (SD), se observé una alta variabilidad del
valor de absorbancia de las muestras de suero individuales para ambos
preparados antigénicos, aunque la SD fue mayor cuando se empled SLA como
antlgeno. La reactividad de los sueros de animales sanos también fue mayor
contra SLA (media = 0,38  0,13) que contra LRP (media = 0,0954 £ 0,047). En
las condiciones de ELISA indicadas en la seccién de Materiales y Métodos, el
valor de corte para ambos antigenos (definido como la media del valor de
reactividad de los sueros de animales sanos mas 3 SD) fue de 0,237 para LRP
y 0,774 para SLA. Dichos valores de corte les permitieron a los inventores
identificar sueros positivos y negativos y por lo tanto permitieron estimar los
parametros de rendimiento del ELISA (Tabla 1). Como LRP mostré un
rendimiento similar (altos valores de sensibilidad y de especificidad) que SLA
en ensayos ELISA se puede concluir que las proteinas ribosémicas de
Leishmania son antigencs apropiados para el diagnéstico de la CVL
sintomatica.

Luego, se probaron los sueros de perros oligosintomaticos (n= 7) y
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asintomaticos (n= 7) (Figura 2B). De encontré que la reactividad contra LRP y
SLA de los sueros de ambos grupos y el control sano fue estadisticamente
significativa (P < 0,001). Aunque se empled un nimero limitado de sueros, los
datos que se obtuvieron indican que mientras que los sueros de perros
oligosintomaticos reconocieron los preparados de LRP y SLA (100%
sensibilidad), los sueros del 30 % de los perros asintomaticos (3/7) mostraron
valores de absorbancia contra SLA mayores que el valor de corte (Figura 2B).
Por otro lado, los sueros de todos los perros asintomaticos que se probaron
mostraron valores de absorbancia contra LRP mayores que el valor de corte.
Por lo tanto, los resuitados de los inventores indican que se puede considerar
que el uso de LRP es una buena herramienta para el serodiagnéstico de la
CVL.

Reactividad cruzada de LRP y SLA. Como el LRP estad compuesto de
proteinas conservadas evolutivamente, los inventores analizaron las
potenciales reacciones cruzadas de los exiractos de LRP con los sueros de -
perros infectados con otros protozoarios unicelulares: Toxoplasma gondii (n= 5)
y Trypanrosoma cruzi (n= 9). En la Figura 3, se muestran los valores de
reactividad de los sueros individuales para cada grupo contra LRP. Ninguno de
los sueros de perros infectados con 7. gondii (media = 0,1012 + 0,056) ni T,
cruzi (media = 0,101 £ 0,06) mostré una reactividad mayor que el corte definido
por los sueros de animales sanos (véase 10 anterior). Como control, se analizé
la reactividad de los mismos sueros contra SLA. La reactividad media de dichos
sueros contra SLA (0,629 + 0,21 para perros infectados con T. gondii y 0,99
0,29 para perros infectados con T. cruzi) fue mayor que la observada contra

LRP. La reactividad de algunos de ellos fue mayor que el valor de corte (1/5
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para perros infectados con T. gondii y 7/9 para perros infectados con T. cruzi).
También se estudid la reactividad de los sueros de perros vacunados
con dos vacunas profilacticas contra Leishmania autorizadas en Brasil:
Leishmune® (29) y Leishtec® (15) contra extractos de LRP y SLA. Los
inventores descubrieron que el 22,2% (4/18) de los sueros de perros sanos
vacunados con Leishmune® mostré valores de densidad optica (0.D.) mayores
que el corte cuando se utilizaron los extractos de LRP en los ensayos ELISA
(Figura 3B). Cuando los mismos sueros se analizaroh en ensayos ELISA
basados en SLA, el 16,6% (3/18) de los sueros también estuvo sobre e! corte
(Figura 3B). Ninguno de los 23 sueros que se obtuvieron de perros vacunados
con la vacuna Leishtec® mostré reactividad contra SLA. Solo uno de dichos
sueros mostré reactividad contra LRP con un valor de O.D. cercano al corte

definido por los sueros negativos de animales sanos de control analizados en ia

Figura 2A,

EXPOSICION

Muchas proteinas intracelulares citoplasmaticas o nucleares de
Leishmania como histonas, cisteina proteinasas o kinesina, han sido
identificadas como antigénicas en Leishmaniasis visceral humana o canina (VL)
(2, 13, 14, 30, 32, 35). En este trabajo los inventores muestran que las
proteinas ribosdmicas del pardsito también son antigénicas durante la
enfermedad CVL. Aunque se observé cierta variabilidad individual entre perros
individuales, todos los sueros de perros sintomaticos mostraron reactividad
contra algunos de constituyentes ribosomicos de! pardsito. Como la
antigenicidad de las proteinas ribosémicas del parasito también se demostré en

dos diferentes modelos en ratones de Leishmaniasis cutanea (22) los
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resultados de los inventores indican que los ribosomas del parasito interactdan
con el sistema inmunitario de los huéspedes vertebrados durante las
infecciones naturales y experimentales con Leishmania.

Las pruebas basadas en técnicas serologicas son los métodos mas
frecuentes para el diagndstico de la Leishmaniasis visceral canina y humana
(VL) debido a la fuerte respuesta humoral que acompafia la infeccion con
especies viscerotrépicas de Leishmania. Al tomar en consideracion la alta
reactividad que se observd contra un extracto de proteinas de los ribosomas
del parasito de los sueros de perros afectados por CVL, los inventores
analizaron las propiedades para el diagndstico de los extractos de LRP. Se
emplearon proteinas ribosémicas del parasito como fuente de antigeno en los
ensayos ELISA, porque esta técnica se considera una técnica precisa y
sensible para la deteccion sistemdtica realizada sobre gran cantidad de
muestras para el diagnostico de la enfermedad VL (16, 33). Se reaiizé6 un
analisis comparativo de los extractos de LRP con proteinas completas de!
parasito que se obtuvieron de lisados de promastigote porque el uso de
ensayos ELISA basados en SLA en bruto usualmente mostré una alta
sensibilidad para el diagndstico de VL (5, 25, 33). Los valores de sensibilidad y
especificidad de los extractos de LRP fueron similares a los que mostraron los
SLA cuando se analizaron los sueros de animales sintomaticos y
oligosintomaticos. Con LRP se obtuvo un leve aumento de la sensibilidad en
comparacion con SLA (100% y 96%, respectivamente) y solo uno de los sueros
que se obtuvieron de perros sanos mostrd un valor de absorbancia contra LRP
mayor que el corte definido como la reactividad de los sueros de control. Por lo

tanto, se puede concluir que el rendimiento para el diagnéstico de las pruebas
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ELISA basadas en LRP fue similar al que se obtuvo con el preparado de SLA
en el diagndstico de CVL sintomatica u oligosintomatica. Sin embargo, la
deteccion de la enfermedad en perros asintomaticos puede ser critica en
estudios epidemiolégicos para controlar la dispersion de la enfermedad entre
los perros y también entre perros y humanos (3, 20). Como los ELISA basados
en SLA no fueron capaces de detectar un gran porcentaje de casos
asintomaticos de CVL (27, 31) los inventores analizaron la sensibilidad de los
extractos de LRP en el diagndstico de la CVL asintomatica. Mientras que la
mezcla de antigenos para LRP detecto a todos los casos asintomaticos (100%)
el ensayo usando el preparado de SLA solo detectd aproximadamente un 30%
de los casos. Aunque es necesaria una confirmacion adicional de la reactividad
contra LRP usando un numero mayor de muestras oligosintomaticas y
asintomaticas, los datos de los inventores indican que el LRP se puede
emplear como un antigeno mas sensible que SLA en el diagnéstico de todas
las formas de la enfermedad CVL.

La especificidad de las pruebas ELISA usando SLA depende
mayormente de la preparacion del antigeno y se obtuvieron algunos resultados
falsos positivos con los sueros que se obtuvieron de pacientes o perros con
enfermedades co-endémicas tales como la enfermedad de Chagas, malaria,
lepra o toxoplasmosis (16, 23, 31). Debido a dicha razén se emplearon
individualmente como antigenos en ensayos ELISA las protelnas
recombinantes de varios parasitos para desarrollar una prueba de diagnostico
mas especifica (24). Los ensayos ELISA comparativos generaimente revelaron
mayor especificidad pero menor sensibilidad cuando se emplearon antigenos

recombinantes individuales en vez de SLA en el diagnostico de las

00095¢



32

enfermedades de Leishmaniasis visceral humana (25) o canina (31). Los
menores valores de sensibilidad pueden estar relacionados con la variabilidad
observada en la respuesta humoral heterogénea suscitada contra las proteinas
del pardsito en cada paciente o perro infectado. La combinacién de antigenos
no relacionados (31} o la produccion de poli-proteinas que contienen varios
antigenos del parasito (6, 36) puede mejorar adicionalmente el rendimiento de
las pruebas ELISA. Como alternativa, se pueden emplear fracciones
purificadas de parasitos que contienen diferentes antigenos de parasitos. Los
resultados de los inventores demuestran que los extractos de LRP no son
reconocidos por los sueros de perros infectados con T. cruzi ni con T. gondii
mientras que algunos de dichos sueros mostraron una alta reactividad contra
SLA.

También se deberia mantener la especificidad del diagnodstico de la
prueba cuando los sueros se obtengan de perros vacunados. Debido a la
existencia de vacunas comerciales autorizadas (15, 29) seria deseable
diferenciar a los perros infectados de los animales vacunados. Los resultados
de los inventores muestran que aunque algunos de los animales vacunados
con Leishmune® mostraron cierta reactividad contra LRP y ninguno de los
animales vacunados con Leishtec® lo hizo, tomados en conjunto los resultados
que se presentan aqui demuestran gue los extractos de LRP se pueden
considerar una interesante alternativa para utilizar en el diagnéstico por ELISA
de la CVL y principalmente de los animales asintomaticos para estudios
epidemiolégicos en dreas endémicas.

TABLA 1. Sensibilidad y especificidad de ensayos ELISA usando LRP y SLA

para el serodiagnéstico de CVL sintomatica
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LRP SLA
Sensibilidad® | 100% (0/72) | 96% (3/72)

Especificidad® | 98,2% (1/56) | 100% (0/56)

PVP© 98,6% 100%

PVN¢? 100% 94,9%

® La sensibilidad se calculé con la ecuacion:

[{(positivos verdaderos/(positivos verdaderos + negativos falsos) x 100).
Se indica el nimero de negativos falsos.

® L a especificidad se calculo de la ecuacion:

[(negativos verdaderos/(negativos verdaderos + positivos falsos) x 100].
Se indica el nimero de positivos falsos.

° PVP. Valor predictivo de los positivos calculados con la ecuacién:
[{positivos verdaderos/{positivos verdaderos + positivos falsos) x 100).

9L a sensibilidad se calculd con ta ecuacién:

[(negativos verdaderos/(negativos verdaderos + negativos verdaderos) x 100].
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REIVINDICACIONES

1. Uso de un extracto de protelnas ribosomicas (RPE)
CARACTERIZADO PORQUE es para diagnosticar una parasitosis en un
sujeto.

2. Uso de acuerdo con la reivindicacién 1, CARACTERIZADO PORQUE
el RPE comprende por lo menos dos proteinas ribosdmicas y/o por lo menos
dos antigenos de una proteina ribosémica y/o por lo menos dos fragmentos de
proteina de una proteina ribosémica.

3. Uso de acuerdo con la reivindicacién 2, CARACTERIZADO PORQUE
el fragmento de proteina es un fragmento que combrende por lo menos 2, 3, 5,
7,10, 15, 20, 25, 30 o mas aminoacidos contiguos de una proteina ribosémica
correspondiente.

4. Uso de acuerdo con cuaiquiera de las reivindicaciones 1 a 3,
CARACTERIZADO PORQUE el RPE no comprende o no consiste en un
epitope originado en el antigeno ribosdmico 4cido LcPo de Leishmania chagasi
segun se divulga en EP 824 699, representado por SEQ ID NO:1, donde mas
preferiblemente, el RPE no comprende o no consiste en los 17 aminoAcidos
situados en el C terminal de LcPo: aminoacidos 306-322 de LcPo
representados por SEQ ID NO:1.

5. Uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4,
CARACTERIZADO PORQUE el extracto de proteinas ribosémicas se puede
obtenér llevando a cabo los siguientes pasos usando una célula del parasito
gue causa una parasitosis cuando estd presente en un sujeto:

a. mezclar una célula del pardsito con una solucion amortiguadora de

pH de lisis,
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b. centrifugar la mezcla que se obtuvo para obtener un extracto
citosolico,

c. preparar el extracto de proteinas ribosémicas a partir del extracto
citosdlico que se obtuvo.

6. Uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5,
CARACTERIZADO PORQUE el extracto de proteinas ribosémicas se obtiene
de una especie de Leishmania, preferiblemente {eishmania major.

7. Uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6,
CARACTERIZADO PORQUE la parasitosis es Leishmaniasis o malatia.

8. Uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7,
CARACTERIZADO PORQUE la parasitosis es causada por una Leishmania o
por una especie de Plasmodium.

9. Uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8,
CARACTERIZADO PORQUE la parasitosis es causada por una especie
diferente de las especies de las cuales se deriva el extracto de proteinas
ribosémicas.

10. Un método para diagnosticar una parasitosis en un sujeto usando
RPE segun se lo identifica en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9,
CARACTERIZADO PORQUE el método comprende determinar en una
muestra que se obtuvo del sujeto si esta presente un anticuerpo que reconoce
al RPE,

11. Un ensayo para diagnosticar una parasitosis en un sujeto,
CARACTERIZADO PORQUE el ensayo comprende RPE,

12. Un ensayo de acuerdo con la reivindicacion 11, CARACTERIZADO
PORQUE el ensayo es un ELISA,
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