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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
IZ. S. D.

Re:  Expediente No. 12-000.715
Solicitud de patente a nombte de LABORATORIOS LETI- S.L.

Yo, CAROLINA DAZA MONTALVO identificada como aparece al pie de mi
firma, domiciliada en la Catrera 11 No. 86-53, piso 6, obrando como apoderada
de conformidad con la sustitucién de poder ototgada a mi favor por la apoderada
principal y que se acompafia en el presente escrito, de la sociedad
LABORATORIOS LETI- S.L, domiciliada en Madrid, Espafia, en tespuesta al
oficio No. 2040 notificado por fijacién en lista el 3 de marzo de 2015,
relacionado con concepto técnico de fondo, me permito manifestar lo siguiente:

1.  Con fundamento en la facultad que confiere el articulo 34 de la Decisién
486 al'solicitante para modificar la solicitud de patente en cualquier momento del
tramite, presento junto con este memorial, un nuevo pliego reivindicatorio que
consta de 7 retvindicaciones en total, en donde se introdujo la materia reportada
en la reivindicacidén 2 en la nueva reivindicacién 1, en un esfuerzo por acelerar el
tramite.

Adicionalmente se informa, que el capitulo descriptivo fue modificado, en vista
de que presentaba unas minimas inconsistencias, con respecto a la distincion
entre la solucién amortiguadora A y B, en donde ésta ultima habia sido
erroneamente identificada, en la pagina 3, linea 10 y en la pagina 22, lineas 11y
12, en donde se debe la correccidén (ver anexo). De este modo, se desea dejar
claro, ‘que las dos soluciones amortiguadoras con las que trabaja la presente
invencion son:

Solucién amortiguadora A: Solucién amortiguadora lisis que comprende un
detergente no-idnico, utilizada para lisis de células en el comienzo del proceso.
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Solucién amoztiguadora B: Es una solucién amortiguadora resuspendida que no
comprende un detergente no-iénico y que es utlizado para resuspender el
granulo ribosomal y llevar a cabo el gradiente de sucrosa discontinuo.

2. Claridad

IZ] articulo 30 de la Dec. 486 de la Comunidad Andina establece:

Articulo 30.- Las reivindicaciones definirdn la materia que se desea proteger mediante
la ])atmte. Deben ser claras y concisas y estar enteramente sustentadas por la
de.rcmpcz'o’n. ‘

2.1 Su Despacho ha objetado a la reivindicacién 1, por el hecho de definir al
ensayo reclamado en términos de las etapas de purificacion previas al ensayo per
sé, lo que no permite identificar al ensayo en cuestiéon. Adicionalmente se
menciona una célula de parasito, pero no se identifica su estructura. En dicho
respecto se informa que ésta reivindicacién ha sido modificada respondiendo a
cada una de dichas observaciones. De este modo, se ha especificado el tipo de
ensayo que se desea reclamar, siendo éste el ensayo ELISA, que anteriormente lo
reportaba la reivindicacion 2, se indicé el tipo de célula parasitaria que se emplea
en la obtencién del extracto de proteina ribosomal, siendo ésta del tipo
protozoatia. Por otro lado, se redefinieron las etapas que conforman al ensayo
reivindicado, a partir de las cuales es posible ejecutar de principio a fin, el
procedimiento mediante el cual se pueda determinar respuestas inmunes a la
parasitosis.

Por dltimo y en referencia a la objecién del sefior Examinador que indica
que se debe caracterizar a la proteina empleada por su nimero de secuencia de
aminoacidos, se informa primero que todo que dicha observacién carece de todo
sustento y légica, dado que la presente invencidén no se dirige a una proteina
ribosémica particular, sino que por lo contrario, se dirige a un extracto
que comprende al menos dos componentes, los cuales a su vez pueden
comprender una multitud de otros componentes.

En este respecto cabe sefialar que una persona del oficio versada en la
matetia, al seguir el procedimiento sefialado en esta nueva reivindicacion 1, sabria
a pdori que el método en cuestion trabaja con una mezcla que comprende
multiples proteinas ribosémicas o fragmentos de las mismas, (ver Figura 1b, del
capitulo descriptivo de la presente solicitud). En este respecto se desea informarle
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al sefior Examinador, que existen aproximadamente 70 tipos de proteinas
ribosémicas, lo_que implica que es casi imposible, que el extracto de
proteina ribosomal que se reclama en esta solicitud, pueda ser definido
por estructuras moleculares determinadas o secuencias de aminoacidos

especificas. Lo anterior, igualmente aplica a las objeciones hechas a las
retvindicaciones 3 y 4.

Con el animo de demostrar que en efecto a partir del método reclamado es
posible obtener el producto deseado (RPE), se adjunta a esta respuesta, un
ensayo experimental, en donde se especifican algunas de las proteinas
tibosémicas empleadas, como lo son la PO, 13, L5, S4 y S6 y el extracto
obtenido también ha sido especificado, al determinar que éste no comprende
proteinas nucleares, tales como la H2 o proteinas citosdlicas, como la beta-
tubulina.

2.2 Su Despacho ha objetado a la reivindicacidn 5, por el hecho de indicar que
el extracto de proteina ribosomal proviene de una Leishmania mayor, lo cual carece
de completo sustento en el capitulo descriptivo de la presente solicitud. En dicho
respecto manifestamos nuestro completo desacuerdo, ya que contrario a lo que el
Examinador afirma, la Leishmania mayor es mencionada miltiples veces a lo largo
de dicho capitulo descriptivo, como pot ejemplo “en una realizacion de preferencia, un
RPE es obtenido a partir de especies de Leishmania, preferiblemente Leishmania mayor” (ve
pagina 6, capitulo descriptivo). De esta manera es evidente que en efecto si hay
soporte para la materia reportada en la retvindicacién 5 y por consiguiente esta
objecién se debe ver superada.

2.3 Por tltimo, su Despacho ha objetado a las reivindicaciones 6 a 8, potrque
reportan a la enfermedad parasitatia y al agente causal, lo cual no corresponde a
caracteristicas técnicas esenciales del método reclamado. En dicho respecto, mi
mandante manifiesta su completo desacuerdo, en vista de que se le recuerda al
sefior Examinador que en la reivnidcaicén 1, claramente se indica que el extracto
de proteina ribosomal (RPE) se deriva de una célula de parisito protozoario,
cuando estd presente en un sujeto. Es asi, como una persona del oficio versada
en la materia, conoce los tipos de parasitos que generan dichas enfermedades o
cuales enfermedades son generadas por determinados parasitos. En
consecuencia, se considera necesario limitar la enfermedad o las células
parasiticas, con el fin de limitar el alcance de la invencién. Con base en lo
anterior, se considera que esta objecién se ve superada.
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De este modo se ha respondido a cada una de las observaciones hechas
por falta de claridad, por tanto, las nuevas reivindicaciones 1 a 7 cumplen a
cabalidad con este requisito.

3. Observaciones con respecto a la falta de Nivel Inventivo

El articulo 18 de la Decisidén 486 sefiala lo siguiente:

Articulo 18.- Se considerard que una invencion tiene nivel inventivo, si para una
persona del oficio normalmente versada en la materia técnica correspondiente, esa
invencion no hubiese resultado obvia ni se hubiese derivado de manera evidente del estado
de la técnica.

Una invencién se considerara inventiva si la misma no hubiese resultado obvia a
partir del arte previo para una persona del oficio normalmente versada en la
materia. Esto a su vez implica que el Examinador a cargo de esta evaluacion debe
colocarse en el momento exacto en el que el inventor buscaba resolver el
problema técnico contemplado en la solicitud y para el cual poseifa la literatura y
el conocimiento disponibles en dicho momento.

De acuerdo al analisis realizado por el sefior Examinador en este respecto, se
tiene que la reivindicaciéon 1 y sus dependientes, carecen de nivel inventivo, en
vista de la combinacién de las ensefianzas de los documentos D1: W0O9633414 y
D2: US6613337. En dicho respecto se presentan a continuacion los siguientes
argumentos que desvirtuaran dicha afirmacién.

En primera medida se procede a analizar las ensefianzas de los documentos
citados por el sefior Examinador, con el fin de tener el suficiente sustento para
demostrar que el estado previo de la técnica no consigue afectar la altura
inventiva de la invencion. -

El documento D1, hace referencia a compuestos y métodos para diagnosticar
infeccién por Leishmania, divulga un polipéptido antigénico homogenizado que
comprende un epitopo de un homdlogo de Leishmania chagasi de la familia P-
proteina ribosomal acidica eucariota (LcPO). Sin embargo sélo se ensefia una
unica proteina ribosémica (L.cPO). Pese a ello, D1 no menciona ni sugiete el

extracto de proteina ribosomal (RPE) tal y como se define en la reivindicacion 1

de la solicitud, tal y como se muestra en la Figura 1b, ni mucho menos su
aplicacién en el ensayo ELISA.
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D2 por su parte, divulga métodos y composiciones para el tratamiento,
prevencion y detecciéon de Leishmaniasis y para la estimulaciéon de respuestas
inmunes en pacientes, utilizando polipéptidos homogenizados e individuales que
contienen porcién(es) inmunogénica(s) de antigenos de Leishmania. Sin
embargo, esta anterioridad no _menciona ni sugiere el RPE reclamado en esta
solicitud, tal y como se muestra en la Figura 1b e igualmente, su aplicacién en el

ensayo ELISA.

A pesar de lo anterior, el Examinador indica que la difetencia que separa a la
invencién de D1, es que la primera presenta una etapa adicional de centrifugacién
y por tanto, el problema técnico objetivo que la presente solicitud desea resolver
es “Coémo proporcionar un ensayo alternativo que produzca RPE?”. No
obstante, cabe recordar en este punto, que ni D1 ni D2 divulgan extractos de
proteina ribosomal, ni mucho menos hacen referencia al ensayo que si pretende
reclamar la presente solicitud. Adicionalmente, el objetivo de dicho ensayo no
es producir RPE, sino por lo contrario, determinar si una respuesta
inmune estd presente en una muestra de un sujeto. Es asi como se desea
dejar claro, que el RPE que se enuncia en el capitulo reivindicatorio de la
presente solitud, es simplemente un reactivo que participa en el método
reclamado.

Con base en lo antetior, se deduce que las conclusiones a las que llega el sefior
Examinador, se basan en asumir que cualquier método que involucre moléculas
antigénicas, purificadas, aisladas e individuales, son entonces relativos a la materia
que se pretende proteger. Tal y como se discutié en la seccién anterior, dicha
conclusién a la que se llega no. es posible, dado que la presente invenciéon no
emplea un unico antigeno, por lo contrario, emplea un extracto de
proteina ribosomal que se caracteriza por comprender multiples
antigenos, que en otras palabras significa, que es un extracto que comprende

multiples proteinas ribosémicas.

Es asi como se afirma, que ni D1 ni D2 divulgan el uso de una mezcla de
proteinas ribosémicas, tal y como se pueden encontrar en un extracto de proteina
ribosomal. En este sentido, mi mandante desea resaltar las ventajas que presenta
el uso de un RPE sobre el uso de una unica proteina, las cuales se mencionan en
el capitulo descriptivo de la presente solicitud, de la siguiente manera:

“el uso de RPE en un método de diagndstico de la invencion, en ve del uso de una sola
proteina determinada, es bastante atractivo, dado que RPE contiene un gran ndimero de
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antigenos distintos. Cada uno de estos antigenos, pueden diagnosticar potencialmente la
presencia de una respuesta inmune en un sujeto. Adicionalmente, hay sujetos que
responden al antigeno Ay no a un antigeno B y viceversa. Por lo tanto, un RPE, tal 'y
como es utilizado en la presente invencion, se intenta utilgar en una gran nuestra de la
poblacion de sujetos, desde que contiene un gran nimero de antigenos distintos”.
(pagina 6, capitulo descriptivo de la presente solicitud).

La Figura 2, confirma esta ventaja al evidenciar que una respuesta inmune, puede
ser detectada en muestras obtenidas de sujetos oligosimtomaticos o
asintomaticos. Mas adelante se hace referencia a la aplicacién de dicho RPE:

“.un ensayo ELIS.A, que se basa en antigenos de Leishmania solubles (SLLA), ya han
stdo desarrollados (27,31). Sin embargo, este ensayo a base de SLA, no es lo
Suficientemente especifico para diagnosticar Leishmaniasis asintomatica. En adicién, el
suero de los sujetos que tiemen otras enfermedades parasitarias, diferentes a
Leishmaniasis, resultaria en una reaccion Jalsa-positiva con este ensayo a base de
SLA. De esta manera, aun existe la necesidad de mejorar el método de diagnistico de
una enfermedad parasitaria, tal y como lo es la Leishmaniasis, el cual no presenta
* dichos inconvententes, como los otros métodos” .

Con base en lo anterior, se puede establecer, que el verdadero problema técnico
objetivo a resolver por la presente solicitud es “cdmo proporcionar un ensayo mds
robusto y especifico, que permita determinar una respulesta inmune a la parasitosis, anin cuando
los sujetos son asintomdticos?”. Como se puede apreciar, este problema de hecho si es
resulto por esta solicitud, a partir del empleo de RPE, lo cual no sucede a partir
de las ensciianzas de D1 o D2, ya que alli no existe alguna sefial o motivacion,
que lleve a una persona del oficio versada en la materia, a empleat un extracto de
proteina ribosomal, en vez de una sola proteina. De este modo, se tiene que los
ensayos que se mencionan tanto en D1 como en D2, no son tan robustos y
especificos, como si lo es el reivindicado.

Siendo asi las cosas, se considera que se ha demostrado, a partir de argumentos
técnico-tedricos, la razén por la cual la combinacién de las ensefianzas de D1y
D2, no consiguen detivar de manera obvia, la matetia que pretende proteger la
presente solicitud, por ende, ésta si es inventiva sobre el estado previo de la
técnica y en Consecuencia, se le solicita amablemente a este Despacho, tener en
consideracion el nuevo pliego reivindicatorio que se presenta en esta
oportunidad, en conjunto con los argumentos que se exponen en la misma, pata
asi confirmar por si mismo la patentabilidad de esta solicitud y proceder con su
concesion.
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4, Conclusiones

Habiendo atendido cabalmente las objeciones presentadas por ese despacho,
atentamente solicitamos se conceda el privilegio de patente de invencién a la
solicitud en estudio o si el sefior examinador considera que subsisten razones
para objetar la presente invencién, rogamos expedir otro examen de fondo con
los debidos motivos y razones que sustenten su objecién con el fin de que
nuestro mandante tenga la posibilidad de exponer sus argumentos con base en la
interpretacién de los articulos 45 de la Decision 486 -el cual otorga la facultad al
examinador para emitir los examenes de fondo-, 35 y 59 del Cédigo Contencioso
Administrativo que sefala que: “babiéndose dado oportunidad a los interesados para
expresar sus opiniones, y con base en las pruebas e informes disponibles, se tomard la decision
que serd motivada al menos en_forma sumaria i afecta a particulares”y “(..) deberd proferirse
la decision definitiva. Esta se_motivard en sus aspectos de hecho y de derecho, y en los de
conveniencia si es el caso”, respectivamente (El subrayado es nuestro).

IZn consecuencia, solicitamos a ese despacho pronunciarse en relacidén con todos
los argumentos presentados en este memorial dando estricta aplicacién al
principio del debido proceso consagrado en el articulo 29 de la Constitucién
Nacional

Sefior Superintendente,

Couadin 000 m

CAROLINA DAZA MONTALVO
C.C. 66.783.790 de Palmira Valle

T.P 141563 del CS]J
notiﬁtacione}s@,clarkemodet_.com.co
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Sefiores B
SUPERINTENDENTE DE INDSTRIA Y COMERCIO

E. s ,\ D.

Re: Expedlente No. 12.000.715
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. RESHPUESTA ACCION OFICIAL

" Yo, SILVANA MARIA LOPEZ DIAZ, identificada como aparece al pie de mi
firma, domiciliada en Bogota, atentamente informo a usted que sustituyo
el poder con que obro, a la doctora CAROLINA DAZA MONTALVO,
domiciliada en Bogotd, identificada con la Cédula de Ciudadania
N0.66.783.790 de Palmira Valle y portadora de la tarjeta profesional
No.TP-141563 del CSJ, con las mismas facultades que me fueron
conferidas para este caso.

Muy atentamente,

C.C. No. 22.468.787
TP- 147463 CS]J

Acepto sustitucion

W% M TALVO

C.C. 66.783.790 de Palmira Valle
TP-141563 CSJ
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ANEXO 1

e Nuevo capitulo reivindicatorio compuesto por 7 reivindicaciones.
e Capitulo Descriptivo modificado (ver versién digital, CD).

) En_s'ayo Experimental
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Reiv. Modificadas
27/05/2015

REIVINDICACIONES

1. Un ensayo ELISA que comprende un extracto de proteina ribosomal (RPE),
en donde dicho RPE comprende al menos dos proteinas ribosomales y/o al menos
dos antigenos de una proteina ribosomal y/o al menos dos fragmentos de proteina
de una proteina ribosomal, y en donde el extracto de proteina ribosomal se
obtiene al realizar los siguientes pasos, utilizando una célula de parasito
protozoario -que causa una enféermedad parasitaria cuando esta presente en un
sujeto:

(a). mezclar dicha célula de parasito protozoario con una solucion
amortiguadora lisis;

(b). centrifugar la mezcla obtenida para obtener un extracto citosdlico;
(c). centrifugar el extracto citosélico para producir granulos ribosomalies;
(d). resuspender los granulos ribosomales; y

(e). centrifugar los granulos ribosomales a través de un gradiente de
sucrosa discontinuo; y

En donde dicho ensayo comprende determinar si una respuesta inmune

esta presente en una muestra que se deriva del sujeto.

2. Un ensayo de acuerdo con la reivindicaciéon 1, en donde el fragmento de
proteina es un fragmento que comprende al menos 2, 3, 5, 7, 10, 15, 20, 25, 30 o

mas aminoacidos contiguos de una proteina ribosomal correspondiente.



3. Un 'ensayo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaicones 1 o 2, en
donde el RPE no consiste de un epitope originado del antigeno ribosomal acidico
LcPo de Leishmania chagasi representado por SEQ ID NO: 1 y el RPE tampoco
consiste de 17 aminoacidos situados en el terminal C de LcPo: aminoacidos 306-
322 de LcPo representado por SEQ ID NO: 1.

4, Un ensayo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en
donde el extracto de proteina ribosomal se obtiene de especies de Leishmania,
preferiblemente Leishmania mayor.

5. Un ensayo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en

donde dicha enfermedad parasitaria es leishmaniasis o malaria.

6. Un ensayo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en
donde dicha enfermedad parasitaria es causada por especies de Leishmania o por

especies Plasmodium.

7. Un ensayo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en
donde la enfermedad parasitaria es causada por diferentes especies a aquellas de

donde se deriva el extracto de proteina ribosomal.
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PREPARACION DE EXTRACTOS DE PROTEINA RIBOSOMAL LEISHMANIA
Autores: Manuel Soto, Marta Romén y Jerénimo Carnés

Barcelona_Laboratorios Leti SL
(01.12.2011)

Obijetivo

El objetivo de este documento es desarrollar un protocolo detallado de la preparacién de
extractos de proteina ribosomal, en orden de entender la composicion del extracto.

Protocolo

Extractos de proteina ribosomal (RPE) fueron preparados a partir de cepas de Leishmania
mayor (WHO/IR/-/173) o de un clon VI (MHOM/IL/80(Friedlin)) o de la cepa Leishmania
infantum MCAN/ES/1996/BCN/150/MON-1).

Para la preparacién de RPE de L. mayor o L. infantum, se recolectaron 10° promastigotes
por centrifugacion, se lavaron dos veces en PBS enfriados y resuspendidos en 1 ml de
una solucién amortiguadora lisis NP40 (10 mM Tris-HCI, pH 8, 150 mM NaCl, 1.5 mM
MgCI2 y 0.5% Nonidet P 40 (NP40 — Roche Diagnostics, Gmbh, Mamheim, Alemania)),
suplementada con inhibidores de proteasa (1 mM de fenilmetilsulfonilfloruro (PMSF),
leopeptina 8 pg/ml, aprotinina 4 ug/ml y pepstatina 8 pug/ml) y pipetiado 10 veces hacia
arriba y hacia abajo, con el fin de romper las membranas plasmaticas. Después de la lisis,
las muestras son microfugadas a 3,000 veces por gramo, por 2 minutos a 4 °C, en orden
de granuiar el nucleo. Una muestra del nucleo fue preparado por un analisis del tipo SDS
PAGE (ver Figura 2). Supernadantes (fracciones citosolicas) fueron microfugadas dos
veces a 13000 veces por gramo, durante 15 minutos a 4 °C, con el propésito de precipitar
la fraccién mitocondrial. El extracto ribosomal fue preparado tal y como se describe en [1],
a partir de supernadante citosélico, sometiéndolo a una centrifugacion de alta velocidad a
90,000 rpm, durante 30 minutos a 4 °C en un rotor Beckman TL100.3. El supernadante
que contiene proteinas ribosomales no solubles, fue preparado mediante un analisis SDS-
PAGE (Figura 2). El granulo crudo ribosomal fue resuspendido en una solucién
amortiguadora A (20 mM Tris-HCI, pH 7.4, 500 mM AcNH4, 100 mM MgCI2, 5§ mM B
mercaptoetanol) y centrigugado a través de un gradiente de sucrosa discontinuo (20/40%)
en una solucién amortiguadora A, 'a 90,000 rpm a 4 °C en un rotor Beckman TL100.3. EI
granulo de ribosomas lavados fue resuspendido en PBS, sometido hasta que la
degradacion del ARN ribosomal se ha completado y almacenado a -70 °C. Antes de
congelar, una muestra de ribosomas fue preparada por el analisis SDS-PAGE (Figura 2) y
~ dos geles de poliacrilamida dimensional (2D PAGE) (Figura 3).
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Figura 1. Esquema de la preparacién de proteinas ribosomales Leishmania

Para SDS PAGE, el nucleo L. mayor, la fraccién citosdlica y extractos de proteina
ribosomal (15 ug por cada muestra), fueron resuspendidos en una solucién amortiguadora
Laemmli (62.5 mM Tris HCI, pH 6.8, 7.5 mM EDTA, glicerol 10%, SDS 4%, 5 mM 8-
mercaptoetanol, 0.1% bromofenol azul) y redisuelto en 10-14% de geles con un gradiente
SDS-PAGE. Las proteinas fueron tefiidas utilizando una solucién coomassie azul (0.1%
coomassie azul, 40% metanol, 10% acido acético), figura 2.
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Figura 2. Extractos nucleares de Leishmania mayor (N), proteinas no-ribosomales citosdlicas (Cyt)
y proteinas ribosomales (Rib) fueron electrofosforisadas utilizando El gradiente SDS-PAGE 10-14%
linear. '



Para electroféresis de gel de policramida bi-dimensional (2D-PAGE), extractos de proteina
ribosomal L. mayor, fueron disueltos en 200 ul de una solucién amortiguadora lisis (0.5%
de Nonidet P40, 1 mM de EDTA, pH 8.0, 0.1 mM PMSF, 10 mM de Tris HCI, pH 7.4 y 1
mM DTT) y extraidos con un volumen igual de fenol. Las proteinas presentes en la fase
organica fueron precipitadas con cinco volumenes de una solucién amortiguadora de
acetato de amonio (0.1 M de acetato de amonio disuelto en metanol) y lavado tres veces
con 80% de acetona. El grénulo seco fue solubilizado en una solucién amortiguadora de
rehidratacién (7 M urea, 2 M tiourea, 0.5% solucién amortiguadora IPG (3-10), 4%
CHAPS, 40 mM Tris HCI, pH 8.8 y 0.002% de bromofenol azul) y centrifugar para remover
el material insoluble. Las proteinas fueron adsorbidas en Immobilina™ Drystrip, pH 3-10,
11 cm. El enfoque isoeléctrico y de rehidratacién (IEF), fue realizado utilizando un sistema
IPGphor. Después del IEF, las tiras de IPG fueron equilibradas en uan solucién
amortiguadora equilibrada (6 M urea, 2% SDS, 0.375 M Tris HCI, pH 8.8, 20% glicerol,
0.002% bromofenol azul), mas 20 mg/ml DTT por 15 minutos y después con una solucién
amortiguadora equilibrada mas 25 mg/ml de yodoacetamida por otros 15 minutos. Las
tiras de IPG equilibradas fueron colocadas en 12% de minigeles SDS-PAGE (BioRad).
Los geles 2D fueron tefiidos con nitrato de plata utilizando un kit de tefiido con plata (GE
Healthcare) (ver Figura 3).
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Figura 3. 2D PAGE de proteinas ribosomales L. mayor. Se muestra El gel tefiido representativo
com plata.



Analisis
1. Analisis de pureza

Para analizar la pureza ribosomal, los extractos de proteina ribosomal (LRP) fueron
analizados por Western Blot y su patrén de reconocimiento es comparado con el patrén
del extracto de proteina total (SLA). Tubulina anit-beta ha sido utilizada como un marcador
citosolico, anti-histona H2A como un marcador nuclear y anti-PO como un marcador
ribosomal (Figura 4).
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. Figura 4. Pureza de la fraccion ribosomal. L.mayor y LRP fueron electroforisadas en un gradiente
SDS-PAGE linear 10-14%, transferido en manchas de nitrocelulosa y encubados con anti 8-
tubulina, anti L.infantum H2A y anti L. infantum anticuerpos especificos de proteina ribosomal PO.

Suero en contra de B-tubulina e histona H2A, no mostraron reactividad contra LRP, pero
mostraron una banda contra SLA. Anticuerpos anti-PO mostraron una reactividad
incrementada en LRP relativa a SLA.

Adicionalmente, para analizar la pureza del extracto de proteinas ribosomales, estos
extractos han. sido cargados en SDS-PAGE junto con proteinas ribosomales
recombinantes protectoras y el gel se ha tefido, siguiendo el método que se describid
anteriormente. Ambos extractos de proteina ribosomal y proteinas recombinantes
protectoras son analizadas por Western Blot, utilizando suero de ratones inmunizados
con cada una de las proteinas recombinantes protectoras.
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Figura 5. Extractos de proteina ribosomal (LRP) y proteinas recombinantes ribosomales
protectoras (LmS4, LmS6, LmL3 y LmL5) han sido analizadas com SDS PAGE, transferidas a una
membrana y analizadas por Western Blot contra suero de ratén inmunizado com cada una de las
proteinas recombinantes protectoras.

Los 4 sueros diferentes contra proteinas ribosomales protectoras individuales son
reconocidas por |6s extractos de porteina ribosomal (LRP).

Conclusiones
El protocolo para la purificacion de extractos de proteina ribosomal ha sido descrito.

Hasta ahora el extracto de proteina ribosomal ha sido reconocido por cinco proteinas
ribosomales recombinantes (PO, L3, L5, S4 y S6) pero no se reconoce aun ya sea el
marcador citosélico (anti B-tubulina) o un marcador nuclear (anti-H2A).

Referencias

1. S Iborra, N Parody, D R Abanades, P. Bonay, D. Prates, F O Novais, M Barral-
Netto, C Alonso y M Soto. Vaccination with the Leishmania major ribosomal proteins plus
CpG oligodeoxynucleotides induces protection against experimental cutaneous
leishmaniasis in mice. Microbes and Infection. 2008. 10:1133-1141

€z



Industria y Comecrcio TESTIGO DOCUMENTAL FO““L

EUPERINTENDENGIA

Dependencia Jerarquica:DELG. PROPIEDAD Cédigo
INDUSTRIAL 2020
Dependencia Productora: GRUPO DE NUEVAS Cadigo 2020
CREACIONES

Tipo de Radicacion: Entrada: X Salida: o Traslado: o Convenio: o

Radicador:

DESCRIPCION DE LA PRUEBA
Nombre de la Serie / Subserie:
Cédigo:
Expediente: Solicitante / Quejoso / Demandante /
otros.
(2= 315 -9
Prueba excluida: C,ol
N°. de Pruebas excluidas: f

Fecha de emisién de la Prueba:

_ ‘UBICACION DE LA PRUEBA EN LA SECCION DE MATERIAL GRAFICO
N°. de blogue: Oftras especificaciones:

N°. de rodante:

N°. de estante:

N°. de archivador;

N°. de entrepario:

N°. de gaveta:

N°. de caja:

IMPORTANTE:

» El material gréfico o especial que se encuentra dentro o anexo a las unidades documentales o
expedientes, debe extraerse y llevarse a aquella seccién del archivo que se haya dispuesto para
conservar documentos en distintos formatos.

e Entiéndase por material gréfico todos aquelios dibujos, croquis, mapas, planos, fotografias,
ilustraciones, pictografias, codices, prensa, objetos tridimensionales, entre otros.

Observaciones:

é( C‘AI CO¥\ ene.
~ a\c\m\lo e\ Cow\d}@ \ogr

omc@m&@ L Cagals© o

s L$L QL. ' Soporte Documental

® CD

Disquete

DVD

Folleto

Periédico

Plano

Publicacion Peribdica
usB

Otro

Unidad de Conservacién

Bolsa
Caja
Libro
Sobre
Tomo
Otro

000000

( Z@m@

AVANNY,

00 000000

GDO1-FO9 vr1 (2014-11-11)



DIAGNOSTICO DE UNA PARASITOSIS TAL COMO LA LEISHMANIASIS
USANDO UN EXTRACTO DE PROTEINAS RIBOSOMICAS (RPE)

Campo de la invencion

La invencion se refiere a un método de diagndstico 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
Oriente, y en Latinoamérica (20). Esta grave enfermedad es causada por [el
organismo] Leishmania infantum en el area mediterranea, en Medio Oriente y
en los paises asiaticos y L. chagasi en Latinoamérica (20, 21). Debido a sus
relaciones genotipicas, ambas especies que causan la CVL en diferentes
continentes se pueden considerar idénticas (26).

Al ser infectados, los perros pueden desarrollar diferentes formas de la
enfermedad; asintomatica, oligosintomatica o sintomética (4). La infeccién
sintomatica da como resultado la muerte y sus manifestaciones clinicas
incluyen alteraciones cutaneas como alopecia, dermatitis, onicogrifosis (3, 11),
y también manifestaciones en visceras con alteraciones renales, hepaticas 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.



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 inmunoabsorcion ligado a enzimas
(ELISA) (revisado en (23)). El diagnostico 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 serodiagnostica 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 los 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
guiméricas que contienen varios antigenos del parasito no relacionados (6, 31,
36). El diagnostico especifico de la CVL también se puede desarrollar usando
fracciones de parasitos en bruto analizadas por transferencia Western o
preparados del paréasito 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 daran una reaccion falsamente positiva con un ensayo basado

en SLA.



Por lo tanto, aun existe la necesidad de un método de diagndstico
mejorado para una parasitosis tal como la Leishmaniasis, que no tenga todas
las desventajas de los métodos existentes.

Descripcion de la invencion

En este trabajo, 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 diagndstico es
mas especifico que los métodos de diagnostico conocidos tales como un
método basado en SLA tal como se demuestra en el ejemplo. Este nuevo
método permite un diagnostico 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 continuacion.

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
pardsito que causa una parasitosis cuando esta 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
citosolico,

c. preparar el extracto de proteinas ribos6micas a partir del extracto

citosdlico que se obtuvo.



En el paso a, un parasito preferiblemente significa un protozoario. Los
parasitos preferidos se definen aqui mas adelante. Mas preferiblemente, un
protozoario esta 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 deberian utilizar 3x10° células del parasito. Una
solucion amortiguadora de pH de lisis es una soluciéon amortiguadora de pH,
que lisara por lo menos a algunas de las células del parasito. Por lo menos
algunas significa preferiblemente por lo menos 50% de las células, o por lo
menos 60%, 70%, 80%, 90% o 100%. Una solucién amortiguadora de pH de
lisis preferida comprende un tensioactivo no ionico. Se obtuvieron buenos
resultados con Nonidet P 40 (NP40) como tensioactivo no iénico. Sin embargo,
se puede usar otro tensioactivo no ionico. Una solucién amortiguadora de pH
de lisis preferida que se utiliza es la siguiente (Solucién amortiguadora de pH
A): Tris HCI 10mM, pH 8,0, NaCl 150 mM, MgCl, 1,5 mM y NP40 al 0,5%
(Roche) y preferiblemente suplementada con inhibidores de proteasa tales
como PMSF 1mM, Leupeptina 8 ug/ml, Aprotinina 4 pg/mly Pentatin 8 pug/ml).
Tipicamente, una cantidad apropiada de células de parasitos (10° células/ml de
solucion amortiguadora de pH A) se mezcla suavemente con esta solucion
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 centrifugacion 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.



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, AcNH4 500 mM, MgCL, 100 mM, B-mercaptoetanol
5mM) y se centrifuga a través de un gradiente de sacarosa discontinuo
(20/40%) en una solucidon amortiguadora de pH apropiada tal como la solucién
amortiguadora de pH B a 90.000 rpm a 4 °C. Aqui, nuevamente, el rotor
preferido es un rotor TL100.3. El granulo que se obtiene comprende ribosomas.
Este granulo preferiblemente se disuelve en PBS (solucién salina
amortiguadora de pH al fosfato), se sonica y se almacena a —70 °C.

Las proteinas ribosdmicas son proteinas citosoélicas bien conservadas.
Por lo tanto, se puede preparar el RPE que se define aqui a partir de cualquier
organismo eucariotico, tanto vegetales como animales, ya sean estos
mamiferos, reptiles, peces, insectos, 0 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



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 segun 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 antigeno Ay no al B y viceversa. Por lo tanto, un RPE
segun se usa aqui es util 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 lo 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 ribosdbmica. En una forma de realizacién
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



fragmentos de proteina de una proteina ribosdmica. 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 o mas aminoacidos contiguos de una
proteina ribosdmica 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 ribosomico 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 segun se divulga en EP 824 699 o no consiste en este.
Més preferiblemente, el RPE no comprende los 17 aminoacidos 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
diagnéstico 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 realizacion 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, la Leishmaniasis causada por una
especie del género Leishmania se puede diagnosticar usando una composicién
basada en un RPE proveniente de otras especies de Leishmania. En una forma
de realizacion, la Leishmaniasis causada por L. major se diagnostica con éxito

con una composicion que comprende un RPE proveniente de L. infantum.



Como alternativa, otras parasitosis, como por ejemplo malaria, se puede
diagnosticar 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 invencion, un sujeto significa un humano o un
animal. Los animales abarcados por el alcance de la invencion incluyen a los
mamiferos, preferiblemente a un humano o un perro. En principio, usando la
invencion el diagnéstico se puede realizar en cualquier sujeto. EI método de
diagnéstico 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
gue esta 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, Etiopia.
También incluyen el sur de Europa: paises mediterraneos Espafa, Francia,
Grecia, etc. También incluyen a América Central (todos los paises) y
Sudamérica: Brasil, Venezuela, Peru, Bolivia, Colombia, norte de Argentina,
Paraguay, Uruguay; asi como Asia Central al sudoeste de Asia: India, Iran,
Irak, Mongolia, Nepal, Bangladesh.

En el contexto de la invencion, 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
cerebroespinal u orina. Mas preferiblemente, la muestra es una muestra de

sangre 0 suero que se obtuvo de un sujeto.



En una forma de realizacion preferida, el diagnéstico se obtiene antes de
la aparicion de un sintoma de dicha parasitosis, denominado diagnostico
presintomatico o diagndéstico 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 dias, por lo menos 30 dias o mas antes de la
aparicion de un primer sintoma. Un primer sintoma o un primer signo clinico
asociado con parasitosis tales como la Leishmaniasis se puede seleccionar
entre la siguiente lista: fiebre, esplenomegalia, hepatomegalia, linfadenopatia,
conjuntivitis, dermatitis onicogrifosis, geratoconjuntivitis, apatia y caquexia. La
mayoria de estos se puede detectar simplemente mediante un examen fisico
externo. La conjuntivitis, dermatitis, onicogrifosis, geratoconjuntivitis son formas
de alteracion 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 diagnéstico antes
de la aparicién de algunos de los sintomas de dicha parasitosis, denominado
diagnéstico 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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diagnéstico de un sujeto sintomatico. En este contexto, “sintoméatico”
preferiblemente significa un sujeto con por lo menos cuatro de los sintomas que
se definieron anteriormente que incluyen una forma de alteracion cutanea tal
como se la definié anteriormente.

Las personas con experiencia comprenderan que el tipo de diagndstico
mas importante es el diagndstico de sujetos asintomaticos, ya que contribuira a
prevenir la dispersion 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 invencién preferiblemente in vitro 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 realizacion preferida, en
dicha composicion hay presente otro compuesto. Como alternativa, ningun otro
compuesto esta presente en dicha composicion.

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

sintomaticos y sujetos vacunados. Mas preferiblemente, dichos compuestos no
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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 proteina histona es H2A, H2B, H3 y/o H4 segun se las identifica en EP 1
687 023. Las histonas H2A, H2B, H3 y H4 son proteinas 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 cercano en el en el arbol evolutivo al
organismo que causa 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, mas en particular las
diferentes especies de protozoarios tripanosémicos Leishmania.

En un método de diagnostico 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 deteccién de la presencia de dicho anticuerpo se lleva a cabo usando
métodos conocidos por las personas con experiencia tales como ELISA. Las
formas de deteccién preferidas se describen en la seccidn titulada Ensayo.

Un anticuerpo que reconoce al RPE preferiblemente significa que hay



12

presente por lo menos un anticuerpo que 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 ribosémica o un antigeno
ribosémico de una proteina ribosémica.

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 realizacion 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 deteccion que se une al complejo anticuerpo/RPE y
contiene un grupo informante detectable. Los reactivos de deteccion
apropiados incluyen anticuerpos que se unen al complejo anticuerpo/RPE y
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
incubacion del RPE con la muestra. La extension hasta la cual los
componentes de la muestra inhiben la union del anticuerpo marcado al RPE es
indicativa de la reactividad de la muestra con el RPE inmovilizado.

Un soporte solido 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
soporte 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 o 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 solido usando una variedad de técnicas
conocidas por los expertos en la técnica. En el contexto de la presente
invencion, el término “unido” se refiere tanto a una asociacion no covalente,
como por ejemplo adsorcidon, como a una union covalente (que puede ser una
unién directa entre el antigeno y los grupos funcionales sobre el soporte o
puede ser una conexion a través de un agente reticulante). Se prefiere la unién
por adsorcion a una cavidad en una placa de microtitulo o a una membrana. En
dichos casos, la 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, y 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
conseguir haciendo reaccionar primero el soporte con un reactivo bifuncional
gue 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 un soporte con un recubrimiento de un polimero apropiado
usando benzoquinona o por condensacién de un grupo aldehido sobre el
soporte con una amina y un hidréogeno activo sobre el polipéptido (véase, por
ejemplo, Pierce Immunotechnology Catalog and Handbook (1991) at A12-A13).

En ciertas formas de realizaciobn, el ensayo es un ensayo por
inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA). Este ensayo se puede llevar a
cabo poniendo en contacto primero un RPE que ha sido inmovilizado sobre un
soporte sélido, 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 deteccidon capaz de
unirse al complejo anticuerpo-RPE inmovilizado. Luego se determina la
cantidad de reactivo de deteccidbn que permanece unido al soporte sélido
usando un método apropiado para el reactivo de deteccion especifico.

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

Se puede emplear cualquier agente blogueante apropiado conocido por
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aguellos 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 esta 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 incubacion. En general, un tiempo de
contacto apropiado (es decir, tiempo de incubacion) es el periodo de tiempo
suficiente para permitir detectar la presencia de anticuerpo dentro de una
muestra. Preferiblemente, el tiempo de contacto es suficiente para conseguir un
nivel de union de por lo menos 95% del 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 unién que se da durante un
periodo de tiempo. A la temperatura ambiente, generalmente es suficiente un
tiempo de incubacién 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
deteccién a un soporte sélido. Un reactivo de deteccidén 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 deteccién contiene un
agente de wunion (tal como, por ejemplo, Proteina A, Proteina 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, radionuclidos,
grupos luminiscentes, grupos fluorescentes y biotina. La conjugacion del
agente de union al grupo informante se puede conseguir usando métodos
estandar conocido por aquellos con una experiencia normal en el arte. Los
agentes de union 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 deteccion 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 centelleo o métodos auto radiograficos. Para
detectar tinturas, grupos luminiscentes y grupos fluorescentes se pueden
utilizar métodos espectroscopicos. La biotina se puede detectar usando
avidina, acoplada a un grupo informante diferente (comiunmente un grupo
radioactivo o fluorescente 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 andlisis espectroscépico

u otro tipo de andlisis de los productos de reaccion.
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Para determinar la presencia o ausencia de un anticuerpo especifico
para una parasitosis tal como la Leishmaniasis en una muestra, generalmente
se compara la sefial detectada del grupo informante que permanece unido al
soporte soélido con una sefal que corresponde a un valor de corte
predeterminado. En una forma de realizacion preferida, el valor de corte 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 realizacion
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 realizacion, 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 sefial 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 falsos positivos, o hacia la derecha, para

minimizar la tasa de falsos negativos.
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En una forma de realizacion relacionada, se lleva a cabo un ensayo de
flujo pasante o en un formato de tiras de prueba, donde el RPE se inmoviliza
sobre una membrana tal como nitrocelulosa. 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
ejemplo, proteina A-oro coloidal) se une al complejo anticuerpo-RPE a medida
que la solucion que contiene el reactivo de deteccion fluye a través de la
membrana. Luego se puede llevar a cabo la deteccion 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
gue contiene la muestra. La muestra migra a lo largo de la membrana a través
de la region que contiene el reactivo de deteccion y hacia el area de polipéptido
inmovilizado. La concentracion del reactivo de deteccion en el RPE indica la
presencia en la muestra de un anticuerpo especifico para un antigeno de un
pardsito que causa una parasitosis tal como la Leishmaniasis. Tipicamente, la
concentracion del reactivo de deteccion en dicho sitio genera un patrén, como
por ejemplo una linea, que se puede leer visualmente. La ausencia de dicho
patrén indica un resultado 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
gue podria ser suficiente para generar una sefial positiva en un ELISA, segun
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 pequefia

(por ejemplo, una gota) de suero o sangre del sujeto.
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Cualquier sujeto o meédico puede usar este dispositivo en la
oficina/hogar, y repetir el uso de dicho dispositivo o ensayo tan frecuentemente
COmo sea necesario.

Usualmente, en un ensayo se utilizan moléculas adicionales como
control positivo 0 negativo. Un control positivo tipico puede ser un anticuerpo
gue reconoce a moléculas que se sabe que estan presentes en una muestra
gue 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
sSus 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
gue 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 que
se han identificado especificamente, donde respectivamente dicho(s)
componente(s) adicional(es), paso(s) no alteran las caracteristicas Unicas de la
invencion.

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 lo menos un(a)”.
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Todas las referencias a patentes y literatura citadas en la presente
memoria descriptiva se incorporan aqui 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 figuras

FIGURA 1. (A) se sometieron a electroforesis proteinas ribosomicas 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
dilucién 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 incub6 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. Evaluacion comparativa de la sensibilidad de diagndstico de
LRP y SLA. (A) Reactividad ante ELISA de sueros de perros con CVL
sintomatica y sueros de control con LRP y SLA. (B) Reactividad ante ELISA de
sueros de perros con CVL oligosintomatica 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.
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FIGURA 3. Evaluacion comparativa de la especificidad del diagndstico
de LRP y SLA. (A) Reactividad ante ELISA de sueros de perros infectados con
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.
Ejemplos

MATERIALES y METODOS

Parésitos. Se cultivaron Leishmania chagasi (MOM/BR/1970/BH46) vy 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 ug/ml de estreptomicina y 50 ug/ml de gentamicina a pH
7,4.

Preparaciéon 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 describid anteriormente (12). En resumen, 2 x 10°
promastigotes por ml, en un volumen de 5 ml, se lavaron 3 veces en solucién
salina amortiguadora de pH al fosfato fria estéril (PBS). Luego de seis ciclos de
congelacion y descongelado seguidos de ultrasonicacion (Procesador
ultrasénico, GEX600), con cinco ciclos de 30 seg a 38 MHz, la suspension se
centrifugé a 8.000 g durante 30 min a 4°C y se recolect6 el sobrenadante que
contenia SLA. Se estim@ la concentracion de proteina por el método de

Bradford (7) y se almacenaron alicuotas de 500 uL a -70 °C.
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El LRP se prepar6 de promastigotes de L. infantum en fase logaritmica
como se describié anteriormente (22). En resumen, se cosecharon 1 x 10°
promastigotes, se lavaron dos veces en PBS pre-enfriado, se resuspendieron
en 1 ml de soluciéon 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 la lisis, las muestras se microcentrifugaron a 3.000
x g durante 2 min a 4 °C para obtener granulos de los nucleos. El sobrenadante
se microcentrifugé dos veces a 13.000 x g durante 15 min a 4 °C. El
sobrenadante citosodlico purificado se sometio a centrifugacion a alta velocidad
a 90.000 rpm durante 30 min a 4 °C con un rotor Beckman TL100.3. El granulo
ribosémico en bruto se resuspendid en solucion amortiguadora de pH B (Tris-
HCI 20 mM, pH 7,4, AcNH, 500 mM, MgCl, 100 mM, B-mercaptoetanol 5mM) y
se centrifugd a través de un gradiente de sacarosa discontinuo (20/40%) en

solucion amortiguadora de pH B a 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 Espafa se
recolectaron de 28 perros con sintomas clinicos en la regién 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, Caceres, Espafia. Los animales se consideraron sintomaticos
cuando estuvieron presentes tres 0 mas de los siguientes sintomas: pérdida de
peso, alopecia, adenopatia, onicogrifosis, hepatomegalia, conjuntivitis y
dermatitis exfoliativa en la nariz, cola y puntas de las orejas. Todos los sueros

fueron positivos cuando se probaron por inmunofluorescencia indirecta, y la
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presencia de formas amastigote del parasito fue confirmada por observacion
directa en nodulos linfaticos popliteos y prescapulares. Los sueros de control
se obtuvieron de 8 animales sanos (Departamento de Parasitologia,
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 diagnéstico de VL se defini6 cuando se vieron
amastigotes en frotis tefiidos con tinte de Giemsa de aspirados de médula 6sea
o cuando se identificaron promastigotes en cultivos de sangre periférica o
aspirados de médula ésea. 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
gue 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 pardsitos para analizar la reaccién 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
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(Falcon) con SLA de L. infantum o L. chagasi, o con LRP de L. infantum (0,5
pg/cavidad, cada una), en 100 pL de solucion amortiguadora de pH de
recubrimiento pH 9,6, 18 h a 4°C. Se llevé a cabo una curva de titulacién para
determinar la mejor concentracion de proteina y dilucion de anticuerpo a
utilizar. Los sitios de union libres se bloquearon con una solucion 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-lgG de perro 1:10.000 (Sigma, St. Louis, EE.UU.) en peroxidasa
de radbano picante conjugado. La reaccion se reveld por incubacién con H,O,,
orto-fenilendiamina y solucion amortiguadora de pH al citrato-fosfato pH 5,0,
durante 30 min en la oscuridad y se detuvo por agregado de 20 puL de 2 N
H.O,. Se leyeron las densidades opticas a 492 nm en un espectrofotdbmetro
para microplacas de ELISA (Molecular Devices, Spectra Max Plus. Concord,

ON, Canadad).

Transferencia Western. Para SDS-PAGE se resuspendieron LRPs de
L. infantum (15 pg) en solucion 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 pl de
solucion 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
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precipitaron con cinco volumenes 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 resuspendid en solucion
amortiguadora de pH de rehidratacion (urea 7 M, tiourea 2M, solucién
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 y el enfoque
isoeléctrico (IEF) se llevaron a cabo usando el sistema IPGfor (GE Healthcare)
de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Luego del IEF, las tiras de IPG
se equilibraron en solucién amortiguadora 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 solucion 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 tifidé 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 individualmente
(SDS-PAGE) o como una combinacion (2D-PAGE). Como anticuerpo
secundario, se utiliz6 anti-perro-lgG conjugado con peroxidasa de rabano
picante (1:2.000) que se adquiri6 de Nordic Immunological Laboratories

(Tilburg, Paises Bajos).
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Andlisis estadistico. En todas las comparaciones de datos se probé 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 infeccidon canina.
Para analizar la antigenicidad del LRP durante la infeccién canina, los sueros
de 10 perros infectados naturalmente con L. infantum se incubaron con una
membrana de nitrocelulosa que contenia los extractos de LRP de dicho
pardsito. Los sueros de todos los animales 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 tefiidos
débilmente 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 patrén de
reconocimiento 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
reconocieron, el extracto de LRP se separ6 por 2D-PAGE de alta resolucion.
Como se muestra en la Figura 1B, el panel derecho los geles preparados con
cargas preparativas de proteina (20 ug) mostré buena resolucién con solo una
minima aparicion de bandas para las proteinas mas basicas (Figura 1, panel

izquierdo). Cuando se incubd un gel 2D-PAGE con una combinacion de los
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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 serodiagnoéstico de la CVL. Para
determinar si el extracto de LRP se puede considerar una herramienta valiosa
para el serodiagnostico de la CVL, los inventores analizaron la reactividad
contra LRP y SLA de 127 muestras de suero canino. El primer grupo de sueros
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 sintomatica 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 lo 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 empleé SLA como
antigeno. 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 seccion 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
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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 ribosOmicas de
Leishmania son antigenos apropiados para el diagnéstico de la CVL
sintomatica.

Luego, se probaron los sueros de perros oligosintomaticos (n= 7) y
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 namero 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 resultados 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 esta compuesto de
proteinas conservadas evolutivamente, los inventores analizaron las
potenciales reacciones cruzadas de los extractos de LRP con los sueros de
perros infectados con otros protozoarios unicelulares: Toxoplasma gondii (n=5)
y Trypanosoma cruzi (n= 9). En la Figura 3, se muestran los valores de

reactividad de los sueros individuales para cada grupo contra LRP. Ninguno de
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los sueros de perros infectados con T. 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 lo anterior). Como control, se analizd
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
para perros infectados con T. gondii y 7/9 para perros infectados con T. cruzi).
También se estudié 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 éptica (O.D.) mayores
que el corte cuando se utilizaron los extractos de LRP en los ensayos ELISA
(Figura 3B). Cuando los mismos sueros se analizaron en ensayos ELISA
basados en SLA, el 16,6% (3/18) de los sueros también estuvo sobre el 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 mostro reactividad contra LRP con un valor de O.D. cercano al corte
definido por los sueros negativos de animales sanos de control analizados en la

Figura 2A.

EXPOSICION
Muchas proteinas intracelulares citoplasmaticas o0 nucleares de

Leishmania como histonas, cisteina proteinasas o0 kinesina, han sido
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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 ribosomicas del parasito también son antigénicas durante la
enfermedad CVL. Aunque se observo cierta variabilidad individual entre perros
individuales, todos los sueros de perros sintomaticos mostraron reactividad
contra algunos de constituyentes ribosomicos del parasito. Como la
antigenicidad de las proteinas ribosomicas del parasito también se demostré en
dos diferentes modelos en ratones de Leishmaniasis cutdnea (22) los
resultados de los inventores indican que los ribosomas del parasito interactian
con el sistema inmunitario de los huéspedes vertebrados durante las
infecciones naturales y experimentales con Leishmania.

Las pruebas basadas en técnicas seroldgicas son los métodos mas
frecuentes para el diagndstico de la Leishmaniasis visceral canina y humana
(VL) debido a la fuerte respuesta humoral que acompafa la infeccion con
especies viscerotropicas de Leishmania. Al tomar en consideracion la alta
reactividad que se observd contra un extracto de proteinas de los ribosomas
del parésito de los sueros de perros afectados por CVL, los inventores
analizaron las propiedades para el diagnostico 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 sistematica realizada sobre gran cantidad de
muestras para el diagnostico de la enfermedad VL (16, 33). Se realizé un
analisis comparativo de los extractos de LRP con proteinas completas del
pardsito que se obtuvieron de lisados de promastigote porque el uso de

ensayos ELISA basados en SLA en bruto usualmente mostr6 una alta
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sensibilidad para el diagndéstico 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 vy
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
gue se obtuvieron de perros sanos mostroé 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 diagndstico de las pruebas
ELISA basadas en LRP fue similar al que se obtuvo con el preparado de SLA
en el diagnoéstico de CVL sintoméatica u oligosintomatica. Sin embargo, la
deteccién de la enfermedad en perros asintomaticos puede ser critica en
estudios epidemioldgicos 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 diagnéstico de la CVL asintomatica. Mientras que la
mezcla de antigenos para LRP detectd a todos los casos asintomaticos (100%)
el ensayo usando el preparado de SLA solo detectdé 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 diagndstico 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
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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 proteinas
recombinantes de varios parasitos para desarrollar una prueba de diagndstico
mas especifica (24). Los ensayos ELISA comparativos generalmente revelaron
mayor especificidad pero menor sensibilidad cuando se emplearon antigenos
recombinantes individuales en vez de SLA en el diagnostico de las
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 parasito en cada paciente o perro infectado. La combinacion 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 diagnostico 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
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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 que los extractos de LRP se pueden
considerar una interesante alternativa para utilizar en el diagnostico por ELISA
de la CVL y principalmente de los animales asintoméaticos para estudios
epidemioldgicos en areas endémicas.

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

para el serodiagnostico de CVL sintomatica

LRP SLA

Sensibilidad® | 100% (0/72) | 96% (3/72)

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

PVP* 98,6% 100%

PVNY 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.

b La especificidad se calculé de la ecuacion:

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

¢ PVP. Valor predictivo de los positivos calculados con la ecuacion:
[(positivos verdaderos/(positivos verdaderos + positivos falsos) x 100].

9 |a sensibilidad se calculé con la ecuacién:

[(negativos verdaderos/(negativos verdaderos + negativos verdaderos) x 100].
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<400> 1

Met Pro Ser Ile Thr Thr Ala Lys Arg Glu Tyr Glu Glu Arg Leu
Val

1 5 10 15

Asp Cys Leu Thr Lys Tyr Ser Cys Val Leu Phe Val Gly Met Asp
Asn

20 25 30

Val Arg Ser Gln Gln Val His Asp Val Arg Arg Gly Cys Arg Gly
Lys

35 40 45

Ala Glu Phe Ile Met Gly Lys Lys Thr Leu Gln Ala Lys Ile Val
Glu

50 55 60

Lys Arg Ala Gln Ala Lys Asp Ala Ser Pro Glu Ala Lys Pro Phe
Asn

65 70 75
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80

Asp Gln Cys Glu Glu Tyr Asn Leu Leu Ser Gly Asn Thr Gly Leu
Ile

85 90 95

Phe Thr Asn Asn Ala Val Gln Glu Ile Thr Ser Val Leu Asp Gly
His

100 105 110

Arg Val Lys Ala Pro Ala Arg Val Gly Ala Ile Pro Cys Asp Val
Val

115 120 125

Val Pro Ala Gly Ser Thr Gly Met Glu Pro Thr Gln Thr Ser Phe
Phe

130 135 140

Gln Ala Leu Asn Ile Ala Thr Lys Ile Ala Lys Gly Met Val Glu

Ile
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145 150 155

160

Val Thr Glu Lys Lys Val Leu Ser Val Gly Asp Lys Val Asp Asn
Ser

165 170 175

Thr Ala Thr Leu Leu Gln Lys Leu Asn Ile Ser Pro Phe Tyr Tyr
Gln

180 185 190

Val Asn Val Leu Ser Val Trp Asp Arg Gly Val Leu Phe Thr Arg
Glu

195 200 205

Asp Leu Met Met Thr Glu Asp Met Val Glu Lys Met Leu Met Glu
Gly

210 215 220

Leu Ser Asn Val Ala Ala Met Ala Leu Gly Ala Gly Ile Pro Thr
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Ser
225 230 235

240

Ser Thr Ile Gly Pro Met Leu Val Asp Ala Phe Lys Asn Leu Leu
Ala

245 250 255

Val Ser Val Ala Thr Ser Tyr Glu Phe Glu Glu His Asn Gly Lys
Glu

260 265 270

Leu Arg Glu Ala Ala Tle Asn Gly Leu Leu Ala Gly Ser Gly Ser
Ala

275 280 285

Ala Ala Glu Pro Ala Ala Ala Ala Pro Ala Ala Pro Ser Ala Ala
Ala

290 295 300
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Lys Glu Glu Pro Glu Glu Ser Asp Glu Asp Asp Phe Gly Met Gly
Gly
305 310 315

320

Leu Phe



