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APLICACIONES TERAPEUTICAS Y DE DIAGNOSTICO CONTRA
TRIPANOSOMOSIS

La presente invencion se refiere a la identificacion de las secuencias de
nucledtidos y de péptidos de una novedosa proteina de la bolsa flagelar
especifica de parasitos de tripanosoma africano y al uso de la misma para
aplicaciones de diagnostico y terapéuticas y en particular como una vacuna
para inmunizar animales humanos y/o no humanos como diana terapéutica en
la lucha contra tripanosomosis o tripanosomiasis.

La tripanosomosis y la tripanosomiasis son causadas por varias
especies de protozoos parasitos del género Trypanosoma, y tripanosomas
africanos generalmente se refiere a tripanosomas que pertenecen al grupo
Salivaria, que por si mismo incluye tres subgéneros principales: Trypanozoon,'
Duttonella y Nannomonas.

Solo el subgénero Trypanozoon comprende, ademas de especies
infecciosas para animales, dos especies infecciosas para seres humanos en
los que producen enfermedad del suefio. Los otros subgéneros incluyen
especies que infectan animales salvajes y domésticos y que nunca son
infecciosos para seres humanos, pero que pueden tener consecuencias
indirectas significativas para la salud. El subgénero Trypanozoon consiste en
tripanosomas polimérficos (formas largas y cortas o acortadas), con un flagelo
libre opcional y un pequefio cinetoplasto en la posicion subterminal (posterior).
Las especies de este subgénero son Trypanosoma (T.) brucei, T. evansi y T.
equiperdum. T. brucei incluye tres subespecies: T. b. brucei, T. b. gambiense y

T. b. rhodesiense, que son bastante similares en términos morfolégicos,
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antigénicos y bioquimicos y que se diferencianlpor su naturaleza infecciosa, su
patogenicidad y su distribucion geografica. T. brucei y sus subespecies se
transmiten por moscas tse-tse. T. evansi se transmite a ganado vacuno,
caballos y camelios por moscas picadoras distintas de tse-tse (Tabanidae) en
Africa, América del Sur y el sudeste asiatico. T. equiperdum no tiene huésped
invertebrado (transmision sexual en caballos). Las dos Ultimas especies se
extienden mas alla de las areas con moscas tse-tse y son cosmopolitas. Su
morfologia es similar a la de T. brucei, pero son monomorficas (sblo formas
largas).

Los tripanosomas que pertenecen al subgénero Duttonella tierien forma
de garrote, con una extremidad posterior redonda y ancha Yy un cuerpo que se
estrecha hacia la extremidad anterior. El cinetoplasto es voluminoso, redondo y
en la posicién‘ terminal la membrana ondulante esta relativamente sin
desarrollar, es estrecha y termina en un flagelo libre. T. vivax y T. uniforme,
especies de parasitos de rumiantes salvajes y domésticos; pueden transmitirse
mecanicamente o por moscas tse-tse en las que colonizan exclusivamente la
prob()sc_ide y el proventriculo.

| Los tripanosomas del subgénero Nannomonas son pequefios (8-24 pm),
y no tienen flagelo libre en ninglin estadio de su desarrollo. El cinetoplasto de
tamafio promedio esta en la posicion subterminal o marginal. La extremidad
posterior es redonda y la membrana ondulante estrecha. Su patogenicidad en
Africa es significativa para ganado vacuno, cerdos y perros. Su desarrollo en la
mosca tse-tse tiene lugar exclusivamente en el estémago y la proboscide. Las
especies principales son T. congolense y T. simiae. Estos tripanosomas son

pequenos con una extremidad posterior redonda, un cinetoplasto en la posicion
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marginal y una membrana ondulante estrecha. No tienen un flagelo libre.

Los rumiantes domésticos de Africa son principalmente infectados por
tres especies de tripanosomas patogénicos, T. congolense, T. vivax y T. brucei,
que son responsables de una patologia llamada nagana. Otros animales se
infectan por ofras especies patogénicas de tripanosoma, T. evansi, que es
responsable de una patologia llamada surra. Los tripanosomas se caracterizan
por una gran diversidad genética, que se refiere a su infectividad, virulencia,
patogeniciad, transmisibilidad y sensibilidad a productos tripanocidas.

T. congolense es el principal agente de la tripanosomosis bovina en
Africa, por su frecuencia y patogenicidad. También se adapta a diversas
especies de animales no humanos y, por tanto, puede parasitizar
indiferentemente bévidos, suidos, évidos, capridos, équidos y canidos.

T. brucei, y en particular la subespecie Trypanosoma brucei gambiense,
es probablemente la mas ampliamente conocida, ya que es responsable de la
forma crénica de enfermedad del suefio en los seres humanos en Africa
Occidental y Central. La subespecie Trypanosoma brucei brucei es un parasito
de animales domésticos y salvajes en toda Africa, pero no es infecciosa para el
ser humano debido al efecto litico de la apolipoproteina L, presente en suero
humano, en las formas de sangre de estos tripanosomas. La tercera
subespecie es Trypanosoma brucei rhodesiense, que es el agente de la
enfermedad del suefio en su forma aguda en Africa.

Ademas, la subespecie T. evansi se transmite a bévidos, caballos y
camellos y tiene repercusiones econdmicas significativas en Africa, en
particular para la reproduccion de ganado vacuno y bufalos.

Finalmente, T. vivax es un parasito principalmente de los ungulados en
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el Africa tropical y se transmite por moscas de los caballos y tdbanos.

Los tripanosomas tienen un complejo ciclo de vida que incluye diversas
formas morfologicas. Tienen en general un cuerpo fusiforme. Tienen un flagelo
conectado al cuerpo por una membrana ondulante. Se reproducen
asexualmente por fision binaria. Durante una infeccién, la mosca tse-tse
(Glossina sp.) inyecta en la dermis del huésped en el sitio de puncién los
metaciclicos infecciosos presentes en las partes de la boca. Los parasitos se
multiplican en la dermis en el punto de inoculacién. Se produce una reaccion
local relacionada con la multiplicacién de parasitos en la dermis, y los parasitos
dan lugar a formas de sangre. Este estadio puede durar de 1-3 semanas, por
ejemplo, en el caso de T. congolense. Entonces, los parasitos invaden la
sangre, el sistema linfatico, en particular los ganglios linfaticos, y diversos
organos tales como el higado, bazo, corazon, rifiones y testiculos, que luego
presentan lesiones significétivas. La tse-tse es infectada por ellos y se alimenta
sobre animales parasitizados, y una vez infectada sigue siendo infecciosa
durante toda su vida. En el caso de T. brucei y T. congolense, el tripanosoma
hace que el insecto se someta a un complejo ciclo que implica
desdiferenciacion en el intestino en formas prociclicas no infecciosas. En las
glandulas salivares o partes de la boca, los tripanosomas se transforman en
formas de epimastigota adherentes que se multiplican activamente. Su
diferenciacion conduce al estadio infeccioso representado por formas
metaciclicas, que no se dividen mas.

El ciclo de T. vivax no comprende estadio prociclico. Empieza con la
unién de flagelos en las formas de sangre introducidas por tse-tse. Se

diferencian en formas de epimastigota, que proliferan y luego se diferencian en
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metaciclicos infecciosos. La duracién total del ciclo en la tse-tse es
aproximadamente 5-10 dias para T. vivax, 18 dias para T. congolense y 30
dias para T. brucei.

Las fuentes de infeccién para animales domésticos son otros animales
domesticos o animales salvajes que estan enfermos o que son vehiculos
sanos. La existencia del reservorio procede del hecho de que ciertas especies
son relativamente no receptivas a la infeccién, y relativamente insensibles a la
enfermedad. Posibles vectores varian por especie de tripanosoma. T.
congolense y T. brucei se transmiten exclusivamente por vectores biolégicos
tales como moscas tse-tse, pero T. vivax también puede transmitirse por
vectores mecanicos tales como moscas picadoras (tdbanos o moscas del
establo). T. evansi se transmite exclusivamente por vectores mecanicos. La
eficiencia de la transmisién depende de las tasas de infeccion por tse-tse e
interacciones huésped-vector. Generalmente, los tripanosomas que son
infecciosos para animales tienen tasas de infeccion mayores que los
tripanosomas que infectan al ser humano, que contribuye a la muy amplia
distribucion de tripanosomosis animal.

El analisis de tripanosomas por microscopia electronica muestra la
existencia de una envuelta de aproximadamente 15 nm que cubre la totalidad
del cuerpo de la célula del parasito. Esta envuelta s6lo esta presente sobre la
superficie de la sangre y formas metaciclicas. Comprende esencialmente una
glicoproteina de superficie variable (VSG) con otras proteinas de membrana en
pequefias cantidades. Las VSG forman una estructura muy densa que
comprende una barrera fisica entre la membrana plasmatica y el huésped. La

estructura 3-D predice que sélo una pequefia parte de la proteina se expone

\O
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sobre la superficie del parasito. Por tanto, la funcion principal de esta envuelta
es enmascarar los antigenos de la membrana invariante' del parasito
presentando varios motivos inmunodominantes a las defensas inmunitarias del
huésped. La envuelta protege adicionaimente las formas de sangre contra la
lisis por activacion de la via alternativa del complemento.

Actualmente, el control de la enfermedad se basa principalmente en el
control de vectores por el uso de insecticidas cuyo impacto medioambiental
esta lejos de ser despreciable. En términos de infeccion, el control de la
tripanosomosis se basa exclusivamente en el uso de farmacos, debido a que
estos parasitos escapan de las defensas inmunitarias del huésped expresando
antigenos de superficie variables. Por tanto, este fenémeno de variacion
antigénica ha obstaculizado hasta la fecha todos los esfuerzos por desarrollar
una vacuna antiparasitaria novedosa. Sélo estan disponibles unas pocas
moléculas con efecto limitado contra el agente patogénico, los tripanosomas,
llamados tripanocidos. Estos tratamientos con quimioterapia tienen numerosas
limitaciones. De hecho, el tratamiento de la tripanosomosis implica varios
productos tripanocidas descubiertos la mayoria de ellos hace varias décadas.
Todos estos productos tienen efectos secundarios significativos y han
aparecido muchas cepas resistentes o multirresistentes a parasitos.

En términos de diagnosticos, faltan técnicas que sean rapidas,
fidedignas, econdémicas y aplicables en el campo. Actualmente se usan
diversas técnicas, pero también tienen muchas limitaciones. Los diagnésticos
clinicos, que generalmente se limitan a la sospecha, se basan en la
observacion de sintomas que generalmente son relativamente inespecificos.

De hecho, infecciones por otros parasitos que pueden producir ciertos sintomas
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comparables son frecuentes en estas regiones. La deteccion, tanto directa
como después del enriquecimiento, de tripanosomas en la sangre, linfa u otros
fluidos se lleva a cabo por examen microscopico de la preparacion (fresca o
tefida con Giemsa), y aunque esta técnica hace posible confirmar
tripanosomosis, es relativamente insensible. Técnicas moleculares tales como
PCR son caras y requieren una inversién considerable en particular en el
contexto de estudios epidemioldgicos. Las técnicas serologicas se basan en
lisados totales, son dificiles de normalizar y son sensibles, pero relativamente
inespecificas. Hasta la fecha no ha tenido éxito la busqueda de antigenos
especificos usando ELISA.

En este contexto, es una prioridad la busqueda de novedosas dianas
terapéuticas que permitan el desarrollo de una vacuna “antipatologia” para
reducir los efectos dafiinos de parasitemia sobre el animal o moléculas de
tripanocidas novedosas.

Resumen de la invencion

El solicitante ha identificado y caracterizado en T. congolense una
proteina designada como FLP80, localizada al nivel de la bolsa flagelar y el
compartimento endocitico temprano de formas de sangre del parasito. El
principal campo de aplicacion previsto es la lucha contra tripanosomosis y el
uso de dicha proteina para fines biotecnoldgicos. De hecho, la novedosa
proteina FLP80 es util para la vacunacion de tripanosomosis producida por
tripanosomas africanos.

Segun la invencion, las secuencias de péptidos recientemente
caracterizadas se usan para la produccion de pruebas de diagnéstico y para la

preparacion de composiciones de vacuna y farmacéuticas. Dicha proteina, y
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cualquier fragmento de polipéptidos antigénicos de dicha proteina, son

adicionalmente Utiles para la produccién de anticuerpos especificos de los

parasitos, con el fin de diagnosticos o inmunizacion pasiva. Finalmente, FLP80
constituye una diana terapéutica de eleccion para el desarrollo de agentes
tripanocidas o inhibidores competitivos.

Breve descripcion de las figuras

Figura1: representa la secuencia de nucledtidos que codifica la proteina
FLP80 de la bolsa flagelar;

Figura 2:  representa la secuencia de péptidos correspondiente a la proteina
FLP80 de la bolsa flagelar;

Figura 3A: representa un analisis de transferencia Western de la expresion
de FLP8O durante el ciclo parasitico en formas prociclicas (PCF),
formas de epimastigota (EMF) y formas de sangre (BSF) en
relacion con la expresion de tubulina (TUB) durante tres estadios
parasitos;

Figura 3B: representa un andlisis de transferencia Western de FLP80 en
formas de sangre (BSF) sin y después de tratamiento con una
endoglicosidasa (PNGasa).

Definiciones

“Tripanosomas africanos” se‘refieren a protozoos parasitos del género

Trypanosoma que pertenecen al grupo Salivaria, que por si mismo incluye tres

subgéneros principales: Trypanozoon, Duttonella y Nannomonas, tal como se

ha definido anteriormente. Estos se han descrito como tripanosomas africanos,
pero sin embargo hoy en dia se encuentran en Asia y América del sur, ademas

de en el continente africano. Los tripanosomas africanos mas comunes son
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Trypanosoma congolense, Trypanosoma vivax, Trypanosoma evansi y
Trypanosoma brucei.

Los términos “tripanosomosis” y “tripanosomosis animal africana” (TAA)
generalmente se refieren a infecciones de animales no humanos producidas
por tripanosomas africanos, mientras que los términos ‘“tripanosomiasis” o
“tripanosomiasis africana” se usan para referirse a infecciones humanas,
también producidas por tripanosomas africanos. Para fines de simplificacion,
los términos tripanosomosis y tripanosomiasis se usan indiferentemente en
este documento.

Descripcion detallada de la invencion

Un objeto de la presente invencion se refiere a una molécula de ADN o
ARN que codifica una novedosa proteina de la bolsa flagelar, llamada FLP8O0,
especifica para tripanosomas africanos. Dicha molécula de ADN o ARN
novedosa comprende al menos una secuencia de nucledtidos como se
representa en la secuencia SEC ID N°: 1, una secuencia complementaria, una
secuencia antisentido o una secuencia equivalente a la secuencia de SEC ID
N°: 1, y en particular una secuencia que comprende una identidad de al menos
el 80 %, 85 %, 90 %, 92 %, 93 %, 94 % o el 95 % con la secuencia entera SEC
ID N° 1, o una secuencia de nuclettidos puede hibridarse con la secuencia de
SEC ID N°: 1 bajo condiciones de hibridacién rigurosas.

Condiciones de hibridacion rigurosas se refiere a la hibridacién a una
temperatura de 65 °C durante la noche en una disolucion que contiene el 0,1 %
de SDS, el 0,7 % de leche desnatada en polvo y 6X SSC, seguido de lavados a

temperatura ambiente en 2X SSC - 0,1 % de SDS ya65°Cen0,2X SSC -0,1
% de SDS.

4



10

15

20

25

10

La invencién también se refiere a fragmentos de ADN o ARN cuya
secuencia de nucledtidos es idéntica, complementaria, antisentido o
equivalente a la secuencia de SEC ID N°: 1, y en particular fragmentos de ADN
0o ARN que tienen, para una secuencia de aproximadamente 30 a 100
nucledtidos contiguos, o aproximadamente 30 a 50, y preferentemente al
menos 30 nucledtidos contiguos, al menos el 50 %, al menos el 60 %, al menos
el 70 % o al menos el 80 %, 85 %, 90 %, 92 %, 93 %, 94 % o el 95 % de
homologia con la secuencia SEC ID N° 1, o una secuencia de nucleétidos
puede hibridarse con la secuencia SEC ID N° 1 bajo condiciones de
hibridacién rigurosas.

Secuencia de nucledtidos se refiere a al menos una hebra de ADN o su
hebra complementaria, o una hebra de ARN o su hebra codificante, o el ADN
complementario correspondiente. La secuencia de ADN de SEC ID N° 1 se
corresponde con la secuencia de ARN mensajero, dado que la timina (T) en el
ADN est4 sustituida con uracilo (U) en el ARN.

Segun la invencion, se dice que dos secuencias de nucledtidos son
equivalentes entre si como resultado de variabilidad natural, en particular
mutacion espontanea de las especies a partir de las que se identificaron, o
variabilidad inducida, ademas de secuencias homoélogas, definiéndose la
homologia mas adelante. La variabilidad se refiere a cualquier modificacién
espontanea o inducida de una secuencia, en particular por sustitucion y/o
insercion y/o delecién de nucledtidos y/o fragmentos de nucledtidos, ylo
extension y/o acortamiento de la secuencia en al menos un extremo, o
variabilidad no natural que puede resultar de las técnicas de ingenieria genética

usadas. Esta variabilidad puede expresarse por modificaciones de cualquier

L



10

15

20

25

11

secuencia de partida, considerada como referencia, y puede expresarse por un
grado de homologia en relacién con dichas secuencias de referencia.

La homologia caracteriza el grado de identidad de dos fragmentos de
nucledtidos (o péptidos) comparados; se mide por identidad en porcentaje, que
en particular se determina por comparacion directa de secuencias de
nucledtidos (o peptidos) en relacién con secuencias de nucleétidos (o péptidos)
de referencia. La invencion tiene como objeto una proteina de Trypanosoma
congolense, llamada FLP80, con un peso molecular aparente de
aproximadamente 40 kDa, ademas de los fragmentos de péptidos antigénicos o
un equivalente inmunolégico de dicha proteina. Se identifico en un extracto de
proteinas de la membrana a partir de formas de sangre del parasito por analisis
de espectrométria de masas. La secuencia de la proteina flagelar FLP80
comprende 411 aminoacidos, y se representa en la secuencia SEC ID N°: 2. EJ
analisis de la secuencia muestra la presencia de un péptido sefial y un dominio
transmembrana en las posiciones 354 a 379. La secuencia es rica en cisteina,
pero no esta presente ningun motivo particular. Ademas, el solicitante ha
mostrado que FLP80 se expresa diferencialmente durante el ciclo del
tripanosoma. De hecho, como se muestra en la seccién experimental, en el
Ejemplo 2 mas adelante, FLP80 no esta delecionada en formas prociclicas
(PCF), pero se detecta en formas de epimastigota (EMF) con un peso
molecular de aproximadamente 60 kDa y en formas de sangre (BSF) con un
peso molecular de 65 kDa. El tratamiento con endoglicosidasas muestra que la
diferencia de tamafio entre el peso molecular observado en una transferencia
Western y el peso molecular teorico es debido a glicosilacion pesada de la

proteina. Ademas, FLP80 es particularmente abundante en formas de sangre.
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Mas precisamente, FLP80 esta presente en 2,7-10° especimenes por célula.
Su inmunolocalizacion en formas de sangre muestra que la proteina se
encuentra en la bolsa flagelar y el compartimento endocitico (Ejemplo 3).

Esta proteina se expresa en formas de sangre del parasito y, por tanto,
esta presente durante toda la infeccion, que representa una ventaja en relacion
con candidatos a vacuna o diagnésticos desarrollados hasta la fecha que solo
se han demostrado en formas parasitas encontradas en el insecto. De hecho,
no es cierto que tales candidatos se expresen durante la infeccion, mientras
que la presencia del candidato en la sangre del huésped mamifero infectado es
una condicion previa necesaria para su uso en particular para el
establecimiento de una prueba de diagnéstico.

Equivalente inmunolégico se refiere a que cualquier polipéptido o péptido
puede ser inmunologicamente reconocido por anticuerpos dirigidos contra
FLP8O.

La invencion se refiere ademas a cualquier fragmento de FLP80, ‘y mas
particularmente a cualquier fragmento de péptidos antigénicos especificamente
reconocido por antisueros anti-tripanosoma africano.

Dicha proteina y fragmentos de proteina de la invencion pueden
comprender modificaciones, en particular modificaciones quimicas que no
alteran su inmunogenicidad. Los péptidos pueden obtenerse por sintesis
quimica, lisis de FLP80 o por técnicas de recombinacién genética.

Seguln un segundo aspecto, la presente invencion se refiere a una
estrategia antiparasitaria novedosa en la que FLP80 se usa como diana
terapéutica. Mas precisamente, esta estrategia antiparasitaria novedosa

consiste en usar la novedosa proteina flagelar FLP80 como diana terapéutica
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para la internalizacién de un agente tripanocida o para inhibir el crecimiento o la
multiplicacion de parasitos infecciosos. Como FLP80 es altamente abundante
en la membrana de la bolsa flagelar, de hecho constituye una diana terapéutica
de eleccion para la internalizacion de moléculas tripanocidas eh parasitos. La
bolsa flagelar es el dnico sitio de intercambio entre el parasito y el entorno
externo y no esta envuelta, a diferencia del resto del cuerpo de la célula, con
una envuelta densa e impenetrable de glicoproteinas de superficie variables
(VSG). Hasta la fecha se han descrito muy pocas proteinas flagelares en
tripanosomatidas y los Unicos ejemplos conocidos estan presentes en bajos
numeros por célula. Esta proteina de la membrana, considerando su
abundancia, probablemente cubre una gran porcion de la bolsa flagelar y
parece esencial para la supervivencia del parasito en el huésped mamifero
infectado. Por consiguiente, en relacion con las dianas terapéuticas
consideradas hasta la fecha, FLP80 tiene numerosas ventajas en términos de
abundancia, localizacion, funcién y especificidad, que hacen que sea posible
prever una estrategia que tiene como objetivo bloquear esta funcion de
proteinas. Segun este aspecto de la presente invencion se ha descubierto en
particular que la proteina de membrana FLP80 se corresponde con un

transportador activo de lipoproteinas de alta densidad (HDL). Mas

precisamente, el sustrato de FLP80 se identificé por cromatografia de afinidad

con proteinas del suero de ratén como la fraccion HDL (identificacién de
apolipoproteinas A1y E por espectrometria de masas).

Por consiguiente, otro objeto de la presente invencion se refiere a
apolipoproteinas A1 o E, y en particular a un complejo terapéutico que

comprende una apolipoproteina A1 o E complejada de una forma funcional con
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una molécula toxica y que puede unirse al transportador de FLP80. El
acoplamiento del ligando de la apolipoproteina FLP80 con una molécula
terapeutica toxica hace que sea posible internalizar y, por tanto, concentrar
fuertemente tales moléculas toxicas en el parasito por la interfase especial de
la bolsa flagelar.

Ademas, el uso inventivo de FLP80 como transportador de moléculas
toxicas representa una ventaja en relacion con una estrategia de vacuna a
largo plazo tradicional. Como la concentracion de moléculas tdxicas en y
alrededor del agente infeccioso en cuestion es siempre un problema importante
en cualquier tratamiento dado, la presencia de FLP80 en grandes nimeros en
el sitio especial de intercambio comprendido por la bolsa flagelar hace que sea
posible concentrar muy en exceso una molécula téxica y, por tanto, aumentar
las posibilidades de éxito del tratamiento para limitar los riesgos de toxicidad
para el huésped y para reducir los costes de tratamiento.

Entre los compuestos con actividad tripanocida y que pueden acoplarse
con el ligando de apolipoproteina e internalizarse en el parasito por FLP80
puede hacerse mencion de agentes tripanocidas tales como diamidina
(pentamidina o mesilato de pentamidina, diminazeno o aceturato de
diminazeno), derivados arsénicos tales como melarsoprol®, melarsomina,
eflornitina (DMFO), arsobal, MelBdm, derivados de nitrofurano tales como
nifurtimox  (5-nitrofurano),  analogos de  ornitina (eflornithine® o
difluorometilornitina), fenantridina (isometamidium o homidium®), una nafta-
urea polisulfonada tal como suramin®, un agente maligno antitumoral tal como
quinapiramina, sulfoximina de butionina (BSO), azaserina, 6-diazo-5-oxo-

norleucina (DON) y/o acivicina.
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Las moléculas toxicas se acoplan de una manera funcional con el
ligando de apolipoproteina de tal forma que permita (1) la unién del complejo
de FLP80 con una afinidad del mismo orden que el ligando de apolipoproteina
sin acoplar, y (2) la internalizacion y concentracién del complejo de tripanocida
en el parasito de tripanosoma.

Como un equivalente funcional del complejo de apolipoproteina-
molécula toxica puede usarse cualquier molécula que tenga una afinidad de
uniéon por la proteina de la membrana FLP80 similar al sustrato de
apolipoproteina. Puede hacerse mencién, por ejemplo, de un anticuerpo tal
como se describe mas adelante dirigido especificamente contra FLP80 ligada a
una molécula de tripanocida toxica que puede producir, después de la union a
FLP8O, la internalizacion de la molécula téxica en el tripanosoma.

Por consiguiente, segln la presente invencién, el complejo de
apolipoproteina-molécula toxica o un equivalente funcional se usa como
composicion  veterinaria contra tripanosomosis. Tales composiciones
veterinarias tripanocidas comprenden el sustrato de apolipoproteina acoplado
de una manera funcional con un agente tripanocida tal como se ha descrito
anteriormente en una cantidad terapéuticamente suficiente para ftratar y/o
prevenir tripanosomosis africana en animales o seres humanos. Por tanto, los
procedimientos de tratamiento con tripanosomosis comprenden la obtencién de
un sustrato del complejo de apolipoproteina o equivalente, el acoplamiento del
sustrato a un agente toxico o tripanocida y la administracién del complejo de
tripanocida asi obtenido a un ser humano y/o un animal no humano que se ha
infectado o que probablemente se infectara por tripanosomas africanos.

Los procedimientos para determinar la uniéon del sustrato de
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apolipoproteina o equivalente, y/o un complejo de tripanocida de la invencién,
sobre proteinas de la membrana tales como FLP80 son muy conocidos para el
experto en la materia y pueden lograrse, por ejemplo, por medio de
experimentos de inhibicién competitiva entre el ligando de apolipoproteina A1 o
E y el complejo de tripanocida o por la tecnologia Biacore™ para estudiar la
union en tiempo real sin tener que marcar el sustrato o FLP80. Esta técnica usa
un biosensor de resonancia de plasmones superficiales que detecta
variaciones de masa sobre la superficie de un chip de sensor sobre el que se
inmoviliza el ligando de apolipoproteina o el complejo se inmoviliza
covalentemente o no covalentemente, y en el que FLP80 se inyecta por un
sistema microfluidico en una corriente continua de tampén sobre la superficie
del chip sensor. El andlisis en tiempo real hace posible determinar la cinética
de las constantes de asociacion y disociacion y deducir a partir de las mismas
el valor de la constante de afinidad.

Por tanto, la internalizacion de los complejos de tripanocida puede
medirse sobre lineas celulares que expresan FLP80 recombinante y tratarse
con el complejo de tripanocida que comprende un sustrato de apolipoproteina
radiomarcado acoplado de una manera funcional a un agente toxico, y puede
medirse |a radiactividad asociada a las células.

Alternativamente, otro objeto de la presente invencion se refiere a
inhibidores competitivos de la unién del sustrato natural a proteina FLP80.
Tales inhibidores competitivos son, por ejemplo, una apolipoproteina A1 o E
truncada, es decir, que comprende el 10-80 % del tamafio de las
apolipoproteinas A1 y E naturales. Los anticuerpos especificos del sitio de

union de FLP80 también pueden constituir inhibidores competitivos de la union
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del sustrato natural sobre FLP80 y, por tanto, inhibir el crecimiento de y destruir
los tripanosomas infecciosos.

La presente invencion se refiere ademas a un procedimiento para cribar
complejos de tripanocidas que pueden internalizarse por FLP80 en
tripanosomas infecciosos y, por tanto, pueden destruir tripanosomas
infecciosos. Alternativamente, la presente invencién se refiere a un
procedimiento para cribar inhibidores de FLP80 que puede inhibir el ciclo
infeccioso de tripanosomas, su crecimiento o su multiplicacién en el huésped
animal no humano infectado. Los procedimientos de la invencién comprenden
una etapa de evaluacion de la capacidad de dichas moléculas o agentes para
ser internalizados y para concentrarse en los parasitos con el fin de inducir su
destruccion y/o para inhibir la actividad o la funcién de FLP80 y/o para detener
los ciclos infecciosos de los parasitos y/o para inducir una reduccion de su
multiplicacién o su crecimiento.

Por tanto, el procedimiento de cribado de la invencion comprende una
prueba de inhibicién del crecimiento/multiplicacion de tripanosomas africanos.
Los agentes tripanocidas cribados mediante el procedimiento tal como se ha
definido anteriormente se caracterizan por su capacidad para inhibir o modular
el crecimiento o multiplicacion de tripanosomas africanos infecciosos.

Por consiguiente, también forman una parte integral de la invencion las
composiciones que comprenden agentes tripanocidas o inhibidores de FLP80
como terapias contra tripanosomosis, o para la preparacion de una
composicion farmacéutica para tratar y/o prevenir la enfermedad, ademas de
procedimientos para tratar y/o prevenir tripanosomosis que comprenden la

administracion de tales agentes tripanocidas, moléculas inhibidoras o
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composiciones.

Segun un tercer aspecto, otro objeto de la presente invencion reside en
un casete de expresion funcional, en particular en una célula de un organismo
procariota o eucariota, que permite la expresion de ADN que codifica la
totalidad o un fragmento de proteina FLP80. En particular, un fragmento de
ADN tal como se ha definido anteriormente se coloca bajo el control de los
elementos requeridos para su expresion. Por tanto, dicha proteina o
fragmentos de proteina expresados son reconocidos por antisueros anti-
tripanosoma africano.

Generalmente, cualquier célula de un organismo procariota o eucariota
puede usarse en el contexto de la presente invencién. Tales células son
conocidas para el experto en la materia. Como ejemplos puede hacerse
mencion de células de un organismo eucariota tal como células de mamifero,
en particular células de ovario de hamster chino (CHO), células de insecto o
células fungicas, en particular células unicelulares o de levadura, en particular
de Pichia, Saccharomyces, Schizosaccharomyces y particularmente
seleccionadas del grupo que comprende Saccharomyces cerevisiae,
Schizosaccharomyces pombe, Schizosaccharomyces malidevorans,
Schizosaccharomyces  sloofiae 'y  Schizosaccharomyces octosporus.
Similarmente, entre células de organismos procariotas puede hacerse mencion,
sin constituir ningin modo una limitacion, de células de una cepa de
Escherichia coli (E. coli) o células de enterobacterias. La célula puede ser
natural o mutante. Las mutaciones se describen en la bibliografia disponible
para el experto en la materia. Preferentemente se usa una célula de E. coli tal

como, por ejemplo, BL21 (DE3).
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El casete de expresién de la invencion esta previsto para la produccion,
por ejemplo, en E. coli, de FLP80 o fragmentos de dicha proteina reconocidos
por antisueros anti-tripanosoma africano. Tales antisueros proceden de
animales que han contraido una infeccién reciente o antigua por T. congolense,
y que tienen inmunoglobulinas que reconocen especificamente FLP80. Por
tanto, FLP80 puede reconocerse por otros anticuerpos tales como, por ejemplo,
anticuerpos monoclonales o policlonales obtenidos por inmunizacién de
especies variadas con la proteina natural anteriormente dicha, la proteina
recombinante o los fragmentos o péptidos de los mismos.

La proteina flagelar FLP80 se refiere al antigeno de membrana de T.
congolense producido en particular por las técnicas de recombinacién genética
descritas en la presente solicitud, o cualquier fragmento o mutante de dicho
antigeno, con la condiciéon de que sea inmunolégicamente reactiva con
anticuerpos dirigidos contra la proteina FLP80 de dichos parasitos.

Ventajosamente, dichas proteinas tienen una secuencia de aminoacidos
con un grado de homologia de al menos el 70 %, al menos el 80 %,
preferentemente al menos el 85 % o el 90 %, y lo mas preferentemente al
menos el 92 %, 93 %, 94 % o al menos el 95 % en relacién con la secuencia
SEC ID N° 2. En la practica, un equivalente tal puede obtenerse por delecién,
sustitucion y/o adicion de uno o mas aminoacidos de la proteina nativa o
recombinante. Esta dentro de los medios del experto en la materia llevar a cabo
estas modificaciones por técnicas conocidas sin afectar el reconocimiento
inmunolégico.

En el contexto de la presente invencion, FLP80 puede modificarse in

vitro, en particular por delecién o adicion de grupos quimicos tales como
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fosfatos, azlcares o &cidos miristicos, para mejorar su estabilidad o la
presentacion de uno o varios epitopes.

El casete de expresion de la invencion permite la produccién de FLPSO,
que tiene la secuencia de aminoacidos que se ha especificado anteriormente, y
fragmentos de dicha proteina, que pueden fusionarse ventajosamente con un
elemento exégeno que puede contribuir a su estabilidad, purificacion,
produccion o reconocimiento. La eleccién de un elemento exogeno tal esta
dentro de los medios del experto en la materia. Puede ser en particular un
hapteno o un exégeno péptido.

El casete de expresién de la invencién comprende los elementos
requeridos para la expresién de dicho fragmento de ADN en la célula en
estudio. “Elementos requeridos para la expresion” se refiere a todos los
elementos que permiten la transcripcion del fragmento de ADN en ARN
mensajero (ARNm), tal como las secuencias promotoras de la transcripcién
(por ejemplo, promotor del CMV) y secuencias terminadoras, ademas de
elementos que permiten la traduccion de ARNm en proteina.

La presente invencion se extiende adicionalmente a vectores que
comprenden un casete de expresién de la invencion. También puede ser un
vector de plasmido que puede replicarse autonomamente y en particular
multiplicarse. Puede ser un vector virico y en particular un vector derivado de
baculovirus, mas particularmente previsto para la expresién en células de
insecto, o un vector derivado de adenovirus para la expresion en células de
mamifero.

La presente invencién también se refiere a una célula de un organismo

procariota o eucariota que comprende un casete de expresion, tanto integrado
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en el genoma de la célula como insertado en un vector.

La presente invencion también se refiere a un procedimiento para
preparar FLP80, o fragmentos de dicha proteina, en el que: (i) una célula de un
organismo procariota o eucariota que comprende el casete de expresion de la
invencion se cultiva bajo condiciones adecuadas; y (ii) la proteina expresada
por dicho organismo se recupera.

Segun un cuarto aspecto, la invencion se refiere a anticuerpos
monoclonales o policlonales obtenidos por reaccién inmunolégica de un
organismo animal no humano con un agente inmunogénico que comprende
FLP80 natural o recombinante, y fragmentos de péptidos de la misma, tal como
se ha definido anteriormente. Las técnicas de produccién de anticuerpos son
muy conocidas para el experto en la materia. Como ejemplos, los anticuerpos
policlonales de la presente invencion pueden generarse inyectando FLP80 o un
fragmento de péptidos antigénicos de la misma en conejos o ratones con el fin
de inmunizarlos. Los sueros policlonales de conejo o ratén asi obtenidos se
prueban para su reactividad por ELISA indirecto.

Segun un quinto aspecto, la presente invencion tiene como objeto una
composicion inmunoterapéutica activa, en particular una preparaciéon de
vacuna, que comprende FLP80 natural o recombinante, uno o mas fragmentos
de péptidos antigénicos de la misma, tal como se han definido anteriormente, y
opcionalmente un excipiente y/o adyuvante adecuados.

Las composiciones de vacuna o veterinarias de la invencion pretenden
tratar y/o prevenir una infeccién por tripanosomas africanos en un animal
humano y/o animal no humano.

Mas particularmente, las composiciones de la invencion pretenden tratar
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y/o prevenir la infeccion por T. congolense. La tripanosomosis africana, el 75 %
de la cual es debida a T. congolense, produce en animales sindromes de
gravedad variable que oscilan de infeccién aguda con mortalidad en 3 a 4
semanas a infeccion crénica que dura meses o incluso afios. La progresion
cronica, caracterizada por parasitemias intermitentes, es la mas frecuente en
ganado vacuno africano. La enfermedad empieza con una fase de hipertermia,
y luego dos a tres semanas después de la picadura infectante el nimero de
glébulos rojos y los niveles de hemoglobina y hematocrito disminuyen,
reflejando anemia, que es el principal sintoma de la tripanosomosis. Los
animales cronicamente infectados consumen menos alimentos, se vuelven
caquéxicos, su crecimiento se ralentiza y se observan efectos negativos sobre
la reproduccién. La anemia por tripanosomosis se establece en dos fases.
Durante la fase inicial, la anemia va acompafnada de parasitemia y resultados
principalmente de hemdlisis extravascular: los glébulos rojos son destruidos por
el sistema de fagocitos en el bazo, higado, sangre en circulacién y médula
6sea. Eventualmente, la anemia produce disfuncidn de la médula 6sea.

Dichas composiciones de vacuna veterinarias pueden proporcionarse en
forma de una vacuna antigénica y, por tanto, comprenden una cantidad
terapeuticamente eficaz de FLP8Q natural o recombinante, o los fragmentos de
peptidos antigénicos de la misma, tal como se ha descrito anteriormente.

Las composiciones de vacuna pueden proporcionarse en forma de
vacunas de ADN vy, por tanto, pueden comprender un casete de expresién, un
vector, una celula de un organismo procariota o eucariota tal como se ha
definido anteriormente, pueden expresar FLP80, o los fragmentos de péptidos

antigénicos de la misma, y/o una combinacion de los mismos.
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Las vacunas de la presente invencion pueden ser vacunas
monovalentes que comprenden una cantidad eficaz de FLP80 natural o
recombinante, y/o los fragmentos de péptidos antigénicos de la misma y/o las
secuencias de nuclebtidos que codifican dichos péptidos o fragmentos de
péptidos.

Dicha vacuna monovalente previene la infestacién y, por tanto, la
expresion de la enfermedad.

Si dicha vacuna no previene la infestacion, sino sélo la expresion de la
enfermedad, podria llamarse una vacuna “anti-enfermedad”. En este caso, y
dado que el diagnéstico diferencial con otras parasitosis de la sangre es
actualmente no sistémico, el uso de vacunas multivalentes que combinan la
llamada vacuna “anti-enfermedad” con antigenos de otros tripanosomas y/u
otros agentes terapéuticos activos y/u otras vacunas comunmente usadas en la
prevencion de enfermedades es particularmente ventajoso segun la presente
invencion.

Por tanto, las vacunas de la presente invencién pueden ser vacunas
monovalentes que combinan una o mas proteinas naturales o recombinantes
y/o fragmentos de péptidos y/o secuencia de nucleotidos que codifica dichos
péptidos y fragmentos de péptidos de una o mas especies de tripanosoma, y
preferentemente derivadas de una o mas especies de tripanosoma similares o
diferentes.

Dichos péptidos antigénicos derivados de tripanosoma, fragmentos o
mezclas de péptidos antigénicos son, por ejemplo, sialidasas, trans-sialidasas,
tubulinas, proteasas, lipasas o también otras proteinas flagelares.

Como ejemplos de trans-sialidasas que pueden incorporarse en vacunas
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multivalentes puede hacerse mencién de las trans-sialidasas de T. cruzi T.
congolense, T. vivax, T. evansi, T. brucei, T. rhodesiense ylo T. gambiense.
Ciertas trans-sialidasas de T. congolense, entre otras, se describen en la
solicitud internacional W02004/55176 o por Tiralongo E. y col. (JBC vol. 278,
n°® 26, pag. 23301-10, 2003). Mas precisamente, puede hacerse mencién de
cadenas A y B de trans-sialidasa de T. cruzi como se han depositado en
GenBank bajo los numeros Gl:29726491, Gl:29726490, GI:29726489 y
G1:29726488. También es ventajoso usar formas mutadas inactivas de trans-
sialidasas. A este respecto puede hacerse mencion de las trans-sialidasas de
T. cruzi mutantes descritas en la solicitud internacional WQO2007/107488, por
ejemplo, que conservan menos del 20 % de su actividad enzimatica de
sialidasa y transferasa.

Como ejemplos de tubulinas derivadas de tripanosoma puede hacerse
mencion de alfa-tubulina de T. brucei (depositada en GenBank bajo el numero
de acceso AAA30262.1), beta-tubulina de T. brucei (depositada en GenBank
bajo el numero de acceso AAA30261.1), epsilon-tubulina de T. brucei
(depositada en GenBank bajo el numero de acceso EAN77544.1), epsilon-
tubulina TREU927 de T. brucei (referenciada en NCBI bajo los ndmeros
XP_8223721 y XP_829157.1), delta-tubulina de T. brucei (depositada en
GenBank bajo el nimero de acceso EAN80045.1), zeta-tubulina de T. brucei
(referenciada en NCBI bajo el niimero XP_001218818.1) o las tubulinas de T.
brucei descritas en la solicitud internacional W02008/134643.

Como ejemplos de proteinas flagelares derivadas de tripanosoma puede
hacerse mencién de la proteina flagelar de T. brucei descrita en la solicitud

internacional W02002/19960 o la proteina flagelar de T. congolense descrita
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en la solicitud francesa del solicitante presentada el 13 de noviembre de 2009
bajo el nimero FR09/58035. Adicionalmente puede hacerse mencion de la
proteina flagelar TREU927 de T. brucei o proteinas similares a flagelares
(referenciadas en NCBI bajo los numeros XP_847376.1; XP_847374.1;
XP_847295.1;, XP_843961.1; XP_847377.1), la proteina flagelar TB-44A de T.
brucei (depositada en GenBank bajo el nimero de acceso AAZ13310.1), la
proteina flagelar TB-24 de T. brucei (depositada en GenBank bajo el nimero de
acceso AAZ13308.1) y 1a proteina flagelar de T. brucei depositada en GenBank
bajo el numero de acceso AAZ13311.1.

Como ejemplos de proteasas puede hacerse mencion de cisteina
proteasas de tripanosoma tales como congopaina o tripanopaina-Tc de T.
congolense, rodesaina de T. rhodesiense y chagasina o cruzipaina de T. cruzi.

Las vacunas de la presente invencién, tanto sin son monovalentes como
multivalentes, pueden comprender adicionalmente adyuvantes con el fin de
aumentar la respuesta antigénica.-Los adyuvantes son muy conocidos para el
experto en la materia. Como ejemplos de adyuvantes puede hacerse mencion
de vitamina E, geles de aluminio o sales tales como hidréxido de aluminio o
fosfatos de aluminio, sales metalicas, saponinas, polimeros de 4cido poliacrilico
tales como Carbopol®, polimeros de bloque no idnicos, aminas de &cidos
grasos tales como avridina y DDA, polimeros basados en dextrano tales como
sulfato de dextrano y DEAE-dextrano, liposomas, inmunégenos bacterianos
tales como LPS, peptigoglicanos o MDP.

Los animales no humanos que pueden tratarse incluyen, por ejemplo,
bévidos, 6vidos, félidos, suidos, camélidos y/o canidos.

Alternativamente, las vacunas pueden comprender una cantidad
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terapéutica eficaz de un anticuerpo monoclonal o policional como se describe
mas adelante.

Las vacunas multivalentes de la presente invencién pueden contener
adicionalmente antigenos de otras parasitosis de la sangre derivadas de, por
ejemplo, protozoos tales como Theileria parva, T. annulata, Babesia bigemina y
B. divergens para tratar y/o prevenir tripanosomas vy teileriosis, anaplasmosis
y/o babesiosis.

Estos pueden combinarse adicionalmente con otras vacunas
convencionales usadas para la profilaxis y/o el tratamiento de parasitosis en las
areas diana, concretamente contra glosopeda, clostridiosis, peste, fiebre
catarral, pleuroneumonia contagiosa bovina (PNCB), pata negra, pasteurelosis
y/o viruela ovina.

Las vacunas de la presente invencion son particularmente Utiles para
tratar y/o prevenir patogénesis inducidas por tripanosomosis tales como
anemia, degradaciones en la salud general, pérdida de peso y/o
inmunosupresion en seres humanos o animales no humanos.

Las vacunas monovalentes o multivalentes también pueden
administrarse en combinacién con agentes antiparasitarios, agentes
antiinfecciosos y/o agentes sintomaticos.

Los agentes antiparasitarios incluyen, por ejemplo, farmacos
tripanocidas tales como diamidinas (pentamidina o mesilato de pentamidina,
diminazeno o aceturato de diminazeno), derivados arsénicos tales como
melarsoprol®, melarsomina, eflornitina (DMFO), arsobal, MelBdm, derivados de
nitrofurano tales como nifurtimox (5-nitrofurano), analogos de ornitina

(eflornithine® o difluorometilornitina),  fenantridina  (isometamidium o
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homidium®), una nafta-urea polisulfonada tal como suramin®, un agente contra
tumores malignos tales como quinapiramina, butionina-sulfoximina (BSO),
azaserina, 6-diazo-5-oxo-norleucina (DON) y/o acivicina. Si las vacunas se
administran en combinacion con agentes antiparasitarios, estos Ultimos se
administran preferentemente antes y/o simultaneamente y/o después de las
vacunas monovalentes o multivalentes descritas anteriormente. Otros agentes
antiparasitarios no especificos para tripanosomas son muy conocidos en el
campo, y se administran antes y/o simultdneamente y/o después de las
vacunas de la invencién. Entre éstos puede hacerse mencion de avermectinas
(ivermectina, abamectina, doramectina, eprinomectina y selamectina),
piretrinas (deltametrina, etc.) y/o agentes antiparasitarios antihelminticos
(oxibendazol, piperazina, flubendazol).

Como ejemplos de agentes antiinfecciosos puede hacerse mencion de
antibioticos tales como B-lactamas, fosfomicina, glicopéptidos o polipéptidos
con actividad antibidtica, bacitracina, aminoglucésidos, macrolidos,
lincosamidas, estreptograminas, tetraciclinas, fenicoles, acido fusidico o
quinolonas.

Agentes sintomaticos son, por ejemplo, agentes antianémicos tales
como hierro, vitamina B12, acido félico o levofolinato de calcio; o agentes
hepatoprotectores tales como complejos de flavonoides (silimarina, silibinina,
etc.), curcuma, Desmodium adscendens ylo Chrysanthellum americanum
(carbon).

Farmacos antiinflamatorios no esteroideos (AINE) pueden incluir, entre
otros, oxicams (meloxicam, piroxicam y/o tenoxicam), derivados de salicilato

(salicilato de metilo y lisina acetilada), acidos 2-arilpropidnicos (profenos),
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derivados de indolsulfonamida, AINE de la COX-2 selectivos (celecoxib,
etoricoxib, etc.), fenilbutazona, acido niflimico y/o acidos fenamicos.

Segun un sexto aspecto, la presente invencion se refiere a sondas o
cebadores especificos del tripanosoma africano, y el uso de los mismos en
pruebas de diagnostico.

El término “sonda” como se usa en la presente invencién se refiere a
ADN o ARN que comprende al menos una secuencia de nucleétidos que
permite la hibridacién con acidos nucleicos con al menos una secuencia de
nucledtidos tal como la representada en la secuencia SEC ID N° 1. una
secuencia complementaria, una secuencia antisentido o una secuencia
equivalente a dichas secuencias, y en particular una secuencia con cinco a 100
nucledtidos contiguos que tiene al menos el 50 %, preferentemente al menos el
60 %, al menos el 70 % o al menos el 85 % de homologia con la secuencia
SEC ID N° 1, o con un oligonucledtido sintético que permite tal hibridacion, sin
modificar o que comprende una o mas bases modificadas tales como inosina,
metil-5-desoxicitidina, desoxiuridina, dimetilamino-5-desoxiuridina, diamino-2,6-
purina, bromo-5-desoxiuridina o cualquier otra base modificada. Similarmente,
estas sondas pueden modificarse en el aztcar, concretamente la sustitucion de
al menos una desoxirribosa con una poliamida, o en el grupo fosfato, por
ejemplo, su sustitucion por ésteres en particular seleccionados de difosfato,
ésteres de dialquilo y de arilfosfonato y ésteres de fosforotioato.

Las sondas pueden ser mucho mas cortas que la secuencia identificada
en la secuencia SEC ID N° 1. En la practica, tales sondas comprenden al
menos cinco nucledtidos, ventajosamente entre cinco y 50 nucledtidos,

preferentemente  aproximadamente 20 nucleétidos, que tienen una
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especificidad de hibridacion en condiciones establecidas para formar un
complejo de hibridacién con el ADN o ARN que tiene una secuencia de
nucledtidos como se ha definido previamente. Las sondas de la invencién
pueden usarse para fines de diagndstico, como sondas de captura y/o de
deteccion.

Los cebadores de la invencion comprenden una secuencia de cinco a 30
nucledtidos consecutivos de la secuencia SEC ID N° 1, y tienen una
especificidad de hibridacién bajo condiciones predeterminadas parar iniciar Ia
polimerizacion enzimatica, por ejemplo, en una técnica de amplificacion tal
como la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), en un procedimiento de
extension tal como secuenciacion, en un procedimiento de transcripcion inversa
o similares.

Segun un séptimo aspecto, la invencion comprende la deteccion ylo la
monitorizacién del reactivo, ademas de un procedimiento y kits para
diagnosticar infecciones por T. congolense. Los reactivos de deteccidn de
tripanosoma o kits de diagndstico comprenden como sustancia reactiva al
menos un anticuerpo monoclonal o policlonal como se ha descrito
anteriormente. Alternativamente, los reactivos de deteccion de tripanosoma o
kit de diagndstico comprenden una sonda y/o cebador para detectar y/o
identificar tripanosomas africanos en una muestra bioldgica, en particular una
sonda de captura y/o una sonda de deteccién, con una y/o la otra como se han
definido anteriormente.

Segun una realizacion preferida, la presente invencion se refiere mas
particularmente a un procedimiento de inmunodeteccién e inmunolocalizacion

de FLP80 durante el ciclo parasitico.
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El reactivo usado para la inmunodeteccion e inmunolocalizacién puede
unirse directamente o indirectamente a un soporte sélido adecuado. El soporte
solido puede estar en particular en forma de un cono, tubo, pocillo, perla o
similares.

El téermino “soporte sélido” como se usa en este documento incluye
todos los materiales sobre los que puede inmovilizarse un reactivo para su uso
en pruebas de diagnéstico. Materiales naturales o sintéticos, quimicamente
modificados o no, pueden usarse como soportes sdlidos, en particular
polisacaridos tales como materiales basados en celulosa, por ejemplo, papel,
derivados de celulosa tales como nitrocelulosa y acetato; polimeros tales como
cloruro de vinilo, polietileno, poliestireno, poliacrilato o copolimeros tales como
polimeros de cloruro de vinilo y propileno, polimeros de cloruro de vinilo y
acetato de vinilo, copolimeros basados en estireno, fibras naturales tales como
algodon vy fibras sintéticas tales como nailon.

El reactivo puede unirse al soporte sélido directamente o indirectamente.
Directamente, son posibles dos enfoques, tanto por adsorcién del reactivo
sobre el soporte soélido, es decir, por enlaces no covalentes (principalmente
hidrégeno, van der Waals o enlaces ionicos), como por establecimiento de
enlaces covalentes entre el reactivo y el soporte. Indirectamente, un compuesto
“anti-reactivo” que puede interactuar con el reactivo con el fin de inmovilizar la
unidad sobre el soporte sélido puede unirse de antemano (por adsorcion o
covalencia) con el soporte sélido. Como un ejemplo, puede hacerse mencién
de un anticuerpo anti-FLP80, basandose en la condicién de que es
inmunolégicamente reactivo con una parte diferente de la proteina que la que

participa en la reaccion de reconocimiento de anticuerpos del suero; un sistema
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ligando-receptor, por ejemplo, injertando sobre la proteina FLP80 una molécula
tal como una vitamina, e inmovilizando el receptor correspondiente sobre la
fase solida (por ejemplo, el sistema de biotina-estreptavidina). Los enfoques
indirectos también incluyen el injerto preliminar o fusién por recombinacion
genetica de una proteina, o un fragmento de dicha proteina, o un polipéptido,
en un extremo de la proteina FLP80, e inmovilizacién de la ultima sobre el
soporte solido por adsorcion pasiva o covalencia de la proteina o polipéptido
injertado o fusionado.

Las sondas de captura pueden inmovilizarse sobre un soporte sélido por
cualquier medio adecuado, es decir, directamente o indirectamente, por
ejemplo, por covalencia o adsorcién pasiva. Las sondas de deteccion se
marcan por medio de una marca seleccionada de is6topos radiactivos, enzimas
en particular seleccionadas de peroxidasa y fosfatasa alcalina, y aquellas que
pueden hidrolizar un sustrato cromogénico, fluorogénico o luminiscente,
cromdforos  quimicos, compuestos  cromogénicos,  fluorogénicos o
luminiscentes, analogos de nuclettidos basicos y biotina.

Las sondas de la presente invencion usadas para fines de diagndstico
pueden implementarse en cualquier técnica de hibridacién conocida, y en
particular las llamadas técnicas de “transferencia por puntos”; transferencia
Southern; transferencia Northern, que es una técnica idéntica a la técnica de
transferencia Southern, pero que usa ARN como diana; y la técnica de
sandwich.

El procedimiento de inmunodeteccién y/o inmunolocalizacion de una
infeccién por tripanosoma africano en una muestra biolégica, tal como una

muestra de sangre de un animal no humano, consiste en poner juntos dicha
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muestra con un reactivo tal como se ha definido anteriormente, en condiciones
que permitan una posible reaccion inmunolédgica, luego la deteccion de la
presencia de un inmunocomplejo con dicho reactivo. Preferentemente, dicho
procedimiento implementa un suero inmune que comprende anticuerpos
policlonales obtenidos, por ejemplo, de ratones inmunizados por la proteina
recombinante expresada en E. col.

Seguln una realizacion preferencial, la presente invencion tiene como
objeto un procedimiento para diagnosticar tripanosomosis que comprende la
deteccion de FLP80 como antigeno en circulacion durante la infeccion, y la
deteccion de la presencia de pardsitos de tripanosoma en ganado vacuno
encontrados en una regién endémica con el fin de aplicar el tratamiento
adecuado.

Como ejemplo no restrictivo puede hacerse mencién de la técnica de
deteccion de ELISA de una o mUItipIesI etapas que consiste en hacer
reaccionar un primer anticuerpo monoclonal o policlonal especifico para el
antigeno buscado, unido a un soporte sélido, con la muestra, y revelar la
posible presencia de un inmunocomplejo asi formado por un segundo
anticuerpo marcado por cualquier marca adecuada conocida para el experto en
la materia, en particular un isétopo radiactivo, una enzima, por ejemplo,
peroxidasa o fosfatasa alcalina o similares, por las llamadas técnicas de
competencia muy conocidas para el experto en la materia.

Finalmente, segun este aspecto, la presente invencion tiene como objeto
un kit para uso veterinario para diagnosticar tripanosomosis en una muestra
biolégica que comprende una sonda o un cebador, o un anticuerpo tal como se

ha descrito anteriormente, ademas de un reactivo para detectar una reaccién
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inmunolégica. Los kits de la presente invencion comprenden al menos un
compartimento para un envasado opcionalmente estéril que comprende una
cantidad terapéutica eficaz de un reactivo tal como se ha descrito
anteriormente, ademas de instrucciones referentes al protocolo para
implementar los diagnésticos veterinarios de la invencién.

EJEMPLOS

Ejemplo 1: Demostracion de la expresion de FLP80 durante el ciclo
parasitico

510° células de Ia cepa IL3000 de T. congolense para formas
prociclicas (PCF), formas de epimastigota (EMF) y formas de sangre (BSF) se
sometieron a analisis de transferencia Western con un antisuero dirigido contra
FLP80 o tubulina (control de carga).

Como se muestra en la transferencia Western en la Figura 3, no se
detecto senal en formas prociclicas, se detecté una sefial correspondiente a un
peso molecular de 60 kDa en formas de epimastigota y se detecté una sefial
todavia mas fuerte correspondiente a un peso molecular de 65 kDa. Se detecté
una senal constante en los tres estadios parasitos para tubulina.

Ejemplo 2: Inmunolocalizacion de FLP80 en formas de sangre de T.
congolense

Se marcaron formas de sangre de T. congolense con DAPI que tifie ADN
nuclear y mitocondrial (de cinetoplasto), un antisuero de FLP80 o lectina de
tomate que tifie la bolsa flagelar y el endosoma temprano. La imagen
superpuesta muestra que la sefial correspondiente a FLP80 sélo se colocaliza
en la bolsa flagelar proxima al cinetoplasto con la de Ia lectina de tomate; el

compartimento endocitico temprano sélo se marcé por lectina.
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Ejemplo 3: Pruebas de vacunacion con la proteina flagelar FLP80

Dos grupos de ganado vacuno se inyectaron subcutaneamente con |a
proteina antigénica FLP80 mezclada con dos tipos de adyuvantes, 1 mg/mi de
Quil A (saponina) y AdjuPhos (fosfato de aluminio coloidal), volumen con
respecto a volumen segln un volumen final de 1 ml o sélo con la mezcla de
adyuvante (control). Se administré una inyeccion cada tres semanas para un
total de ftres inyecciones de 100pg, 50ug y 25ug de antigeno,
respectivamente. Los animales se infectaron intradérmicamente con la cepa
IL3000 de T. congolense tres semanas después de la Gltima inyeccién en una
relacion de 1.000 paréasitos por animal. Las muestras de sangre se tomaron
diariamente hasta que todos los animales se reconocieron como infectados,
determinandose la parasitemia por analisis de la capa leucocitica. Después se
tomaron muestras de sangre semanales para monitorizar la parasitemia y
anemia, y los animales se pesaron mensualmente. La cinética de la respuesta
a la inmunizacién y a la infeccion se monitorizaron por ELISA en los diversos
antigenos inmunizantes.
Ejemplo 4: Ejemplo de pruebas de diagnéstico en sangre de animal
infectado

Esta prueba se lleva a cabo detectando el antigeno FLP80 en circulacién
por el procedimiento de ELISA tipo sandwich. El anticuerpo de “captura” anti-
FLP80 se adsorbe en los pocillos de una placa de 96 pocillos por incubacion
durante la noche a 4 °C de 1-10 ug/ml de anticuerpo de captura diluido en
100 pl de tampon NaHCO; 50 mM (pH 9,6). Entonces, la placa se vacia y se
lava tres veces con 200 pl por pocillo de disolucion de PBS-Tween (NazHPO,

3.2mM, KH2PO4 0,5 mM, KCI 1,3mM, NaCl 135mM (pH 7,4), 0,05 % de
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Tween 20). A continuacién, 100 pl de disolucién de bloqueo (0,2 % de gelatina
en PBS-Tween) se afiaden a cada pocillo y se incuban durante 30 minutos a
temperatura ambiente. Las placas se vacian y luego se depositan 100 Hl de
sueros de animal que van a probarse en los pocillos y se incuban durante 2
horas a 37 °C. Entonces, la placa se vacia y luego se lava tres veces con
200 I por pocillo de disolucion de PBS-Tween. 100 ui de una disolucion que
contiene el segundo anticuerpo acoplado a biotina (PBS-Tween que contiene 1-
10 pg/ml de anticuerpo biotinilado) se ariaden a cada pocillo y se incuban
durante 1 hora a 37 °C. Entonces, la placa se vacia y luego se lava cuatro
veces con 200 pl por pocillo de disolucion de PBS-Tween. 100 pl de PBS-
Tween que contienen estreptavidina acoplada a peroxidasa (Sigma) se afiaden
segun las recomendaciones del fabricante. Entonces, la placa se vacia y luego
se lava cuatro veces con 200 ul por pocillo de disolucion de PBS-Tween.
Finalmente, la reaccion se visualiza afiadiendo sustrato de peroxidasa segun
las recomendaciones del fabricante (ejemplo de un sustrato revelador que
puede usarse: ABTS (Sigma)). El resultado se lee usando un lector de placas o
fluorimetro segun las recomendaciones del fabricante.

El anticuerpo de captura usado puede ser tanto un suero policlonal
inmunopurificado contra la proteina FLP80 de T. congolense como un
anticuerpo monoclonal que reconoce un epitope presente en dicha proteina. El
segundo anticuerpo es un anticuerpo monoclonal diferente del anticuerpo de

captura que reconoce un epitope de FLP8O0 diferente.

Yo
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REIVINDICACIONES

1. Una molecula de ADN o ARN caracterizada porque comprende al menos
una secuencia de nucledtidos aislada que codifica una proteina de la bolsa
flagelar de tripanosomas africanos, caracterizada porque comprende la
secuencia de nucledtidos tal como se representa en la secuencia SEC ID N°: 1,
una secuencia complementaria a la secuencia SEC ID N° 1, una secuencia
que comprende una identidad de al menos el 85 % con respecto a la longitud
entera de la secuencia SEC ID N°: 1, un fragmento de dichas secuencias que
comprende entre 30 y 100 nucledtidos, o una secuencia de nucledtidos que
puede hibridarse con la secuencia SEC ID N°% 1 bajo condiciones de

hibridacién rigurosas.

2. Una proteina de tripanosomas africanos codificada por la secuencia de

nucleétidos de la reivindicacion 1.

3. Una proteina que comprende la secuencia de péptidos tal como se
representa en la secuencia SEC ID N°: 2, y que se designa como FLP80, o un

fragmento de péptidos antigénicos de dicha proteina.

4. Una proteina de la reivindicacién 2 o reivindicacion 3 como diana

terapéutica para el tratamiento y/o la prevencion de tripanosomosis.

5. Un casete de expresion funcional en una célula de origen procariota o

eucariota que permite la expresion de una molécula de ADN de la

7
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reivindicacion 1.

6. Un casete de expresion de la reivindicacion 5, caracterizado porque
codifica una proteina de la bolsa flagelar de tripanosomas africanos que tiene
una secuencia tal como se representa en la secuencia SEC ID N° 2. o un

fragmento de péptidos antigénicos de dicha secuencia.

7. Un vector recombinante que comprende un acido nucleico de Ia
reivindicacion 1 o un casete de expresion de la reivindicacién 5 o la

reivindicacion 6.

8. Un vector recombinante de la reivindicacion 7, caracterizado porque

dicho vector es de origen eucariota o procariota.

9. Una célula huésped recombinante que comprende un acido nucleico de
la reivindicacion 1, un casete de expresién de la reivindicacién 5 o la

reivindicacion 6, o un vector recombinante de la reivindicacion 7 o la

reivindicacion 8.

10.  Una proteina de tanto la reivindicacion 2 como la reivindicacion 3, o un
fragmento de péptidos antigénicos de dicha proteina, caracterizado porque
dicha proteina o dicho fragmento presenta reactividad con los sueros de

animales no humanos o seres humanos infectados por un tripanosoma

africano.
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11. Una vacuna para prevenir y/o tratar tripanosomosis y patogénesis
inducidas por dicha tripanosomosis en animales no humanos, caracterizada
porque comprende una cantidad eficaz de una o mas proteinas de una

cualquiera de las reivindicaciones 2, 3 y 10.

12, Una vacuna para prevenir y/o fratar tripanosomiasis y patogénesis
inducidas por dicha tripanosomiasis en seres humanos, caracterizada porque
comprende una cantidad terapéutica eficaz de una o mas proteinas de una

cualquiera de las reivindicaciones 2, 3 y 10.

13. Una vacuna de la reivindicacion 11 o la reivindicacion 12 para proteger
contra infecciones por tripanosomas africanos seleccionados de Trypanosoma
congolense, Trypanosoma vivax, Trypanosoma evansi ylo Trypanosoma

brucei, y preferentemente contra infecciones por Trypanosoma congolense.

14. Una vacuna de una cualquiera de las reivindicaciones 11 a 13,
caracterizada porque dichas patogénesis inducidas comprenden anemia,
degradaciones en la salud general, pérdida de peso y/o inmunosupresién en

animales humanos o en animales no humanos.
15. Una vacuna de una cualquiera de las reivindicaciones 11, 13 6 14,
caracterizada porque dichos animales no humanos se seleccionan entre

bévidos, dvidos, félidos, suidos, camélidos y/o canidos.

16.  Una vacuna multivalente de una cualquiera de las reivindicaciones 11 a

%
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15, caracterizada porque comprende ademds uno o mas péptidos antigénicos
y/o fragmentos antigénicos y/o secuencias de nucleotidos que codifican dichos

péptidos derivadas de una 0 mas especies de tripanosoma africano.

17.  Una vacuna multivalente de una cualquiera de las reivindicaciones 11 a
16, caracterizada porque dichos péptidos y/o fragmentos y/o secuencias de
nucledtidos se derivan de proteinas flagelares, sialidasas, trans-sialidasas,

proteasas, lipasas y/o tubulinas.

18.  Una vacuna de una cualquiera de las reivindicaciones 11 a 17,
caracterizada porque comprende ademas al menos un agente antiparasitario,

al menos un agente antiinfeccioso y/o al menos un agente sintomatico.

19. Una vacuna de la reivindicacion 18, caracterizada porque el agente
antiparasitario es un tripanocida y/o un agente antiparasitario no especifico

para tripanosomas.

20.  Una vacuna de la reivindicacion 18, caracterizada porque el agente
antiinfeccioso se selecciona de B-lactamas, fosfomicina, glicopéptidos o
polipeptidos con actividad antibiética, bacitracina, aminoglucésidos, macrélidos,
lincosamidas, estreptograminas, tetraciclinas, fenicoles, acido fusidico o

quinolonas.

21, Una vacuna de la reivindicacion 18, caracterizada porque el agente

sintomatico es un agente antianémico, un agente hepatoprotector y/o un
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farmaco antiinflamatorio no esteroideo.

22. Una vacuna de la reivindicacion 18, caracterizada porque el agente
antiparasitario y/o el agente antiinfectivo y/o el agente sintomatico se

administran antes y/o simultdneamente y/o después de dicha vacuna.

23.  Una vacuna de una cualquiera de las reivindicaciones 11 a 22,

caracterizada porque comprende ademas un adyuvante.

24.  Una vacuna que comprende la vacuna de una cualquiera de las
reivindicaciones 11 a 23 y una vacuna y/o o un antigeno dirigido contra

teileriosis, anaplasmosis y/o babesiosis.

25.  Una vacuna que comprende la vacuna de una cualquiera de las
reivindicaciones 11 a 23 y una vacuna y/o o un antigeno dirigido contra
glosopeda, clostridiosis, peste, fiebre catarral, pleuroneumonia contagiosa

bovina (PNCB), pata negra, pasteurelosis y/o viruela ovina.

26.  Un anticuerpo monoclonal o policlonal caracterizado porque se obtiene
por reaccion inmunolégica de un organismo animal no humano con al menos
una proteina o un fragmento de péptidos antigénicos de una cualquiera de las

reivindicaciones 2, 3y 10.

27.  Un reactivo para detectar tripanosomosis en una muestra biologica,

caracterizado porque comprende un anticuerpo de la reivindicacion 26.
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28.  Un procedimiento para el diagnostico in vitro de tripanosomosis en una
muestra biolégica de un animal no humano que puede resultar infectado por un
tripanosoma africano, caracterizado porque dicha muestra y un reactivo de la
reivindicacion 27 se ponen juntos en condiciones que permiten una posible

reaccion inmunologica, y en el que luego se detecta la presencia de un

inmunocomplejo.

29.  Un kit para diagnosticar tripanosomosis en una muestra biolégica usada
para la implementacion del procedimiento de la reivindicacion 28, caracterizado
porque comprende al menos un anticuerpo de la reivindicacion 26, un medio
adecuado para la formacién de un inmunocomplejo con dicho anticuerpo y al

menos un reactivo para detectar una reaccion inmunolégica.

30.  Un procedimiento para cribar agentes tripanocidas o inhibidores que
comprende poner juntos el agente previamente radiomarcado que va a
probarse con lineas celulares que expresan la proteina FLP80 de una

cualquiera de las reivindicaciones 2, 3 y 10 y la medicion de la radiactividad

asociada a dichas células.

31. Un inhibidor competitivo de la unién a proteina FLP80O que puede
obtenerse mediante el procedimiento de la reivindicacion 30 para el tratamiento
y/o la prevencion de tripanosomosis, caracterizado porque dicho inhibidor

comprende una apolipoproteina A o E1 truncada.

Y



42

RESUMEN

La presente invencion se refiere a la identificacion de secuencias de
nucledtidos y de peptidos de un novedoso transportador de HDL localizado en
la bolsa flagelar de parasitos de tripanosoma africano, y al uso de las mismas
para el diagndstico de antitripanosomosis, aplicaciones terapéuticas y de

vacuna en seres humanos y en animales.



FIGURA 1

ATGCCGCGCCTGATGACACACTCCCTGACTGCGCTGCTTATGGGCTGCGCACTGCTCCTGTTCTTARATTCATCCCC
CGTGTTTGCCCAAGAGAGCAATGCAACGGAAGAGGATGTGGAAAGTAGCAGCGTTCCGACTAAGACTGATGAGGAGA
AGGTTTTTATTAGGAATGTGACATGCGAGGCGGATATTTATGCATCCAGAGCGCTGTGCGCCTTCCCCAGACTGATG
AAAGAGGTGGAACAGGAACGACATGTGGCGGGGGACAATATCAAGGGAGATGTCGAGAATAAGGCACAAAAGGCACA
TGACGCAGCAGAGGCGCTACGAGGCGCCATTTCGCTCGCCAAGGACACACTTAACGATCCGGAGGGAAAGTTGGTGA
AAGTGGCAGACAACCTGGAAGAGATTTCCAAGGAGGATCTGGGGCTCGTGCAGACGATGGTGGATGAAGCCAACAAG
GCGTCTGAGGAAGTGGGTGAGCTTTACAAGGAGGCCAGCAAGAGAACCCCGGEGAGAGGGCAAATGTTCCGGTGAGAG
TGGCATAAAGAGCTTTTATGGCTGCGGTGATCTGAAGGGCATCCGCTTCAGCAACTACAGTGACGGLCTGCGGGCCAC
TGGGTATGGACAACTTATTGGGGCACGTCGGCCCCCTGGCGTGCAAGAAAACGCCTAATTGTCATGGCGCTCTGCGT
AATGGCTTGCTCCTCACACTTITACGTGAGGGAATGGGACTACACGAGACCCCTGGTGAAAGACGAGTGTACGGATAA
GGATGAGTGGCTCAAAGACATTGAGGACGTTGGAAGAGCCATGAAGGATTTGGGTAATAAAATAAACGATTTTAACG
CTACTCTTTCAAAGATCGACAAATACATTGATGTTGTCGTGAAAATTACAGAAATGGTAAAGGATGGAAAGAGTTAC
GAGGATATACTGAAGGCTGTTGAAGGAATGAAGAGCGCAAGCGACGGATCATCGTCGATGCTCAARACCGGTAGTGA
AGAGGATCCCTTCAACATCTCTGAGCTTATGAATGGGAGGGAGACCTTCTGGGGGAAGTACAGCATTTGGATAATGG
CGGGCGCTGGCTCCGCTGTCGGCCTGCTGCTGCTGGTGACGCTTCTCTTCGTEGTGCTGCCGTCGCCGGGCTTCGAGG
AAGGGCGACGGCGATGCCACGACAGGGGCTGCGCCTACTGGGAAGGGCACCTACGCCGATCCGTACAACCCTGACGE
CTAA
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FIGURA 2

MPRLMTHSLTALLMGCALLLFLNSSPVFAQESNATEEDVESSSVPTKTDEEKVF IRNVTICEADIYASRALCAFPR
LMKEVEQEREVAGDNIKGDVENKAQKAHDAAFALRGATISLAKDTLNDPEGKLVKVADNLEEISKEDLGLVQTMVD
EANKASEEVGELYKEASKRTPGEGKCSGESGIKSFYGCGDLKGIRFSNYSDGCGPLGMDNLLGHVGPLACKKTPN
CHGALRNGLLLTLYVREWDYTRPLVKDECTDKDEWLKDIEDVGRAMKDLGNKINDFNATLSKIDKYIDVVVKITE
MVKDGKSYEDILKAVEGMKSASDGSSSMLKTGSEEDPFNISELMNGRETFWGKY SIWIMAGAGSAVGLLLLVTLL
FVCCRRRASRKGDGDATTGAAPTGKGTYADPYNPDG
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LISTA DE SECUENCIAS

<110> Université victor Ségalen Bordeaux 2
Centre National de Ta Recherche scientifique - CNRS

<120>

TRIPANOSOMOSIS

<130>

<150>
<151>

<160> 2
<170>
<210> 1
<211>
<212> ADN
<213>

<400> 1
atgccgcgec

ttcttaaatt
agtagcagcg
gaggcggata
gaacaggaac
aaggcacatg
aacgatccgg
gatctggggce
gagctttaca
ggcataaaga
gacggctgeg
aagaaaacgc
agggaatggg
ctcaaagaca
tttaacgcta
atggtaaagg
gcaagcgacg
tctgagctta
ggcgctgget
cgcecgggcett

1236

B1331PC00

FRO958035
13/11/2009

tgatgacaca
catcecccegt
ttccgactaa
tttatgcatc
gacatgtggc
acgcagcaga
agggaaagtt
tcgtgcagac
daggaggccag
gcttttatgg
ggccactggg
ctaattgtca
actacacgag
ttgaggacgt
ctctttcaaa
atggaaagag
gatcatcgtc
tgaatgggag
ccgctgtcgg
Cgaggaaggg

PatentIn version 3.3

Trypanosoma congolense

ctccctgact
gtttgcccaa
gactgatgag
cagagcgctg
gggggacaat
ggcgctacga
ggtgaaagtg
gatggtggat
caagagaacc
ctgcggtgat
tatggacaac
tggcgctctg
acccctggtg
tggaagagcc
gatcgacaaa
ttacgaggat
gatgctcaaa
ggagaccttc
cctgctgetg

cgacggcgat

gcgctgctta
gagagcaatg
gagaaggttt
tgcgecttec
atcaagggag
ggcgccattt
gcagacaacc
gaagccaaca
ccgggagagg
ctgaagggca
ttattggggc
cgtaatggct
aaagacgagt
atgaaggatt
tacattgatg
atactgaagg
accggtagtg
tgggggaagt
ctggtgacgc

gccacgacag

tgggctgege
caacggaaga
ttattaggaa
ccagactgat
atgtcgagaa
cgctcgcecaa
tggaagagat
aggcgtctga
gcaaatgttc
tccgcettcag
acgtcggecc
tgctectcac
gtacggataa
tgggtaataa
ttgtcgtgaa
ctgttgaagg
aagaggatcc
acagcatttg

ttctcttegt

gggctgcgcec
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APLICACIONES TERAPEUTICAS Y DE DIAGNOSTICO CONTRA

actgctcctg
ggatgtggaa
tgtgacatgc
gaaagaggtg
taaggcacaa
ggacacactt
ttccaaggag
ggaagtgggt
cggtgagagt
caactacagt
cctggegtge
actttacgtg
ggatgagtgg
aataaacgat
aattacagaa
aatgaagagc
cttcaacatc
gataatggcg
gtgctgccgt

tactgggaag

60
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300
360
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600
660
720
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840
900
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1080
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1200
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ggcacctacg ccgatccgta caaccctgac ggctaa 1236

<210> 2

<211> 411

<212> PRT

<213> Trypanosoma congolense

<400> 2
Met Pro Arg Leu Met Thr His Ser Leu Thr Ala Leu Ley Met Gly Cys
1 5 10 15

Ala Leu Leu Leu Phe Leu Asn Ser Ser Pro val Phe Ala GIn Glu Ser
20 25 30

Asn Ala Thr Glu Glu Asp val Glu Ser Ser Ser val Pro Thr Lys Thr
35 40 45

Asp Glu Glu Lys val phe Ile Arg Asn val Thr gys Glu Ala Asp Ile
50 55 0

Tyr Ala ser Arg Ala Leu Cys Ala Phe Pro Arg Leu Met Lys Glu val
65 70 75 80

Glu GIn Glu Arg His val Ala Gly Asp Asn Ile Lys Gly Asp val Glu
85 90 95

Asn Lys Ala Gln Lys Ala His Asp Ala Ala Glu Ala Leu Arg Gly Ala
100 105 110

Ile Ser Leu Ala Lys Asp Thr Leu Asn Asp Pro Glu Gly Lys Leu val
115 120 125

Lys val Ala Asp Asn Leu Glu Glu Ile ser Lys Glu Asp Leu Gly Leu
130 135 140

val GIn Thr Met val Asp Glu Ala Asn Lys Ala ser Glu Glu val Gly
145 150 155 160

Glu Leu Tyr Lys Glu Ala Ser Lys Arg Thr Pro Gly Glu Gly Lys Cys
165 170 175

Ser Gly Glu Ser Gly Ile Lys Ser Phe Tyr Gly Cys Gly Asp Leu Lys
180 185 190

Gly ITe Arg Phe Ser Asn Tyr Ser Asp Gly Cys Gly Pro Leu Gly Met
195 200 205

ASp Asn Leu Leu Gly His val Gly Pro Leu Ala Cys Lys Lys Thr Pro
Pdgina 2
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Arg
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210

Cys

Glu

ASp
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Lys
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Ser

Phe

Tyr
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Thr
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Trp

Glu

Gly

Tyr
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Asp
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355

Leu

Gly

Tyr

Gly

Asp

Trp

Asn

Ile

Tyr

Gly

Ile

340

Ile

val

ASp

Ala

Ala

Tyr

245

Leu

Lys

Asp

Glu

Ser

325

Ser

Trp

Thr

Gly

Leu

230

Thr

Lys

Ile

val

Asp

310

Ser

Glu

Ile

Leu

215

Arg

Arg

Asp

Asn

val

295

Ile

ser

Leu

Met

Leu

375

Ala

Tyr
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Asn

Pro

Ile

ASp

280

val

Leu

Met

Met

Ala

360

Phe

Thr

Asn

Gly

Leu

Glu

265

Phe

Lys

Lys

Leu

Asn
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Gly

val

Thr

Pro

Leu
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250

Asp

Asn

Ile
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Lys
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Ala

Cys
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Asp
410

Leu
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Lys
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Ala

Thr
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Thr
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Gly

Cys

Ala

395

Gly

220

Leu

Asp
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Thr

Glu

300

Glu

Gly

Glu

Ser

Arg

Ala
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