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ANTIGENOS PROTECTORES Y VACUNAS PARA EL CONTROL DE
INFESTACION DE GARRAPATAS DE MULTIPLES ESPECIES

REFERENCIA CRUZADA A SOLICITUDES RELACIONADAS

[0001] Esta solicitud es una continuacién parcial de la solicitud
codependiente de Estados Unidos con Nimero de Serie 10/425,653,
presentada el 29 de abril de 2003, solicitud que relvindica el beneficio de la
solicitud de patente de Estados Unidos con nimero de serie provisional
60/376,251 presentada el 20 de abril de 2002.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Campo Técnico: .

[0002] La presente invencién se relaciona con la identificacién de
antigenos protectores conira infestacién de garrapatas, secuencias de genes
y protelnas codificadas para tales antigenos, vacunas relacionadas y
métodos titiles para inducir una respuesta inmune en mamfferos, los cuales
protegen contra un amplio rango de especies de garrapatas. '
Antecedentes:

[0003] Las garrapatas parasitan animales salvajes, domésticos y
humanos y transmiten patégenos que incluyen hongos, bacterias, virus y
protozoos. Actualmente, las garrapatas se consideran segundos en el
mundo después de los mosquitos como vectores de enfermedades humanas,
pero se congideran como el vector mds importante de patdgenos en Norte
América (Parola y Raoult, 2001). Las Ixodes spp. estan distribuida por todo
el mundo y actilan como vectores de enfermedades humanascausadas por
Bomelia burgdorferi (enfermedad de Lyme), Anaplasma phagocytiphila
(erliquiosis granulocitica humana), Coxiella bumnelti (fiebre Q), Francisella
tularensis (tularemia), B. afzelii, B. lusitaniee, B. valaisiana y B. garinii,
Ricketisia helvetica, R. aponica y R. australis, Babesia divergens y viruses de
encefalitis causada por las garrapatas (TBE) y fiebre hemomégica dé Omsk
{Estrada-Pefia y Jongejan, 1899; parola y Racult, 2001). A todo lo largo del
este y ol sudeste de Estados Unidos y Canada, la /. scaoularis (garrapata de
patas negras) es el vector principal de B. burgdorferi en sentido estrictoy A.



phegocyiophila (Estrada-Pefia y Jongejan, 1909; Parola y Raoult, 2001). Por
ofro iado la Ixodes, oira especle de garrapata de imprtancla médica y
veterinaria incluye los del génere Amblyomma, Dermacentor, Rhipicephalus y
Boophilus.

[0004] El control de la infestacién de garrapatas es dificll y a veces
poco practico para garrapatas con mditiples huéspedes como la Ixodes epp.
Actuaimente, el confrol de garrapatas se lleva a cabo por manejo integrado
de plagas en el cual 8e adaptan diferentes métodos a un érea o contra una
especie de gamrapata con debida consideracién a los efectos ambientales. El
control de garrapatas por vacunacién, sin embargo, podria evitar la
contaminacion ambiental y la seleccion de gamapatas resistentes a los
medicamentos que resultan de la aplicacién repetida de acaricidas (de la
Fuente y colaboradores, 1998; Garcia-Garcia y colaboradores, 1980; de ia
Fuente y Kocan 2004). Las vacunas contra las gamapatas también
permitirflan incluir miitiples antigenos para atacar un amplic rango de
especios de garrapatas y la incorporacion de antlgenos que bloquean
patégenos (de la Fuente y Kocan 2004).

[0005] Recientemente, se han desarmoliado vacunas contra la
Boophilus spp. de un solo huésped (Willadeen, 1897; Willadeen y Jongsejan,
1988; de la Fuente y colaboradores, 1989; 2000; de Vos y colaboradores,
2001; de la Fuente y Tocan, 2004). El antigeno recombinante B. microplus
BM86 Incluida en las formulaciones de la vacuna comercial TickGARD
(Hoechst Animal Health, Australia) y Gavac (Heber Biotec S.A., Havana,
Cuba) también confiere proteccién contra los géneros de garrapatas
Hyalomma y Rhipicephalus relacionados filogenéticamente (de la Fuente y
colaboradores, 2000; de Vos y colaboradores, 2001; de la Fuente y Tocan,
2004). Sin embargo, la inmunizacion con BM86 falla en proteger contra la
Amblyomma spp. filogenéticamente mas distante (de Vos y colaboradores,
2001). Estos resultados sugieren que usar BM88 o un gen cercanamente
relacionado para la producciéon de vacunas contra la /xodes spp. u otros
géneros de garrapatas filogenéticamentie distantes de la Boophilus spp.
(Black y Piesman, 1994) serla poco practico. por lo tanto, permanece una
necesidad de identificar candidatos de vacunas de més amplio aspectro
contra infestaciones de gamapatas a través de especies filogenéticamente
distantes (de la Fuente y Tocan, 2004).



[0008] En ia solicitud de patente con nimero de serie 10/425,653 que
da origen a esta nosotros describimos la identificacién por ELI y la secuencia
de analisis de clones de CADN contra infestaciones experimenigles de /.
Scapularis en lo que fue un primer ejemplo de la aplicacibn de ELI a
artrépodos y particularmente a garrapatas (Almazan y colaboradores, 2003
a,b). Se creyd que estos antigenos protectores, aunque identificados para /.
Scapulanis, podian ser protectores cruzados entre la especie /xodes
considerando el alto grado de conservacion de la secuencia de genes y la
funcién de protelnas entre especies del mismo genoma.

[0007) Sorprendentements, se ha descubierto que ciertos antigenos
protectores exhiben actividad y son expresados a través de especies de
gamapatas, y en algunas circunstancias a través de géneros, lo que hace
posible el uso de antigenos comunes en un amplio rango de formulaciones
de vacunas contra garmapatas.

RESUMEN DE LA INVENCION

" [0008] En la solicitud que da origen a esta, se identificaron nurRerosas
antigenos protectores derivados de la /. Scapularis y demostraron poseer
propiedades protectoras contra infestaciones de gamapatas /. Scapularis.
Entre estos antpigenos habla clones y polipéptidos asociados designados
4D8, 4F8 y 4E6. Aqul se demuesira que la actividad de estos antigenos
protectores particulares se extiende a otras especies de gamapatas, en el
caso del 4D8, 4F8, y 4EG a otras especies de gamrapatas que no son /xodes.
Ademas, se proporcionan las secuencias recientemente descubiertas (ADN y
proteina) del antigeno protector contra garrapatas 4D8 derivado del género
Rhipicephalus, particularmente Rhipicephalus appendiculatus.

[0008] Se analizaron la conservacién d.e la secuencia y la expresion
de 4F8, 4D8B y 4EB en las especies relacionadas al /. scapuleis, I. pacificus y
I. ricinos, y D. variabils, R. sanguineus y A. americanum por RT-PCR usando
los iniciadores especificos para las secuencias conocidas de /.scapularis. La
ecpresions e detectd en /. ricinos para los tres genes y en /. pacificus para el
4D( y 4EB. La expresién de 4D8 también se detectd en D. variabills, B.
microphilus, R. sanguineus y A. americanum. Se clonaron y secuenciaron



‘ 1
los genes comrespondientes al 4DB en D. variabilis, A. americanum y B.
microplus.

[0010] La deteccién de la expresién de 3D8 y 4E6 en especles de
gamrapatas no /xodes fue la base para un experimento en el que se
inmunizaron conejos con aF8, 4D8 y 4E@ derivados de la /. scapularis y
probados con ninfas de /scapularis, D. variabill y A. americanum. Los
resultados sustentan la inventiva de los antigenos protectores en
formulaciones de vacunas para el control de mltiples especies de
gamrapatas.

[0011] En concordancla, en una modalidad de la presente invencién
8e proporcionan secuencias de cADN, fragmentos codificadores de protelnas
de {os mismos, y secuencias de proteinas derivadas para los antigencs
protectores contra miiltiples especies denominados 4FB, 4D8 y 4EG.

[06012] En otra modalidad de la presente invencién se proporciona una
composicibn de vacuna que comprende las proteinas recombinantes
protectoras y/o cADNs modificados por separado o los cuales pueden ser
opcionalmente combinados con un ayudante para mejorar la eficacia de la
proteién de preparaciones -de vacunas contra mdltiples especies de
garapatas, en donde la composicién de las vacunas comprende ademés un
portador o diluyente farmacéuticamenie aceptable. La composicién de la
vacuna también puede ser opcionaimente combinada con componentes
patégenos originados por las garrapatas para proporcionar un medio para
controlar infecciones originadas por las garrapatas, en donde la composicién
de la vacuna comprende ademés un portador o diluyente farmacéuticamente
aceptable y un ayudante.

[0013] En oira modalidad de la presents invencién se proporciona un
método para inducir una respuesta inmune en un mamifero para proporcionar
protecciébn inmune, lo cual reduce o afecta las infestaciones por las
garrapatas objetivo y/o la transmigién de patégenos originados por las
garrapatas, el método comprende administrar a una poblacién humana y a
una reserva mamifera en rissgo una cantidad efectiva de una vacuna que
comprende las protelnas recombinantes protectoras y/o cADNs modificados
solo o en combinacién con un ayudante o componentes de un patégeno
originado por garrapatas para proporcionar medios para controlar
infestaciones de garrapatas y para reducir la transmisién a humanos de

L4
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infecciones originadas por gamrapatas, en donde la composicion de la vacuna
comprende ademas un portador o diluyente farmacéuticamente aceptable.

[0014] Un mejor entendimiento de la presente invencion y sus
objetivos ventajas sera aparente pama aquel con habilldad en el arte a partir
de la siguiente descripcion detallada, en donde se describen solo las
modalidades preferidas de la invencidn, simplemente a modo de ilustracién
del mejor modo contemplado para llevar acabo la invencién. Como se
llegard a entender, la invencién es capaz de modificaciones en varios
aspectos obvios, todos sin alejarse del alcance y espiritu de la Invencién. En
concordancia, la descripcidn solo debe considerarse como de nafuraleza
ilustrativa y no restrictiva.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

[0015] La FIGURA 1 es un resumen del acercamiento ELI al cADN
utilizado para identificar antigenos protectores contra la infestacién de I
Scapularis.

' [0016] La FIGURA 2 es un gréfico que muestra los resultados de la
seleccion primaria de los conjuntos de cADN /A — H 1 - 4, A5) por ELIL. V,
ratones de control inyectadoe con 1 ug del vector de ADN solo. "a<0.01,
*a<0.05 (Prueba post-hoc de Tukey para comparaciones apareadas
después de ANOVA). Los nimeros en las casillas representan valores para
la inhibicién de la infestacidn de gamrapatas respecto al grupo de control.

[0017] La FIGURA 2B es una grafica que muestra los resultados de la
seleccion primaria de los conjuntos de cADN (A8-A10, B-H 5-8) por ELI. V,
ratones de control inyectados con 1 ug del vector de ADN solo. *a<0.01,
*a<0.05 (Prueba post-hoc de Tukey para comparaciones apareadas
después de ANOVA). Los nimeros en las casillas representan valores para
la inhibicién de la infestacion de garrapatas respecto al grupo de control.

[0018] la FIGURA 3 es una gréfica de los resultados de una seleccién
terciaria por ELI de los subconjuntos de cADN formados de acuerdo con la
funcion predicha de las proteinas codificadas. Solamente se muestran los
grupos con | 2 15% (barras blancas). El nimero de larvas engordadas por
ratén se expresa como la media + DE (barras negras). Los ratones de
control fueron inyectados con cADN mitocondrial (MT). *P<0.05 (Prueba de la



t de Student)
DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

[0018] Antes de explicar la presente invencién en detalls, es
importants entender que la invencién no se limita en su aplicacién a los
detalles de la construccién ilustrada en los pasos aqul descritos. La
invenciéon es capaz de otras modalidades y de ser practicada o llevada a
cabo en una variedad de formas. Debe entenderse que la fraseologla y la
terminologia empleadas aqul son para propésitos de descripcion y no de
limitacién.

[0020] En la solicitud que da origen a ésta, se proporcionaron 25
secuencias separadas y distintas que comprendian 14 moléculas de cADN
cionadas y 11 secuencias de aminoacidos deducidas de polipéptidos
codificados, dichas secuencias han sido aisladas e identificadas como
protectoras contra /. scapularis de acuerdo con la siguiente metodologia
experimental descrita.

Ejemplo 1: Construccion de una librerfa de cADN del
I.scapularis y tamizado de antigenos proteciores por ELI.

Células de garrapata

[0021] Monocapas de células IDE8 (ATCC CRL 1973), derivadas
originalmente de / .scapularis embrionarias, se mantuvieron a 31°C en medio
L-15B suplido con 5% de suero fetal bovino, caldo de triptosa de fosfato y
concentrado de lipoproteina bovina de acuerdo con Munderch y
colaboradores (1904). Las células fueron cultivadas en subcultivos a 1:5 -
1:10 ciando las monocapas alcanzaron una dengidad de aproximadamente
107 células/frasco T-25. El medio se reemplazé semanalmente.

Construccibn de la libreria

[0022] Se construyé una librerla de expresién de cADN en el vector
PEXP1 que contendia el promotor del fuerte citomegalovirus CMVe
(Clontech). Como planedbamos atacar las etapas larvales tempranas de /.
scapularis, escogimos construir nuestra libreria a partir de poli(A)+ ARN
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derivado de cultivos de células IDE8 embrionarias de /. scapularis. La libreria
de cADN contenla 4.4 x 10° clones independientes en una concentracién
determinada por titulacién de aproximadamente 10° cfu/ml con més del 93%
de los clones con insertos de cADN. El tamafio promedio del cADn fue de
1.7 kb (0.54 a 4.0 kb).

Seleccidn primaria

[0023] El esquema general para la identificacibn de antigenos
protectores por medio de ELI, fraccionamiento secuencial u andlisis de
secuencia se muestra en la figura 1.

[0024] Se prepararon noventa y seis placas LBA (maestras) que
contenian un promedio de 41 (30 — 61) clones de cADN por placa. Se
hiciaron réplicas de cada placa y los clones de cada placa fueron agrupados,
inoculados en Luria-Bertani con 50 ug/ml de ampicilina, crecidos por 2 horas
en una placa de 98 cubetas y el DNA de plasmido se purificdé de cada
conjunto (sistema de purificacion de DNA de plasmido Wizard SV 986,
promega, Madison, W1, Estados Unidos de América). Se utilizaron ratones
hembra BALB/c, de 5 — 8 semanas de edad al momento de la primera
vacunacién. Los ratones se cukdaron de acuerdo con los estdndares
establecidos en la Guia para el Cuidado y uso de Animales de Laboratorio.
Loa ratones fueron inyectados con una jeringa tuberculina de 1 ml y una
aguja de calibre 27 a los dias 0 y 14. Se inmunizaron IM tres ratones por
grupo en el muslo con 1 pg de ADN/dosis en 50 ul de PBS. Se incluyeron
dos grupos de tres ratones cada uno como control. Un grupo se inyectd
solaments con 1 mg de ADN vectorial y el segundo solamente con solucion
salina. Dos semanas después de la titima inmunizacion, los ratones fueron
infestados con 100 larvas de /. scapulsris por ratén. Las gamrapatas se
criaron artificialmente en las instalaclones de crianza de garrapatas de la
Universidad de Oklahoma alimentando larvas en ratones, ninfas en conejos y
adultos en ovejas y utilizando para la infestacién en nuestros experimentos
las larvas obtenidas de los huevos puestos por una sola hembra. Doce horas
después de la infestacion de garrapatas, se contaron las larvas que no se
sujetaron para calcular el nimero de larvas unidas por ratén y los ratones se
fransfirieron a jaulas nuevas. Se recogieron diariamente las larvas repletas
que calan de cada ratén y se contaron por 7 dias. La inhibicién de 1a



infestacion de garrapatas ()) para cada grupo se caiculo respecto a los
controles inmunizados con el vector como [1{<RL>n/<RL>c X
<RL>ic/<RL>in)] x 100, en donde <RL>n es el nimero promedio de larvas
repletas recuperadas por ratdn de cada grupo de prueba , <RL>c es el
nimero promedio de larvas repletas recuperadas por ratén del grupo de
control, <RL>ic es el nimero promedio de larvas unidas por ratén para el
grupo de control, y <IR>in es el nimero promedio de larvas unidas por ratén
para cada grupo de prueba.

[0025] Los conjuntos de 41 (30 — 81) clones de cADN de /. scapularis
se seleccionaron por ELl. Solamente se analizaron 33 conjuntos de cADN
por experimento. El nivel de infestacién promedic de garrapatas fue de
50+31 y 56415 y 54118 larvas/raton para los ratones Inmunizados con cADN
y los controles, respectivamente (P>0.05) (Tabla 1). El nimero promedio de
larvas engordadas recuperadas por ratén fue de 813 y 1324 en los ratones
inmunizados con cADN y 1614 y 1713 en el grupo de control inmunizado con
vactor (P<0.05) (Tabla 1). No se observé una reduccién en el nimero de
larvas recogidas de los ratones que recibieron el ADN vectorial en
comparacion con los contrales inmunizados con solucién salina. El ndmero
méximo de larvas engordadas se recogi® 3 a 4 dias después de la
infestacién. Sin embargo, en los ratones inmunizados con log conjuntos de
cADN B5, A8 y A10 (Figura2) se regisird un retardo en el desarrollo de la
larva en 1 0 2 dias. La inhibicién promedio de la infestacién de garrapatas (I)
fue de 49128% y 30+22% /Tabla 1). Después de dos experimentos que
cubrian el andlisis de los 68 conjuntos (2705 clones), se seleccionaron 9
conjuntos protectores (351 clones) que produclan una inhibicion de la
infestaciéon de gamrapatas | 2 60% (Figura 2A y 2B y la Tabla 1). Cuando
comenzamos estos experimentos, planeamos seleccionar mas de 4000
clones de cADN considerando la complejidad del genoma de la garrapata.
Sin embargo, para nuestra sorpresa se Identificaron 8 conjuntos de cADN
protector después de la seleccién de 88 conjunios que contenian més de
2705 clones de cADN. El resultado probablemente refleja la posibilidad de
interferir con infestaciones de gamapatas en muchos niveles diferentes que
involucran una pléyade de productos genéticos. Los resultados de la
vacunacion contra las garrapatas empleando antigenos recombinantes
sustentan esta vision (revisados por Mulenga y colaboradores, 2000).



° L

Debido a la complejidad del procedimiento de seleccién en ratones
vacunados y probados con larvas de garrapatas, era dificil trabajar con més
de 9 conjuntos de cADN protector. por lo tanto no continuamos seleccionado
nuevos conjuntos de cADN y enfocamos nuestra atencién en los nueve
conjuntos seleccionados después de la seleccién primaria.

Seleccidn secundaria

[0026] La seleccidn secundaria se realiz6 para verificar la capacidad
protectora de los conjuntos de cADN seleccionados después de la seleccion
primaria (Figura 2A y 2B). Después de la seleccién primaria de 66 conjuntos
de cADN (2705 clones) se seleccionaron 8 conjuntos con | 2 60% para esta
seleccién secundaria (reseelccion) empleando 5 ratones por grupo como se
descibe amriba. Las larvas engordadas se dejaron para que cambiaran de
piel en una atmésfera con humedad del 95%. El cambio de piel de las larvas
engordadas fue evaluado por examen visual de las ninfas de gamrapata bajo
un estereomicroscopio 34 dias después de la Gltima recoleccién de larvas.
La inhibicién de! cambio de piel (M) para cada grupo se calculd respecto a los
controles inmunizados con el vector como [1{MLn/MLc x RLe/RLn)] x 100
donde MLn es el nimero de ninfas para cada grupo de prueba, MLc es el
nimero de ninfas para el grupo de control, RLc es el nimero de larvas
recuperadas para el grupo de control, y RLi es el nimero de larvas
recuperadas para cada grupo de prueba. Los ratones de control se
inmunizaron solamente con un conjunto negativo (I = 0%) de solicién salina.
Un grupo fue incluido SC inmunizado con dos dosis de 100 ug de protelnas
de células IDEB de garrapata por dosis en el ayudante incompleto de Freund.

[0027] Todos los 8 conjuntos de cADN dieron resultados positivos en
la seleccién secundaria (no se muestran los datos). los niveles de
infestacién de garrapatas fueron mds altoe en este experimento (promedio
8516 y 8413 larvas/ratdn para ratones inmunizados con cADN y de control,
respectivamente; P>0.05). Sin embrago, el nimero promedio de larvas
engordadas recuperadas por ratén fue de 3817 y 2648 para los ratones de
control e inmunizados con CADN, respectivamente (P<0.05). El grupo
inmunizado con células IDE8 totales de gamapata se protegieron con | =
33%. Nuevaments, no se observé una reduccién en el nimero de larvas
recogidas de los ratones que racibieron el conjunto negativo de control de
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GADN (conjunto negativo F2 deepués de la seleccién primaria; Figura 2A) en
comparacién con los controles inmunizados con solucién salina.

[0028] En [a seleccion secundaria, el cambio de piel de las larvas
engordadas se eval(io después de 34 dias. El cambio de piel fue afectado en
todos los grupos de prueba inmunizados con cADN salvo uno. La inhibicién
del cambio de plel en los ratones de prueba inmunizados con cADN en
comparacién con el grupo de control inmunizado con cADN vari6 de 0% a
12% (6+4%). La inhibicién del cambio de piel fue mayor al 50% solamente
en las larvas recogidas de ratones inmunizados con los conjuntos de cADN
B5 y A10, los cuales demostraron un retraso en el desarrollo de la larva en 1
o 2 dias en la seleccidon primaria. No se observaron diferencias entro los
ratones de control inmunizados con cADN y solucidn salina. Entre las larvas
que no cambiaron de piel a ninfas, algunas estaban visiblemente dafladas y
presentaban una fuerte coloracién roja. El porcentaje de larvas en los
ratones inmunizados con cADN vari6 entre 3% a 18% (7+5%) mientras que

en los grupos de control inmunizados con solucién salina y cADN las larvas
rojas representaron el 8% y el 4%, respectivamente.

Seleccién terciaria.

[0029] Para la seleccidon terciaria, se agruparon 84 clones en 18
subconjuntos cada uno con 1 a 17 plasmidos de acuerdo con la funcién
predicha de las proteinas codificadas '(por ejemplo todos los pldsmidos que
codificaron proteinas de histona se agruparon juntos) y se utilizaron con 4
subconjuntos que contenian 182 clones de funcién desconocida o
consecuencias sin homologla a las bases de datos de secuencias para
inmunizar 4 ratones por grupo. Los ratones se inmunizaron con 0.3
ug/pldsmido/dosis en PBS de 50 pl y se evaluaron como se describe arriba.
Los ratones de control se inmunizaron con un conjunto de 20 plasmidos que
contenian cADNs mitocondriales.

[0030] Los niveles de infestacion de gamapatas fueron similares en
todos los grupos de prueba (7212 larvas/ratdn) y en los ratones de control
(6012 larvas/ratén). El nimero de larvas engordadas recuperadas por ratdn
también fue similar entre los ratones de prueba (16+7) y los de control (1416)
(P<0.05). Sin embargo, los grupos inmunizados con los subconjuntos de
cADN que contenian clones con endopeptidasa putativa, nucleotidasa,



proteinas ribosomales, proteinas de choque térmico, protelnas ricas en
glutamina-alanina y 3 de los subconjuntos con funcién desconocida o
secuencias sin homologla a las bases de datos de secuencias tenian | 2 15%
(Figura 3). Mas aun, entre ellos, los grupos inmunizados con subconjuntos
que contenfan clones con endopeptidasa, nucleotidasa putativas y dos de los
subconjuntos de cADN con funcién desconocida o consecuencias sin
homologla a las bases de datos de secuencias resultaron en un niveles de
infestacidn inferiores comparados con los ratones de control (P<0.05)y |2
40% (Figura 3.) Se seleccionaron los clones homélogos a las protelnas del
corién, receptores de de viteloginina, y proteinas de reconocimiento de
peptidoglucanos por su capacidad de proteccién potencial en otras etapas
del desarrollo de la gamrapata.

Andlisis estadlstico

[0031] El niGmero de larvas unidas por raton y el nimero de larvas
engordadas por ratdn 7 dias después de la infestacion se compararon por
Andlisis de Varianza (ANOVA) seguido después por una serie de pruebas
post hoc de Tukey para comparaciones apareadas entre ratones
inmunizados con cADN y ratones de control inmunizados con ADN vectorial
(seleccién primaria), y por la prueba de la t de Student entre ratones
inmunizados con conjuntos de cADN positivo y los conjuntos de F2 cADN
negativos (ssleccion secundaria) o entre ratones de prueba inmunizados con
subconjuntos de cADN y ratones inmunizados con cADNs mitocondriales
(seleccidn terciaria).

Ejemplo 2: Anélisis de la secuencia para clones protectores

[06032] Todos los 351 clones de cADN en los 9 conjuntos que
resultaron positivos en la seleccién secundaria fueron secuenciados. El ADN
de clones individuales de estos cinjutos fue purificado (sistema de
purificacién de ADN plasmido Wizard SV 86, Promega) de la placa maestra y
parciaimente secuenciados. En la mayoria de los casos se obtuvo una
secuencia de mas de 700 nucledtidos. Las secuenclas de nucledtidos se
analizaron usando el programa AlignX (Vector NT1 Suite V 5.5, InforMax,
North Bethesda, MD, Estados Unidos de Ameérica). Se utilizo BLAST
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(Altschul y colaboradores, 1880) para buscar en las bases de datos NCBI
para identificar secuenclas clonadas anteriormente que pueden tener
homologia con aquellas que nosotros hablamos secuenciado. El andlisis de
las secuencias permite agrupar los clones de acuerdo con la identidad de la
secuencia a las bases de datos de ADN y predecir la funcién de la proteina.
Los clones protectores que se seleccionaron después de la seleccién
terciaria fueron secuenciados completamente.

[033] La compamacién a las bases de datos de secuencias pemitié
identificar genes reportados previamente con funcidn conocida en 152 (43%)
de los clones (Tabla 2). El cincuenta y siete por ciento de las secuencias
eran homélogas a genes con funcién desconocida o no tenfan identidad
significativa a secuencias reportadas previamente (Tabla 2). De los clonee
con [dentidad de secuencla a genes con funcién conocida, 85% eran
homélogos a secuencias de artrépodos. Noventa y tres clones (81%)
contenlan secuencias homélogas a Drosophila melanogaster, 5 (3%) a otros
insectos y 32 (21%) a especies de garapatas Ixodid. Treinta por ciento de
los clones se eliminaron de anélisis posterior en base a |a identidad de su
secuencia, incluyendo aquelios que contenlan secuencias similares (Tabla
2). Los clones protectorea incluian antigenos homdlogos a endopeptidasas,
nuclotidasas, protelnas del coridn, receptores de vitelogenina, proteinas de
reconocimiento de peptidoglucano, proteinas ricas en glutamina-alanina,
proteinas ribosomales y proteinas de choque térmico.

Resumen de los resultados

[0034] Los resultados obtenidos con los diferentes clones protectores
identificados en el listado de la secuencia, junto con ciertas protelnas
expresadas seleccionadas, se resumen en la Tabla 4.

[0035] SEQ ID NO:1 denota el clon designado 4E6, en donde el
fragmento codificador de proteina relevante ha sido identificado como que
comprende los residuoe 1 — 117, con el polipéptido mostrado en SEQ ID NO:
2 _

[0036] SEQ ID NO:3 denota el clon designado 4D8, en donde el
fragmento codificador de protelna relevante ha sido identificado como que
comprende los residuos 80 — 575, los cuales codifican el polipéptido
mostrado en la SEQ ID NO4.
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[0037] SEQ ID NO:5 dencta el clon designado 4F8, en donde el
fragmento codificador de protelna relevante ha sido identificado como que
comprende los residuos 1 — 951, los cuales codifican el polipéptido mostrado
en ia SEQ ID NO:6.

[0038] SEQ ID NO:7 denota el clon designado 4G11, en donde el
fragmento codificador de proteina relevante ha sido identificado como que
comprende los residucs 1 — 867, los cuales codifican el polipéptido mostrado
en la SEQ ID NO:8.

[0038] SEQ ID NO:8 denota el clon designado 4D6, en donde el
fragmento codificador de proteina relevante ha sido identificado como que
comprende los residuos 188 —. 1025, los cuales codifican el polipéptido
mostrado en la SEQ ID NO:10.

[0040] SEQ ID NO:11 denota el clon designado 3E1, en donde el
fragmento codificador de protelna relevante ha sido identificado como que
comprende los residuos 3 — 578, los cuales codifican el polipéptido mostrado
en la SEQ ID NO:12.

[0041] SEQ ID NO:13 denota el clon designado 1C10, en donde el
fragmento codificador de proteina relevante ha sido identificado como que
comprende los residuos 1 — 1119, los cuales codifican el polipéptido
mostrado en la SEQ ID NO:4.

[0042] SEQ ID NO:15 denota el clon designado 3E10, en donde el
fragmento codificador de protelna relevants ha sido identificado como que
comprende los residuos 51 — 1544, los cuales codifican el polipéptido
mostrado en la SEQ ID NO:186.

[0043] SEQ ID NO:17 denota el clon designado 4F11, en donde el
fragmento codificador de proteina relevante ha sido identificado como que
comprende los residuos 31 — 2205, los cuales codifican el polipéptido
mostrado en la SEQ ID NO:18.

[0044] SEQ ID NO:19 denota el clon designado 3C12, en donde el
fragmento codificador de proteina relevante ha sido identificado como que
comprende los residuos 6 - 332, los cuales codifican el polipéptido mostrado
en la SEQ ID NO:20.

[0045] SEQ ID NO:21 denota el clon designado 2C12, en donde el
fragmento codificador de proteina relevante ha sido identificado como que
comprende los residuos 3 - 137, los cuales codifican el polipéptido mostrado

_’- :
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en la SEQ ID NO:22.

[00468] SEQ ID NO:22, 23 Y 24 denctan respectivamente los clonea
designados 19, 1B2 y 4A4, donde cada uno comprende una secuencia sin
un polipéptido asoclado.

~ [0047] Ahora se ha descubierto que ciertos de los antigenos
protectores exhiben actividad y se expresan en gamapatas a través de las
especies, y en ciertas circunstancias a través de los géneros, haclendo
posible asi el uso de antigenos comunes en formulaciones de vacunas contra
gamapatas de amplio espectro. '

Ejempio 3: Extensién de antigencs proteciores de |. scapularis a otras
espacies de garrapalas

Métodos
Extraccién de ARN y transcripcién revertida (RT)-PCR

[0048] EI ARN total se extrajo de los intestinos y las glandulas
salivales disectadas de 30 hembras de /. scapularis sin alimentar,
aproximadamente 100 y 41000 ninfas y larvas de [/ scapularis,
respectivamente, la masa de huevos depositados por una hembra de /I
scapularis, gléndulas salivares disectadas de 10 machos D. variabilis,
gléndulas salivares e intestinos disectados de 20 adultos de A. americanum y
R. sanguineus, 10 adultos B. micropilus y 10 hembras [ pacificus,
respectivamente y 100 — 150 larvas de I. ricinos. El ARN total se extrajo de
muestras de garrapatas homogenizadas usando Reactivo TRI (Sigma),
excepto para el ARN de /. ricinos y B. microplus el cual se exirajo usando el
Kit ARN Istapur (Eurogentec, Searing, Béigica) y el kit Rneasy (Qiagen,
Valencia, CA, Estados Unidos de América), respactivamente, de acuerdo con
las instruccionee del fabricants. La pelotilla de ARN final fue resuspendida
on 50 — 100 ul de agua esteril desionizada, tratada con dietil policarbonato.
Las reacciones RT-PCR se realizaron usando el acceso al sistema RT-PCR
(Promega, madison, W1, Estados Unidos de Ameérica). Un ul de ARN se
transcribo de manera reversa en 50 ulL de una mezcla de reaccién (1.5 mM
de MgSO,, virus 1X de mieloblastosis aviaria (AMV) amortiguador de
reaccién RT/Thermus Ravus (Tf), 10 mM de hexamero aleatorio, 0.2 mMde
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cada trifosfato deoxinicledsido (INTP), 5U AMV RT, Su T#i DNA polimerasa
(Promega), 10 pmol de cada iniciador) a 48 °C por 45 minutos. Después de
2 minutos de incubacién a 84°C, se realizd PCR en la misma mezcla de
reaccion con iniciadores especificos y condiciones de amplificacion (tabla 5).
Las reacciones de control se realizaron utilizando loa miemos procedimientos
pero sin control RT para contaminacion de ADN en las preparaciones de
ARN y sin agregar ARN para controlar la contaminacién de la reacclon de
PCR. Se realizaron controles positivos de la reaccion PCR con DNA de
pladsmido que contenia un cADN de gamapata clonado y con ADN del
genoma extraido de células IDE 8 de /. scapularis. A los productos del PCR
se les realizd electroforesis en geles de azarosa al 1% para revisar el tamafio
de los fragmentos amplificados por comparaciéon con el marcador de peso
molecular del ADN {1 Kb PLus DNA Ladder, Promega).

Clonacién y secuenciamiento del 4D8 de D. variabilis, A. americanum y B.
microplus.

[0049] Los fragmentos del cADN 4D8 de D. variabilis, A. americanum
y B. microplus se amplificaron por RT-PCR y se clonaron en pGEM-t
(Promega). Se sacuenciaron cuatro clones de cada uno en la Instalacién de
Secuenciamiento de Nucleos, departamento de Bioquimica y Biologla
Molecular, Centro de Investigacion Noble, Oklahoma State University.

Vacunacién de consjos y prueba con ninfas de 1. scapularis, D. vaniabilis y A.
americanum

[0050] Se disefid un experimento para evaluar el efecto de los
antigenos protectores contra garrapates en las etapas de ninfa de /.
scapulans, D. variabilis y A. amernicanum. Un conejo blanco de Nueva
Zelanda por grupo se inmunizé con tres dosis {(semanas 0, 4 y 7) que
contenian 50 pg/dosis de proteinas 4F8 y 4D8 purificadas o péptido sintético
4EG6 derivado de /. scapularis, una combinacién de 4F8+4D8+4E6 o albimina
de suero bovino (Sigma) como control en FIA (Sigma). Los animales se
cuidaron de acuerdo con los estdndares especificados en la Gufa para el
Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio. Los conejos fueron inyectados
subcutaneaments con 500 ul/dosis usando una jeringa de tuberculina de 1 mi
y una aguja de calibre 27%. Dos semanas después de la Ultima

-
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inmunizacién, los conejos fueron infestados con 100 ninfas de /. scapularis
por conejo en una oreja ¥ 110 ninfas de D. variabills y A. americanum en la
otra oreja. El nimeroc de ninfas unidas se registrd y las ninfas engordadas
que calan de cada oreja del conejo se recogieron diariamente y se contaron
por 7 dias. La ninfas engordadas de D. variabilis y A. americanum se
separaron bajo la luz de un microscopio de diseccion. Las ninfas engordadas
recogidas después de completar al periodo de alimentacién se contaron y
pesaron. La inhibicién de la infestacion de ninfas de gamrapatas se calculd
respecto al grupo de control como se describe previamente para la
infestacién de larvas de garrapata (Almazén y colaboradores, 2003). la
reduccion en el peso de las ninfas engordadas se determiné en grupos
experimentales respecto a las ninfas recolectadas del grupo de control.

Resultados
Expresién de cADNs protectores

[0051] La expresién de genes que codificaban los antigenos
protectores contra garrapatas se analizd en los niveles de mARN y protelna
por RT-PCR e inmunobioquimica, respectivamente. La expresién de mARN
de 4F8, 4DB y 4EB se detectd en todas las etapas del desarollo de I
scapularis y en los Intestinos y las glandulas de garrapatas adultas (Tabla 6).
Las reacciones de control descartaron [a contaminacién con ADN del
genoma o durante el PCR. Ademés, el PCR del ADN del genoma de la
garrapata mostré que el tamafio de los fragmentos amplificados de ADN era
mayor al tamafio de los fragmentos de cADN, probablemente debido a la
presencia de secuencias de intrén en los genes analizados (Tabla 8).

[0052] La conservacién de la secuencia y la expresion de 4F8, 4D8 y
4E6 se analizb en especies relacionadas a la /. scapulanis, I. pacificus e I.
ricinos, y en D. variabilis, R. sanguineus, B. microplus y A. Americanum por
RT-PCR (tabla 8) usando los iniciadores derivados de las secuencias de /.
scapularis (Tabla 5). La expresion se detectd en /. ricinos para todos los tres
genes y en /. pacificus para 4DB y 4EB. La expresién de 4D8 también se
detectd en D. varlabilis, B. microplus, R. sanguineus y A. americanum.

Secuencia de 4D8 de D. vaniabilis, A. americanum y B. microplus.
[0053] Las secuencias de los cADNs de 4D8 de D. variabills, A.
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americanum y B. microplus y sus secuencias de aminoacidos deducidas se
proporcionan en SEQ ID NOS: 26 - 31. Las secuenclas asociadas con el
antigeno protector contra garrapatas asociado con el antigeno protector 4D8
derivado de la Rhipicephalus appendiculatus se proporciona en SEQ ID
NOS: 38 - 39.

propiedaedes protectoras de los antigenos do garrapata contra la infestacién
de ninfas de . scapularis, D. variabilis y A. americanum.

[0054]) La detecclén de la expresion de 4D8 y 4E6 en especies de
garrapats diferentes a la /xode fue la base para el experimento en el cuales
conejos se inmunizaron con antigenos protectores derivados de /. scapularis
y 8e probaron con larvas de /. sacpularis, D. variabliis y A. americanum. Los
resultados sugieren un efecto de la inmunizacién con 4D8 sobre la inhibicién
de las infestaciones de ninfas en todas las tres especies de garrapatas y un
efecto notable sobre las ninfas de D. variabllis reflejado en el nimero de
garrapatas visiblemente dafiadas y en la reduccion del peso de las ninfas
engordadas (Tabla 7). La inmunizacién con 4F8 tuvo un efecto solamente
sobre las infestaciones de ninfas de / scapularis y el efecto de la
inmunizacién con 4E6 se reflej6 en las infestaclones de A. americanum y en
el peso de las ninfas engordadas de D. variabilis (Tabla 7). El efacto
sinergistico de la inmunizacién con todos los tres antigenos se observo para
el 408 en las ninfas de /.scapularis (Tabla 7).

[0065] El experimento 3, entonces, demuestra la sorpresiva utilidad de
usar los antigenos protectivos contra garrapatas 4D8, 4F8 y 4E8 de la /.
scapularis en formulaciones de vacunas para el control de miiltiples especies
de gamapatas.

[0056] Por lo tanto, la presente invencién se relaciona con la
identificacion de estos antigenos los cuales protegen contra un amplio
espectro de especies de garrapatas, secuencias de genes y proteinas
codificadas para dichos antigenos, vacunas relacionadae y métodos (tiles
para inducir una respuesta inmune. méas generalmente, la invencion
conciene a las secuencias de cADN dadas y cualquier secuencia de
nucledtidos que sea capas de producir un anticuerpo u oira respuesta
inmune (por ejemplo respuesta de las células T del sistama inmune) que
reconozca un epitope de la secuencia de aminoécidos mostrada en el
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Listado de Secuencia, incluyendo menos de una secuencia de CADN
completa 0 mutantes del mismo. por lo tanto la secuencia de nucleétidos
puede codificar una protelna que es la totalidad del antigeno por la variedad
de bases definidas, o un fragmento o derivado del antigeno o un producto de
la fusién del antigeno o fragmento y otra proteina, con la condiciébn que la
proteina que se produce de tal secuencia es capas de generar una
anticuerpo u ofra respuesta inmune que reconoce un epitope de las
secuencias de aminoécidos dadas.

[0057] Como resultado, la invencién abarca secuencias de ADN que
codifican y/o expresan en las células transformadas apropiadas, proteinas
que pueden ser la longitud completa del antigeno, fragmentos del antigeno,
derivados del antigeno o el producto de la fusién de tal antigeno, fragmentos
de antigeno o derivados de antigeno con ofra proteina.

[0068] Como podré ser apreclado por aquellos de habilidad ordinaria
en le artes, una secuencia de nucledtidos que codifica los antigenos de la
invencion o variantes de los mismos puede diferir de las secuencias nativas
aqul presentadas debido a degeneraciones del codén, polimorfismos del
nucleétido, o sustituciones, eliminaciones o inserciones de nucledtidos.
Mientras que se muestran varias modalidades de tales moléculas en el
Listado de Secuencia, debe entenderse que dentro del contexio de la
presents invencitn, la referencla a una o més de estas moléculas incluye
variantes que ocurren naturalmente y/o secuencias sintéticas que son
sustanciaimente similares a las secuencias aqul proporcionadas, y, donde
sea apropiado, la proteina (incluyendo péptidos y polipéptidos) que se
codifica por estas secuencias y sus varantes. Como se utiliza aqul, la
secuencia de nucledtidos se considera como “sustanciaimente similar”® si: (a)
la sacuencia de nucledtidos se deriva de la regién de codificacién de un gen
nativo de las diferentes especies de gamapatas anotadas y codifica un
péptido o polipéptidc que posee la antigenicidad descrita (incluyendo, por
ejemplo, porclones de la secuencla o variaciones alélicas de las secuencias
proporcionadas); o (b) las secuencias de nucleétidos se degeneran (en otras
palabras codifican el mismo aminodcido utilizando una secuencia de codones
diferente) como resultado del cédigo genético de la secuencia de nucleétidos
definida en (a); o (c) la secuencia de nucleétidos es al menos 85% idéntica a
la secuencla de nucledtidos aqul provista, o (d) e8 un complemento de
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cualquiera de las secuencias descritas en (a — ¢).

[0058] Las proteinas incluidas dentro de la presente invencién tienen
una secuencia de aminoécidos mostrada en el Listado de Secuencia y los
homélogos del mismo. Otras proteinas Incluidas consisten de un fragmento
de dicha secuencia capaz de generar un anticuerpo u otra respuesta inmune
la cual reconoce un epitope de una secuencla de aminoécidos mostrada y un
mutante de dicha secuencia capas de generar un anticuerpo u otra respuesta
inmune que reconoce un epltope de tales secuencias de aminodcidos.
regpecto a la homologia a la secuencia nativa, una variante debera
preferiblemente tener al mencs 85% de homologia con la secuencia de
aminoacidos. Como se utiliza aqul, la *homologia® de aminoécidos se
determina por un algoritmo de computador incorporado en un programa de
bisqueda de una base de datos cominmente utilizado en el arle, por
ejemplo, como se incorpora en los programas BLAST (BLAST TM, un
programa de computador) (Altschul y colaboradores, Nucleotid Acids res.
(25) 3389 - 3402, 1897) 0 DNA STAR MEGALLIGN (DNA STAR MEGALIGN
T™M, un programa de computador) que devuelve resultados similares en
cdlculos homélogos.

[0060] Las secuencias de nucledtidos pueden insertarse en cualquiera
de un amplio ameglo de vectores de expresibn por una variedad de
procedimientos. tales procedimientos y otros se consideran conocidos por
aquellos con habilidad en el arte. Vectorea apropiados incluyen secuencias
de ADN cromosomal, no comosomal, y sintéticas; por ejemplo, derivados de
$V40, pldsmido bacteriales, ADN de fagos; plasmidoe de levadura, vectores
derivados de combinaciones de plasmidos y ADN de fagos; ADN viral tal
como baculovirus, vaccinia, virus de varicela, pseudorrabia, etc. La
secuencia de ADN apropiada debe ser unido operativamente en el vector a
una secuencia de control de expresién (promotor) para dirigir la sintesis de
mARN. Como ejemplos representativos de tales promotores, se pueden
mencionar promotér LTR o SV40, el lac o trp de E. coli, el promotor lambda
Pl del fago y otros promotores conocidos por controlar la expreeléon de genes
en células procariéticas y eucariéticas o sus viruses. El vector de expresion
también incluye una secuencia no codificadora para un sitio de unién de
ribosoma para el inicio de la traduccién y un terminador de transcripcién. E
vector también puede Incluir secuencias apropiadas para amplificar la
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expresion.

[0061] El vector que contiene la secuencla de cADN apropiada se
describe amiba, asl como un promotor o control de secuencia apropiado,
puede emplearse para transformar un huésped apropiado para permitir que
el huésped exprese la proteina. Ejemplos de organismos huésped incluyen
variedades de bacterias (por ejemplo E. cofi Pseudomonas, Bacillus,
Salmonella, erc.), hongos (por ejemplo levaduras y otros hongos), huéspedes
animales o vegetales (por ejemplo células de ratén, cerdo o de tejido animal
o humano). La seleccién del huésped ee considera dentro del alcance de
aquel con habilidad en el arte.

[0082] También se entiende que la secuencia de cADN apropiada
presente en el vector cuando se introduce en un huésped puede expresar
parte 0 solo una porcién de la protelna que se codifica dentro de la
terminologla anotada, siendo suficiente que la proteina expresada pueda ser
capaz de generar un anticuerpo u ofra respuesta inmune que reconozca un
epitope de las secuencias de aminoécidos enumeradas.

[0083] El cADN aislado y/o el polipéptido expresado por el huésped
transformado por el vector puede ser cosachado por métodos que se le
ocurriran a aquel con habilidad en el arte y utilizados en una vacuna para la
proteccién de un mamifero, tal como perros, ganado, humanos, etc., contra
infestaciones de especies de gamapatas /xodas y no Ixodas. Tales proteinas
recombinantes protectoras y/o cADNs modificados se usan en una cantidad
ofectiva para inducir una respuesta inmune contra tales gamrapatas y sus
patbgenos asociados y pueden utilizarse en combinacién con un portador
apropiado fisiolbgicamente aceptable. E! tdrmino “inducir una respuesta
inmune” cuando se utiliza respecto a la vacuna descrita aqul significa que la
vacuna previene enfermedades asociadas con una especie particular de
gamrapata o reduce la severidad de la enfermedad.

[0064] E| portador empleado en conjuncién con la vacuna puede ser
uno de una amplia variedad de portadores. Como ejemplos representativos
de portadores apropiados, s pueden mencionar aceite mineral, polimeros
sintéticos, etc. Los portadores para vacunas son bien conocidos en el arte y
la seleccién de un portador aproplado se considera dentro del alcance de
aquelios con habilidad en el arte. La seleccién del portador apropiado
también dependera de ia manera n que se va a administrar la vacuna.
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[0065] La presents Invencién proporciona un método para inmunizar
un mamifero susceptible, contra las infestaciones y enfermedades causadas
por las gal:rapatas con la vacuna descrita amiba. Para propdsitos de la
invencién, la vacuna se administra en una cantidad efectiva. La vacuna
puede administraree por cualquiera de los métodos bien conocidos por
aquelios con habilidad en el arte, por ejemplo, por inyeccién intramuscular,
subcutdnea, intraperitoneal o infravenocsa. Alternativamente, la vacuna
puede administrarse Intranaseimente u oraimente.  También debe
entenderse que la vacuna puede incluir componentes activos, tales como
patdégenos generados por las gamapatas o ayudantes ademas del antigeno o
fragmentos descritos arriba.

[0086] El huésped que expresa el antigeno puede en si mismo
utilizarse para entregar el antigeno a animales no humanos, introduciendo
células huésped muertas o viables que son capaces de propagarse por el
animal. La incorporacion directa de secuencias de cADN en las células
huésped también puede utilizarse para introducir secuencias en células
animales para expresién del antigeno in vivo.
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Tabla 1. Primer examen de Ia biblioteca I. Scapularis cDNA por ELI en ratones

[Grupo Nomero de[NGmero | Numero inhibicién | Numero de
experimental® grupos promedic | promediotSD |promedio |grupos
examinados |+SD de |de farvas | £SD de | selecclonados
(ndmero de | larvas devoradas por | infestacion |para el examen
clones) unides por | ratén® de secundario
raton® garrapatas
(n
Experimento 1 33(1383) |50+13 (33-|Bx3 (242) 39+£55% 6 (I>756%)
80) 183 -
87%
Controlss
inmunizados conj«=--- 66+13 (45-|16:4 (5-27) |==== = |==c--
ADN  vectorial 67)
para el
experimanto 1
Experimento 2 |33 (1322) |56%15 (20- 134 (1-27) |27:20% 3 (I> 80%)
79) (-53-80%
 Controles ——
inmunizados con 54118 (36-| 1713 (8-28) L EE R T T )
ADN vectorial 13)
para ol
axperimento 2

* Se prepararon noventa y seis placas LBA que contienen un promedio de 41 cADN
clones por placa. Se reallzaron las replicas y los clones de cada placa fueron
agrupados, inoculados, desaroliados por 2 horas en una placa de cubetas 68 y el
plasmido de ADN fue purificado de cada grupo para ELI. Cada uno de tres ratones
por grupo fueron inmunizados M dos veces con 1 g DNA/dosis en 50 g PBS dos
semanas aparte. Cada uno de los tres ratones de dos grupos fueron incluidos como
controles. Un grupo fue inyectado con el vector ADN y el segundo con salina
Unicamente.

®*Quince dias después de la Gliima inmunizacién, los ratones fueron infestados con
100 /. Scapularls larvas por ratén. Doce horas después, las larvas que no se
unieron fueron contadas pera calcular el nimero de larvas unidas por ratdn y los
ratones fueron transferidos a nuevas jaulas.

¢Las larvas devoradas que se caen de cada ratén fueron recolectadas diariaments y
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“*Eliminado de un examen adicional de antigenos proteciores. Otros ciones se eliminaron por

contener sacusncias similares

*Excepto para proteinss ribosdmicas

Tabla 3. Agrupamlento de los clones de acuerdo con la funcién pronosticada
de proteinas codificadas en sub-grupos para el examen terciario.

Sub-grupo (No. de clones) Clon Grupo®

Ribosdmico (17) 1A2, 1A10, 1C11 A5

1F8 D1
288 A10

2F8, 2F10 E8

3A10, 2C3, 3D2, D10 B4

360, 3610 E3

4D11, 4D12, 4E7, 4F7 F1

Proteina de membrana (1) | 1D8, 1D11, 1E10 D1
2812 A10

2H5 ES

aco B4

3611 E3

ATPasa (6) 1A8, 1B2, 1C8 A5
2C0 A10

a4 c3

- 4@3 F1
Transportador/canal de celda 1F4 D1
(5) 2H11 EB

4A12 c3

4G10, 4G11 F1

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

4C7 c3

4G9 F1

Receptor acoplado de 287, 2C12 ATO
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prateina G (4) ~ 2F12 ~ ES
4CH c3
~ Receptor de factor de 2ED B5
crecimiento (3) 388, 3C8 B4
Lectina (3) ~ 3E10 E3
488, 4C8 c3
~Vitelogenina (3) 1F12 D1
4A8 c3
4G2 F1

Chogue ai calor (3) 1C10 A5
1F10 D1
3F8 ‘E3
Similar al EGF (2) 2H4 E6
4C10 c3
Proteina secretada (2) 2F0 E8
3c12 B4
Glutamina-Alanina rica (2) 4D8, 4EB Fi
, Adaptina (1) 3E1 E3
End asa (1) 4D8 F1
Nucleotidasa {1} 4F8 F1

"Los grupos cADN se refieren a grupos poeitivos después da los exdmenes primarios y

secundarios (Figuras 2A y 2B}).

Tabla 4: Resumen de los resultados con clones /. Scapularis cADN

Clon Proteina Inhibicién de | Inhibicién Eficacla
cADN pronosticada Infestacién | del proceso
por de muda
garrapatas M (%) E (%)
1 {%)
4D38 Endopeptidasa 40*/54** 718" 44°/58
4F8 Nuclectidasa 50"/64** 17*/1-0™ 58 /81
1C10 HSP70 17" ND ND
4D8 Rico en Glu-Ala 61" 11 as*
4E8 Rico en Glu-Ala 20*/46** 16™ 56
3E1 R-adaptina {regién 27" 5" 31"
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de apéndice)
2C12 Proteina o ND ND
precursora Beta-
amilloide (APP)
4F11 Bloqueo de la -39 ND ND
proliferacién Bop1
3E10 Lectina de -48*/-107* ND ND
aglutinamiento de
Manosa
4G11 Canal de cloruro g 30 57
3C12 Polimerasa Ill -104*** ND ND
ARN
1A8, 1B2, ATPasa 57 ND ND
4A4

Los ratones fusron inmunizados con plésmido ADN de expresién que contiene cADN tal
como se describid arriba (*) o con 100 pg/dosis de proteina recombinante axpresada en E.
Coli (**). ), My E fueron caleulados como ae describe ammiba. ND, no determinado.

*¢*Resultados en una actividad pro-alimentadora. Este efocto puede deberse a la expresidn de cADNs

codificAndose para los inmunosuprimidores de garrapata, anticoagulantes y otras protefnas con baja
antigenocidad y una actividad pro-alimentante. Alternativamente, ellos pudieron codificarse para

proteinas homélogas para hospedar las proteinas con actividad anti-garrapatas, cuya neutralizacién
resuita en una actividad pro-alimentadors de garmapatas.

Tabla 5. Condiciones RT-PCR para la caracterizacion de perfiles de
expresién de cADNs protectores de garrapata

[cADN |RT-PCR primarios (5' = 3 ) Condiclones | Tamafio | Tamafic de
PCR® de banda ADN*
banda
cADN®
[4F8 | 4FBRS:
OCOTCGTATAGAGCATCAGCOAC |4, 30seg |a72bp [>1,800 bp
4FB-R: 61°C, 30 seg
TCGCAACGGACAACGGCAGGTTG |68°C, 2 min
(SEQ ID NO: 33)
4D8 |4DBRS: 84°C, 30 seg
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GCTTGCGCAACATTAAAGCGAAC
(SEQ ID NO: 34) 58°C, 30seg |577 bp |>1,800 bp
4D8-R:
TGCTTGTTTGCAGATGCCCATCA  |88°C, 1 min
(SEQ ID NO: 35)
4E6 | 4EBRS: 94°C, 30 seg
GAAATATCTGTGAAACCAAGGCC
(SEQ ID NO: 38) 52°C,30seg [138bp |~1,800bp
4EBU-R:
ATTGCACAACACATCATTAACTG  |68°C, 1 min
(SEQ ID NO: 37)

‘Las condiclones PCR se Indican para los pasos de desnaturalizacidn, recocido y
polimerizacion, respactivaments,

“ealculado de la sancusnica del inserto de cDNA

“Estimado del PCR del DNA gandmico IDES

Tabla 6. Perfil de expresion de los mARN que se codifican para los

antlgenos protectores en gamapatas
Fuents ). scapularls I pacificus | L. ricinus | A. americanum | D. variabills | R. sanguinsus | B. micropius
ARN
Il e n| g | Salva
Dlg|y|u [c]
Eigim|t 1
B|s|p|s a
h n
[ ) d
]
Clon Expresion mARN




32

GCTTGCGCAACATTAAAGCGAAC |

(SEQ ID NO: 34) 58°C, 30eeg |577bp |>1,600bp
4D8-R:

TGCTTGTTTGCAGATGCCCATCA  |68°C, 1 min

(SEQ ID NO: 35)

4EBRS: 04°C, 30 eeg
GAAATATCTGTGAAACCAAGGCC

(SEQ ID NO: 38) 52°C, 30seg |138bp |~1,600bp
4E8U-R:

ATTGCACAACACATCATTAACTG 88°C, 1 min

(SEQID NO: 37)

"Las condiciones PCR se indican para los pasos de desnaturalizacién, recocido y
polimerizacion, respectivameants.

bcalculado de la sencuenica del Inserto de cDNA

“Estimado del PCR del DNA gendmico IDES

Tabla 8. Perfil de expresion de los mMARN que se codifican para los

antigenos protectores en gamrapatas
Fuente I. scapuleris L pacificus | I ricinus | A. americanum | D. variabils | R. sanguineus | B. micropius
ARN
| [e[n ][ g | Gaiva
Dig|y|u| G
E|lg|mjt 1
8|s]p|s a
h n
s d
a
Clon Expresion mARN
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+ + - + -
4Fa + |+
4D8 4]+ + * + + + + +
+[+]+ + + + +
4E6

La expresion de los mMARN que se codifican para antigenos protectores de
gammapatas 4F8, 4D8 y 4E6 se analizd mediante RT-PCR en diferentes
especies de gamapatas que utilizan los primarios derivados de las
secuencias /. Scapularis.

Tabla 7. Resultados de la vacunacidn con antigenos protectores de
garrapatas recombinantes sobre las ninfas /. Scapularis, D. Variabilis y A.

Americanum
Especios de Inhibicién de Infestacion ninfal Reduccion an el paso de ninfaa
garrapatas de garrapatas (%)" devoredas (%)
4D8 4F8 | 4E6 A11 | 4D8 | 4F8 | 4E8 | A1
1. Scapularis 35 39 0 83 0 0 0 o
D. Variabilis 22 0 ~ 5 8 32 0 27 0
A. 17 ) 38 12 3 1 ) 16
Americanum

* Determinado con respecto al ndmero de ninfas devoredas recuperadas del grupo de control
tal como se describié arriba para las infestaciones larvales de gamapatas.

® Paso promedio por ninfa devorada con respecto al peso de ninfsa recolectade del grupo de

control.
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[0067] En vista de lo anterior, se verd se logran que algunos objetivos de la
invencién asl como se obtienen otros resultados ventajosos. Como varios
cambios podrian ser hechos en las anteriores moléculas de ADN, protelnas,
etc sin salirse del alcance de la invencién, se pretende que toda la materia
contenida en la presente descripcién ¢ mostrada en los dibujos que se
acompafian se interpretardn como ilustrativos y no en un sentido [imitante.
Mientras la invencién ha sido descrita con un clierto grado de particularidad,
se entiende que la invencién no estd limitada a las modalidad(es)
establecidas aqulf pare los propdaitos de ejemplificacién, pero esté limitada .
Gnicaments por el alcance de la reivindicacion o reivindicaciones anexas,
incluyendo el rango completo de equivalencia en el cual se nombra a cada
elemento de la misma.
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1. Un polipéptido aislado seleccionado del grupo que consiste de
polipeptidos derivados de gamrapata designados 4D8, 4F8 y 4EB.

2. Una composicidSn de vacuna anti-gamapata. de multiples
especies que comprende el polipéptido de la reivindicacion 1 y un portador o
diluyents farmacéuticamente aceptable.

3. E! polipéptido aislado de la reivindicacién 1, donde el polipéptido
comprende el polipéptido derivado de gamapata 4D8.

4. Un polipéptido aisiado que comprende la secuencia de aminoécidos
de por lo menos una de SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:27, SEQ ID NO:29,
SEQ ID NO: 31, 0 SEQ ID NO:38.

5. Una composicién de vacuna anti-garrapata de multiples especies que
co;nprende el polipéptido de la reivindicacién 4 y un portador o diluyente

farmacéuticamente aceptable.

6. El polipéptido de la reivindicacién 4, donde el polipéptido comprende la
secuencia de aminoécidos de SEQ 1D NO:4.

7. El polipéptido de la reivindicacion 4, donde el polipéptido comprende la
secuencia de aminoécidos de SEQ ID NO:27.



8. Elpolipéptido de la reivindicacién 4, donde el polipéptido comprende la
secuencis de aminoécidos de SEQ ID NO:28.

9. Elpolipéptido de ia relvindicacién 4, donde el polipéptido comprende la
secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO:31.

10. E! polipéptido de la reivindicacién 4, donde sl polipéptido comprende la
secuencia de aminoécidos de SEQ ID NO:38.

11. Un polipéptido aislado que comprende una secuencia de aminodcidos
que es por 1o menos 95% homdéloga a por lo menos una de SEQ ID NO:4,
SEQ ID NO:27, SEQ ID NO:20, SEQ ID NO: 31, o SEQ ID NO:38.

12. Una molécula aislada de cADN la cual codifica un polipéptido
antigénico derivado de gamapata, dicha molécula tiene una secuencia
nucledtida que es por lo menos 95% homodloga a por lo mencs los

residuos 1-117 de SEQ ID NO: 1.

13. Un vector de expresién que comprende la molécula aislada de cADN

de la reivindicacion 12.

14. Una céiula aislada transformada por el vector de expresion de la

reivindicacién 13.
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15. Una vacuna anti-garrapatas de miiltiples especies que comprende una
cantidad efectiva inmunizante de un inmundgeno seleccionado a partir del
grupo que consiste de (i) la molécula aislada de cADN de la reivindicacidn
12, (i} el polipéptido codificado por la molécula aislada de cADN de la
reivindicacion 12, y (iii) una combinacién de la molécula aislada de cADN

de la reivindicacién 12 y el polipéptido codificado, y que comprende
adicionalmente un portador o diluyente farmacéuticamente aceptable.

18. Un método para inducir una respuesta inmune en un mamifero contra
la infestacién de garrapatas de muitiples especies y sus patégenos
asociados, que comprende administrar al mamifero la vacuna de Ia

reivindicacién 15.

17. El polipéptido codificado por la molécula aislada de cADN de la

reivindicacion 12.

18. Una molécula aislada de cADN la cual codifica un polipéptido
antigénico derivado de gamepata, dicha molécula tiene una secuencia
nuciedtida que es por io menos 85% homdloga & por lo menos los
residuos 80-575 de SEQ ID NO: 3.

19. Un vector de expresién que comprende la molécula aisiada de cADN

de la reivindicacion 18.

20. Una célula aislada transformada mediante el vector de expresién de la
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reivindicacién 18.

21. Una vacuna anti-garrapatas de miiltiples especies que comprende una
cantidad efectiva inmunizante de un inmunégeno seleccionado a partir del
grupo que consiste de (i) la molécula aislada de cDNA de |a reivindicacién
18, (i) el polipéptido codificado por la molécula aislada de cDNA de la
reivindicacion 18, y (iii) una combinacién de la molécula aislada de cADN
de la reivindicacion 18 y el polipéptido codificade, y que comprende
adicionaiments un portador o diluyente farmacéuticamente aceptable.

22. Un método para inducir una respuesta inmune en un mamifero contra
la infestacién de gamapatas de miiitiples especies y sus patdgencs
asociados, que comprende administrar al mamlifero la vacuna de la

reivindicacién 21.

23. El polipéptido codificado por la molécula aislada de cADN de la

relvindicacién 18.

24. Una molécula aislada de cADN la cual codifica un polipéptido
antigénico derivado de grrapath. dicha molécula tiene una secuencia
nucledtida que es por lo menos 95% homéloga a por lo menos los

residuos 10-951 de SEQ ID NO: 5.

25. Un vector de expresion que comprende la molécula aisiada de cADN

de la reivindicacion 24.
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26. Una célula aislada transformada mediante el vector de expresion de la

relvindicacién 25.

27. Una vacuna anti-garrapata de maltiples especies que comprende una
cantidad efectiva inmunizante de un inmunégeno seleccionado del grupo
que consiste de (i) la molécula aislada de cADN de la reivindicaclén 24, (ii)
el polipéptido codificado por la molécula aislada de cADN de la
reivindicacién 24, y (lii) una combinacién de la molécula aislada de cADN
de la relvindicacién 24 y el polipéptido codificado, y que comprende
adicionalmente un portador o diluyente farmacéuticamente aceptable.

28. Un método para inducir una respuesta inmune en un mamifero contra
la infestacién de garrapatas de miiltiples especies y sus patdgenos
asociados, que comprende administrar al mamifero la vacuna de la

reivindicacién 27.

29. E| polipéptido codificado por la molécula aislada de cADN de la
relvindicacion 24.

30. Una molécula aisiada de cADN la cual codifica un polipéptido
antigénico derivado de gamapata, dicha molécula tiene una secuencia

nucledtida que es por lo menos 85% homéloga a SEQ ID NO: 26.
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31. Un vector de expresién que comprende |la molécula alsiada de cADN

de la reivindicacion 30.

32. Una célula aislada transformada mediante el vector de expresion de la

reivindicacién 31.

33. Una vacuna anti-garapata de maltiples especies que comprende una
cantidad inmunizante efectiva de un inmundégeno seleccionado a partir del
grupo que consiste de (i) la molécula aislada cADN de la reivindicacién 30,
(i) el polipéptido codificado por la molécula aislada de cADN dela
reivindicacién 30, y (iii) una combinacién de la molécula aislada de cADN
de la reivindicacibn 30 y el polipéptido codificado, y que comprende
adicionalmente un portador o diluyente farmacéuticamente aceptable.

34. Un método para inducir una respuesta inmune en un mamifero conira
la infestacién de gamapatas de miiltiples especies y sus patdgenos
asociados, que comprende administrar al mamifero la vacuna de la

reivindicacién 33.

35. El polipéptido codificado por la molécula aislada de cADN de Ia
reivindicacién 30.

36. Una molécula aislada de cADN la cual codifica un polipéptido
antigénico derivado de garrapata, dicha molécula tiene una secuencia

nucleétida que es por lo menos 85% homéloga a SEQ ID NO: 28.
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37. Un vector de expresién que comprende la molécula aislada de cADN

de la retvindicacion 38.

38. Una célula aislada transformada mediante el vector de expresién de la

reivindicacion 37.

39. Una vacuna anti-garapata de multiples especies que comprende una
cantidad efectiva inmunizante de un inmunégeno seleccionado del grupo
que consiste de (i) la molécula aislada de cADN de la reivindicacién 36, (ii)
- el polipéptido codificado por la molécula aislada de CADN de Ila
reivindicacién 38, y (iii) una combinacién de la molécula aislada de cADN
de la reivindicacién 36 y el polipéptido codificado, y que comprende

adicionalmente un portador o diluyente farmacéuticamente aceptable.

40. Un método para Inducir una respuesta inmune en un mamifero contra
la infestacién de gamapatas de mdlliples especies y sus patdgenos
asociados, que comprende administrar al mamifero la vacuna de la

reivindicacion 30.

41. E| polipéptido codificado por la molécula aislada de cADN de la
reivindicacién 36.

42. Una molécula aislada de cADN la cusl codifica un polipéptide
antigénico derivado de garrapata, dicha molé&cula tiene una secuencia

nucledtida que es por lo menos 95% homéloga a SEQ ID NO: 30.
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43. Un vector de expresién que comprende la molécula aislada de cADN

de la reivindicacion 42.

44, Una célula aislada transformada por el vector de expresién de la

reivindicacién 43.

45. Una vacuna anti-garrapata de miltiples especies que comprende una
cantidad inmunizante efectiva de un inmunégeno seleccionado del grupo
que consiste de (i) la molécula aislada de cADN de la reivindicacion 42, (ii)
el polipéptido codificado por la molécula aislada de cADN de la
relvindicacién 42, y (iii) una combinacién de la molécula aislada de cADN
de la relvindicacién 42 y el polipéptido codificado, y que comprende
adicionalmentse un portador o diluyente farmacéuticamente aceptable.

48. Un método para inducir una respuesta inmune en un mamifero contra
la infestacion de gamapatas de mdltiples especies y sus patdgenoe
asociados, que comprende administrar al mamifero la vacuna de la

reivindicacién 45.

47. El polipéptido codificado por la molécula aislada de cADN de la

reivindicacion 42.

48. Una molécula aislada de cADN la cual codifica un polipéptido
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antigénico derivado de gamapata, dicha molécula tiene una secuencia

nucledtida que es por lo menos 85% homdéloga a SEQ ID NO: 38.

49. Un veclor de expresiébn que comprende la molécula aislada de cADN

de la reivindicacion 48.

50. Una célula aislada transformada mediante el vector de expresion de la

reivindicacion 49.

51. Una vacuna anti-garrapata de miiltiples especies que comprende una
cantidad inmunizante efectiva de un inmunégenc seleccionado a partir del
grupo que consiste de (i) la molécula aislada de cADN de la relvindicacion
48, (i) el polipéptido codificado por la molécula aislada de cADN de la
reivindicacién 48, y (iii) una combinacién de la molécula aislada de cADN
de la reivindicacion 48 y el polipéptido codificado, y que comprende
adicionaimente un portador o diluyente farmacéuticamente aceptable.

52. Un método para inducir una respuesta inmune en un mamifero contra
infestacién de garrapatas de mditiples especies y sus patdgenos
asociados, que comprende administrar al mamifero la vacuna de la

reivindicacién 51.

53. E! polipéptido codificado por la molécula alslada de cADN de la

reivindicacion 48.



EXTRACTO DE LA DIVULGACION

Antigenos protectores de amplio rango contra infestaciones de gamapata,
secuencias de gen y protelnas codificadas pam dichos antigenos, vacunas

relacionadas y métodos (itiles para inducir una respuesta inmune.
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- Indicaclén de que solicita el registro de un Esquema de trazado.
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- Inelicackdn de que se solicifa fa concesién de una patente. : - ()
- Datos de ientificacién del solicitante o de la persona que se presenta la solicitud, { )
- Descripclén de la Invencién, E

Dibujoa de serestos pertinentes,
Comprobants de Pago de % establecidas.
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Indicaclbn de que se solicita el reglsiro de Digefio industrial - ()
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REPUBLICA DE COLOMBIA
SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCI
Bogotéd,
2020
Doctor(a)

CADENA SARMIENTO JUAN PABLO

REFERENCTIA Radicacién No.5 108673
Trémite 2
Evanto 1
Actuacién 430 Q
Oficio No. ) 1_1 25 q

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamemto en el articulo 38 da
la Dacislfn 486 ds la Comisién de la Comnidad Andina, se le comunica que:

1. Debe allegar el poder otorgado al abogado que aparece en la aolicitud como
apoderado, con el lleno de los requisitos exigidos en el Cidigo de Procedimiento
Civil. Adicicnalmente, deberi presentar sl documento que acredita la existencia y
representacién legal de la sociedad solicitante.

2. Debe allegar copia del documento en que consta la cesién del derecho a la
patente otorgado por el(los) inventor(s) al(los) solicitante(s) © a su(s)
causante(s) (art. 26-k,Dec 486/2000).

3. Para efectos da la publicacién en la gaceta se racomienda allegar sl extracto
diligenciado.

En ocumplimiento del articulo 39 de la Declslén 486, se le requiers para qua dentro
del término de dos (2} meases sigulentes ala fecha de notificacién dsl presente
oficio, complete los requisitos anteriormente enunciados. En caso de no dar
cumplimiento al presente requerimiento, la solicitud se considerari abandonada y
perderi su prelacién.

Notifigquese el presente oficlo conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal
a), del capitulo quinto del titulo primero de la Circular Unica No.10 de 2001.

ALIX CESPEDES DE VEROEL
Jafe de lo’ divisién de Nuevas Creaclonea

El anterior requerimiento fue notificado por fijacién en 1lista de

can——FFHIC, 2008

S8e recuerda al interesadc que debe presentar, dentro de los dleciséis meses
siguientes contados a partir de la fecha de presentacifm de la solicitud cuya
prioridad se invoca, copia de la misma certificada por la autoridad que la expidid

Continua en la plgina siguiente...



REPUBLICA DE COLOMBIA 5 :‘:
SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y CONERCIO

Radicacién No.:5 108673

Y, an los
relvindicatorio.

casos en qua haya lugar, la traducciSn aimple dsl capitulo
prioridad invocada.

El incumplimiento de &ste plazo, acarrearf la pérdida de la



