SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

N? DELEGATURA PROPIEDAD INDUSTRIAL
Desision de Nuevas Creaciones

SOLICITUD

PATENTE DE INVENCION

coaren 06= )/

54 TITULQO  ANTIGENOS PROTECTOES Y VACUNAS PARA EL CONTROL DE INFESTACIONES

POR MULTI ESPECIES DE GARRAPATAS

51 CLASIFICACION INTERNACIONAL

71 SOL'CITANTE THE BOARD OF REGENTS FOR OKLAHOMA STATE UNIVERSITY

DOMICILIO STILLWATER OKLAHOMA 74078 ESTADOS UNIDOS DE AMERICA

72 APODERADO JUAN PABLO CADENA SARMIENTO

22 SANTAFE DE BOGOTA,D C

/

{(FORMA P 10) Oficina de Comunicaciones

A




PETITORIO

FUPERINTENDENCIA DI INOUBTRIA ¥ COMERDID
Rad: 06-077106- -0DD00-D00D es
Pec: 2006-08-04 17:2002 Dep. 2020 MUECREACION

Ta.2 PATEI!ITES

E::tlitnlﬁgzﬂ'faﬂﬂﬂ Fatoz 24

Industria v Comercio
SUPERINTENDENCIA

FORMULARIO UNICO DE SOLICITUD DE PATENTE

1 : " - SOLICITUD DE:
X Patente de Invencién.

[ Patents de Modelo de Utidad.

TNombre: THE BOARD OF REGENTS FOR
OKLAHOMA STATE UNIVERSITY

Direccion: 203 Whitshurst Okiahoma State University,
Stillwater, OK 74078, Estados Unidos de América

Nacionalidad 0 Domiciio: Estados Unidos de América
Lugar de Constitucidn: Estados Unidos de América

Teléfono;
E-mail

Fax:

Nombre: JUAN PABLO CADENA SARMIENTO IDENTIFICACION

REPRESENTANTE | Direccion: Cra, 7 No. 16-56 Piso 9 cc. X NT []
O APODERADO CE. [ O []
Teléfono:  380-2200 Fax: 380-2700

E-mail: Cual

Nombre: Jose de Jasis de La Fuents, Katherine M. Kocan, c::nsuanGamla-Ainmn

Edmour F. Blouin
INVENTOR (ES) | Direccion: P.O. Box 1994, Stillwater, OK 740786, US; 3809 E. 92nd Street, Perkins, OK 74059,
(72) US; Prol. Aldama 1424, Trac. La Sierra, Ca. Ucetoria, Tam. CP. 87037, MX; 3909 E. 92nd

Street, Perkins, OK 74059, Estados Unidos de América, (Respectivamente)

Nacionalidad o Domiciio: Estados Unidos de América y Méxdco (R

§ Tiulo (54): ANTIGENOS PROTECTORES Y VACUNAS PARA EL CONTROL DE INFESTAGIONES
. POR MULT! ESPEclES DE GARRAPATAS

6 Clasiicacion Infsrmaclonal 1) AGI 1% - COPL 194y

(31) Nimero de Solicitud
114197133

tosolichtudalos— ————————~—-"
Oto [ 1

9 Comprobants do pago No. .06.52.707 -~ 08.57,378 Focha _ 04082006
instrucciones para el diiganciamiento del prasenis farmulario, ver reverso de esta pagina. )

2020-F01 (01-04-19)




ANEXOS

certificada de ka primera solicilud, i se reivindica prioridad.
[] Traduccién simpie de la primera soliciud, s! se reindica prioridad.
Documento de cesidn del Inventor al soficitants o a su causants.

De ser &l caso, copia del contralo de acceso.

dades indigenas.
(] De ser el caso, certiicario de depdsito del material blokigico.
(] ametnal12a2

[:I Deserel caso, Informacidn sobre ofras soliciiudes da patanta o titulos obtenidos en el extranjero por el mismo titular o
8U causanis, relacionadas parcial o totaiments con la invencion de esta solictiud.

X1 Otros: Tasieta de Propistarios

NOMBRE: JUAN PABLO CADENA SARMIENTO




SUPERIHTEMDENC:A BE INDUSTRIA Y COWERCIC

'-UE ——

N TENDS MG D o ..
' NIT 1 500176089 SO0 0807740 " MOUITR Y gge
T - 00008009,
Y82 puregrar R Dep. 2009
&1 REgoe T NUECREACIGN
RECIBC CFICIAL DE CAJA : 04 - 52,707 ABHA1| RREgEOITO Es
FECHA 2 JULIC 12 OE 200 Fown g
WL COHSIOHACION thn
DEPOSITANTE TIPO PASD  BANCO CUENTA Mo. PASD  FEDHA PO ¥r. PAB
BRIGARD & CASTRO LTOA  CONSIGNACION  BAMCO POPLLAR  030-00110-5 MITIAZS  I2OT/200  13,940,000.00
WL C O N CEPT D st
CANT,  RENTISTICO CONCEPTD TOTAL CONCEPTD
i 50005-04-1 SOLICITUDES i TRAMITES DE SCL. DE PATENTE DE IN 43,000.%
TOTAL $ #3000

%II: CUATROTIENTOR SESENTA Y TRES HIL PESOS

RESPOXSRELE :

C

RECIRO CE CAJR APLICADD AL EXPEDIENTE Ha.




SUPERTHTEMDENCIR CE INDUSTRIA Y CONERCIO

RIT : 80C17eCHY-2 SUFERINTENIE

Rad: 06-077106
Fec 2006-08-04 1720

0 - 57,378 gu PATENTES

g ¥ [ ]

JILIC 28 3E 2005 Atta11 PREgETO

RECIBG CFICIAL DE CAJA
FEYHA

i CONSIBHACIOR tn

OF MOUSTRA v m?mo
-00000-0000
02 Dep. 3020 NUECREACIONES

Folos: &0

s

&ITME TIF) PABD CUENTA

Z
. PAR /lﬁlﬂm

Yr. PAGD

BRIGARD & CASTRD LT3A  COMSIGMACION  BANCC POPULAR  030-00110-4

it CONCEPRPT 3Jamn

72660  2B19TT2CCH %y 761,000.00

CRNT. RENTISTICO ' m?‘n TOTAL SONSEPTO
1 50005-01-01 SCLICITUDES 4 IWCCACIGR DE UMA PRICRIDAR ER MU 130,900
¢ 136, 006.60

SO%:  CIENTC TREINTA NIL PESOS

RECIEC LE CAsh APLICABD M. EIPEDIENTE Ha.




15

20

25

<

ANTIGENOS PROTECTORES Y VACUNAS PARA EL C L DE
INFESTACIONES DE GARRAPATAS MULTIESPECIES
ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Campo Técnico:

La  presente invencidn se relaciona a la
identificacién de antigenos protectores contra infestaciones
de garrapatas, secuencias de genes y proteinas codificadas
para tales antigenos, vacunas relacionadas y métodos f(itiles
para inducir una respuesta inmune en mamiferos, que son
protectores contra una amplia gama de especies de garrapatas.
Esta solicitud suplementa su solicitud de origen al
proporcionar  datos adicionales, incluyendo secuencias
derivadas de varias especies de garrapatas y cepas,
relacionadas con el antigeno designado 4D8.

Antecedentes:

Las garrapatas infestan a animales silvestres,
domesticados y a los humanos Yy transmiten patSgenos
incluyendo  hongos, bacterias, virus Y protozoarios.
Actualmente, las garrapatas se consideran que son el segundo
en el mundo a los mosquitos como vectores de enfermedades
humanas, pero que 8se consideran que son el vector mis
importante de patégenos en Norteamérica (Parola y Raoult,
2001). Ixodes spp. se distribuyen mundialmente y actGan como
vectores de enfermedades humanas causadas por Borrelia

burgdorferi (enfermedad de Lyme), Anaplasma phagocytophila
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(ehrliquiosis granulocitica humana), Coxiella burnetti
(fiebre Q), PFPrancisella tularensis {tularemia), B. afzelii,
B. lusitaniae, B. valaisiana y B. garinii, Rickettsia
helvetica, R. japonica y R. australis, Babeslia divergens y
encefalitis trasmitida por garrapatas (TBE) y virus de fiebre
Hemorrigica Omsk (Estrada-Pefia y Jongejan, 1999; Parola Yy
Raoult, 2001). Por todos los Estados Unidos del Este y del
Sureste y Canadd, I. scapularis (la garrapata de patas
negras) es el vector principal de B. burgdorferi en el
sentido estricto y A. phagocytophila (Estrada-Pefla vy
Jongejan, 1999; Parola y Raoult, 2001). Ademis de Ixodes,
otras especies de garrapatas de importancia médica vy
veterinaria incluyen aquellos de los géneros Amblyomma,
Dermacentor, Rhipicephalus y Boophilus.

El contrxrol de infestaciones de garrapatas es
dificil y frecuentemente imprictico para garrapatas multi-
hospederas tales como Ixodes spp. Actualmente, el control de
garrapatas spe efecta mediante el manejo integrado de pestes
en el cual diferentes métodos de control se adaptan a un lrea
o contra una especie de garrapata con la consideracifén deblda
a sus efectos ambientales. El control de las garrapatas
mediante vacunacién, sin embargo, evitaria la contaminacién
ambiental y la seleccién de garrapatas resistentes a farmacos
que resultan de la aplicacién de acaricida repetida (de 1la

Fuente y colaboradores, 1998; Garcia-Garcia y colaboradores,
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1999, de la Fuente y Kocan 2004). Las vacunas anti-garrapatas
también permitirfan la inclusifn de miltiples antigenos con
el fin de dirigirse a una amplia gama de especies de
garrapatas y para la incorporacién de antigenos blogqueadores
de patégenos (de la Fuente y Kocan 2004).

Recientemente, se han desarrolladoc vacunas contra
Boophilus ;pp. de un hospedero (Willadsen, 1997; Willadsen y
Jongejan, 1999; de la Fuente y colaboradores, 1999; 2000; de
Vos y colaboradores, 2001; de la Fuente y Kocan 2004). El
antigeno de 1intestino BM86 de B. microplus recombinante
incluido en formulaciones de vacunas comerciales TickGARD
{Hoechst, Animal Health Australia) y Gavac (Heber Biotec S.
A., Havana, Cuba) también confiere proteccién parcial contra
loe géneros de garrapatas Hyalomma Yy Rhipicephalus
filogenéticamente relacionados (de la Fuente y colaboradores,
2000; de Vos y colaboradores, 2001; de la Fuente y Kocan
2004). Sin embargo, la inmunizaci6én con BM86 no logrd
proteger contra el Amblyomma spp. mis filogenéticamente
distante (de Vos y colaboradores, 2001). Estos resultados
sugleren que la utilizacisn de BmB6 o un gen estrechamente
relacionado para la produccién de vacunas contra Ixodes spp.
u otros géneros de garrapatas filogenéticamente distantes de
Boophilus spp. (Black y Piesman, 1994) podria ser impréctico.
Por lo tanto, permanece una necesidad para identificar

candidatos de vacunas de amplia gama contra infestaciones de
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garrapatas a través de especies filogenéticamente distantes
(de la Fuente y Kocan 2004).

En la solicitud de prioridad No. de aserie
10/425,563 los inventores describieron 1la identificacién
mediante ELI y el andlisis de secuencia de clones de cDNA
protectores contra infestaciones experimentales con TI.
Scapularis en lo que fue el primer ejemplo de la aplicacidn
de ELI a artrépodos y particularmente a garrapatas (Almaz&n y
colaboradores, 2003 a,b). Se pens6 gque estos antigenos
protectores, aunque identificados por I. scapularis, podrian
ser protectores cruzadamente entre 1las especies Ixodes
considerando el alto grado de conservaciédn de las secuencias
de genes y la funcién de proteina entre las especies del
mismo género.

De manera sorprendente, se ha descubierto gque
ciertos de los antigenos protectores exhiben actividad y son
expresados a través de las especies de garrapatas, y en
algunas cilrcunstancias a través de los géneros, haciendo
posible de esta manera el uso de estos antigenos comunes en
formulaciones de vacunas anti-garrapatas de amplia gama.

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

En 1la solicitud de prioridad No. de Serie
10/425,563, numerosos antigenos protectores derivados de
I. s8scapularis se identificaron y mostraron que poseen

propiedades protectoras contra las infestaciones de
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garrapatas I. scapularis. Entre estos antigenos estuvieron
los clones y polipéptidos asociados designados 4D8, 4F8 y
4E6. En la solicitud de origen inmediata, la actividad de
estos antigenos protectores particulares se demuestra que se
extiende a otras especies de garrapatas, y en el caso de 4D8,
4F8 y 4E6 a especies de garrapatas no de Ixodes. Ademis, se
proporcionan las secuencias recientemente descubiertas (DNA y
proteina) del antigenoc 4D8 protector de garrapatas derivado
del género Rhipicephalus, particularmente Rhipicephalus
appendiculatus. En esta solicitud, se proporcionan secuencias
adicionales y datos derivados de otras especies de garrapatas
de los géneros Boophilus, Dermacentor, Ixodes, Rhipicephalus,
Hyalomma y Haemaphysalis relacionados con el antigeno
designado 4D8, junto con comparaciones de homologia.

La conservacifn de secuencia y expresiSn de 4F8,
4D8 y 4E6 se analizaron en las especies relacionadas con I.
scapularis, I. pacificus e I. ricinus, y en D. variabilis, R.
sanguineus, B. microplus y A. Americanum mediante RT-PCR
utilizando los cebadores especificos para las secuencias de
I. scapularis conocidas. La expresiém se detecté en
I. ricinug para todos los tres genes y en I. pacificus para
4D8 y 4E6. La expresién de 4D8 también se detectd en
D. variabilis, B. microplus, R. sanguineus y A. Americanum.
Los genes 4D8 correspondientes D. variabilis, A. Americanum y

B. microplus se clonaron Yy 8e secuenciaron. En esta
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solicitud, dat s adicionales en la conservacién de secuencia
4D8 se proporcionan en la Tabla 8.

La deteccién de la expresifn 4D8 y 4E6 en especies
de garrapatas no de Ixodes fueron la base para un experimento
en el cual los conejos se inmunizaron con 4F8, 4D8 y 4Eé6
derivados de I. scapularis y se estimularon con las ninfas de
I. scapularis, D. variabllis y A. Americanum. Los resultados
sustentan la utilizacién de antigenos protectores inventivos
en formulaciones de vacunas para el controcl de especies de
garrapatas miltiples.

Por consiquiente, en una modalidad de la presente
invencifn se proporcionan secuencias de cDNA, fragmentos de
codificacién de proteina de las mismas, y secuencias de
proteina derivadas para los antigenos protectores
multi-especies denominados 4F8, 4D8 y 4E6.

En otra modalidad de la presente invencién se
proporciona una composicién de vacuna que comprender las
proteinas recombinantes protectoras inventivas y/o cDNAs
modificados por separado © que pueden ser opcionalmente
combinados con adyuvante para incrementar la eficacia de
proteccién de las preparaciones de vacuna contra miGltiples
especies de garrapatas, en donde la composicién de vacuna
ademis comprende un portador o diluyente farmacéuticamente
aceptable. La composicién de vacuna también puede ser

opcionalmente combinada con componentes de patdgenos
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trasmitidos por garrapatas para proporcionar un medio para
controlar las infecciones trasmitidas por garrapatas, en
donde la composicién de vacuna ademis comprende un portador o
diluyente y adyuvante farmacéuticamente aceptable.

En otra modalidad de 1la presente invencién se
proporciona un método para inducir una respuesta inmune en un
mamifero para proporcionar proteccién inmune, que reduce o
afecta las infestaciones por garrapatas objetivo y/o 1la
tranemipién de patégencs transmitidos por garrapatas, el
método que comprenden administrar a la poblacién de humanos
en riesgo y el criadero de mamiferos una cantidad efectiva de
una composicién de vacuna que comprende las proteinas
recombinantes protectoras inventivas y/o cDNAs modificados
solos o en combinacifn con un adyuvante o componentes de
patSgenos transmitidoe por garrapatas para proporcionar un
medio para controlar las infestaciones de garrapatas, y para
reducir la transmisién a humanos de infecciones trasmitidas
por garrapatas, en donde la composicidén de vacuna ademds
comprende un portador o diluyente farmacéuticamente
aceptable.

En otra modalidad de 1la presente invencién se
proporciona un polipéptido aislado o composicién de vacuna
que comprende una o mis proteinas recombinantes en donde el
polipéptido aislado o una o mds proteinas recombinantes es un

polipéptido que comprende una secuencia de aminoidcidos
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mostrada en cualquiera de la SEQ ID No. 52 hasta SEQ ID No.
62, SEQ ID No. 4, SEQ ID No. 27, SEQ ID No. 29, SEQ ID No.
31, o SEQ ID No. 39 o un polipéptido que comprende una
secuencia de aminodcidos que es por 1lo menos 60%, de
preferencia por lo menés 70%, adecuadamente por lo menos 80%,
adecuadamente por lo menos 90%, adecuadamente por lo menos
99% homéloga con cualquiera de la SEQ ID No. 52 hasta SEQ ID
No. 62, SEQ ID No. 4, SEQ ID No. 27, SEQ ID No. 29, SEQ ID
No. 31, o SEQ ID No. 39. La composicién de vacuna
opcionalmente puede ser combinada con adyuvante para aumentar
la eficacia de proteccién de las preparaciones de vacuna
contra mGltiples especies de garrapatas, en donde 1la
composicién de vacuna ademds comprende wun portador o
diluyente farmacéuticamente aceptable. La composicifén vacuna
también puede ser opcionalmente combinada con componentes de
patégeno trasmitidos por garrapata para proporcionar un medio
para controlar las infecciones trasmitidas por garrapata, en
donde la composicién de vacuna ademds comprende un portador o
diluyente y adyuvante farmacféuticamente aceptable.

En otra modalidad de 1la presente invencién ge
proporciona un cDNA que codifica un polipéptido que comprende
una secuencia de aminodcidos mostrada en cualquiera de la SEQ
ID No. 52 hasta SEQ ID No. 62, SEQ ID No. 4, SEQ ID No. 27,
SEQ ID No. 29, SEQ ID No. 31, o SEQ ID No. 39 o0 un

polipéptido que comprende una secuencia de amino&cidos que es
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por lo menos 60%, de preferencia por 1lo enos 70%,
adecuadamente por lo menos 80%, adecuadamente por lo menos
90%, adecuadamente por lo menos 99% hombéloga con cualquiera
de la SEQ ID No. 52 hasta SEQ ID No. 62, SEQ ID No. 4, SEQ ID
No. 27, SEQ ID No. 29, SEQ ID No. 31, o SEQ ID No. 39.

En otra modalidad de 1la presente invencién se
proporciona un método para inducir una respuesta inmune en un
mamifero para proporcionar proteccid6dn inmune, que reduce o
afecta las infestaciones por garrapatas objetivo y/o 1la
transmigién de patédgenos trasmitidos por garrapatas, el
método que comprende administrar a la poblaci6m humana en
riesgo y el criadero de mamiferos una cantidad efectiva de
una composicién de vacuna que comprende una o mids proteinas
recombinantes en donde la una o més proteinas recombinantes
es un polipéptido que comprende una secuencia de aminodcidos
mostrada en cualquiera de la SEQ ID No. 52 hasta SEQ ID No.
62, SEQ ID No. 4, SEQ ID No. 27, SEQ ID No. 25, SEQ ID No.
31, o SEQ ID No. 39 o un polipéptido que comprende una
secuencia de aminodcidos que es por lo menos 60%, de
preferencia por lo menos 70%, adecuadamente por lo menos 80%,
adecuadamente por lo menos 90%, adecuadamente por lo menos
99% homéloga con cualquiera de la SEQ ID No. 52 hasta SEQ ID
No. 62, SEQ ID No. 4, SEQ ID No. 27, SEQ ID No. 29, SEQ ID
No. 31, o SEQ ID No. 39 sola © en combinacién con un

adyuvante o componentes de patSgeno trasmitidos por
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garrapatas para proporcionar un medio para controlar
infestaciones de garrapatas y para reducir la transmisifén a
humanos de infecciones trasmitidas por garrapatas, en donde
la composicién de vacuna ademdis comprende un portador o
diluyente farmacéuticamente aceptable.

En otra modalidad de 1la presente invencifn se
proporciona un método para inducir una respuesta inmune a un
mamifero para proporcionar proteccién inmune, que reduce o
afecta las infestaciones por garrapatas objetivo y/o 1la
transmisién de patégenos trasmitidos por garrapatas, el
método que comprende administrar a la poblaciétn humana en
riesgo y criadero de mamiferos una cantidad efectiva de un
cDNA que codifica uno o mds polipéptidos que comprende una
secuencia de aminodcidos mostrada en cualquiera de la SEQ ID
No. 52 hasta SEQ ID No. 62, SEQ ID No. 4, SEQ ID No. 27, SEQ
ID No. 29, SEQ ID No. 31, o SEQ ID No. 39 o un polipéptido
que comprende una sBecuencia de amino&cidos que es por lo
menoe 60%, de preferencia por lo menos 70%, adecuadamente por
lo menos 80%, adecuadamente por lo menos 90%, adecuadamente
por lo menos 99% homéloga con cualquiera de la SEQ ID No. 52
hasta SEQ ID No. 62, SEQ ID No. 4, SEQ ID No. 27, SEQ ID No.
29, SEQ ID No. 31, o SEQ ID No. 39 sola o combinacién con un
adyuvante o componentes de pat6genos transmitidos por
garrapatas para proporcionar un medio para controlar

infestaciones de garrapatas y para reducir la transmisiones a
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humanos de infecciones o trasmitidas por garrapatae, en donde
la composicién de vacuna ademds comprende un portador o
diluyente farmacéuticamente aceptable.

La presente invenciém se relaciona al uso de un
polipéptido aislado o composicifn de vacuna que comprende una
© mids proteinas recombinantes en donde el polipéptido aislado
O una o mis proteinas recombinantes es un polipéptido que
comprende una secuencia de aminodcidos mostrada en cualquiera
de la SEQ XD No. 52 hasta SEQ ID No. 62, SEQ ID No. 4, SEQ ID
No. 27, SEQ ID No. 29, SEQ ID No. 31, o SEQ ID No. 39 o un
polipéptido que comprende una secuencia de aminodcidos que es
Por lo menos 60%, de preferencia por lo menos 70%,
adecuadamente por lo menos 80%, adecuadamente por lo menos
90%, adecuadamente por lo menos 99% hom6loga con cualquiera
de la SEQ D No. 52 hasta SEQ ID No. 62, SEQ ID No. 4, SEQ ID
No. 27, SEQ ID No. 29, SEQ ID No. 31, o SEQ ID No. 39 en la
manufactura para un medicamento para controlar infestaciones
de garrapatas y para reducir la transmisi6n a humanos de
infecciones trasmitidas por garrapatas.

La presente invencifn se relaciona al uso de un
¢DNA que codifica uno o md&s polipéptidos que comprende una
secuencia de aminodcidos mostrada en cualquiera de la SEQ ID
No. 52 hasta SEQ ID No. 62, SEQ ID No. 4, SEQ ID No. 27, SEQ
ID No. 29, SEQ ID No. 31, o SEQ ID No. 39 o un polipéptido

que comprende una secuencia de aminodcidos que es por lo
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menos 60%, de preferencia por lo menos 70%, adecuadamente por
lo menos B80%, adecuadamente por lo menos 90%, adecuadamente
por lo menos 99% homéloga con cualquiera de la SEQ ID No. 52
hasta SEQ ID No. 62, SEQ ID No. 4, SEQ ID No. 27, SEQ ID No.
29, SEQ ID No. 31, o SEQ ID No. 39 en la manufactura de un
medicamento para controlar infestaciones de garrapatas y para
reducir la transmisién a humanos de infecciones trasmitidas
por garrapatas.

En una modalidad de preferencia el polipéptido de
acuerdo con la presente invencién es aquel definido en la SEQ
ID No. 52.

En una modalidad de preferencia el polipéptido de
acuerdo con la presente invencién es aquel definido en la SEQ
ID No. 53.

En una modalidad de preferencia el polipéptido de
acuerdo con la presente invencifn es aquel definido en la SEQ
ID No. 54.

En una modalidad de preferencia el polipéptido de
acuerdo con la presente invencibén es aquel definido en la SEQ
ID No. 55.

En una modalidad de preferencia el polipéptido de
acuerdo con la presente invencién es aquel definido en la SEQ
ID No. 56.

En una modalidad de preferencia el polipéptido de

acuerdo con la presente invencién es aquel definido en la SEQ
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ID No. 57.

En una modalidad de preferencia el polipéptido de
acuerdo con la presente invencién es aquel definido en la SEQ
ID No. 58.

En una modalidad de preferencia el polipéptido de
acuerdo con la presente invencién es aquel definido en la SEQ
ID No. 59.

En una modalidad de preferencia el polipéptido de
acuerdo con la presente invencién es aquel definido en la SEQ
ID No. 60.

En una modalidad de preferencia el polipéptido de
acuerdo con la presente invencidén es aquel definido en la SEQ
ID No. 61.

En una modalidad de preferencia el polipéptido de
acuerdo con la presente invencién es aquel definido en la SEQ
ID No. 62.

Un mejor entendimiento de la presente invencién y
sus objetos y ventajas llegardn a ser evidentes para agquellos
expertos en esta técnica a partir de la sigquiente descripcién
detallada, en donde 8e describe solamente 1la modalidad
preferida de 1la invencién, gsimplemente a manera de
ilustracit6n del mejor modo contemplado para llevar a cabo la
invencién. Como serd comprendido, la invencidSn es capaz de
modificaciones en varios aspectos obvios, todos sin apartarse

del alcance y espiritu de la invencién. Por consiguiente, la
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descripcién debe s8ser considerada como de naturaleza
ilustrativa y no como restrictiva.
BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La Fig. 1 es un resumen del procedimiento ELI de
¢DNA utilizado para identificar antigenos protectores contra
infestaciones de I. scapularis.

La FIG. 2A es una grafica que representa los
resultados de wuna clasificacién o deteccién primaria de
acumulaciones de cDNA (A-H 1-4, A5) mediante ELI. V, ratones
de control inyectados con 1 ug de DNA de vector solo.
*a<0.10, **ua<0.05 (prueba post-hoc de Tukey para
comparaciones de pares después de ANOVA). Los nGmeros en
cuadro representan los valores para la inhibicién de
infestacién de garrapatas con respecto al grupo de control.

La FIG. 2B es una grafica que representa los
resultados de una clasificacién primaria de acumulaciones de
cDNA (A6-A10, B-H 5-8) mediante ELI. V, ratones de control
inyectados con 1 pug de DNA de vector solo. *a<0.01l, **a<0.05
(prueba de post-hoc de Tukey para comparaciones de pares
despu€és de ANOVA). Los nGmeros en cuadro representan valores
para inhibicién de infestacién de garrapatas con respecto al
grupo de control.

La FIG. 3 es una grifica que representa 1los
resultados de una clasificacifn terciaria mediante ELI de

sub-acumulaciones de cDNA formadas de acuerdo con la funcién
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predicha de proteinas codificadas. Solamente los grupos con
I>15% son mostrados (barras blancas). El namero de larvas
engordadas por ratém 8e expresa como mediatSD (barras
negras). Los ratones del control se inyectaron con cDNAs
mitocbndricos (MT). *P<0.05 (prueba T del Estudiante).

IDENTIDAD DE SECUENCIA U HOMOLOGIA DE SECUENCIA

Ia presente invencién también comprende el uso de
secuencias que tienen un grado de identidad de secuencia u
homologia de secuencia con secuencia(s) de aminodcidos de un
polipéptido que tiene las propiedades especificas definidas
en la presente o de cualquier secuencia de nucleStidos que
codifica tal polipéptido (después en la presente referido
como "secuencia(s) homSloga(s)®). Aqui, el término “homblogo”
Bignifica una entidad que tiene una cierta homologia con las
secuencias de aminodcidos presentes y las Bsecuencias de
nucleStidos presentes. Aqui, el término “homologia®” puede ser
igualado con *identidad”.

La secuencia de aminodcidos homéloga y/o secuencia
de nuclebtidos debe proporcionar y/o codificar un polipéptido
que retiene la actividad funcional y/o aumenta la actividad
de la enzima.

En el presente contexto, una secuencia hom6loga se
toma que incluye una secuencia de aminodcidos que puede ser
por lo menos 75, B85 o 90% idéntica, de preferencia por lo

menos 95 o 98% idéntica a la secuencia presente. Tipicamente,
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los homblogos comprenderdn los mismos sitios activos etc.
como la secuencia de aminodcidos presente. Aunque la
homologia también puede ser considerada en términoa de
similitud (es decir, residuos de aminodcidos que tienen
propiedades/funciones quimicas similares), en el contexto de
la presente invencifn se prefiere expresar la homologia en
términos de identidad de secuencia.

En el presente contexto, una secuencia homfloga se
toma para a incluir una secuencia de nucleb6tidos que puede
ser por lo menos 75, 85 o 90% idéntica, de preferencia por lo
menos 95 o 98% idéntica a una secuencia de nucledtidos que
codifica un polipéptido de 1la presente invencidén (la
secuencia presente)}. Tipicamente, los homélogos comprenderin
las mismas secuencias que codifican para los sitios activos
etc. como la secuencia presente. Aunque la homologia también
puede ser considerada en términos de similitud (es decir
repiduos de amino&cidos que tienen propiedades/funciones
quimicas similares), en el contexto de la presente invencién
se prefiere expresar la homologia en términos de identidad de
secuencia.

Las comparaciones de homologia pueden  ser
conducidas a simple vista, o© mis usualmente, con ayuda de
programas de comparacidn de secuencias facilmente
disponibles. Estos programas de computadora comercialmente

disponibles pueden calcular el ¥ de homologia entre dos o més
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secuencias.

El ¥ de homologia puede ser calculado sobre las
secuencias contiguas, es decir una secuencia es alineada con
la otra secuencia y cada aminodcido en una secuencia es
directamente comparado con el aminodcido correspondiente en
la otra secuencia, un residuo a la vez. Esto es llamado una
alineacién “no espaciada”. Tipicamente, tales alineaciones no
espaciadas Be realizan solamente sobre un nGmero
relativamente corto de residuos.

Aunque este es un método muy simple y consistente,
€ste no logra tomar en consideracién que, por ejemplo, en un
par idéntico de otra manera de secuencias, una insercifn o
supresifn causari que los siquientes residuos de aminodcidos
Bean colocados fuera de la alineacidn, dando por resultado
potencialmente de esta manera en una reduccién grande en % de
homologia cuando wuna alineaci6n global 8se realiza.
Consecuentemente, la mayoria de los métodos de comparacién de
secuencias se disefian para producir alineaciones 6ptimas que
toman en consideraci6n posibles inserciones y supresiones sin
sancionar indebidamente el registro de homologia total. Esto
se logra al insertar "espacios” en la alineacién de secuencia
para tratar de maximizar la homologia local.

Sin embargo, é&stos métodos miés complejos asignan
*sanciones de espacio” a cada espacio que ocurre en 1la

alineaci6n de modo que, para el mismo nGmero de aminodcidos
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idénticos, una alineacién de secuencia con tary pocos espacios
como posible - reflejando mis alta capacidad de relacién
entre las dos secuencias comparadas - logrard un registro mis
alto que uno con muchos espacios. Los “costos de espacio de
afinacién” tipicamente se utilizan de modo que cargan un
costo relativamente alto para la existencia de un espacio y
una sancién mds pequefla para cada residuo subsecuente en el
eppacio. Esto es el sistema de registro de espacio mds
comGnmente utilizado. Las altas sanciones de espacio por
supuesto produciridn alineaciones optimizadas con men s
egpacios. La mayoria de los ©programas de alineacién
permitirin que las sanciones de espacio sean modificadas. Sin
embargo, se prefiere utilizar los valores de error cuando se
utiliza tal poftware para comparaciones de secuencia. Por
ejemplo cuando se utiliza el paquete Bestfit de Wisconsin GCG
la sancién de espacio de error para las secuencias de
aminodcidos es -12 para un espacio y -4 para cada extensibn.
El cdlculo de ¥ de homologia miximo por lo tanto en
primer lugar requiere la produccién de una alineacibén Sptima,
tomando en consideracién las sanciones de espacioc. Un
programa de computadora adecuado para el llevar a cabo tal
alineacién es el paquete Bestfit de Wisconsin GCG (Devereux y
colaboradores, 1984 Nuc. Acids Research 12 p387). Ejemplos de
otro software que pueden realizar comparaciones de secuencia

incluyen, peroc no estdn limitados a, el paquete BLAST (ver
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Ausubel y colaboradores, 1999 Short Protocols in Molecular

19

Biology, 4*®* Edicién - Capitulo 18), FASTA (Altschul vy
colaboradores, 1990 J. Mol. Biol, 403-410) y el sitio
GENEWORKS de herramientas de comparacién. Tanto BLAST como
FASTA estén disponibles para la bGsqueda fuera de linea y en
linea (ver Ausubel y colaboradores, 1999, pdaginas 7-58 a
7-60). Sin embargo, para algunas aplicaciones, 8Be prefiere
utilizar el programc Bestfit GCG. Una nueva herramienta,
llamada, BLAST 2 Sequences también esta disponible para
comparar proteina y secuencias de nucleStidos (ver FEMS
Microbiol Lett 1999 174(2): 247-50; FEMS Microbiol Lett 1999

177(1): 187-8 y tatiana®ncbi.nlm.nih.gov).

Aunque el % de homologia final puede ser medido en
términos de identidad, el proceso de alineacifn mismo
tipicamente nc estd basado en una comparacién de todos o nada
de pares. En cambio, una matriz registro de 1la similitud
escalada generalmente es wutilizada de modo que asigna
registros a cada comparacién emparejada basada en 1la
similitud quimica o la distancia evolucionaria. Un ejemplo de
tal matriz comGnmente utilizada es la matriz BLOSUM62 - la
matriz de error para el sitio BLAST de programas. Los
programas GCG Wisconsin generalmente usan ya sea los valores
de error pGblicos o una tabla de comparaciones de simbolos
usuales 8i es suministrada (ver el manual del usuario para

detalles adicionales). Para algunas aplicaciones, es
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paquete GCG, © en el caso de otro software, la matriz de
error, tal como BLOSUMé62.

Alternativamente, el porcentaje de homologia se
puede calcular utilizando la caracteristica de alineacitn
mGltiple en DNASIS™ (Hitachi Software), basado en un
algoritmo, andlogo a CLUSTAL (Higginse DG & Sharp PM (1988),
Gene 73(1), 237-244).

Una vez que el software ha producido una alineacién
6ptima, es posible calcular el ¥ de homolegia, de preferencia
el ¥ de identidad de secuencia. El software tipicamente hace
esto como parte de la comparacién de secuencia y genera un
resultado numérico.

81 se utilizan sanciones de espacio cuando se
determina la identidad de secuencia, entonces de preferencia

los siguientes pardmetros Bon utilizados:

PARA BLAST

ABERTURA DE ESPACIO 0

EXTENSION DE ESPACIO 0

PARA CLUSTAL DNA PROTEINA

TAMANO DE PALABRA 2 1 K triple
SANCION DE ESPACIO 10 10

EXTENSION DE ESPACIOC |0.1 0.1

En un aspecto preferible de la presente invencién
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el piguiente software y los ajustes para el cdlculo del
porcentaje de homologia/identidad son utilizados. Para
Becuencias de aminodcidos 1los porcentajes de identidad
(homologia) o “positivo”™ se calculan mediante el AlignX
VectorNTI (Vector NTI Advance 9.1 de Invitrogen Corporation,
Carlsbad, Califernia, EUA.), para cada par posible de
gsecuencias de aminodcidos los ajustes son loe parametros de
error (Sancién de abertura - 10, Sancién de extensién de
eppacio 0,1).

Las secuencias también pueden tener eupresiones,
inserciones o sustitucionea de residuos de aminodcidos que
producen un cambio silencioso y dan por resultado una
sustancia funcionalmente equivalente. Las sustituciones de
aminodcidos, deliberada se puede hacer en 1la base de
pimilitud en la polaridad, carga, solubilidad,
hidrofobicidad, hidrofilicidad, y/o la naturaleza antipédtica
de los residuos mientras que Be retenga la actividad de
enlace secundaria de 1la sustancia. Por ejemplo, 1los
aminodcidos negativamente cargados incluye &cido aspdrtico y
dcido glutémico; los amino&cidoa positivamente cargados
incluye 1lisina y arginina; y aminodcidos con grupos de
extremo polar no cargados que tienen valores de
hidrofilicidad similares incluye leucina, isoleucina, valina,
glicina, alanina, asparagina, glutamina, serina, treonina,

fenilalanina y tirosina
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Las sustituciones conservativas se pueden hacer,
por ejemplo de acuerdo con la Tabla enseguida. Los
aminodcidos en el mismo blogque en la segunda columna y de
preferencia en la misma linea y en la tercera columna pueden

ger pustituidos entre s8i:

ALTFATICO No polar GAP

ILYV

Polar - no cargado |C S T M

N Q

Polar - cargado D E

KR

AROMATICO HFWY

La presente invencién también comprende la
sustitucién hombloga (sustituciém y reemplazo son ambos
utilizados en la presente para dar a entender el intercambio
de un residuo de aminodcido existente, con un residuo
alternativo) que puede ocurrir, es decir, gustitucidn
semejante por semejante tal como bésico por bédsico, acidico
por acidico, polar por polar etc. La sustitucién no homologa
también puede ocurrir es decir de una clase de residuo a otro
o alternativamente involucrando la inclusién de aminodcidos
no naturales tal como ornitina (después en 1la presente
referido como Z)}, ornitina de &cido diaminobutirico (después
en la presente referido como B), ornitina de norleucina

(después en la presente referido como 0O), piriilalanina,
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tienilalanina, naftilalanina y fenilglicina.

Los reemplazos también se pueden hacer mediante
aminodcidos no naturales.

Las sBecuencias de aminodcidos variantes pueden
incluir grupos espaciadores adecuados que pueden ser
insertados entre cualquiera de dos residuos de aminodcido de
la secuencia incluyendo grupos alquilo tales como grupos
metilo, etilo o propilo ademds de espaciadores de aminodcidos
tales como residuos de glicina o Pp-alanina. Una forma
adicional de variacién, involucra la presencia de uno o més
regsiduos de aminodcidos en forma peptoide, que seri bien
entendida por aquelloes expertos en la técnica. Para evitar
duda, “la forma peptoide” se utiliza para referirse a
residuos de aminodcldos variantes en donde el grupo de
sustituyente a-carbono estd en el &tomo de nitr6geno del
residuo antes que el a-carbono. Los procesos para preparar
péptidos en la forma peptoide son conocidos en al técnica,
por ejemplo Simon RJ y colaboradores, PNAS (1992) 89(20),
9367-9371 y Horwell DC, Trends Biotechnol. (1995) 13(4),
132-134.

Las secuencias de nuclebtidos para la presente
invencién © que codifican un polipéptido que tiene las
propiedades especificas definidas en 1la presente pueden
incluir dentro de estae nucleStidos sintéticos o modificados.

Un nGmero de tipos diferentes de modificacién a
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oligonucleftidos son conocidos en la técnica. Estos incluyen
cadenas principales de metilfosfonato y fosforotiocatos y/o la
adicién de cadenas de acridina o polilisina en los extremos
3’ y/o 5’ de la molécula. Para los propSsitos la presente
invencién se va ha entender que la secuencias de nucleb6tidos
descritas en la presente pueden ser modificadas wmediante
cualquier método disponible en la técnica. Tales
modificaciones se pueden llevar a cabo con el fin de aumentar
la actividad in vivo o el lapso de vida de las secuencias de
nuclebtidos.

La presente invencién también comprende el usc de
secuencias de nuclebStidos que 8son complementarias a las
secuencias discutidas en la presente, o cualquier derivado,
fragmento o derivado de las mismas. Si la s8ecuencia es
complementaria a un fragmento de la misma entonces esa
secuencia puede ser utilizada comoc una sonda para identificar
secuencias de codificaci6én similares en otros organismos,
etc.

Los polinucleétidos que no son 100% homéloges a las
secuencias de la presente invencidn pero que caen dentro del
alcance de la invencién se pueden obtener en un nGmero de
maneras. Otras variantes de las secuencias descritas en la
presente se pueden obtener por ejemplo mediante el sondeo de
librerias de DNA hechas de una gama de individuos, por

ejemplo individuos de diferentes poblaciones. Ademis, otros
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homSlogos virales/bacterianos o celulares particularmente
homSlogos celulares encontrados en células mamiferas (por
ejemplo, rata, ratém, bovino y células de primates), se
pueden obtener y tales homSlogos y Ifragmentos de los mismos
en general serdn capaces de hibridar selectivamente a las
secuencias mostradas en el 1listado de Becuencias en 1la
presente. Tales secuencias se pueden obtener mediante el
sondeo de librerias de cDNA hechas de librerias de DNA
genSmicas de otras especies de animales y el sondeo de tales
librerias con sondas que comprenden todo o parte de
cualquiera de las secuencias en los listados de secuencias
adjuntas bajo condiciones de severidad media a alta. Las
consideraciones similares aplican a la obtencién de homSlogos
de especies y variantes alélicas del polipéptido o secuencias
de nucleb6tidos de la invencién.

Las variantes y homblogos de cepas/especies también
pueden ser obtenidas utilizando el PCR degenerado dque
utilizard cebadores diseflados para secuencias objetivo dentro
de las variantes y homSlogos que codifican secuencias de
aminodcidos conservadas dentro de 1las secuencias de la
presente invencién. Las secuencias conservadas pueden ser
predichas, por ejemplo, al alinear las secuencias de
aminodcidos de varias variantes/homSlogos. Las alineaciones
de secuencia se pueden realizar utilizando el software de

computadora conocido en la técnica, por ejemplo el programa
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PileUp de Wisconsin GCG es ampliamente utilizado.

Los cebadores utilizados en la PCR degenerada
contendrd uno o mis posiciones degeneradas y serd utilizada
como condiciones de severidades menores que aquellas
utilizadas para clonar secuencias con cebadores de secuencias
individuales contra secuencias conocidas.

Alternativamente, tales polinuclebtidos se pueden
obtener mediante la mutagénesis dirigida al siltio de
secuencias caracterizadas. Esto puede ser Gtil donde por
ejemplo los cambios de secuencia de codén silencioscs son
requeridos para optimizar preferencias de codones para una
célula hospedera particular en la cual estdn siendo
expresadas las secuencias de polinucleStido. Otros cambios de
secuencias pueden sBer deseados con el fin de introducir
sitios de reconocimientos de polipéptidos de restriccién, o
para alterar la propledad o funcién de 1los polipéptidos
codificados por los polinucleétidos.

Los polinuclebdtidos (secuencias de nuclebdtidos) de
la invencidén se pueden utilizar para producir un cebador, por
ejemplo un cebador de PCR, un cebador para una reaccidén de
amplificacién alternativa, una sonda por ejemplo marcada con
una marca de revelacién por medios convencionales utilizando
marcas radicactivas o no radiactivas, o los polinuclebtidos
pueden ser clonados en vectores. Tales cebadores, sondas y

otros fragmentos por lo menos 15, de preferencia por menos
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20, por ejemplo por lo menos 25, 30 o 40 nucleStidos en
longitud, y también estin comprendidos por el té&rmino
polinucleétido de 1la invencién como s8se utiliza en 1la
presente.

Los polinucleétidos tales como polinuclebStidos de
DNA y sondas de acuerdo con la invencién se pueden producir
recombinantemente, sintéticamente o por cualquier medio
disponible para aquellos expertos en la técnica. Ellos
también pueden ser clonados mediante técnicas esté&ndares.

En general, los cebadores serin producidos por
medio sintéticos, involucrando una manufactura gradual de la
secuencia de &cido nucleico deseada de un nuclebtido a la
vez. Las técnicas para realizar esto utilizando técnicas
automatizadas estdn fécilmente disponibles en la técnica.

Los polinuclebtidos mie largos generalmente serédn
producidos utilizandc medios recombinantes, por ejemplo
utilizando las técnicas de clonacién de PCR (reaccién en
cadena de polimerasa). Esto involucrard hacer un par de
cebadores (por ejemplo de aproximadamente 15 a 30
nucle6tidos) que flanquean una regién de la secuencia de
direcciébn de lipido que se desea clonar, llevar los cebadores
en contacto con mRNA o cDNA obtenido de una célula animal o
humana, realizar una reaccién en cadena de polimerasa bajo
condiciones que dan origen a la amplificacién de la regién

degseada, aislar el fragmento purificado (por ejemplo,
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purificar la mezcla de reaccifn en un gel agarosa) y al
recuperar el DNA amplificado. Los cebadores pueden ser
diseflados para contener sitios de reconocimiento de enzima de
restriccién adecuados de modo que el DNA amplificade puede
ser clonado en un vector de clonacifn adecuado.

DESCRTIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Antes de explicar la presente invencién en detalle,
es importante entender cue la invencién no esti limitada en
Bu aplicacién a los detalles de la construccién ilustrada y
las etapas descritas en la presente. La invencién es capaz de
otras modalidades y de ser practicada o llevada a cabo en una
variedad de maneras. Se va a entender que la fraseologia y
terminologia empleadas en la presenté es para el propbsito de
descripcién y no de limitacién.

En la solicitud de origen, se proporcionan 25
secuenclas separadas y distintas que comprenden 14 moléculas
de cDNA clonadas y 11 secuencias de aminodcidos deducidas de
polipéptidos codificados, las secuencias que se han aislado e
identificado como protectoras contra I. scapularis de acuerdo
con la siguiente metodologia experimental descrita.

Ejemplo 1: Construccidén de una librerfa de cDNA de I.
scapularis y clasificacién para antigenos protectores
mediante ELI

Células de garrapata

Monocapas de cé&lulas 1IDE8 (ATCC CRL 1573),
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originalmente derivadas de I. scapularis embribénico, se
mantuvieron a 31°C en el medio L-15B suplementadc con suero
bovino fetal al 5%, caldo de fosfato de triptosa y
concentradoe de lipoproteina bovina después Munderloh vy
colaboradores, (1994). Las células se subcultivaron en
1:5 - 1:10 cuando las monocapas alcanzaron una densidad de
aproximadamente 10’ células/matraz T-25. El medio se
reemplazd cada semana.
Construccién de la libreria

Una libreria de expresién de cDNA se conastruyS en
el vector PpEXPL que contiene el promotor CMVi de
citomegalovirus fuerte (Clontech). Debido a que los
inventores planearon dirigir las etapas larvales tempranas de
I. scapularis, los inventores seleccionaron construir su
libreria del RNA poly(A)+ derivado de células IDEB de
I. scapularis embrifnico cultivadas. La 1librexia de cDNA
contuvo 4.4 x 10° clones independientes de un titulo de
aproximadamente 10° c¢fu/ml con mwmds 93% de los clones con
insertos de cDNA. El tamafio de cDNA promedic fue de 1.7 kb
(0.5-4.0 kb).

Clasificacién o Deteccidn primaria

El esquema total para la identificacién de
antigenos protectores a través de ELI, el fraccionamiento
pecuencias y el analisis de Bsecuencia se muestra en

la Fig. 1.
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Noventa seis placas de LBA (maestra) que contiene
un promedio de 41 clones de cDNA (30-61) por placa se
prepararon. Se hicieron replicas y los clones de cada placa
ge acumularon, se inocularon en Luria-Bertani con 50 ug/ml de
ampicilina, se cultivaron durante 2 hr en una placa de 96
cavidades y el DNA de plismido se purificé de cada
acumulacién (sistema de purificacién de DNA de pléasmido
Wizard SV 96, Promega, Madison, WI, EUA). Ratones hembras
BALB/c, 5-6 semanas de edad en el momento de la primera
vacunacién, se utilizaron. Los ratones se culdaron de acuerdo
con los estédndares expuestos en la Guia para el Culdado y Uso
de Animales de Laboratorio. Los ratones se inyectaron con una
jeringa de tuberculina de 1 ml y una aguja de calibre 27 en
los dAias 0 y 14. Tres ratones por grupo cada uno se
inmunizaron IM en el muslo con 1 pg DNA/dosis en 50 pl de
PBS. Dos grupos de tres ratones cada uno se incluyeron como
controles. Un grupo se inyectd6 con 1 ug de DNA de vector solo
y el segundo con solucidn salina solamente. Dos semanas
después de la Gltima inmunizaci6én, los ratones se infestaron
con 100 larvas de I. scapularis por ratén. Las garrapatas se
criaron artificialmente en la instalacién de criadero de
garrapatas de 1la Universidad del Estado de Oklahoma al
alimentar las larvas sobre los ratones, ninfas sobre conejos
y adultos en ovejas y al utilizar para la infestacidén en los

experimentos de los inventores las larvas cobtenidas de los
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huevecillos ovipositados por una sola hembra. Doce horas
después de la infestacitn de garrapatas, las larvas que no se
unieron se contaron para calcular el niimero de larvas unidas
por ratén y los ratones se transfirieron a nuevas jaulas. La
caida de larvas se repleta de cada ratdén se recolectd
diariamente y se contaron durante 7 dias. La inhibicibén de la
infestacién de garrapatas (I) para cada grupo de prueba se
calculd con respecto a los controles inmunizados con vector
como [l1-<RL>n/<RL>c x <RL>ic/<RL>in)] x 100, donde <RL>n eB
el nGmero promedio de larvas repletas recuperadas por ratén
de cada grupo de prueba, <RL>c es el niGmero promedio de
larvas repletas recuperadas por ratén por grupo de control,
<RL>ic¢ es el nimero promedio de larvas unidas por ratén por
grupo de control, y <RL>in es el nimero promedio de larvas
unidas por ratén para cada grupo de prueba.

Las acumulaciones de 41 clones de cDNA de
I. scapularis (30-61) se clasificaron mediante ELI. Solamente
33 acumulaciones de ¢DNA y los controles se analizaron por
experimento. E1l nivel de infestaciSn de garrapatas promedio
fue 50113 y 56+15 y 56115 y 54118 larvas/ratén para ratones
inmunizados con cDNA y de control, respectivamente (P>0.05)
(Tabla 1). El1 nGmero promedio de larvas engordadas
recuperadas por ratém fue 913 y 1314 en los ratones
inmunizados con cDNA y 1614 y 1713 en el grupo inmunizado con

el vector de control (P<0.05) (Tabla 1). No 8e observd
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reduccién en el nimero de larvas recoclectadas de los ratones
que recibieron el DNA de vector comparado con los controles
inmunizados con solucién salina. El nGmero miximo de larvas
engordadas se recolectd 3 a 4 dias después de la infestacién.
Sin embargo, en los ratones inmunizados con acumulaciones de
cDNA BS, A8 y Al0 (Fig. 2) se reglstr6 un retardo de
desarrollo larval en 1 a 2 dias. La inhibicién promedio de la
infestaci6n de garrapatas (I) fue 49128% y 30122% (Tabla 1).
Después de dos experimentos gue cubren el andlisis de 66
acumulaciones (2705 clones), 9 acumulaciones protectoras
(351 clones) se seleccionaron produciendo una inhibicién de
la infestacién de garrapatas 1>60% (Fig. 2A y 2B en la Tabla
1). Cuando los inventores iniciaron estos experimentos, los
inventores planearon clasificar arriba de 4000 clones de cDNA
considerando la complejidad del genoma de la garrapata. Sin
embargo, para su sorpresa 9 acumulaciones de cDNA protectoras
se identificaron después de 1la clasificaciébn de 66
acumulaciones que contienen 2705 clones de cDNA. Este
resultado probablemente refleja la posibilidad de interferir
con las infestaciones de garrapatas en muchos niveles
diferentes que involucran un sin nGmero de productos de
genes. Los resultados de los experimentos de vacunacidn
contra garrapatas empleande antigenos recombinantes sustentan
esta visidn (revisado por Mulenga y colaboradores, 2000).

Debido a la complejidad del procedimiento de clasificacién en
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ratones vacunados y estimulados con larvas de garrapatas, fue
dificil trabajar con mis de 9 acumulaciones de cDNA
protectoras. Por lo tanto los inventores no continuaron
clasificando nuevas acumulaciones de cDNA y enfocaron su
atencién en las 9 acumulaciones seleccionadas después de la
clasificacién primaria.
Clagificacién secundaria

La clasificacién secundaria se hizo para verificar
la capacidad protectora de las acumulaciones de cDNA
seleccionada después de la clasificacién primaria (Fig. 2A y
2B) . Después de la clasificacifn primaria de 66 acumulaciones
de cDNA (2705 clones), 9 acumulaciones con I>60% Bse
seleccionaron para la clasificacién secundaria
(re-clasificacién) empleando 5 ratones por grupo como es
descrito en lo anterior. Las larvas engordadas se conservaron
para la muda en una atmésfera de humedad de 3$5%. La muda de
las larvas engordadas se evalud mediante el examen visual de
las ninfas de garrapatas bajo un estereomicroscopio 34 dias
después de la fGltima recoleccién larval. La inhibicibén de
muda (M) para cada grupo de prueba se calculdé con respecto a
los controles inmunizados con vector como [1-(MLn/MLc x
RLc/RLn)] x 100, donde MILn es el nGmero de ninfas para cada
grupo de prueba, MLc es el nimero de ninfas para el grupo de
control, RLc es el nlGmero de larvas recuperadas para el grupo

de control y RLi el nGmero de larvas recuperadas para cada
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grupo de prueba. Los ratones de control se inmunizaron con la
acumulacién de cDNA F2 negativa (I=0%) o soluci6n salina
solamente. Se incluy6 un grupo inmunizado con SC con dosis de
100 pg de proteinas de células de garrapata IDE8S totales por
dosis en el adyuvante incompleto de Freund.

Todas las 9 acumulaciones de cDNA protectoras
dieron resultados positivos en la clasificaci6n secundaria
(datos no mostrados). Los niveles de infestacidn de
garrapatas fueron mds altos en este experimento (promedio
8516 y 8413 larvas/ratém para ratones inmunizados con CDNA y
de control, respectivamente; P>0.05). No obstante, el ntmero
promedio de larvas engordadas recuperadas por ratdn fue 3917
Y 2616 para ratones de control y ratones inmunizados con
cDNA, resppectivamente (P<0.05). El1 grupo inmunizado con las
proteinas de célula de garrapatas IDE8 totales se protegié
con I=33%. Nuevamente, no sge observ6 reduccién en el nGmero
de larvas recolectadas de ratones que recibieron el cDNA de
control {acumulacién negativa F2 después de la clasificaci6n
primaria; Fig. 2A) comparada con los controles inmunizados
con solucién salina.

En la clasificacién secundaria, la muda de 1las
larvas engordadas se evalub después 34 dias. La muda se
efectioc en todo excepto un grupo inmunizado con CDNA de
prueba. La inhibicién de la muda en los ratones inmunizados

con cDNA de prueba comparado con el grupc inmunizado con cDNA
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de control varié 0% a 12% de (614%). La inhibicifén de la muda
fue mis alta que 50% solamente en las larvas recolectadas de
ratones inmunizados con acumulaciones de cDNA B5 y Al0, que
mostraron un retardo del desarrcllo larval en 1 a 2 dias en
la clasificacién primaria. No se cbservaron diferencias entre
el c¢DNA de control y los ratones inmunizados con solucibn
salina. Entre las larvas que no mudaron a ninfa, algunas
fueron visiblemente dafiadas y presentaron una coloracifén roja
fuerte. El por ciento de larvas rojas en 1los ratones
inmunizados con cDNA vari6 entre 3% a 18% (715%) mientras que
en los grupos de solucifn salina e inmunizados con cDNA de
control 1las larvas rojas representaron el 6% Yy 4%,
respectivamente.
Claslficacidn terciaria

Para la clasificacién terciaria, 64 clones se
agruparon en 16 sub-acumulaciones cada uno que contiene 1 a
17 plasmidos de acuerdo con la funcién predicha de las
proteinas codificadas (por ejemplo, todos los pléasmidos que
codificaron proteinas de histona se agruparon conjuntamente)
y se utilizaron con 4 sub-acumulaciones gque contienen 182
clones de funcién no conocida o con secuencias sin homologia
a bases de datos de secuencias para inmunizar 4 ratones por
grupo. Los ratones se inmunizaron con 0.3 pg/plismido/dosis
en 50 pl de PBS y se evaluaron como es descrito en 1lo

anterior. Los ratones de control se inmunizaron <¢on una
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acumulacién de 20 plidsmidos que contienen cDNAs mitocdndrico.
Los niveles de infestacién de garrapatas fueron
similares en todos los grupos de prueba (7212 larvas/ratén) y
en los grupos de control (6912 larvas/ratémn) (P>0.05). El
nimero de larvas engordadas recuperadas por ratén también fue
Bimilar entre los ratones de prueba (1617) y de control
(14t6) (P>0.05). Sin embargo, los grupos inmunizados con
sub-acumulaciones de ¢DNA gque <contienen c¢lones con
endopeptidasa putativa, nucleotidasa, proteinas ribosomales,
proteinas de choque térmico, proteinas ricas en glutamina-
alanina y 3 de las sub-acumulaciones con funcifén no conocida
o con secuencias sin homologia a las bases de datos de
secuencia tuvieron I>15% (Fig. 3). Ademfs, entre estos, los
grupoe inmunizados con sub-acumulaciones que contienen clones
con una endopeptidasa putativa, nucleotidasa y dos de las
sub-acumulaciones de c¢DNA con funcién no conocida o con
secuencias sin homologia a bases de datos de secuencia dieron
por resultado niveles de infestaci6n inferiores comparados a
ios ratones de control (P<0.05) e I>40% (Fig. 3). Clones
homélogos a proteinas coridnicas, receptores de vitelogenina,
Y proteinas de reconocimiento de peptidoglicano se
seleccionaron para su capacidad de proteccién potencial en
otras etapas del desarrollc de la garrapata.
Andlisis estadistico

El nGmero de larvas unidas por ratén y el nimero de



10

15

20

25

4l

larvas engordadas recuperadas por ratém 7 dias después de la
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infestacifn se compararon mediante el Anilisis de Variaci6n
(ANOVA) sequido por una serie de pruebas post-hoc de Tukey
para comparaciones de pares entre ratones inmunizados con
cDNA y ratones inmunizados con ADN de vector de control
(clasificacién primaria), y mediante la prueba t del
Estudiante entre ratones inmunizados con acumulaciones de
cDNA positivas y la acumulaci6én de c¢DNA F2 negativa de
control (clasificaci6n secundaria) o entre 1los ratones
inmunizados con sub-acumulaciones de cDNA de prueba y ratones
de control inmunizados con cDNAsS mitocSndricos (clasificacién
terciaria).

Ejemplo 2: Andlisis de secuenclia de «clones
protectores

Todos los 351 clones de cDNA en las 9 acumulaciones
que resultaron positivos en la clasificacifn secundaria se
secuenciaron. El ADN de clones individuales en estas
acumulaciones se purificd (sistema de purificacién de DNA de
plasmido Wizard SV 96, Promega) de la placa patrébn y
parcialmente se secuenciaron. En la mayoria de los casos una
secuencia mids grande que 700 nucleétidos se obtuvo. Las
secuencias de nuclebétidos se analizaron utilizando el
programa AlignX (Vector NTI Suite VvV 5.5, InforMax, North
Bethesda, MD, EUA). BLAST (Altschul y colaboradores, 1990) se

utiliz6 para buscar las bases de datos de NCBI para
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identificar secuencias previamente clonadas que /pueden tener
homologia a aquellas que los inventores secuenciaron. El
andlieis de secuencia permitié el agrupamiento de los clones
de acuerdo con la identidad de secuencia a bases de datos de
ADN y 1la funcié6n de 1la proteina predicha. Los c¢lones
protectores seleccionados de la clasificacién terciaria se
secuenciaron completamente.

La comparacién a las bases de datos de secuencias
permiti6 identificar la identidad de secuencia a los genes
previamente reportados con funcién conocida en 152 (43%) de
los clones (Tabla 2). Cincuenta siete por ciento de las
secuencias fueron homélogas a genes con funcifn desconocida o
no tuvieron identidad significante a las secuencias
previamente reportadas (Tabla 2). De los clones con identidad
de Bsecuencia a genes con funcién conocida, 85% fueron
homélogos a secuenclas de artrSpodos. Noventa y tres clones
(61%) contuvieron secuencias homélogas a Drosophila
melanogaster, 5 (3%) a otros insectos y 32 (21%) a especies
de garrapatas Ixodid. Treinta por ciento de los clones se
eliminaron para el andlisis adicional basado en su identidad
de secuencia, incluyendo aquellos que contienen secuencias
similares (Tabla 2). Los clones protectores incluyeron
antigenos homSlogos a endopeptidasas, nucleotidasas,
proteinas coribnicas, receptores de vitelogenina, proteinas

de reconocimiento de peptidoglicano, proteinas ricas en
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glutamina-alanina, proteinas ribosomales y proteinas de
choque térmico.
Resumen de los resultados

Los resultados obtenidos con los diversos clones
protectores identificados en el Listado de Secuencias, junto
con ciertas proteinas expresadas seleccionadas, se resumen en
la Tabla 4.

SEQ ID NO: 1 denota el clon designado 4E6, en donde
el fragmento que codifica la proteina relevante se ha
identificado que comprende los residuos 1-117, que codifica
el polipéptido mostrado en la SEQ ID NO: 2.

SEQ ID NO: 3 denota el clon designado 4DB, en donde
el fragmento que codifica la proteina relevante se ha
identificado que comprende los residuos 80-575, que codifica
el polipéptido mostrado en la SEQ ID NO: 4.

SEQ ID NO: 5 denota el clon designado 4F8, en donde
el fragmento gque codifica 1la proteina relevante se ha
identificado que comprende los residuos 1-951, que codifica
el polipéptido mostrado en la SEQ ID NO: 6.

SEQ ID NO: 7 denota el clon designado 4Gll, en
donde el fragmento que codifica la proteina relevante se ha
identificado que comprende los residuos 1-697, que codifica
el polipéptido mostrado en la SEQ ID NO: 8.

SEQ ID NO: 9 denota el clon designado 4D6, en donde

el fragmento que codifica 1la proteina relevante se ha

Y
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identificadoc gque comprende 1los residuos 158-1025, que
codifica el polipéptido mostrado en la SEQ ID NO: 10.

SEQ ID NO: 11 denota el clon designado 3El, en
donde el fragmento que codifica la proteina relevante se ha
identificado que comprende los residuos 3-578, que codifica
el polipéptido mostrado en la SEQ ID NO: 12.

SEQ ID NO: 13 denota el clon designado 1Cl0, en
donde el fragmento que codifica la proteina relevante se ha
identificado que comprende los residuos 1-1119, que codifica
el polipéptido mostrado en la SEQ ID NO: 14.

SEQ ID NO: 15 denota el clon designado 3El10, en
donde el fragmento que codifica la proteina relevante se ha
identificado que comprende los residuos 51-1544, que codifica
el polipéptido mostrado en la SEQ ID NO: 16.

SEQ ID NO: 17 denota el clon designado 4Fll, en
donde el fragmento que codifica la proteina relevante se ha
identificado que comprende los residuos 31-2295, que codifica
el polipéptido mostrado en la SEQ ID NO: 18.

SEQ ID NO: 19 denota el clon designado 3Cl2, en
donde el fragmento que codifica la proteina relevante se ha
identificado que comprende los residuos 6-332, que codifica
el polipéptido mostrado en la SEQ ID NO: 20.

SEQ ID NO: 21 denota el clon designado 2Cl2, en
donde el fragmento que codifica la proteina relevante se ha

identificado que comprende los residuos 3-137, que codifica
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el polipéptido mostrado en la SEQ ID NO: 22.

SEQ ID NOS: 23, 24 y 25, denotan, respectivamente,
los clones 1A9, 1B2 y 4A4, cada uno que comprende una
secuencia parcial sin polipéptido asociado.

Ahora 8se ha descubierto que ciertos de los
antigenos protectores exhiben actividad y s8e expresan a
través de especies de garrapatas, y en algunas circunstancias
a través de los géneros, haciendo posible de esta manera el
uso de estos antigenos comunes en formulaciones de vacuna
anti-garrapata de amplia gama.

Ejemplo 3: Extensién de Antigenos protectores de I.
scapularis A Otras Especies de Garrapatas
Mé&todos
Extracciftn de RNA y transcripcidn inversa (RT)-PCR

El RNA total se extrajo de los intestinos y las
glandulas salivales disectadas de 30 hembras de I. scapularis
no alimentadas, aproximadamente 100 y 1000 ninfas y larvas de
I. scapularis, respectivamente, la masa de huevo ovipositada
por una hembra de I. sgcapularis, gldndulas wsalivales
disectadas de 10 machos de D. variabilisg, gl&ndulas salivales
e intestinos disectados de 20 adultos de A. americanum y R.
sanguineus, 10 adultos de B. microplus y 10 hembras de I.
pacificus, respectivamente y 100-150 larvas de I. ricinus. El
RNA total se extrajo de muestras de garrapatas homogeneizadas

utilizan el TRI Reagen (Sigma), excepto para el RNA de I.



10

15

20

25

—— o~

) L\%% AL

ricinus y B. microplus que se extrajeron utilizando el equipo
Instapur de RNA (Burogentec, Seraing, Bélgica) y miniequipo
RNeasy (Qiagen, Valencia, CA, EUA), respectivamente, de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. La pelotilla de
RNA final se resuspendi® en 50-100 pl de agua estéril
desionizada destilada tratada con pirocarbonato de dietilo.
Las reacciones TR-PCR se realizaron utilizando el sistema
Access RT-PCR (Promega, Madison, WI, EUA}. Uno pl de RNA Be
transcribi6é inversamente en una mezcla de reaccién de 50 ul
(MgSOy 1.5 mM, virus de mieloblastosis de ave 1 X (AMV)
RT/solucibébn reguladora de reaccidén de Thermus flavus (Tfl)
heximerc aleatorio de 10 mM, 0.2 mM cada uno de trifosfato de
deoxinucleosido (dNTP), 5 U AMV RT, 5u de polimerasa de DNA
de Tf1 (Promega), 10 pmol de cada cebador) a 48°C durante 45
min. Después de 2 min de incubacifn a 941C, la PCR se realizé
en la misma mezcla de reaccién con cebadores especificos y
condiciones de amplificacién (Tabla 5). Las reacciones de
control se realizaron utilizando los mismos procedimientos
pero sin RT para controlar la contaminacién de ADN en las
preparaciones de RNA y sin RNA adicionado para controlar la
contaminacién de la reaccién de PCR. Las reacciones de
control positivas para la PCR se realizaron con el DNA de
plismido que contiene los cDNAs de garrapata clonadas y con
ADN genSmico extraido de cé&lulas IDES8 de I. scapularis. Los

productos de PCR se sometieron a electroforesis en geles de
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agarcsa al 1% para verificar el tamafio de los fragmentos
amplificados mediante la comparacién a un marcador de peso
molecular de DNA (1 Kb Plus ADN Ladder, Promega).
Clonacién y secuenclacién de 4D8 de D. variabilis, A.
americanum y B. microplus

Fragmentos del cDNA de 4D8 de D. variabilis, A.
americanum y B. microplus se amplificaron mediante RT-PCR y
se clonaron en pGEM-T (Promega). Cuatro clones de cada uno se
pecuenciaron en la Core Sequencing Facility, Department of
Biochemistry and Molecular Biology, Noble Research Center,
Oklahoma State University.
Vacunacién de conejos y estimulacidén con ninfas de I.
Scapularis, D. variabilis y A. americanum

Un experimento se disefi6 para evaluar el efecto de
los antigenos protectores de garrapatas en etapas ninfales de
I. scapularis, D. variabilis y A. americanum. Un conejo
Blanco de nueva Zelanda por grupo cada uno se inmunizé con 3
dosis (semanas 0, 4 y 7) que contienen 50 ug/dosis de
proteinas 4F8 y 4D8 purificadas o el péptido sintético 4E6
derivado de I. scapularis, una combinacién de 4F8+4D8+4E6 o
albGmina bovina de suero (Sigma) como control en FIA (Sigma).
Los animales fueron cuidados de acuerdo con los esténdares
especificados en la Guia para el Cuidado y el Uso de Animales
de Laboratorio. Los conejos se inyectaron subcut@neamente con

500 pL/dosis utilizando una jeringa de tuberculina de 1 ml y
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una aguja 27¥G. Dos semanas después de la AGltima
inmunizaclén, los conejos se infestaron con 100 ninfas de I.
scapularis por conejo en una oreja y 110 ninfas de cada D.
variabilis y A. americanum en la otra oreja. El nGmero de
ninfas unidas se registrd y las ninfas engordadas que caen de
cada oreja del conejo fueron recolectadas diariamente vy
contadas durante 7 dias. Las ninfas engordadas de D.
variabilis y A. americanum se gepararon abajo un microscopic
de luz de diseccién. Las ninfas engordadas recolectadas
después de la terminacién del periodo de alimentacién se
contaron y se pesaron. La inhibicién de la infestacién ninfal
de garrapatas se calculd con respecto al grupo de control
como se describié previamente para infestaciones de
garrapatas larvales (Almaz&n et al., 2003). La reduccifn en
el peso de las ninfas engordadas sBe determind en grupos
experimentales con respecto a las ninfas recolectadas del
grupo de control.

Resultados
Expresién de cDNAs protectores

La Expresién de genes que codifican para
antigenos protectores de garrapata se analizé en mRNA y
niveles de proteina por RT-PCR e inmunohistoquimica,
respectivamente. La expresifn del mRNA de 4F8, 4D8 y 4E6 Be
detect6 en todas las etapas de desarrollo de I. scapularis y

en los intestinos y las glindulas salivales de garrapatas



15

20

25

45 4‘-?

adultas (Tabla 6). Las reacciones de control excluyeron la
contaminacién con ADN genémico o durante la PCR. Ademds, la
PCR del DNA gendSmico de garrapata mostrd que el tamafio de los
fragmentos de DNA amplificados fue mis alto que el tamafio
correspondiente a los fragmentos de c¢DNA, probablemente
debido a la presencia de secuencias de intrén en los genes
analizados (Tabla 6).

La conservacién y expresiéSn de secuencia de 4F8,
4D8 Yy 4E6 ge analizaron en eepecies relacionadas con I.
scapularis, I. pacificus e I. ricinus, y en D. variabilis, R.
sanguineus, B. microplus y A. americanum mediante RT-PCR
(Tabla 6) utilizando 1los cebadores derivados de las
secuencias de I. scapularis (Tabla 5). La expresaifn se
detectd en I. ricinus para todos los tres genes y en I.
pacificus para 4DB y 4E6. La expresitn de 4D8 también se
detectd en D. variabilis, B. microplus, R. sanguineus y A.
americanum.
Secuencia de 4D8 de D. variabilis, A. americanum y B.
microplus

Las secuencias de cDNAs de 4D8 de D. varilabilis, A.
americanum y B. microplus y Bus secuencias de aminodcidos
deducidas se proporcionan en la SEQ ID NO: 26-31. Las
secuencias asociadas con el antigeno de garrapata 4D8
derivado de Rhipicephalus appendiculatus se proporcionan en

la SEQ ID NO: 38-39.
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Propledades protectoras de los antigenos de garrapata contra
las infestaciones ninfales d& I. scapularis, D. variabilis y
A. americanum

La detecci6n de la expresién de 4D8 y 4E6 en
egspecies de garrapatas no de Ixodes fueron la base para un
experimento en el cual los conejos 8e inmunizaron con
antigenos protectores derivados de I. scapularis y Be
estimularon con larvas de I. scapularis, D. variabilis y A.
americanum. Los resultados Bsugirieron un efecto de
inmunizacién 4D8 en 1la inhibicién de 1las infeataciones
ninfales en todas las tres especies de garrapata y un efecto
notable en las ninfas de D. variabilis reflejado en el nlmero
de garrapatas visiblemente dafladas y la reduccidn en el peso
de ninfas engordadas (Tabla 7). La inmunizacién con 4F8 tuvo
un afectd las infestaciones de ninfales de I. scapularis
solamente y el efecto de la inmunizacién 4E6 se reflejé en
las infectaciones de A. americanum y en el peso de las ninfas
engordadas de D. variabilis (Tabla 7). El efecto sinergistico
de la inmunizacién con todos los tres antigenos se observd
para 4D8 en las ninfas de I. scapularig (Tabla 7).

* ® * % &

El experimento 3, entonces, demuestran la utilidad
porprendente de utilizar Jlos antigenos protectores de
garrapata de I. scapularis 4D8,- -4F8 y 4E6 en formulaciones de

vacuna para el control de miltiples especies de garrapatas.
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Las Becuencias de nucleStidos y de aminodcidos
relacionadas con el antigeno protector denominado 4D8 Bse
determinaron para las especies de garrapatas Yy cepas
adicionales. Los cDNAs 4D8 y las secuencias de aminoidcidos
correspondientes se proporcionan en la SEQ ID NO: 40-62 para
I. ricinus, B. microplus Cepich, B. microplus Mufioz, B.
microplus 8. Lucila, R. sanguineus, D. marginatus, Hy. m.
marginatum 1, Hy. m. marginatum 2, H. punctata y B. microplus
Susceptible junto con un listado de secuencias para la regién
de codificacién 4D8 de I. scapularis (SEQ ID NO: 40) y las
secuencias gque representan el cDNA 4D8 completo y el
amincdcido correspondiente para D. variabilis (SEQ ID NO: 47
y 58). La identidad/similitud de nuclebétido y de aminodcido
como es establecido mediante la comparacién por pares de las
secuencias de 4D8 de garrapatas se proporciona en la Tabla 8.
Las secuencias se alinearon y el por ciento homologia se
determiné utilizando el programa AlignX (Vector NTI Suite V
5.5, InforMax, North Bethesda, MD, EUA. Como se menciondé en
la misma, las diversas secuencias de 4D8 son principalmente
conservadas, con las homologias que varian de 60-99%.

Agi, la presente invenciém s8e relaciona a 1la
identificacién de estos antigenos que son protectores contra
una amplia gama de especies de garrapatas, secuencias de
genes y proteinas codificadas para tales antigenos, vacunas

relacionadas y métodos fGtiles para inducir una respuesta
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secuencias de cDNA dadas y cualgquier secuencia de nucleétidos
que codifica para una proteina que es capaz de inducir un
anticuerpo u otra respuesta inmune (por ejemplo, la respuesta
de célula T del sistema inmune) que reconoce un{os)
epitope(s) de las secuencias de aminodcidos representadas en
el Listado de Secuencias, incluyendo menos de las secuencias
de cDNA completas y mutantes de las mismas. Por consiguiente,
la secuencia de nucleétidos puede codificar una proteina que
es el antigeno completo codificado por las bases variadamente
identificadas, o un fragmento o derivado del antigeno o un
producto de fusién del antigeno o fragmento y otra proteina,
con la condicién de que la proteina que es producida de tal
secuencia sea capaz de inducir un anticuerpo u otra respuesta
inmune que reconoce un(os) epitope{s) de las secuencias de
aminoicidos dadas.

Como resultado, la invencién comprende secuencias
de ADN que codifican para y/o expresan en células
transformadas apropiadas, proteinas que pueden ser el
antigeno de longitud completa, fragmento de antigeno,
derivado de antigeno o un producto de fusi6n de tal antigeno,
fragmento de antigeno o derivado de antigeno con otra
proteina.

Como sera apreciado por aquellos de habilidad

ordinaria en la técnica, una secuencia de nuclebtidos que
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codifica los antigenos inventivos o variantes de los mismos
pueden diferir de las secuencias nativas presentadas en 1la
presente debido a las degeneraciones de codbn, polimorfismos
de nuclebdtido o sustituciones, supresiones o inserciones de
nuclebStidos. Mientras que varias modalidades de tales
moléculas se representan en el listado de secuencias, se debe
entender que dentro del contexto de la presente invencién, la
referencia a una o mias de eptas moléculas incluye variantes
gque son secuencias gque ocurren naturalmente y/o sintéticas
que son sustancialmente similares a las secuencias
proporcionadas en la presente y, donde apropiado, la proteina
{(incluyendo péptidos y polipéptidos) que son codificados por
estas secuencias y sus variantes. Como sge utiliza en 1la
presente, la secuencia de nucle6tidos se considera que es
*sustancialmente similar” y: (a) la secuencia de nuclebtidos
es derivada de reqién de codificacién de un gen nativo de la
diversas especies de garrapatas mencionadas y codifican un
péptido o polipéptido que posee la antigenicidad descrita
(incluyendo, por ejemplo, porciones de las secuencias o
variaciones alélicas de las secuencias proporcionadas); o (b)
las secuencias de nucledStidos 8Be degeneran (es decir,
secuencias que codifican el mismo aminodcido wusando una
Becuencia de codbén diferente) como un resultado del cédigo
genético a las secuencias de nucle6tidos definidas en (a); o

(c) la secuencia de nucledétidos es por lo menos 60% idéntica
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(d) es un complemento de cualquiera de 1las secuencias
descritas en (a-c).

Las proteinas incluidas dentro de 1la presente
invencién tienen una secuencia de aminodcidos representada en
el Listado de Secuencia y homélogos de las mismas. Otras
proteinas incluidas consisten de un fragmento de la secuencia
capaz de inducir un anticuerpo u otra respuesta inmune gque
reconoce un({os) epitope(s) de las Becuencias de aminodcidos
representadas y un mutante de la secuencia capaz de inducir
un anticuerpo u otra respuesta inmune gque reconoce un(os)
epitope(s) de tales secuencias de aminodcidos. Una variante
de preferencia debe tener por lo menos 60% de homologia de
secuencia de aminodcidos. Como se utiliza en la presente,
*homologia” de aminodcidos se determina mediante un algoritmo
de computadora incorporado en un programa de blsqueda de base
de datos de proteina comiinmente utilizado en la técnica, por
ejemplo, como incorporado en los programas AlignX (Vector NTI
Suite V 5.5, InforMax, North Bethesda, MD, EUA), BLAST
(BLAST.TM., un @programa de computadora) (Altechul vy
colaboradores, Nucleic Acids Res. (25) 3389-3402, 1997) o DNA
STAR MEGALIGN (DNA STAR MEGALIGN.TM, un programa de
computadora) que regresa resultados similares en cdlculos de
homologia.

Las secuencias de nuclebtidos pueden ser insertadas
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en cualquiera de una amplia variedad de vectores de expresidn
mediante una variedad de procedimientos. Tales procedimientos
y otros se consideran que son conocidos por aquellos expertos
en la técnica. Los vectores adecuados incluyen secuencias
cromosémicas, no cromosSmicas y ADN sintético; por ejemplo,
derivados de 8V40; plésmidos bacterianos; ADN de fago;
plasmidos de levadura; vectores derivaron de combinaciones de
pldsmidos y ADN de fago, ADN viral tal como baculovirus,
vaccinea, adenovirus, virus de fowl pox, pseudorrabias, etc.
La sBecuencia de DNA apropiada debe ser operativamente
enlazada en el vector a una(s) secuencia(s) de control de
expresién apropiada(s) (promotor) para dirigir la sintesis de
mRNA. Como ejemplos representativos de tales promotores, se
pueden mencionar el promotor LTR o© SV40, el lac o trp de E.
celi, el promotor PL lambda de fago y otros promotores
conocidos para controlar la expresién de genes en cé&lulas
procariéticas y eucaribéticas o sus virus. El vector de
expresién incluye también una secuencia de no codificacién
para un sitlio de enlace de ribosoma para la iniciacién de la
traduccién y un terminador de transcripcién. El1 vector
también puede incluir secuencias apropiadas para amplificar
la expresién.

El vector que contiene 1la secuencia de cDNA
apropiada como es descrito anteriormente en la preéente, asi

como un promotor apropiado o secuencia de control, se puede
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emplear para transformar un hospedero apropiado para permitir
al hospedero a expresar la proteina. Ejemplos de organismos
de hospederos y células incluyen cepas bacterianas (por
ejemplo, E. coli, Pseudomonas, Bacilus, Salmonela, etc.),
hongos (por ejemplo, levaduras y otros hongos), hospederos de
animales o plantas (por ejemplo, células de tejido de ratém,
puercos o animal y humanos). La seleccién del hospedero se
conpidera que estid dentro del alcance de aquellos expertos en
la técnica.

También se entiende que- la secuencia de cDNA
apropiada en el vector cuando se introduce en un hospedero
puede expresar parte o solamente una porcién de la proteina
que es codificada dentro de la terminologia wmencionada,
Blendo suficiente que la proteina expresada sea capaz de
inducir un anticuerpo u otra respuesta inmune que reconcce
un(os) epitope(s) de las secuencias de aminodcidos listadas.

Los cDNAs aislados y/o polipéptido expresado por el
hospedero transformado por el vector se pueden recolectar por
métodos que se lee presentardn aquellos expertose en 1la
técnica y utilizados en una vacuna para la proteccién de un
mamifero, talea como perros, ganado vacuno, humanos, etc.,
contra infestaciones de especies de garrapatas de Ixodes y no
de Ixodes. Tales proteinas recombinantes protectoras y/o
cDNAs modificado se utiliza en una cantidad efectiva para

inducir una respuesta inmune contra tales garrapatas y sus



10

15

20

25

; S+

patbgenos asociados y se pueden utilizar en combinacién con
un portador fisiol&gicamente aceptable adecuado. El término
*induccién de una respuesta inmune” cuando se utiliza con
respecto a la vacuna descrita en la presente slignifica que la
vacuna previene la enfermedad asociada con una especie de
garrapata particular o reduce la severidad de la enfermedad.

El portador empleado en conjuncién con la vacuna
puede sger cualquiera de una amplia variedad de portadores.
Como ejemplos representativos de portadores adecuados, se
pueden mencionar aceite mineral, polimeros sintéticos, etc.
Los portadores para vacunas son bien conocidos en la técnica
Y la seleccifn de un portador adecuado se considera que esta
dentro del alcance de aquellos expertos en la técnica. la
seleccién de un portador adecuado también es dependiente en
de la manera en la cual se va ha administrar la vacuna.

La presente invencifn proporciona un mé&todo para
inmunizar a un mamifero susceptible, contra infestaciones y
enfermedades causadas por garrapatas con la vacuna descrita
en lo anterior. Para propfsitos de esta invencién, la vacuna
se administra en una cantidad efectiva. La vacuna puede ser
administrada mediante cualquiera de 1los métodos bien
conocidos para aquellos expertos en la técnica, por ejemplo,
mediante inyeccién intramuscular, subcutdnea, intraperitoneal
o intravenosa. Alternativamente, la vacuna puede ser

administrada intranasalmente u oralmente. También se va a
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entender que la vacuna puede incluir componentes activos,

54

tales como componentes de pat6genos trasmitidos por

garrapatas o© adyuvantes ademfis del{los) antigeno(s) o

fragmentos descritos anteriormente en la presente.

El hospedero dque expresa el antigeno puede per
utilizado por s8i mismo para suministrar el antigeno a
animales no humanos, al introducir células hospederas
exterminadas o viables gque son capaces de propagarse en el
animal. La incorporacién directa de las secuencilas de cDNA en
células hospederas también puede ser utilizada para
introducir las secuencias en células de animales para 1la
expresién de antigeno in vivo.

Bibliografia

Las siguientes referencias se incorporan en 1la
presente por referencia:

Alberti E, Acosta A, Sarmiento ME, Hidalgo C, Vidal T,
Fachado A, PFonte L, Izquierdo L, Infante JF, Finlay CM,
Sierra G. Specific cellular and humoral immune response
in Balb/c mice immunised with an expression genomic
library of Trypanosoma cruzi. Vaccine 1998; 16:608-12.

Almaz&n C, Kocan KM, Bergman DK, Garcia-Garcia JC, Blouin EF,
de la Fuente J. Identification of protective antigens
for the control of Ixodes scapularis infestations using
cDNA expression library immunization. Vaccine 21, 1492-

1501 (2003).



15

20

25

- <
55 k?

Almazdn C, Kocan KM, Bergman DK, Garc¢ia-Garcia JC, Blouin EF,
de la Fuente J. Characterization of genes transcribed in
an Ixodes. scapularis cell line that were identified by
expression library immunization and analysis of
expressed Bsequence tags. Gene Therapy and Molecular
Biology, 7:9-25 (2000).

Altschul SF, Gish W, Miller W, Myers EW, Lipman DJ. Basic
local alignment search tool. J Mol Biecl 1990; 215:403-
10.

Barry MA, Lai WC, Johnston SA. Protection against mycoplasma
infection using expression-library immunization. Nature
1995; 377:632-5.

Black WC 4th, Piesman J. Phylogeny of hard- and soft-tick
taxa (Acari: Ixodida) based on mitochondrial 16S rDNA
sequences. Proc Natl Acad Sci E U A 1994; 91:10034-8.

Brayton KA, Vogel SW, Allsopp BA. Expression library
immunization to identify protective antigens from
Cowdria ruminantium. Ann N Y Acad Sci 1998; 849:369-71.

Cassataro J, Velikovsky CA, Giambartolomei GH, Estein 8§,
Bruno L, Cloeckaert A, Bowden RA, Spitz M, Fossati CA.
Immunogenicity of the Brucella melitensis recombinant
ribosome recycling factor-homologous protein- and its
cDNA. Vaccine 2002; 20: 1660-9.

de la Fuente J, KXocan KM. 2003. Advances in the

identification and characterization of protective



. ¥ o

antigens for development of recombinant vaccines against
tick infestations. Expert Review of Vaccines. 2:583-593.

de la Fuente J, Rodriguez M, Redondo M, Montero C, Garcia-
Garcia JC, Mendez L, Serrano E, Valdes M, Enriquez A,
Canales M, Ramos E, Boue O, Machado H, Lleonart R, de
Armas CA, Rey S, Rodriguez JL, Artiles M, Garcia L.
Field studies and cost-effectiveness analysis of
vaccination with Gavac against the cattle tick Boophilus
microplus. Vaccine 1998; 16: 366-73.

de la Fuente J, Rodriguez M, Montero C, Redondo M, Garcia-
Garcia JC, Mendez L, Serrano E, Valdes M, Enriquez A,
Canales M, Ramos E, Boue 0O, Machado H, Lleonart R.
Vaccination against ticks (Boophilus s8pp.}: the
experience with the Bm86-based vaccine Gavac. Genet Anal
1999; 15: 143-8.

de la Fuente J, Rodriguez M, Garcia-Garcia JC. Immunological
control of ticks through vaccination with Boophilus
microplus gut antigens. Ann N Y Acad Sci 2000; 916: 617-
21.

De Rose R, McKenna RV, Cobon G, Tennent J, Zakrzewski H, Gale
K, Wood PR, Scheerlinck JP, Willadsen P. Bm86 antigen
induces a protective immune response against Boophilus
microplus following DNA and protein vaccination in
sheep. Vet Immunol Immunopathol 1999; 71: 151-60.

de Vos S, Zeinstra L, Taoufik O, Willadsen P, dJongejan F.



15

20

25

61

57

Evidence for the utility of the Bm86 antigen from
Boophilus microplus i1in vaccination against other tick
specles. Exp Appl Acarol 2001; 25:245-61.

Drew DR, Lightowlers M, Strugnell RA. Vaccination with
plasmid DNA expressing antigen from genomic or c¢DNA gene
forms induces equivalent humoral immune responses.
Vaccine 1999; 18: 692-702.

BElad D, Segal E. Immunogenicity in calves of a crude
ribosomal fraction of Trichophyton verrucosum: a field
trial. Vaccine 1995; 13:83-7.

Estrada-Pefia A, Jongejan F. Ticks feeding on humans: a review
of records on human-biting Ixodoidea with special
reference to pathogen transmission. Exp Appl Acarol
1989; 23: 685-715.

Garcia-Garcia JC, Gonzalez IL, Gonzalez DM, Valdes M, Mendez
L, Lamberti J, D'Agostino B, Citroni D, Fragoso H, Ortiz
M, Rodriguez M, de la Fuente J. Sequence variations in
the Boophilus microplus Bm86 locus and implications for
immunoprotection in cattle vaccinated with this antigen.
Exp Appl Acarol 1999; 23:883-95.

Kofta W, Wedrychowicz H. c-DNA vaccination against parasitic
infections: advantages and disadvantages. Vet Parasitol
2001; 100:3-12.

Liyou N, Hamilton S, Elvin C, Willadsen P. Cloning and

expression of ecto 5’-nucleotidase from the cattle tick



10

15

20

25

& ez

Boophilus microplus. Insect Mol Biol 1999; 8: 257-66.

58

Liyou N, Hamilton S8, Mckemmna R, Elvin C, Willadsen P.
localization and functional studies on the 5’'-
nucleotidase of the cattle tick Boophilus microplus. Exp
Appl Acarol 2000; 24: 235-46.

Manoutcharian K, Terrazas LI, Gevorkian G, Govezensky T.
Protection against murine cysticercosls using cDNA
expression library immunization. Immunol Lett 1998; 62:
131-6.

Melby PC, Ogden GB, Flores HA, Zhao W, Geldmacher C, Biediger
NM, Ahuja SK, Uranga J, Melendez M. Identification of
vaccine candidates for experimental visceral
leishmaniasis by immunization with sequential fractions
of a cDNA expreseion library. Infect Immun 2000; 68:
5595-602.

Moore RJ, Lenghaus C, Sheedy SA, Doran TJ. Improved vectors
for expression library immunization--application to
Mycoplasma hyopneumoniae infection in pigs. Vaccine
2001; 20:115-20.

Mulenga A, Sugimoto C, Onuma M., Issues in tick vaccine
development: 1l1dentification and characterization of
potential candidate vaccine antigens. Microbes Infect
2000; 2:1353-61.

Munderloh UG, Wang YIM, Chen C, Kurtti TJ. Establishment,

maintenance and description of cell lines from the tick



10

15

20

25

63

59

Ixodes scapularis. J Parasitol 1994; 80:533-43.

Nuttall PA. Pathogen-tick-host interactions: Borrelia
burgdorferi and TBE virus. Zentralbl Bakteriol 1999;
289:492-505.

Parola P, Raoult D. Tick-borne bacterial diseases emerging in
Europe. Clin Microbiol Infect 2001; 7:80-3.

Silva CL. The potential use of heat-shock proteins to
vaccinate against mycobacterial infections. Microbes and
Infection 1999; 1:429-35.

Singh RA, Wu L, Barry MA. Generation of genome-wide CD8 T
cell responses in HLA-A*0201 transgenic mice by an HIV-1
ubiquitin expression library immunization vaccine. J
Immunol 2002; 168: 379-91.

Smooker PM, Setiady YY, Rainczuk A, Spithill TW. Expression
library immunization protects mice againet a challenge
with virulent rodent malaria. Vaccine 2000; 18: 2533-40.

van Drunen Littel-van den Hurk S, Loehr BI, Babiuk LA.
Immunization of 1livestock with DNA vaccines: current
studies and future prospects. Vaccine 2001; 19:2474-9.

Wikel SK, Ramachandra RN, Bergman DK, Burkot TR, Piesman J.
Infestation with pathogen-free nymphs of the tick Ixodes
scapularis induces host resistance to transmission of
Borrelia burgdorferi by ticks. Infect Immun 1997;
65:335-8.Willadsen P. Novel vaccines for ectoparasites.

Vet Parasitol 1997; 71:209-22.



5

2y

60
Willadsen P, Jongejan F. Immunology of the tick-host
interaction and the control of ticks and tick-borne
diseases. Parasitol Today 1999; 15:258-62.
Tabla 1. Clasificacién primaria de la libreria de cDNA de I.
scapularis mediante ELI en ratones.
Grupo Nimero de | NGmero Niimero Inhibicidn Nimero de
experi- acumulecl | promedioiSD promediociSD | promedioiSD | acumula-
mental® ones de larvas | de larvas | de cicnes
clasifica | unidas por | engordadas infestacién | selecciona-
das ratén® por ratém® de das para la
{NGmeros garrapatas clanifi-
de ()2 cacién
clones) secundaria
Experimento | 33 (1383) 50113 (33-80) | 943 39+55% 6 (I>75k)
1 (2-42) (-183 -
87%}
Controles --- 56113 (45-67) | 1644 (5-27) -—-- -—-
inmunizados
con DNA de
vector para
el
experimento
p
Experimento | 33 (1322) 5615 (29-79) | 1314 (1-27) 27+28% 3 (I>60%)
2 (-53 - 89%)
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Controles -—- 54418 (36-73) | 1743 (6-28) - -
inmunizados
con el DNA
de  vector
para el
experimento

Noventa seis placas LBA que contienen un promedio de 41
clones de cDNA por placa se prepararon. Las replicas se
hicieron y los clones de cada placa se acumularon, se
inocularon, se cultivaron durante 2 horas en un placa de 96
cavidades y el DNA de plasmido se purificé de cada
acumulacién para ELI. Tres ratones por grupo cada uno se
inmunizaron IM dos veces con 1 ug DNA/dosis 50 pl de PBS dos
semanas por separado. Dos grupos de 3 ratones cada uno se
incluyeron como controles. Un grupo se inyectd con el DNA de
vector y el segundo con solucidn salina solamente.

PQuince dfas después de la Gltima inmunizacién, los ratones
se infestaron con 100 larvas de I. scapularis por ratém. Doce
horas después, larvas que 8e uniercn sge contaron para
calcular el nimero de larvas unidas por raté6n y los ratones
se transfirieron a nuevas jaulas.

“Las larvas engordadas que caen de cada ratén se recolectaron
diariamente y se contaron después de 7 dias.

dLa inhibicién de la infestacifén de garrapatas (I) para cada
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grupo de prueba se calculd con respecto a los controles
inmunizados con vector como [1-(RLn/RLc x Rlie/RLin)] x 100,
donde RIn es el nimero promedio de larvas repletas
recuperadas por ratd6n para cada grupo de prueba, RLc es el
nGmero promedio de larvas repletas recuperadas por ratén para
el grupo de control, RLic es el nfimero promedio de larvas
unidas por ratén para el grupo de control, y RLin es el
niimero promedio de larvae unidas por ratén para cada grupo de
prueba.

Tabla 2. Clasificacién de 1los clones en acumulaciones
protectoras mediante la funcién de proteina putativa de

acuerdo con la identidad a bases de datos de secuencias.

Funcién de proteina Putativa NGmero de clones
Biosintética" 2
Catabolismo 4
Adhesibén cellular 2
Ciclo de la célula" 2
Citoesquelética® 8
Defensa 2
Estructura de DNA o replicacién® 3
Matriz Extracelular 3
Endocitosis 2
Metabolismo de energia 10
Homeostasis 2

Morfogenética 9
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Mitoc6ndrica® 34

Sintesis de proteina o procesamiento™® 34

Sintesis de RNA o procesamiento® 7
Proteinas de choque térmico 4
Transduccién de sefial 16
Transporte 8
No conocida 199
Total 351

®*Eliminada de 1la clasificacién adicional de antigenos
protectores. Otros clones 8e eliminaron por contener
secuencias similares.

PExcepto para proteinas ribosomales.

Tabla 3. Agrupamiento de los clones de acuerdo con la funcién
predicha de las proteinas codificadas en sub-acumulaciones

para la clasificacién terciaria.

Bub-acumilaciSn (No. ds Clom Acumulacién®
clones)

Ribosomal (17} 1A2, 1Al10, 1Cl1l A5
1Fé D1
2B8 Al0

2F8, 2F10 E8

3Al10, 2C3, 3D2, 3DiO0 B4

3G9, 3iGlo E3

4D11, 4Dl12, 4R7, 4F7 Fl

Proteina de membrana (7) 1pa, 1Dl11l, 1E10 D1
2B12 Al0D

2H5 E8

ace B4

3G1ll1l E3

ATPasa (6) 1A9, 1B2, 1C9 A5

2C9 Al0

4A4 C3

4G12 Fl

Canal de 1F4 D1
célula/Transportador (5) 2H11 E8
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4A12 C3
4Gl0, 4Gll Fl
Desarrollo temprano - 1Cs A5
especifico (4) 3F4 E3
4C7 ok
4G9 Fl
Receptor acoplado a la 2p7, 2Cl2 Al0
protelna G (4) 2F12 E8
4C9 C3
Receptor de factor de 2E8 BS
crecimiento (3) 3B8, 3C8 B4
Lectina (3) 3E10 E3
4B8, 4C8 c3
Vitelogenina (3) 1Fl12 D1
4A6 c3
4G2 Fl
Chogue té&rmico (3) 1Cio0 AS
1F10 D1
AF6 E3
EGF-similar (2) 2H4 ES
4Cl10 C3
Proteina secretada (2} 2F9 E8
3C12 B4
Rica en Glutamina-Alanina 4D6, 4Eé Fl

{2)

Adaptina (1) 3E1 E3
Endopegtidaaa {1) 4D8 Fl
Nucleotidasa (1) 4F8 Fl

*T,ag acumulaciones de ¢DNA s8e refieren a acumulaciones

positivas después de las

secundarias (Fig. 2A y 2B).

clasificaciones

primarias vy

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

gscapularis.
Clon ds Froteina Predicha Inhibicién Inhibi- | Eficacia
cDNA de cidén de
infestacidSn | la muda
de
garrapatas
I (%) M (%) E (%)




&K 6y

65
4D8 Endopeptidasa 404 /54 Th/aEn 44%/5g %%
4F8 Nucleotidasa 50% /64 %+ 17%/- 58%/61li*
L 12
1Clo0 HSP70 17+ ND ND
4D6 Rica en Glu-Ala 61+ 1 66+
4E6 Rica en Glu-Ala 20 fagwr 16%+ 55
3E1 £-adaptina (regifn de la 27 5+ 31+
apéndice)
2Cl2 Proteina precursora beta- o Ll ND ND
amiloide (APP)

4F1l1 Blogqueo proliferacitn de Bopl -39%r* ND ND
3El0 Lectina de enlace de maficsa -48%/-104%*¥ ND ND
4Gl1l1 Canal de cloruro ] LA 3o 57
acla RNA polimerapa III =104 di& ND ND
1AS9, ATPasa =57wkd ND ND
1B2,

4A4

Loe ratones se inmunizaron con DNA de plésmido de expresidn
que contiene cDNA como es descrito en lo anterior (*) o con
100 pgq/dosis de proteina recombinante expresada en E. coli
(**), I, My E se calcularon como es descrito en lo anterior.
ND, no determinado.

*+*Djo por resultado una actividad de pro-alimentacién. Este
efecto podria ser debido a 1la expresiém de cDNAs que

codifican para inmunosupresores de garrapatas,



una actividad de pro-alimentacién.
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o-

anticoagulantes y otras proteinas con baja antigenicidad y

Alternativamente,

Yo

ellos

podrian codificar proteinas homélogas a proteinas hospederas

con actividad anti-garrapata,

neutralizacién que da por

resultado una actividad de pro-alimentacién de la garrapata.

Tabla 5. Condiciones de RT-PCR para la caracterizacién de
perfiles de expresifn de cDNAs protectores de garrapata.
cDNA Cebadores de RT-PCR (5’-3') Condiciones Tamafio Tamafib
de PCR* de la de la
banda de | banda de
cDNA® DNA®
4F8 | 4FBR5: GCGTCGTGTGAAGCATCAGCGAC | 94°C, 30 seq | 972 bp >1,600
(SEQ ID NO: 32) 61°C, 30 seq bp
4F8-R: TCGCAACGGACAACGGCAGGTTG | 68°C, 2 min
(8EQ ID NO: 33)
4DB | 4DBRS: GCTTGCGCAACATTAAAGCGAAC | 94°C, 30 seg | 577 'bp >1, 600
(SEQ ID NO: 34) 56°C, 30 seg bp
4D8-R: TGCTTGTTTGCAGATGCCCATCA | 68°C, 1 min
(SEQ ID NO: 35)
4E6 4E6RS: 94°C, 30 seg | 138 bp ~-1,600
GAAATATCTGTGAAACCAAGGCC 52°C, 30 seg bp
(BEQ ID NO: 36) 68°C, 1 min
4E6U-R:
ATTGCACAACACATCATTAACTG
(8EQ ID NO: 37)




desnaturalizacitn,

respectivamente.

bcalculado de la secuencia del inserto de cDNA.

67

recocido

R H

"Las condicicnes de PCR son indicadas por las etapas de

‘Egtimado de la PCR del DNA genSmico de IDES.

polimerizacién,

Tabla 6. Perfil de expresién de mRNAs que codifican para
antigenos protectores en garrapatas.
Fuen I. scapularis I. I. A. D. R. ».
-te |I|H|1| N |I] Gland paci- rici- | americanuw | variaba- Sangui - microplus
ds | D|wu i1i|a| -ulas ficus aus 1lia neus
REA |E|e|/a|n|t]| Sali-
8| v f|e| vales

alr|a a

c s |t

il v 1

1 n

ll a [

Q [ ]

L]
Clan Expresién de nRMA
4F8 | ¥+ ]|+ + - + - - - -
4D8 |+ ]|+ ]|+ + + + + + + +
4E6 4] |+ ]|+ + + + + - - -
La expresién de mRNAS que codifican para antigenos

protectores de garrapata 4F8,

4D8 y 4E6 se analiz6 mediante
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RT-PCR en diferentes especles utilizando los cebadores de

68

secuencias de I. scapularis.
Tabla 7. Resultados de la vacunacién con los antigenos
protectores de garrapata recombinantes en ninfas de I.

scapularis, D. variabilis y A. americanum.

Especies de InhibiciSn de la infestacitn Reduccién en el peso de
garrapatas ninfal de garrapatas ()" ninfas engordadas (%)*
4D8 4F8 4E6 All 4DB. 4F8 4E6 All
I. scapularis 35 as ) 63 0 1] o 0
D. variabilis 22 0 5 8 32 [+ 27 Q
A. americanum 17 9 36 12 3 1 0 16

*Determinado con respecto al nGmerc de ninfas engordadas
recuperadas del grupo de control como es descrito en lo
anterior para infestaciones larvales de garrapatas.

"peso promedio por ninfa engordada con respecto al peso de

ninfas recolectadas del grupo de control.
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Tahla 8. /i litud de St
da las da 4D8 de

Ls Aea
1L scapularis 100 72
A. americanum 66 100
R appendiculatus 68 2
Hy. m. marginatum'1 64 81
Hy. m. marginatum 2 65 81

68 70
I ricinus 84 7
B. microplus 8. Luisa 60 78
B. microplus Cepich 60 78
B. micropius Mufiaz 60 78
B. microplus Susceptible 60 78
D. variabilis 74 81
D. marginatus 74 81
H. punciats 2 B

Las sscomncias se alinsaron y al por cisnto de
pars las

North Bethasds, MD, USA). Los

Ra H.m H.m Rs Lr Rm Rm Rm Rm
1 1 8 Lubm Mulica  Sweeptibie
n 66 67 72 98 65 65 65 65
K 80 80 72 72 8 80 80 80
100 80 80 95 7N 86 86 86 86
74 100 100 8 66 90 9% 9% 90
74 9 100 8 67 9% N 9% 90
92 80 80 100 72 86 86 86 86
6 69 71 100 _65 65
8 86 86 90 64 | 100 100
85 86 86 90 64 | 100 9
8 86 86 90 64 | 100 100
85 86 86 90 64 |9 9
80 8 83 8 7™ .78 7 T 78
81 83 83 8 ™ % D 9
M 7 71 75 718 68 68 68 68
litud se usando al

St

ol

D.v D.m Hp

98
80

7%
74

81
81

-3

74

88888

100
81

(arriba de la diagonal) y smincécidos (abaje de la diagoml) para todas las comparsaiones por pares

77
78
100

AligaX (Vector NTI BuiteV 3.5, InfoxMax,
de la ospm 1. microplus estin contenidos dentro del drsa cuadimds

73

69
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En vista de 1 anteri r, seri observado que Bse
logran los diversos objetivos de la invencién y se alcanzan
otros resultados ventajosos. Como varios cambios se podrian
hacer en las moléculas de ADN anteriores, proteinas, etc. sin
apartarse del alcance de la invencifn, se propone que toda la
materia contenida en la descripcidn anterior o mostrada en
los dibujos acompafiantes seri interpretada como ilustrativa y
no en un sentido limitativo. Mientras que la invencitn se ha
descrito con un cierto grado de particularidad, se entiende
que la invencién no estd limitada a la(s) modalidad(es)
expuesta(s) en la presente para propésitos de
ejemplificacién, s8ino que es limitada solamente por el
alcance de la reivindicacién o reivindicaciones adjuntas,
incluyendo el intervalo completo de equivalencia al cual es

intitulado cada elemento del mismo.
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REIVINDICACIONES

1. Un polipéptido aislado, caracterizado porque
comprende una secuencia de amino&cidos mostrada en las SEQ ID
NOS: 52 hasta 62, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 29,
SEQ ID NO: 31 o SEQ ID NO: 39, o un polipéptido aislado que
comprende una secuencia de aminodcidos que es por 1lo menos
60% homéloga a por lo menos una de las SEQ ID NOS: 52 hasta
62, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 29, SEQ ID NO: 31
© SEQ ID NO: 39,

2. TUna composicién de vacuna anti-garrapata
multiespecies, caracterizada porque comprende un polipéptido
de 1la reivindicacién 1 y wun portador o diluyente
farmacéuticamente aceptable.

3. Una composicién de vacuna de conformidad con la
reivindicacién 2, caracterizada porque 1la composicién
comprende mis de uno de los polipéptidos de acuexrdo a la
reivindicacién 1.

4. Una composicién de vacuna de conformidad con 1la
reivindicacién 2, caracterizada porque la composicidn
comprende tres o mis polipéptidos de acuerdo a 1la
reivindicacién 1.

5. Uso de un peolipéptido aislado de conformidad con
la reivindicacién 1 o la composicién de vacuna de conformidad
con cualquiera de las reivindicaciones 2-4 en la manufactura

de un medicamento para inducir una respuesta inmune en un



n N Y

mamifero contra la infestacién de garrapatas multiespecies y

sus patdgenos asociados.
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RESBUMEN DE LA INVENCION
Antigenos protectores de amplia gama contra
infestaciones de garrapatas, sBecuencias de genes y proteinas

codificadas para tales antigenos, vacunas relacionadas Yy

métodos Gtiles para inducir una respuesta inmune.



APOSTILLE
(Convention de La Haye du 5 Octobre 1961)

Country: United States of America
This public document
Has been signed by Cindy L. Malayer

. Acting in the capacity of Notary Public, State of Oklahoma

Bears the seal/stamp of Cindy L. Malayer, Notary Pitblic
CERTIFIED

At Oklahoma City, Oklahoma, U.S.A.

The 20th day of December, 2005

By Administrative Technician

No. C00023964

9. Seal/stamp of the State of Oklahoma

10. Signature:

N ayys

Pat Coats
Administrative Techniclan

bt AT




: Brlgard & Castro

OGOTA - COLOMBIA

PODER
Yo {nosatras)

domiciliado{s) en

Nombro(amos) a: JUAN PABLO CADENA SARMIENTO y/o
BEATRIZ JARAMILLO y/o CARLOS H. PALACIO
EASTMAN y/o HECTOR GOMEZ MEJIA, de Bogota,
Colombia, apoderados verdaderos y legales con poder
especial, amplio y suficiente, para recabar de las oficinas y
auloridades colomblanas edminisirativas, judiclales y de
policia, en cualquier inslancia o recurso, la obtancidon de
patentes de Invencion, registros de marcas, disefos
industriales, modelos de utiidad, depdsitos de nombres
comerciales y enseflas, registros de derechos de aulor y
contratos sobre los misinos, oblancion de certificados de
ablentar de variedades vegetales, asl como sus prorrogas,
renovaciones, anotaciones de traspaso, canbios de nombre
y/o domicilio; elaborar, framilar y regisirar contralos de
licencia y ficenclas de cualesquiera clases; intervanir como
demandante o como demandado an cualquier insiancia y
recuiso ante cualquier juez, corparacién, funcionario pablco
o autoridad en acciones judicigles, adminisirativas y de
policla tales coino. oposiciones al registro de marcas;
acciones de caducidad, cancelacio y nulidad; acclones
reivindicatorias, acciones derivadas de la obiencidn o
explotacién de licencias; acclones de competencia desleal;
demandes pensles; acciones de indemnizacién de
perjuicios, reclamos y observaclones a solictudes de
patentes, disafos industrisles, modelos de utilidad, en el
ejercicio de medikias csutelares y en otras acclones o
medidas similares.

A aste electo, Io(s) faculto{amos) para elevar solicitudes,
formular dascripcionas, enmiendas, protesias,
declaraciones, oposiclones, cancelaciones, nulidades,
apelaciones y reclamos; pagar impueslos, cuolss y
gravamenes prescrilos por la ley, renunciar o desislr a
derechos concedidos o en curso de concesién; recibir toda
clase de documenios y valores, dando el descargo
respectivo, y, en general, para dar anta dichas auloridades
lodos los pasos necesarios al efecto indicado y tomar todas
ias medidas que creyeren conducentes af resguardo de mis
{nuestiros Intereses), con lodas Ias demas facultades legales
necesarias

Este poder comprende 18 facultad de ratificar o conflrmar en
mi (huestro) nombre lo acluado asl como la faculiad de
desislir, transigir, comprometer; y ia de sustituifo en todo o
en parte y revocar sustiluciones, Asimismo nombro(amas)
a: JUAN PABLO CADENA SARMIENTO y/o BEATRIZ
JARAMILLO y/o CARLOS H. PALACIO EASTMAN y/o
HECTOR GOMEZ MEJA, domiclliedo(s) en la Gamera 7
No. 16-56 Piso 9, mis (nuestros) apoderados en Colombia,
con facullades para racibir notificaclones y designar
apoderados |udiciales o extrajudiciales

Qtorgado y firmado en

hoy de . de 200_
Finma

Nombre . -

Cargo

o Ae

POWER OF ATTORNEY

The Board of Reglgents for
Oklahoms State Universitjr
domiciledin 203 Hh:ltehurst
"Stillwater, ‘0K 74078
Unit:_ed States of America

Hereby appaints JUAN PABLO CADENA SARMIENTO
and/or BEATRIZ JARAMILLO andlor CARLOS, H.
PALACIO EASTMAN and/or HECTOR GOMEZ MEJIA, of
Bogota, Colombia, my (our) tjue and iawful attorneys with
special, ample and sufficient; power (o obtaln from: the
Coloimbian administrative, judicial and police offices'and®
authorities, in any instance! privieges of patenis of
Invention, reglstration of trademarks, Industrial dasigns and

utility models; regletration of commercial names and

emblems, regisiration of copyright and contracts relsted

therelo, certificates of obtainers of vegetables varletiee, as
well as exienslons, renewsle nnd recordal of asslgnments
and changeas of name and domicile related to the above: to
prepare, prosecute and register licenses of any kind; to act
as plaintiff or defandant in any instance or racourse, and
before any judge, corporation. public officlal or authorily m
judicial,- administrativea and 'polbe actions, such. as:

opposiions to the registralidn of trademarks; caducily,
cancellation and nuilty action$; claim actions derived from
the obtaining or exploitation ‘of licenses, action of unfair
competition; eriminal proceedings, aclions for payment of
damages: claims or observations on patent applications.

models, industrial dasigns and utlllty models; in the exercise
of praveniive measures and in other actions or similar
proceedings. '

I (We).

To that effect they hereby empowered to file applmtmns
formulate descriptions, amendments protests, declarations,
oppositions, canceliations, niilities, appeals and clams; lo
pay texes, quotas and assbssmenis prescribed by law,
renounce or waive the rights granted or in the process of
granting; to recelve ali kinds of documents and valuables,
giving the respective release of receipt, and, In general. to
take befora said authorities:the necessary sleps to such
effect, and any measures thlal they may deem partinent to
the safeguard of my (our) ! inlerast{s} with all the gthar
necessary legal powers.

This power includes the faclity to ratify or confirm desist,
settle and compromise on mY (our) behalf, and to substitute
this powsr in whole or In part and to revoke substitutions. At
the same time { (We) héreby appoints JUAN PABLO
CADENA SARMIENTO and/or BEATRIZ JARAMILLO
and/or CARLOS M. PALACIO EASTMAN and/or HECTOR
GOMEZ MEJIA, domiciled in Carrera 7 No. 16-56, Plso 9,
my (our) attorney(s) in fact, with powers io recelve
notifications and to deslgﬁata Judiclal and extrajudicial
attorneys.

Granied and signed in Stﬂl‘ﬂlter. 0K (U :



CERTIFICADO NOTARIAL {SOCIEDAD)

Hoy de de
personaimente comparecid ante mi

a quien conozco, y de quien me consta que firmd el anterior
documento, debidamente juramentado dedanﬁ y dijo que &l
(ella) es

de

-

Sociedad legalmente <constiilida para un periodo de
duracidn que ain no ha terminacio; que el declarante esta
autorizado por dicha oompaﬂla para conierir aste poder; que
el sello estampado por | @l al pie de tal poder, an nombre y
representacion de la expresada compaila, s & sello oficial
de ella; y que el objelo para el cual se confiere este
inslrumaento estd comprendido dentro del objeto social de la
sociedad.

El suscrito Notario hace constar qua tuvo a la vista las
pruebas de la existencia de la sociedad

Estado de
con fecha '

¥ que quien confiere el pEesenle poder es su representante

Notaric Publico (seflo)

CERTIFICADO NOTARIAL
PERSONA NATURAL

Hoy de de comparacid(aron) anlte mi

a quien {es) copozco y me consla que es{son) la(s)
peisona(s) firmanie(s) idel documento que precede vy
quien{es) declara(n) que otorgan el mismo para los fines y
proposilos que en &l se expresan

Notario Publico (sello)

NOTARIAL CERTIFICATE (CORPORATION)

Onthis 6th  dayof December of 2005 pggonully
appeared belore me

Stephen W.S5. McKeever
to me known, and known lo me to be the person who
signed the {foregoing instrument who being by me duly
sworn did depose and say that he (she) is the

Vice Prepident for Research and Technoleopy
Transfer

of

The Board of Regents for Oklahoma State
Universicy

Which 13 legally constituted for a ierm nol yel axpired, thai
deponent 1s authorized by seid Company to confar this
Power of Atiorney. that the seal affixed hereunto by the
depaonent in the name and on behalf of said Corporation is
tha corporate seal thereof; and that the purpose for which
thig instrument is granied is included within the comarate
purposa of company.

The undersigned Notary Public attests that he has sesn the
documents that prove the existence of the company

Stale of Oklahoma (U.S.A.)

under date of December & » 2005

and that he (she) who grants the presant power of attorney
15ils Reprasenta‘lwa

- Lod R W

Cindy L. Malayer
Commiesion Numbaer 00018223

Commission Exp. 12/9/2008
NOTARIAL CERTIFICATE

NATURAL PERSON

On this B day of of
personally appearad before me

who is{are} known 10 me and who | aitest executed the
foregoing document and he (they)l declared he (they)
grani{s) the document for the uses and purposes therein
expressed

Notary Public (Seal)
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TRADUCCION AL ESPANOL de! Documento de Poder otorgado por The
Board of Reagents for Oklahoma State Unlversity domicillada En 203
Whitshurst, Stiliwater Oklahoma Estados Unidos de América

OFICINA DEL SECRETARIO DE ESTADO
ESTADO DE OKLAHOMA !

APOSTILLA
(Convenci6n de La Haya del 5 de octubre de 1881)

1 Pals Estados Unidos de Aménca
Este documento publico
2 ha sido firmado por Cindy L. Malayer
3 actuando en capacidad de notario piblico Estado de Oklahoma
4 lleva el selloftimbre de Cindy L Malayer notano publico

Certificado

en Oklahoma City Oklahoma Estados Unidos de Aménca
El 20 de diciembre de 2005

por el Técnico Administrativo

No C00023964

Sello/timbre del Estado de Oklahoma

© & ~N g

10 Firma

(Firma)
Pat Coats
Técmco Administrativo
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Indusina y Comcreio

LN INILNIDT NCIA
SUPERINTENDENG OE INDUBTRIA Y COMBROIO
Rad 06-077106- -10000-0000

REQUISITOS MINIMOS PARA ADMIS "Tra g mterao02 Dap 2020 MIECREACIONES

Eve { REGDEPOSITO
PCT Act41d PRESENTACION Falos 30

PATENTE DE INVENCION \b] MODELO DE UTILIDAD [ ]
i

¢ Indicacién de que se solicita la concesion de una patente \q
4 Datos de identificacién del solicitante o de la persona que presenta la sollcltud\L

® Descnpcion de la invencion N
¢ Dibujos de ser estos pertinentes \f ]
¢ Comprobante de pago de las tasas establecidas \]
COMPLETAN INCOMPLETA [ ]

‘ENO INDUSTRIAL [ ]

indicacion de que se solicita el registro de Dise 1w Industnal [

Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud |
¢ Representacion grafica y fotografica dcl Diseno Industnial o muestra del

Trted bt Rl ed

matenal que incorpora el diseno [
¢ Comprobante de pago de las tasas establecidas ! [
COMPLETA [ ] INCOMPLETA [ 1]

ESQUEMA DE TRAZADO [ ]

Indicaciéon de que se solicita el registro de un Esquema de Trazado [
Datos de identificacidn del solicitante o de la persona que presenta la solicitud [
Representacion grafica del esquema trazado [
Comprobante de pago de las tasas establecidas [

B St S

COMPLETA { ] INCOMPLETA [ ]

Fdo B

Firma Res;gnsable

Fecha H - f-) é g Carrera 13 No 27 00 Piso5 7y 10
Conmutador 382 08 40
Fax 3505220
C mal infof@dsic gov co
WWW SIC gOV €O
Bogotad D C Colombia

=
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REPUBLICA DE COLOMBIA
SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

Bogoté,
2020

Doctor (a)

CADENA BARMIENTO JUAN PABLO

Apoderado(a) y/o Representante de

THE BOARD OF REGENTS FOR OKLAHOMA STATE UNIVERSITY

REFERENCIA Radicaclién No. 6§ 77106
Tr&mite 2
Evento 1
Actuacién 430

Oficio No. o _ .. 11884

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38 de
la Decisidn 486 de la Comisién de la Comunidad Andina, se le comunica que:

l. Debe allegar copla del documento en gue consta la cesién del derecho a la
patante otorgado por el{los) inventor (a) al{los) solicltante(s) o a su(s)
causante(s) (art. 26-k,Dec 486/2000).

En cumplimiento del articulo 39 de la Decisifén 486, se le requiere para que dentro
del término de dos {(2) meses siguientes ala fecha de notificacién del 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.

Notifiquese el presenta oficlo conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal
e), del capitulo quint 1l titulo primero de la Circular Unica ¥o.10 de 2001.

ALIX CARMEN. CESBPEDEB DE VERGEL
Jefe da la diviasitn de Nuevas Creacicnes

El antericr requerimiento fue notificado por fijaci®tn en 1ligta Ade
fe

ad::‘l'—!—g—ﬁﬁl 205

Be recuerda al interesado que debe presentar, dentro de los dieciséis meses
sigulentes contados a partir de la fecha de presentacién de la solicitud cuya
prioridad se invoca, copia de la misma certificada por la autoridad que la expidis
Y, en los casos en que baya lugar, la traduccién simple del capitulo
relvindicatorio. El incumplimiento de é&ste plazo, acarreari la pérdida de la
prioridad invocada.



