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(57) Rmumen: La presents invencidn comprends el ssilamisnto caracterizacidn ¥ expresidn do los fragmentos de DNA codificsn-
tes do las esfingomielinasss D de 3 especies ds arafia dal géneco Loxoscelex L. bonetl, L recloss y L. lasta y sos toxaldes. Tamblién
comprende Ia prodoceién por medios recombinantes de las exfingomiclinasss D actives ¥ s toxoldes su o como inmumdégeno
para ]u prodoceitn en verichmdos de anficrarpos neutralizantes del veneno commespondiente y du los Gragmentos Fiab'}2 respectivos.
Tumbién se inclaye el oso de las exfingomiclinnsss D recommibinantes como parte de un matrix antigfnica dtil en 1a inmunoparifica-
clén de anticuerpos y sos fregmentos o como perte de algtn dispositivo disgndstico para corrohorar en clfnica qoe el agenie camal
del entadn do envenenamienin de on paclente sea tna arafia del género Fozosceles. Asf mismn, In invencidn inchoye los vectones
molecnlares para 1a oxproxidin de los fagmentos do DNA, las copas que los comprenden, capaces do expresar Jas SMD de Loxosecles
y los métodos pam s expresidn.
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INMUNOGENO Y ANTIVENENQ CONTRA EL VENENO DE LA ARARA VIOLINISTA
DESCRIPCION

CAMPO TECNICO

La presente invencidn se refiere a proteinas recombinantes que comprenden la
secuencia de Ia esfingomielinasa D, componante principal del veneno de la arafla violinista
(Laxosceles bonell y Loxoscales recluse y Laxoscelas laela (varieded peruana)), les cuales
al ser inoculados en mamfferos generan una respueata inmune eficaz para neutrailzar la
sccién téodca del veneno total de los respectivos ardcnidos. Tamblén se reflere al uso de
estaa protelnas como inmundgenos para la produccidn en veriebrados de anticuerpos
contra los venenos totales de lbs reapeciivos ardcnidos. También se reflere a las
composiciones de dichos anticuerpos o sus fragmentos de unidn al antigeno y su uso an

' tratamientos del envenenamiento con la arafia violinista, ¥ a una matriz antigénica capaz de

lgar eepecificaments anticuerpos neutralizanies del veneno del ardenido, (tl pera la
purificacién por inmunosfinidad de fales egenies sercterapéuticos y fabolerupéuticos.
Adicionalmente se refiere a un dispositivo diagnéetico que incorpora dicha matrtz para
determinar ia especie a la que pertenece la arafia causante de un envenenamiento, y al
método para realkzar dicho diagndstico. En otro alcance de la Invencién también sa
Incluyen los fragmentos de DNA que codifican para las respectivas protainas
recombinantes, y las construcciones de expresién para dichos fragmentos, asl como las
chlules bacterianas transformedsas oon dichas canetrucciones ¥ el método para producir las
proteinas por via recombinarte. '

ANTECEDENTES

Las arfias que perienacen al género Loxosceles son conocides cominments como
violinisias por poseer una marca en forma de violin con el méstl hacia atrde en la parte
antero superior del cefalotérax (Platnick, 2000).

Las arafies que estdn comprendides en este género son cosmopolitas, generaimente
encontréndose en regionas con clima troplcal y templado (Ramos, 2000). En nuestro pals
so pueden encontrar alrededor de 30 especies de aste género (Hoffman, 1978, Gerstch,
19883). En su hdbitat natural e lsa pusde encontrar en la cortaza de drboles, debajo de
pledres y en cuevas. Pueden encontrarse coadatiendo con loa humanos: debajo de
muebles, en los rincones de las paredes, en hendiduras, surcos de instalaciones pecuarias,
madera, ladrilios y deaperdicios abandonados. Una de Ias principales por las que
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80 suscitan accidentes de mordedura por Laxosceles es, precisements, [a constants
convivencla con al hombre.

El envenenamiento causado por la mordedura de una arafla del género Loxosceles
ee Hama LOXOSCELISMO. EL efecto de la mordedura de la amfia violinista comdnmente
da lugar a (eslones necréticas locales o darmonecrosis (Loxoscellamo necrético), mientras
que en algunos casos liege a causar efactos sistémicos no necrosantss (Loxoscalismo
sistémica).

El grado de necrosis local sa relaciona con el eatadio en el que se encuentre ia arafia,
ia dosle del veneno que inyecie en la mordedura y el estado inmunitario del paclents (Moye
de Alba, 1897; Maguire, 1998).

La dermonecrosis es precadikia por edema, ecumulacién de células inflamatorias y
vasodilatacién, lo cual cuimina con una vesicula negra lamada comdnmente “ojo de buey”.
Ocasionaimente el género Loxosceles puede, ademés, producir hemdlisie intravascutar
asoclada a esferocitosis, alteracién que persiete durante varios dias (Magulre, 1666;
Rosas, 1988).

En Méxdco, en ¢l Seguro Soclal (informacién pereonal, Dra. Ma. Dal Carmen Sénchez,
Hospital "La Raza", Médco D.F.) se presentaron 15 casos en loe diimos 5 afice, 11 en
adultos y 4 en menores. En of 53.3% de los casos, ademds del loxoscellamo necrético, ee
presentd loxoscalismo sistémico, de los cuales el 82% murld en consecuencia.

25 Bloquimica del veneno

35

Hasta ol momento pocos venenos de arafias se han estudlado con detelle. El vensno
de Loxosceies estd compuestio por lo menos de diez a doce componentea (Russell, 1887),
entre los que figuran: esterasas, fosfalasa alcaiina, hishnonidesa, fosfohldrolesas, pasas
y proleasas, entre otroe.. Hasta shora se ha demostrado que el components principal y
causante de la dermonecrosis es la esfingomielinasa D (SMD). Esta enzima se une a las
membranae de células (eplisilales, endoteliales del tejldo vascular y eritrocitos) hidrolizando
a los esfingolipidos para postsriormente Uberar fosfoceramida y colina (Gatt, 1978), La
hidrélisls induce la quimiotmxds de neufrdfiics ocasionando frombosls vasculer y una
reaccién de tipo Arthus (Moye de Alba, 1897, Magulre, 1898; Sanchéz, 1693).

Las hisluronidasss, otras enzimas Involucradas en el envenanamiento, son comunes
en los venenos de cael todaa las arafias (Tan y Ponnundural, 1882). Han sido detectadas
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en un nimero considerable de especies (Geran, 1884) Incluyendo a Loxosceles sp.,

aunque en éetas se ha reportedo muy baja ectividad enzimdética (Wright, 1673). Las
hialuronidasas eetédn consideradas como faciores de dispareién del veneno, debldo a qus
la hidrélisis ds écido hialurénico faciiita la difusién del resio de los componentes tixicos
deniro de los tejidos de la viclima (Cevallos et &/, 1882). Las hlaluronidasas actiian como
factor dispersante y las proteasas se piensa que pudieran estar implicadas directamente en
la dermonecrosis a través de la digestién de lss proteinas que componen la matriz
extracelular (Young, 2001).

Recientes estudios han identificado dos proteasas, Loxolisina A y Loxolisina B
presentes en L infarmedia. Loxolisina A ea una metaloprotaasa de 20-28 kDa con actividad
fibriganciltica (degrada fibrinbgano) y fibronectinolltica (degrada fibronectina). Esta proteina
pudiera estar involucrada en los efecios hemormigicos observados lkncalments en el sitio de
= mordedura y en algunos casos en las hamorragias a nivel sistémico, mientras que
Loxolisina B #s una proieasa de 32-35 kDa con activided gelatinolftica, y aunque su funcién
es atin desconocida, posiblemente participa en la degradacién de coldgena dentro de la
matriz exdracelular, (Feltosa of al., 1888).

En L intermedia se han encontrado tres lsoformas (P1, P2 y P3) de la fraccién
necrotdxica, las cuales fueron altaments parecidas enitre sl a nivel bloquimico e
inmunoidgico. Slendo las dos primeras necrobdxicas, P2 con un mayor efecto, mientras que
la P3 fue completamenta Inactiva. El andlisls de las secuencias aminoacidicas de los
primeros 35 aminodcidos del exiremo amino terminal de las Isoformas revelé una alta
idertidad enire las miemas. Tembién se compararon con las sacuencias parciales de las
taxinas de oires espaciss de Laxosceles anteriormente reportedas, obteniendo un alto
grado de similliud (Tambourgl, 1688). '

En 1968 Smith y Micks demostraron que la Inyeccidn en conejos del veneno de L
reciusa, de L /eeie o de L rufescens, producia reacciones necréticas simllares. En
reclentes estudios se comparnaron las secusncias amino terminal de la esfingomielinasa del
vaneno de L reclusa, L deserta, L gaucho, L. intermedia y L. jasta determindndose
homologla entre elias (Barbaro et al., 18868).

A |a fecha se han reportado las secuencias completas de las esfingomielinasas D de
solo 2 de las espacles de Laxoscelss, L. /acla (Femades Pedrosa et al, 2002) y L.

intermedis (Kalapothakls et. al., 2002) estas presentan una identkiad de apenas el 658%



10

15

35

WO 2006015718 PCT/MX2005/000071

4
entre ol. Mientras qus solaments sa conocean los primarce 34 aa de la esfingomialinass de

L. reciusa, la cual resuita tener un 86.7% de ldentidad con la secuencia equivalents de L
Intormedia y 60% con la de L /aets, por lo que resulta imposhis establecer una probahle
secuencia para los cerca de 244 aa que adn se desconocsn de la enzima. Similarmente
sdlo se conocen 35 aa de [a regidn amino terminal de la esfingomiclinass D de L. deserte y
39 de la de L. geucho (para L. deseria sdlo se conoce la secusncia derivada del gen).

Se han reportado trabajos de generacién de anticuerpos contra especies particulares

.deanwalasypmab-amdadelumlﬂmoconmmsdearaﬂudoom

espocies del pdnerv. Par ejemplo se desarollé un conjunto de anticuerpos monocionales
contra el componente dermonecrético (de 35Kda) del veneno de L. geucho que slendo
efectivos para reconocer y neutrallzar el venano homélogo, su reconocimlento hacia los
vanenos de L. faeta y L infermadia fue mucho menor y su capacidad neutralizante fue casl
nuia, enoomplraddneonant!wupoe policionales generadoa cortra el mismo components
de L geucho que el reconocleron y neutralizaron de manera suficiants el veneno de L
intermedia y de manera parcial (80%) el de L. /eeta, sugiriendo la presencia de diferentes
epltopes en los componentes dermonecrdticos de estas especias, asl como diferencias en
Ins composiciones 'y toxicidades de esioa vensnos (Guliherme, et. al., 2001). Por otro lado,
hay evidencia de una marcada reactividad cruzada entre los venencs de L. reclusa y L
deserta cuando se emplea el veneno de cuakjuiera de las 2 especies para genersr los
anticuerpos (Gomez, et. al. 2001).

En témincs pgenerales axstsn dos [ineas para el fratamiento/prevencidn del
envenenamiento por animales ponzofiosos como la arafia violinleta: la Inmuntzacién pasiva
(mediante agantes seroterdpicos y faboteripicos) y la inmunizacién activa (a travée de
vacunas), la primera ee una medida terapéutica, mientras que la segunda es més blen una
madida preventiva.

En la generacién de vacunas han sido utilizado tanto venencs como taxines aisiadas.
Sin embargo, la exposicién a la mayoria de venenos no resuita en una inmunidad
protectora. Mde aiin, todos los intentos por crear inmunkiad protectora contra venenos
como vacunas han fracasado (Ruseell, 1971). En contraste, ha habldo éxitos creando eats
tipo de Inmunided contra toxdnas individuaies, Incluyendo [as vacunas contra la difterle
(Audlbert et. al., 1962), el tétanos (Alouf, 1885), el toxide de la a-Latrotcdna (Alagén et
al. 1988) y la esfingomialinasa D de L. /aefa (Araujo, et. al. 2003 ).
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Inmunizacién Paslvae

El dnico tratamiento disponible para envenenamientos es la Inmunizacién pasiva,
ademds de tratamientos paltativos de algunos de los eintomas especificoa.

En el caeo de la inmunizacién pasiva, los anticuerpos o fragmentos de los mismos que
s unirdn al veneno (antigenc) son moigenos, es decir que son producidos en un primer
animal. El suerc o antiveneno del primer animal se administra entonces al individuo ya
afectado por envanenamiento (huésped) para proveerie una fuents inmediata y activa de
anticuarpos especificos y reactivos. Los anticuerpos o sus fragmentos suminietrados
funclonarén pues, an clerta forma como el fueran anticuerpcs endégencs, ligando las
toxinaa del venano y neutrallzando au toxicidad.

La generacién comercial de ant-venenca se pusde realizar, dependiendo de su uso
final, en diversos mamiferos tales como ratones, conejos, cabras, vacas y cabalics, slendo
ol caballo el animal de aleccién de la mayoria de laboratorios, ya que es robusto y tolerants
al proceso de Inmuntzacién y sobre todo por que produce altos rendimlentos (hasta 16 L
por eangrado).

Sin embargo, hay aigunas desventajes iécnicas en el uso de cabalica para fa
produccién de antivensncs entre las cuales se encuentra la necesidad de cantidades
grandes de veneno (iInmundgeno o antigenc) para realizar la Inmunizacidn, forzando al
laborstorio @ contar con grandes dreas de amcnarios o contratar grandes coleciss de
eapecimenes a fin de contar con suficientss cantidades de vanenc. Por ejemplo, se estima
que s produccién, valoracién y control de calldad de un lote de antiveneno en caballos
requiere del veneno proveniente de cinco mil arafias muy blen estandarizado, lo que fimita
su factibliided comercial. Por lo que el contar con inmundgenos recombinantee capaces de
despertar una respuesta Inmunolégica comparable a la que desplertan los venenos
aplicados, puede ser una altermnativa conalderable para la produccién de antivanenos, puea
se tendrian Inmundgencs estables y conaistantss y an cantidades suficlentes, con costos y
riesgos mucho menores que el mantsnlemiento de los amcnarios o el Impacto a los
ecoslstemas de las colectas maslvas.

Existen particularments doa reportes del 'usc de proteinas recombinantes como
inmunégencs pam la generacién de anticuerpos en mamiferos contra venencs de arafias,
que son el toxoide de la a-Latrotodna (Alagén et. al. 1888) y una proteina de fueién que
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comprende la secuencia de la esfingomielinasa D de Loxoeceles Intermadia (Araujo, et. al
2003).

En Méxdco y Latinoamérica uno de 1os principales productores de antivenancs contra
venanoas de serplentes y ardcnidoe (alacrédn y erafie viuda negra) es &! instituto Blocldn 8 A

de C.V. que produce los anticuerpos en caballos para luego purificarios e hidrofizarios de
manera tal que sus antivenenos son en realidad fragmentos F(ab); de los anticuerpos, es

daclr, eon agentes faboterdpicos. Particularmente producen un antiveneno contra el venano
de la araiia viuda negra, el Aracmyn®.

Debldo a la varledad de efecios colaterales comunes y eerios de antivenencs no
purificados, el médico debe tener mucha precaucién pare evitar dar cantidades excesivas

de productos equinos. Una teorla gensraimente aceptada es que la alta incidencia de .

efectos colaterales con los antivenencs de cabeflo aciuales es debida al exceso de

proteina krelevante en las mismas (kmelevante en el sentide de no tener aclividad-
eepacifica contra el veneno). De acuerdo con osta teorle, 12 remociSn de tal protelna’

imelevante podrfa reduckr la carga de proleina exigena aplicada al organismo v,
consecusntements, reducir la Incidencia de respuestas Inmunes adversas.

Algunos investigadores en el asiado de la tcnica han considerado la posibliidad de 1a
purificacién por Inmunoafinidad. La meyoria de eecs estudios sdio han examinado
énllcuamos contra une sole toxine, por ejemplo Yang (1677) probd la purificacién por
inmuncafinidad de antlcuarpos contra una toxina de veneno de serplente. Eate investigador
usd la cobratoxina, una proteina neurctéxdca alslada del veneno de la cobra de Talwan
-(Nafa nqja atra), figada a sepharcss, como matriz antigénica y usando écido férmico para
eluir los anticuerpos toxina-especificos. Se reportd que ks anticuerpos ael purificadoce
tuvieron una mayor capacidad para neutraltzar la toxdna que al suero ain purificar.

Ofros Investigadores han eeguida esquemes wimllares ds purificacién como
Kukongvirlyapan et. al., (1982) que uliiizd la toxina 3 de Ngja naja slamensis igada a
diveros materiales para formar matrices anligénicas, logrando una separacién de
anticuerpos espacificos de caballo; Ayeb y Delori (1684) qulanes también siguleron el
esquama de Yang para purificar anticuerpos contre toxinas especificas do alacrdn y
Lomonta et al. (1885), quien purifics anticuerpos contra ia miotoxine de B. aspar acoplada
a Sepharoee.

W\
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De este modo, nuevamente el contar con esfingomielinasas recombinantes capaces

de ligar, preferentements unkdics a una metriz inerte, de manera especifica sdlo aquelios
anticuerpos © sus fragmentos que tienen una alta -eapecificidad hacla el components
nacrotéxco del veneno de ia arafia violinista, puede ser de gran ayuda pars remover toda
la proteina lrelevante pera el tretamiento del envenenamiento, nreduciendo
significativaments los rlesgos de reacclones inmunes advereas.

No es poco com(n que tras un incidente con Loxoacelss, el médico tratants o incluso
el paclente afectado 0'sus padres en caeo de menores, asuman eméneaments que e trate
del plquete de aigin insecto o mordedura de algin otro tipo de arafia y qus por tanto
apliquen un tratamiento insuficlents o emineo al pacents. Para cuendo empiecen &
aparacer los sintomas Inequivocos del loxocelismo, (a necrosis del tejido adyacente a la
herida pudiera estar ya muy avanzada y sélo encontrar remedio en el injerto de plal. En
este santido serfa convenlents contar con un sistema diagndstico de ficl lactura, que
permita ol médico {ratante determinar en las primerss horas posteriores al Incidente sl
electivamente se trata de una mordedura de la violinista e niclar de manera inmediata un
{ratamiento efectivo que evite ef desarrclio de Ia necrosis.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1. Cromatograma de Ia filtracién de exciusién molecular en gel (Sephadex G-75) del
exdracto de gléndulas de L. bonet/. Los nimeros romanoes corresponden & las distintas
fracciones obtenidas. La {inaa roja cormesponde a (a abesorbancia @ 260 nm y la axul a 280
am.

Figura 2. Anifisis maediante SDS-PAGE de las fracclones obtenidas por cromatografia en
pel. 1) Marcadores de Peso Molecular. 2) Fraccién | (2.24 pg). 3) Fraccién Il (3.84 ug).
4) Fraccién 1) (1.44 ug). 5) Fraccién IV (B ug), 6) Lisado de gléindulas de L bonet/ (28,0).

Figura 3. Resultado de [a Cromatografla de intercambio caliénico de [a fraccién If de L.
baneti. Cada plico representa una Iscforma. Las flechas seflalan oiras posibles laocformas
que &8s ahcuentran en menor cantidad dentro de la fraccién Il. La columna fue de tipo Mono
8. La columna midid 5 cm de largo por 0.5 cm de didmetro. La velocidad de fiujo fue de
1mi/min. La sensibiiidad fue D.2 AU. El buffer utiiteado fue am!illn de amonio 20 mM pH
4.7, utillzando un gradiente de 0-2 M NaCl. La velockiad de graficacitn fus de 15cmity.
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" Figura 4. e muetra el alilnemiento de iss secuencias de las & proteinas con actividad SMD

que estén comprendidas por las proteinas recomblantse de la presents invancién, con
algunas otras reportadas en la Meraturs. '

Niimero de acceso
an ol Gene Bank: espacie
"Lb1. AY558844 L bonetl
1. AYS550848 L redlus
"1r2. AY558847 L rociusa
L. L lastn
12 L lsein
La AAP44735 L. arfronica
U AAQ18123 L isein
UH17. AAM21154 L inetn
UH13. AAM21165 L lsatn

* Esta Patants

Figura 8. Se presentan los porcentsjes de kientidad de aminoécidos entre Ias
esfingomielinasas D de diversas especies de Laxosceles.

L
— L
La. AAP44T35 L
U. AAQ16123 L
LLH17. AAM21154 L
LH13. AAM21186 L

* Esta Patents

DESCRIPCION DETALLADA
Definiciones.

El tirmino “"anticuerpc” ee usado para referirse a anticuerpos polyclonales y sus
fragmentos.

El tdrmino “fragmento” referido a anticuerpos, comprande una porcidn del anticuerpos
completo, generaimente el fragmento de unién al antigeno, por ejemplo fragmentos Fab,
Fab', F(ab"),;, y Fv.
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Log términos "Neutrallzar" o “neutralizante” o "anticuerpo neutralizents” ss refleren a la

capacidad de los anticuarpoe de Ia presente invencién de uniree a |a esfingomieinasa D de
arafias del génerc Loxosceles ya ssa sislada o como parie del veneno total de dichas
arafias, y cancelar su efecto tdxico y el de dicho veneno.

El témino “Tratamiento” se refisrs @ un tratemiento terapéutico. Aqueiloa que .
necesitan tratamiento incluyen a aquelios individuca mordidoe por una 0 més arafias del
génera Loxosceles.

El término “Toxolds® se reflere a una versién mutante de las proteinas recombilantes
(8MD recombinanies) de la presents Invencién que carecen de actividad enzimética y
dermonecritica, pero que conservan ia propledad de gensrar anticusrpos netrusiizantss
del veneno de la arafia Loxoscelss &l ser uliiizades pama Inmunizar veriebrados,
parﬂm_lmnm malfercs.

Por “acarreador farmacéuticamente acepiable’ se entlende un excipients sdlido o
liquido, diluyents o sustancla la que se puede utiizer con seguridad en ia administracion
sistdmica o tépica. Dependiendo de ia nuta particular de administracién, una varledad de
acsmeadores farmacéuticamente aceptables blen conocidos en el estado del arts inciuye
mxipientes 9dlidos o liquidos, diluyentes, hidrotopos, agentes activoe de superficle, y
susiancies encapsuladoras. La cantidad del acarreador que ae amplea en conjuncién con

los anticuerpoe o sua fragmentos F(ab"); proporciona una cantidad practica mannsjable de
material por daels unttaria de la composicién.

Los acarreadores ecepimbles pama ia adminiatracién sistémica que se pueden
incorporar en la composiciin de ia presente Invencin Incluyen axicar, almidones,
celulosa, acsites vegetales, buffers, policlss y cido alginico. Los acarreadores sepecificos
farmacéuticamente aceptables se describen en los siguientes documentos, todos los
cualea 8¢ encuentran Incorporados por referencla al pressnis; patente estadounidense
4,401,683 Buckwalter et al. emitida sl 30 de agosto de 1983; Solicitud de Patente Europea
NGm. 089710, LaHann et al., publicadea el 28 de septiembre de 1983; y Solicitud de Patents
Europea Nim. 0088582, Buckwalter et al., publicada el 5 de enero de 1883. Los
acameadores preferidos para la administracién parenteral Incluyen proplien gicol, pirrolidol,
oleato etflico, etanol acuoso y combinaciones de lo anterior.

los acameadores representativos incluyen la acacla, agaer, alginatos,
hidroxdaiquilcelulosa,  hidroxipropl-meti-celulosa, carboximetilcelulosa, camagenina,
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celulosa en polvo, goma guar, colesterol, gelatina, goma de agar, goma arébica, goma de

karaya, goma de ghalil, goma de aigarroba, ocloxinot 9, alcohol olllico, pectina, Ackio
pollaciilico y sus homélogas, polistilenglicol, aicohel polivinliico, poliacrilamida, laurl) sulfato
de sodio, &ddo de polletiieno, polivinilphirofidona, monoestearato de glicol, monoestearsto
de proplien giicol, goma xantana, tragacanto, ésteres de sorblian, alcohol estearflico,
almidén y sus modificaciones. Los rangos aproplados varian de alrededor del 0.6% a
alrededor del 1%.

Como ss desprerdie de los antecedentes, a diferencla del problama de
smvensnamiento por la arafla viuda negre (Lafrodecius macians) pam la que ya existen
algunos tratamientos por antivenencs (fragmentos F(ab’); de anticuerpos palicionales de
caballo), psra ¢l laxoaceliamo, adn no existe ningdn tratamiento comercial La genaracién
de antivensnce por inmunizacion con veneno de la arafla pudiera ser una altermnativa, ain
embargo, fiene el inconvenients de que se requeriria de una gran cantided de aralias
{unas 5,000 por lote) para exdraeries cantidades suficlentes de veneno, ademds su usc
implica que el suero producido por el animal contiens una gran cantidad de anticuerpos
contra les muy diveress prolainas del veneno, la gran mayoria de las cugles no tlenen o
tlensn afectos minimoe en el proceso de envenenamiento en mamiferce y, por tanto, los
anticuerpoe contra las mismas no Hienen mayor aporte al tratamiento del envenanamiento y
sl en camblo contibuyen una gran cantidad de proteina exdgena el organiamo en
tratamiento, pudisndo ocasionar dafios laterales eevercs. En general, algunos enfoques
que se han seguido para reducir esa cantided de proteina, han sido al saparar la fraccién
de (nmunoglobulinas del suero, elimnando otras proteinas séricas (como la albdmina) por
precipitacién con eulfato de amonio o sodio, con la comespondlents disminucién de la
aclivided neutralizante, y la hidrdiisis con tripsina o papeina de tal fraccidn para lberar los
fragmentos F(ab) o F(ab)2, que conservan la aclividad neutralizante. Sin embargo, la
fraccién de anticuerpos o sus fragmentos siguen tenlando una alta proporcién de protaina
Iimelevante (por ser fragmertos de anficuerpos conira todos ios componentes del veneno
total y contra multiplas antigenoe indefinidos).

Este problema podria eer resueito mediante una pusificacién por iInmunosfinided si se
contara con una matriz Inmundgena que permitiera separar de manera espacifica de la
fuents de Inmunogiobuiinas o de Ios fragmentoa producto de su hkirdlisls, squelios
anticusrpos © fragmentoe espacificos, responaables de la neutralizacidn del efecto tddco
del veneno total.
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Por otro Iado, como sa menciond anterlorments, exdste una necesidad de contar con

un sistema diagndstico confiable que de manera ripida y senclla permita al médico
tratante determinar &l se irata de una mordedura de Laxosceles y poder entonces proceder
inmedistamente a aplicer un tratamliento adecuado que evite la necrosis del tejikdo
adyacante & la zona de la mordedura.

Para resolver estos problemas, ioa invantores de la presents Invencién han abordado
la esirategia de caraclerizar el veneno do L bonell, alslar y purificar su componenis
dermonecrético y alslar y caracterizar el ADN codificante del miamo, asl como el ADN
codificants del componente dermonecritico de L. reciusa y L aefa (variedad perusna),
clonar iss secuenclas codificantes en vectores de expresion adecuados, expresar las
proteinas recombinates activas y probarias en cuanto a au capacidad de pensrar una
respuesta inmune aficaz en la neutrsiizacién de la propla necroloxina y del veneno
homélogo total, s/ como eén pruabas de reaccién cruzada, del veneno de estas especies
de Loxosceles.

Las proteinss recombinentss activas de L boneff (SMDrLb), L. reciusa (SMDrir) y L
jlsofa (veriedad peruana) (SMDrLI) pueden ser utlilzadas como inmunégencs para la
generacién de antivenenos en vertabrados; ligadas a soportes sélidos o samisdlidos para
generar matrices antigénicas dtiles para inmunopurificaciones de antivenenos; y sn el
disefio y construccién de sistemas diagnésticoe para determinar &l un paciente padece de
loxoscellsmo.

Como sa detalla en &l ejlemplo 1, ice inventores de la presente invancién separaron e!
veneno fotal de L bonst! en fracciones, encontrando que edlo la fraccldn || presenta
actividad dermonecrdtica y lograron asparar 3 isoformas del componente dermonecrético.
Encontraron que sdlo lae iecformas | y Il eon aclivas, slendo la primera la de mayor
actividad, y obtuvieron la secuencia aminoacidica del amino farminal de las tres lecformas,
mismas que se usaron para diseflar los oligos especificos para obtener las cionas del
components necrotéxico a partir del RNAm extraldo de gléndulas venanosas de las arafias
(ver ejempio 3) slendo salacclonade |a clona 30-8 para su expresién. Para ello Ia clona 30-
8 fue subcionada en el pldemido pTrcHIS-TOPO, obteniéndose el pldsmido pTreHIS-TOPO
30-8 (ver detnllss en el ajemplo 4) y expresada en E. colf XL1 Blue logrindose su
expresién an forma de cuarpoe da inclusién, que fueron solubllizados y refolkleados. La
proteina recombinante eolubliizada y refoldeada carecid de actividad esfingomielinesa D
(SMD) y dermonecréitica y los anticuerpos generados en conejos contra la misma, aumque
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capeces de reconocer la proteina mediants Weatern Biot, fueron Incapaces de neutrafizer

ol yonano completo de la arafia L boneti.

Tras un andlisls, se conaideraron los sigulentss factores para tratar de expresar s
proteina racombinante en forma soluble y activa: !) La secusncia del fragmento utiilzado
carecia de loa primeros 4 codones por lo qus Ia secuencla aminoacidica de la proteina
recombinante carecia de los primercs 4 aminocdcidoa del exiremo amino terminal; ) el
vector pTrcHIS-TOPO tiene justo antes det sitio de corte de BamH | la secuancia de 38 aa,
incluyendo la metionina Inicial y una cola de @ histidines Gtiies para la recuperacién de la
proteina, que més los 2 codones ocupados por el sitio de BamH |, le agragan un total de 38
aminodckics a la protelna recombinente, loe cuales pudieran ser responsables del mal
plegamianto de [a mlema; y fi) es sabido (vease el pET System Manuql) que algunas capes
ds E. coll puaden favorecer el plegamiento adecuado de aigunas proteinas recombinantes
que expresan. Adicionaiments, se habla reporimdo la expresaldn exiiosa de la proteine
recombinante que comprande la sscuencla aminoacidica de una de las Isoformas de ia
eslingomielinasa D de L. /aefa en E colf BL21 (Femandes Pedroza, et. al. 2002).

Por ello se decidid completar la secusncla codificants (los 4 aminodcidos faltantes)
como se muestra en el ejemplo &; cambiar al vector de expresion pQE-30 que adlo agrega
12 aminoécidos a la proteina recombinatte en su extremo amino terminal; y expresario en
fa cepa BiL21 da E. coff (ver sjemplo 8). Nuevamentie se obluvo una expresién, aunque
cuantiosa, en forma de cuerpos de Inciusidn con une actividad enzimética despreciable.

Es sabido que sl la axpresidn es demasiado cuanticea, toda la proteina se acumule en
forma de cuerpos de Inclusién, por lo que pueds ser recomendable treter de reducir la
expregion de [a proteina. Para lo cual se realizd una expresién controlade de la proteina,
como se detalla en el ejemplo 7, logrindoes esia vaz expressr la protelna tanto en forma
de cuerpas de Inclusién como ecluble, que una vex purificada demostrd tener la misma
actividad especffica que la iscforma | nativa, y con una LD50 de 2.55 pg por ratén.

La ssfingomielinasa D recombinants soluble de L bonet! (SMDrLb) as! producida fus
utiizada para Inmunizar conejos (ver ejeamplo 8) obtaniéndose titulos de hasta 28,300. Los
snticuerpos resultantss fusron neutralizante tanto de ia protainga recombinante activa (DE50
= 154,8)Uraton para 7.8ug del antigenc), coma dal proplo veneno nativo de Ia arafta L
bonstl (DES0=149.6/ratén con 3 DL50 del venano nativo).
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Con base en la experiencia segukia pera la obtencién de la esfingomielinasa D (el

components dermonecrdtico) de L bonef/, se procadié a obtener las esfingomielinasas D
de L reciusa y L. isefa (varledad peruana). En el primer caso se conoce de la teratura ln
secuencia eminoacidica de loa primeros 34 amindcidos del amino terminal de Ja
esfingomielinasa D de L reciusa (Barbaro, K.C. at. al., 1998)yalooln-cldlr axactaments ios
primeros § aminoédcidos con los correspondlentes de L bonall, se decidid utilzar los
mismos ofigoe para obtener el cDNA del componente dermonecrético a partir del RNAm -
extraldo de gléndulas de la arafla (ver ejemplo8). En este caso sa obtuvieron los cONA de
dos lsoformas activas do la SMD de L. reciusa, S8MDrLr1 y la SMDrLr2 (con un 80% de
identidad entre sl) con actividad de 27.2 U/mg para la SMDrLr y 11.47 U/mg pera la
SMDrir2. Similarments a lo reallzado para L. bonet), los Inventores subclonaron las clonas
en el pldamido pQE-30 y se axpresaron en forma controlada en la cepa de E. colf BL21 (ver
elemplc 10). Para elempifficar su uso como Inmundgencs para la genaracién de
anticuerpos neutralizantes del veneno de Ia amafia L. reciuss, una de lae esfingomialingsas
D recombinantes sclubles y activas de L reciusa as! producida, la SMDrLr1 fue utilizada
para Inmuntzar conejos (ver ejempic 1%) obisniéndose tfuios de hasta 33,000. Los
anticuerpos resultantes fusron neutrelizantes tamto de la proteina recombinante activa
(DES0 = 165 pliratdn con 12ug de proteina recombinante), como del propio veneno nativo
de la arafia L. reciusa (DES0=175 pl/ratén con 12 pg de veneno).

En el segundo caso, se conoce de (a (teratura la sacuencia aminoacidica completa de
algunas de las Isoformas activas de la esfingomielinasa D de L. /aets (variedad Brasilefia)
(Femades Pedrosa et. al., 2002). Con base en elias, sa disefiaron los oligos LIS'Bam HI y
LI3'Sal | para obtener al cDNA del componente dermonecnético a partir del RNAm extraldo
de giinduias de [a amafia (ver ejempio 1Z). En sete caso los inventores lograron alslar loa
¢DNA de 2 isoformas distinias entre sl y aciivas, la pimera de elias la SMDrLJ1 con una
MﬂdesaﬁunmyhmundaBMDmmumacﬂvldaddézszum.
SimBarments a lo reallzado para L. bonetl y L. reciusa, los nventores subclonaron las
clonas en el plaamido pQE-30 y se expresaron en forma controlada en la cepa de E. coli
BL21 (ver ejemplo 13). Al ser sacusnciados los fragmentos de ADN codlficantes una de lss
proteinas codificadas, la SMDrLI1 resultd tener una secuencia primaria ligsraments distinta
(89% de Idantidad) a Ia reportada por Femades Pedrosa, et. al. para la isoforma H17 (que
e la lecforma que reporta como activa), mientras que la SMDrLI2, que en la presente
fnvencién resufta tener cerca da 3 veces la activkilad de la SMDril1, presemt$ una
sacuencia 84% Idéntica a la Isoforma H13 que ee reportada por Fernadea Pedroea, et. al,
como inactiva, Para ejempilficar su uso como Inmunégenos para la generaddn de
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anticuerpos neutraiizaniss del veneno de ia arafia L. reciuss, una de laa ssfingomielinasas

D recombinantes solublea y aclivas de L /eeta (varledad peruana} aeel producidas, la
SMDrLI1 fue ulilzada pera inmunizar conejos (ver ejemplo 14) cbieniéndose anticuerpos
neutralizantee tanto de la proteina recombinante activa (DESO = 200yl por ratSn para 12ug
de proteina) como del propio venenc nativo de la araia L. /asta (varledad peruana) (DESO=
ﬂsmpumnm‘llmdnm).

Las proteinas recomblantes de la presents invencidn SMDrlb, SMDrir1, SMDrir2,
SMDrLl4 y SMDrLI2 fueron expreades utiizando el piamido pQE30, que adiciona a la
regidn amino (versiones emino) de la proteina una secuencla de 12 sminodcidos
MRGSHHHHHHGS (SEQ. ID. NO: 25) que incluyen una cola de 6 Histidinas. $in embargo,
pueden ser axpresadas en otros slstemas de expresién qua Introduzcan ya sea al exiremo
amino o al carboxdio de las protainaa ofras sscuencias de aminodcidos. Un sjempio es el
plésmido pQESO (INVITROGEN) que incluye en la regién amino solo ke eminodcidos
Metionina, Glicina y Serina, mientras que en &l exdremo carboxlo incluye una secuencia de
8 amindcidos RSHHHHHH (SEQ. ID. NO: 28). En el elempio 18 ge subclonaron las clonss
Lb1, Lri, Li2 y L2 en ol pidsmido pQESD y se expresaron de manara controlada para
obtener las versiones carbaxilo de lss proteinas {con la cola de Histidinas en dicho
exiremo). Las proteinas recombinantes obtenidas que al igual que las versiones amino
respectiva comprenden las sscuencias SEQ.ID.NO:11, SEQ.ID.NO:13, SEQ.ID.NO:15 y
SEQ.ID.NO:21, resuitaron activas. ’

Un primer sicance de la presenie Invencién se refiare, pues, a las proteinas
recombinantss SMDrLb, SMDrLr1, SMDrLr2, SMDrLI1 y SMIXLI2, sin importar el se trata

" de sus veralones amino (con la cola de Histkiinas en ef axiremo aminc) o versiones

carboxdlo (con la cola de Histidinas en dicho extramo) que comprenden las secuencias de
las esfingomielinasas D nativas de las araflas L bonell, L. reciusa y L /asis
respectivaments SEQ. ID. No; 11, SEQ. ID. No: 13, S8EQ. ID. No: 15, 8EQ. ID. No: 18 y
SEQ.ID.No:21 o variantes o mutantes de dichas sscuencias, y que presantan actividad de
ssfingomielinasa D.

Un sagundo alcance de la presents Invencitn sa reflere a los fragmentos de DNA que
comprenden las sectencigs codificantes de las proteinas recombinantes SMDiLb,
SMDrLr1, SMDrLr2, SMDrLi{ y SMDrLL2, con sscuencia SEQ. ID. No: 10, 8EQ. ID. No: 12,
SEQ. ID. No: 14, SEQ. ID. No: 18 y SEQ.ID.No: 20, respectivaments, cuya obtancién se
detalia an los ejemploa 6, B y 12
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Es conocido que el cidigo gendtico es degenerado, ea dedir, que pam un mismo
sminodcido suele haber mds de un codén cadificants, comdGnments, la diferencla entre
e308 codones oe |a tercera de Ias beses. Es obvio para un experto en el estado de la
técnics, que es poalble llevar a cabo sustiuciones de algunas bases en cualquiera de Ias
secuencias nucieotidicas codificantes de ias protelnes recombinantes de la pressnte
Invencién (SMDrLb, SMDILM, SMDrLi2, SMDrLI1 y SMDrLI2), que codifiquen exactaments
las mlamas secuencias aminoacidicas que las presentadss en laa SEQ ID NO: 11, SEQ ID
NO: 18, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 18 y SEQ 1D NO: 21, generédndose "mutaciones
slienciosas’ de las mismas. Esto puede ser particularments a8l cuando se desea axpresar
las proteines recombinantes de la presents (nvencién en hospederoe recombinantes
distintos, puee es sabido que diferentes tipos de hospeaderos tienen una “preferencla” de
uso hacia clertos codones para determinados aminodcidos. Tales “mutaciones slienclosas”
caen dentro del alcance de la presante invencidn, pues el producto de su expresién es -
nuevamenis Ias mismas proteinas recombinantes SMDrLb, SMDrLr1, SMDrLr2, SMDrL! y
SMDrLL2 de la precente invencién,

" Por otro lado, también ea abvio pama un experto en el estado de la técnica que es
posible austifulr algunos amincédcidos fuera del aitio activo de Ia proteina por otros de
caracter{sticas semejantea de las secuencias aminoacidicas, por ejempio, un aminoécdo
polar por otro polar, uno aromdtico por ofro aromético, unc cargado por otro, etc. No se
espera qus tales muiaciones produzcan cambios sustantivos en la activided de lss

- proteinas recombinantes, por ello aquellas mutaciones puntuales o elic-especifiicas a los

fragmentoe de DNA codlificantes de las proteinas recombinantee de la presente Invencin,
que produzoan protainas funclonaimente equivalentes (ee decir que tengan actividad de
esfingomielinasa D y causen dermonecrosis a un mamifero inoculado con ellas)} quedan
comprendidas deniro del alcance de la presents Invencién,

En un glcance adiclonal, la presents Invencidn se reflere a mutantes de lee proteines
recombinantes de la presents Invencidén y sus DNA codificantes, que constituyen toxoldes
de las mismas, es decir gue carecen de actividad enzimética como esfingomielinasa D y
del sfecto dermonecritico, pero retienen la propledad de ser expresadas en forma soluble
con loa métodos antes deecritoe y de generar por Inmunizaclon de vertebrados,
particularments mamiferos, anticusrpes neutralizantes del veneno de la arafla Loxosceles.

Particularments con base en ia deecripcién del centro activo de una de las [acformas de
la esfingomialinasa D de L /asfe (Murakami et. al. 2005) donde se evidencia que la unién al
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suetrato y el estado de transicién de la enzima son esteblizados por el 16n Mg* el cual

forma un enlace de coondinacién con los aminodcidos Glu32, Asp34 y Asp81 y moléculas
ddMEqdmmﬂmﬂlﬁdeo—bmpmpuednpmhm.bu
aminodcidos His12 y Hied7 jJusgan un papel clave (todos Jos aminoécidos contados a partir
del axiremo amino ferminal de la proteina madur). Por eflo esos 5 aminadcidos resultan
ser blancos espaciaiments atractivos para llevar @ cabo un mutagéneals dirigida buscando
obtener mutantes que resultan taxcides de las esfingomielinasas D de arafias Loxoscelss.
En L. bonelly L. reciusa, el equivalente de estos aminodcidos son Glu31, Asp33 y Aspd1 y
las His 11 y Hie47. Particiarments se consideré que reallzer las mutacionss sobre el
Glud2 (o Glu31 para L boneii o L. reciuss) saria altaments atractivo para llevar a cabo la
sustitucién de un aminoécido, que rompa el enlsce de coordinacidn con el Kin Mg™ y sobre
la His12 (0 His11 para L bonelf o L. rediusa) serla altamenie atractivo para realizar la
sustitucién de un aminodcido, qua sin Interfarir con ka dimerizacién de la esfingomielinasa
D, la hags perder su aclividad enzmatica.

Para probar esto, a modo liustativo, méds no Imitetivo, como se muestra en el ejemplo
18, o construyt un toxoide de la proteina recombinante SMDrLD, con |a sustitucién de la
Histidina 11 por Usina generando ia SEQ.ID.No: 27- que codifica pera la secuencia
amincacidica SEQ.!D.No:28. simultdneamente ss conebruyd un toxokie de la misma
proteina recombinanta SMDrLb con el Glu31 sustiiuido por Lisina generando la SEQ.ID.No:
290 que cxdifica para la sscuencla aminoacidica SEQ.ID.No:30. Dichas muteciones
ocasionan que las protsinas expresadas (SMDrib(H11K) y SMDLB(E31K),
raspectivaments) por loa métodos antes descritce carezcan de actividad enzimética como
esfingomiefinasa D y del efecto dermonecrdtico, pero retengan la propieded de eer
epresades en forma soluble con los métodos antes descritos y de generar por
inmunizecién de vertebrados, particularments mamiferce, anticuerpos neutraiizantes del
vaneno de |a arafia Laxosceles (al menos L. bonetl).

Otro alcance de la presente Invencién se refisre ai vecior de exprersidn en el que se
clonan los fragmentoas de DNA que comprenden culquiera de las sscuancias SEQ. ID. NO:
10, SEQ. ID. NO: 12, SEQ. ID. NO: 14, SEQ. ID. NO: 18, SEQ. ID. NO: 20, BEQ. ID. NO:
27 y SEQ. ID. NO 29: . Bxdate una gran diversidad de veciores de expresién por lo que en
su eleccion se deben conskierur que el No. de aminodcidos agregados a ia proteinas
recombinanies no sea tan grande que reduzcan dristicamentis la solublidad y/o Ia
sctivided del producio de sxpresion. Algunce sjemplos de vectores de exprealén son los
pQ30 y pQ80 de Qlagen. Obviamente ofro eleamento a coneiderar en la elecclén, es la cepa
bactariana a utilizar.
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Otro alcance de la prasents Invencién se reflere a la cepa bactariana recombinante a
utiizar on la expresién de las problm_mcomblmmse de la presente invencidn.

. Eacherichia col, es la sapecie bacleriana mejor conocida y es ampllaments utiiizeda en la

expresidn de proteinas recombinentss, por lo que la cepa bacteriana recombinants de Ia
presents .Invencién, preferentaments es de esia especle. Como ya se ha menclonado,
algunas cepas favorecen el pisgamiento de ise proteinas recombinantes que expresan. Un
ejemplo de este tipo de cepas es la Escherichia ool BlL21. De este modo la cepa
bacteriana recombinanta de ia presante invencldn prefererdemente es E. colf BL21.

Otro alcance de le preesnts invencidn ee reflere a loe métodos recombinantee para
producir la proteinas SMDrlb, SMDriri, SMDrir2, SMDLH, SMDrI2, o eus toxvides
mediante el uso de los fragmentos de DNA con secuencla SEQ. ID. No: 10, SEQ. ID. No:
12, SEQ. ID. No: 14, S8EQ. ID. No: 18, SEQ.ID.No: 20, SEQ. ID. NO: SEQ. ID. NO: 27 y
SEQ. ID. NO: 20 respectivaments. Esto se Hustra an los ajemplos 7, 10 y 13. De este modo
un método general para le produccién de las protainas recomblantes de la presente
invencién comprende los pasoe de:

a) incubar en un medio adecuado y sn condiclones adecuadas de cultivo, una cepa
bgclﬁrhna recombinants transformada con un vector de expresién que comprende un
fragmanto de DNA salacclonado del grupo que consista de los fragmentos de DNA con
secuencia SEQ. ID, NO: 10, SEQ. ID. NO: 12, SEQ. ID. NO: 14, SEQ. ID. NO: 18, SEQ. ID.
NO: 20, S8EQ. ID. NO: 27 y SEQ. ID. NO: 28.

b) apcionaimente, separar del medio la masa celular y

c) romper les células para Iberar la proteina y

d) opcionaimente separar y purificar la protelna recombinante.

La saleccidn del sistema de expresién vector-hudeped puede ser varlada, en Ia
prasente invencién a modo Rustretivo mide no imitativo, 8o eligid ja cepa BL21 de E. colf
para sar utfizada en los métodos de produccién de ias proteinas recombinantes de Is
presente Invencidn y se reallzd una expresién controlada de las miaman, medlante una .
induccldn con IPTQ 0.1 mM, por lo que preferentements, en el método para la produccién
de las proteinas recombiantes de la presents Invencidn, al alcanzarse una masa celular
adecuada, se Induce la expresién con une concentracidn de IPTG de 0.1mM, a una
temperatura entre 20 y 25°C y por un periodo de al menos 12a 20 hr.

Otro alcance de la presents Invencién ee reflere a el uso de las proteinas
recombinantes SMDrlb, S8MOrlri, SMDvLr2, SMDrl1, SMDril2, SMDrAbH1IK) y
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SMDrLb(E31K) como Inmundgencs para la generacién en vertebrados, de anficuerpos

neutraiizantes del veneno total de arafias del género Laxosceies con vistas a la produccidn
industrial de antivenencs contra los venenoe de tales araflas. Eato se (lustra claraments en
ioa ejempios 8, 11 y 14 en conejos y en el ejemplo 17 en cabalios, aunque ee ya también
conocida Ia produccién de anficuerpos en aves como la gallina. Para ello se utillza un
mpoﬂddnhmumg&ﬂaquampmﬂedmmumdgmmmm
la presents invencién. Tipicamenie una composldidn inmunogénica de este tipo puede
adiclonaimente comprencier algin slstema amortiguador de pH y sigin adyuvants como el
adyuvants completo o Incompleto de Freund. Un mélodo para producir anticuerpos
neutrafizantes del veneno de araflas del género Laxosceles, conforme a la presente
Invencion, comprande el inyectar en un vertebrado, una cantidad efeciiva suficients para
generar anticuerpos, da una compasicién inmunogénica, como la arriba desarita que
comprende al mencs una de las proteinga recombinantes de la presente Invencién, El
vertebrado, preferentements ee un mamifaro, pudiendo ser entre ofros un consjo, una
ovela, una csbra o preferentemente un caballo, como lo lusta el ejamplo 17.
Praferantomente, dicho método incliuye recuperar del animal los anticuerpos, tiplcaments
del suero o plasma sanguineo. Preferentements dichos anticuerpos son neutrallzantes del
efecto thdco in vivo del vaneno total de la ersfla Loxosceles, preferentements de eespecies
seleccionadas del grupo que consista de L banetl, L reciusa y L. leeta.

Un aicance edicionsl de ia presente Invencién se refiere a las composicionses que

comprenden los anticuerpos o sus fragmentos de unidn al anigeno, neutralizantes de!

efecio in vivo del veneno de la arefia Loxoscsies, producidos por el método amriba descrito.
Dichas composiciones compranden anticuerpos generados contra al menos una de las
proteinas recombinantes de ia presents invencidén. Preferentements, {a arafia es de una
eapecie selaccionada del grupo que consiate de L. bonet, L reclusa o L. laeta.

Dado qus los anticuerpos generados conira las proteinas recombinantes de la presents
invencién, ya sea en forma alslada o0 como una mezcla de Inmundganos, han demosirado
ser neutralizantes del veneno de Ia anafla Loxosceles, pueden ser utllizadoa como parie de
una compoalcidn farmacéutica para trater paclentes que han sido mordidos por la arafia
Loxoeceles, particularmente las eapecies L bonell, L. reciusa y L. /eeta. Opclonaiments la
composlclén farmacéutica puede Inclulr acarreadores farmacéuticamente aceptables como
loa antea descritos. .

De acuerdo a ello, otro alcance de la presante Invencién se reflers a composiclonss
farmacéuticas que comprenden [oe anliwerpos neutralizantes (o sus fragmentos)

1%
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- producidoa medtants los métodos anmba descaitos, wsando como Inmundgence una o més

de las proieinas recombinantes de |a presente invancién, donde dicha composicién
neulraliza el efecto thxdco del'vaneno de Ia arafla Laxoasceles y as (il pera treter Individuos
mordidos por dicha arafta Loxososies.

En ofro alcance, la presents invencin se reflere a un método para tratar individuos que
necesiten dicho tratamlento, particularments individucs que hayan sido mordidos por la
arafia Loxosceles, particulaments L bonell, L. reciosa y L iseia, donde dicho método
comprende la edministrecién de una cantidad farmacéuticomente efectiva de la
composicién farmacéutice antes deecrta. La composicién farmacéutica puede ser
adminietrada local o selstémicaments por viee tales como la Intravenoss, la subcutines,
intramuscular, vaginal, intraperitonesl, nessl, oral para proteger a los Individuos contra el
efecio téxico del veneno de [a arafia Loxosceles.

Las proteinas recombinantas de ia pressnte Invencitn (SMDrLb, SMDrlr1, SMDrLr2,
SMDrLI1, SMDrLI2, SMDrLb(H11K) y 8MDrL(E31K)), pusden también ser utiizadas para
generar una metriz antigénica al eer ligados ya sea covalentements o por interacciones
hidrofébicas o hidrofllicas, a algn sustrato como la poliacrilamida, el polivinilo, la agarcsa
aldshido activada (patentss estadounidenses No. 5,904,822 y 5,443,076), la sepharose, ia

carboximetl! celulcsa o algin ofro, de tal foma que esa metriz sea capaz de ligar

eapacificamente ya sea anticusrpos (generados contra veneno total de las arafise

. Loxosceles o conira los mismo venence enriquecidos con algunas de las proteines

recombinates de la presente invencién, o conta mezclas de tales proteinas
recombinantes de la presente invencién) o los fragmentos F(ab) ¢ F(ab')2 obtenkios de la
hidrdlisls de tales anticuerpos, siendo Ol en la purificacién por Inmuncafinidad de dichos
anticuarpos ¢ fragmentos F(ab) o F(ab’)2, por 10 que el uso de las proteinas recombinantes
ds |a presente invencién en la matriz antigénica y dicha matriz antigénica quedan Incluldos
an ol alcance de [a presents Invencidn. Esta inmunopurificacién de los anticuerpes o sus
fragmentios durante el proceso de manufaciura de antivenencs, ayudand a disminulr la
proporcitn de protaina exdgena imejevants que se administa a un peclente mordido por
una arafle Laxosceies. Asl pues, oifro alcance de la presants Invencién se reflare a una
compoalcidn que comprende al menos una de las proteinas recombinantes de la presents
invencidn, igadas a un sustrato, caracterizada por que diche compoeicién es capaz de ligar
especificaments anticuerpca generados contra ol veneno de arafias del género Loxoscsies
o contra dicho veneno enriqueciio con al menos una de [as proteina recombinante de Ia
presanta Invencién.

RX
M
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Otro alcance méds de la presente Invencién se reflere &l uso de las proteinas
recombinantes de la presente Invencién (SMDrLb, S8MDrlr1, SMDrLr2, SMDrL4, SMDrLI2,
SMDrLb(H11I'0ySMDrLb(E31K))andIugnHm.Enpou'blanndianhelmdounlqulam
de las proteinas recombinantas de la presents Imvancidn generar anticuerpos monocionales
especificos contra algdn epitope pressnts solamente en dicha proteina recombinante o la
correspondients toxina nativa del veneno de la especie homéioga de arafia Laxosceles,
pmmnbmlamalwmnodomm.upeebadem.mﬂohlm
recombinaries pusden ser usadas como parte de una mairiz antigénica en la que estén
ligadas covalentements o por Interacciones hidrofébicas o hidrofflicas a un sustrato, y dicha
matriz puede ser utiitzada como parts de un dispositivo diegndstico. Dicho disposiiivo podrd
ser utiizado para detectar la presencia en una mueatra (de un Iindividuo presuntamsnte
mordide por una arafla Loxosceles), de anticuerpos generados (por el organismo del
Individuc)  especificaments contra ia toxina netivea homéloga del veneno de una arafia
Laxosceles especifica, determinando sl la amfia que mondid al individuo pertenecia a esa
aspecie de Loxosceles, Esto ss puede reallzar con cada:'una de las proteinas
recombinenies de la prasents Invencién, con lo que se lograria determinar a cual de las
aspecies homéloges (L. boneti, L. raciusa o L ieeta variedad peruana) pertenece la ardfia
causante de la mondida, dando al médico tratante una hermamienta pare dirigir el
tratamiento en forma especiica. Un método para diagnosticar el el animal que picd un
individuo pertenece a una especies particular de la arafia Loxosceles comprenderé el poner
en contacto el dispositivo aniba mencionado con una muestra del individuo picedo por el
alacrdn. 8] esién presentes, los anticuerpos genemdos particularments contra la toxina
natural del veneno de Ia arafla que monrdié al individuo reconocerdn y ee ligarén a alguna
de Ias proteinaa recombinantes del dispositivo. Un sistema de detecclén opclonal puede
ser utillzado para revelar la presencia de los anticusrpos de la muestra ligados a la proteina
recombinante del dispositivo. Este alstema de deteccién puede estar basado en métodos
inmunc-enziméticos, de inmuno-fluorescencia o inmuno-cromatogrifia.

MATERIAL Y METODOLOGIA

1. ARANAS

Los ejemplares de L boneli fueron colectados por gente capacitada para el
reconocimiento del género Loxascelss, en las Comunkiades de La Caplla y Corral de
Toros, Municipio de Iguala, que ee encuentran en la parte cantro del Estado de Guerrero,
segln la distribucidn determinada por Hoffman, 1676 y Gevstch, 1683, Parge confirmer esto
se mandaron 10 hembras y 10 machos al Musec de Historla Natural de New York con el

17
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Dr. Norman Plainick, que las identificd como tales. Los ejemplares de L. reciusa fueron

colectados en Stllwater, Oklahoma por los Inventores de ia presente Invencién, mientras
que los elemplares de L. /esta (veriedad peruana) fusron colectados an Is cludad de Lima,
Perd.

2 OBTENCION DEL VENENO

Las giéindulas de las arafias fueron extraidas mecdnicamente, jalando los quelicercs
para desprenderiae, Estas se colocaron en buffer acetato de amonio 20 mM pH 4.7 .y se
maceraron con un homogenizador de tefldn (50 aparatos venenosos por ml); ss

centrifugaron dos minutos a 14,000 rpm con el fin de quitar reslduos adlidos y restos

caelulares no daseados; se aimacenaron a -70 °C hasta su uap.

También ee obluvieron cantidades limitadas de venano puro (difersnts a! extracto de
gléndulas descritc). Para ello e aprovechd el hecho de qus algunas araflas expulsan,
como resultado de la manipulacién, pequefias cantidades de veneno, las cuales fusron
colectadas can tubos microcapilares.

3. PRUEBAS BIOQUIMICAS
a) Cromatografia de exciusién molecular en gel

Se empisd una columna de 170 cm de largo por 1.4 cm de didmetro. La resina
salecclonada para empacar la columna fue Sephadex G-75 (SIGMA CHEMICAL GO.)
debido a que au limite de exclusién es de 70 kDa. El buffar de cormrida fue acetsto de
amonlo 20 mM, pH 4.7. La velocidad de flujo en el experimento fue de 48 ml b cm™®.

8e aplicaron 72.58 mg de veneno (3.5 mi), madidos por absorbancla a 280 nm. Se
colectaron muestras cada sels minutos de un volumen de 4.5 mi eproximadaments,

leyéndose en el especirofoiémstro (Beckman DUBS0I) bajo dos longltudes de onda: 280
nm y 280 nm. ’

b) Electroforesis en gel de pollacrilamida (6DS-PAGE).

La separaciin de las proteinas de los venenos se reallzd en geles de pollacrilamida al
12.5%, en condiciones reductoras, a comients constants. E! equipo utlizado para ests
método fue el Minl Protean Ml (BIO-RAD). Para cada muestra somefida a eleciroforesis se
utiitzaron disintas conceniraciones.

Para las condiciones reductoras se utiiizé 2-mercaptoetanocl a una concentracién final
de 2.5 %. Los marcadores de peso molecular pretsfiidos (BiolLabs, Inc)) ss usaron como
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estindares de peso molecular. Todas las muesiras se desnaturalizaron previamente en

bafio Maria durante cinco minutos, induyendo al marcador de peso molecular. Estas se
corrieron a una comlents constants de 15 mA, hasta qua ol colorante penetrs en el gel
separador; posteriorments se incrementd @ 256 mA. Una vez terminada la comrida del gel se
procedié a lievar a cabo ia tincldn con azul Brillante de Coomassie durante una hora y se
destifiié con una soluclén de dckio acético 10% y metanol 25% durante toda la noche con
agitacién constants.

¢) Cromatografia de Intercambio iénico ( FPLC)

La columna que se Liilzd fue del ipo Mono 8 HR 5/5 (Pharmacia LKB Biotech) que es
un Intercambiador catidnico fuerts, basado en resinas hidroffiicas. El fiujo utlllzado para las
cortidas fue de 1mi/min. Loe buffers utiizados fueron los sigulentes.

Buffer Iniclal: Buffer A-Acetaio de amonio 20 mM pH 4.7.
Buffer limite:Buffer B-Acetato de amonio 20 mM pH 4.7 + 2 M cloruro de
sodio,

Ambos buffers (filtrados con membrana de 0.22 micres) se comieron para calibrar la
columna segn las especificaciones del distribuldor:

Una vez que la columna estaba equilbrada se procedis a inyectar la muestra. Esta
previamente fue centrifugada durante dos minulos & 14,000 rpm, con @ fin de darificar
{quiter residuos y/o precipitados).

La sensibliided de! detecior fue de 0.2 Al), la velocidad da flujo fue de 1mbmin y el
gradienta fue de 0 a 2 M cloruro de sodio.

4. ACTIVIDAD DE ESFINGOMIELINASA D.
La madicién de esta actividad enzimética se llevd a cabo con el Amplex Red

Sphingomielinase Assay Kit (Molecular Probes) sigulendo el protocolo sugerido por el
fabricants, empleando diiuciones sarladas (1:1) a partir de 1ug/mi.

5. MEDICION DE TITULOS POR ELISA DE LOS S8UEROS Y DETERMINACION DE
REACCIONES CRUZADAS IN VITRO
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La thulacién de los anticuerpos a partir de euerce se flevé a cabo por Inmuncensaycs

enzimiticos (ELISA de sus aiglas ingiés Enzyme Linked immuno Assay). Ests sneayo
también fue utiitzado para observar posibles reacciones cruzadas.

La prueba de ELISA consistié en: )

1. Sensbillrar placas de 88 pozos para ELISA (Max sorp,NUNC™ Brand products)

'conunaaoludéndomﬂgemamacunmlncﬁndosm.reeoluimidaenwomu

carbonato/bicarbonato pH 8.5.

Por cada pozo se colocaron 100 ul hasta la columna 11, ya qus al carrl 42 fungié como
cantrol negativo. La placa se Incubd toda I noche a 4 °C.

2 Una vez conclufda ia Incubacién, ee lavd tres veces con 200 ul de solucidn de
lavado. Se tuvo que repetir ests proceso cada vez que se pasaba al elgulents paso a o
fargo de toda la técnica,

3. Posteriorments se bloquearon los altics inespecificos-de pegado para proteines con
200 pl da solucién de bloqueo, durante 2 horas a 37 °C.

4. Repeficion del paso 2.

5. 8e hicieron diluciones sariades de los sueros con una dilucikdn iniclal de 1:30 en
buffer de reaccién para ELISA (sefialada en ol apéndice comespondients). En cada pozo se
adiclonaron 100 i de la solucion de reaccion para ELISA y se mezciaron 60 ulpozo de la
diiucién del suero anti-loxosceles en la columna 1, para proceder a lag diluciones sariadas
ax hesta la columna 10 dejando la 11 y 12 como controles. Se Incubé por una hora a
temperatura amblente. '

6. Se repite ol paso 2.

7. Después se incubd el segundo anticuerpo articonejo conjugado a la enzkna
peraxidesa diiuido 1:1000 en ealucidn de reeccdn para ELISA, ponisndo 100 pl/pozo. El
tampo de incubacién fue de 1 hora a temperatura ambiente.

8. La remccitn se revelé con 100 p/pozo de sustrato ABTS (Boshringer), incubdndose
por § minutos a temperatura ambients. Despuds de cinco minutos la reaccién se detuvo
con 25 pl de dckdo fluorhidrico (Aldrich) y ee procedié a leer Ia piaca en un lector de ELISA
(modelo BIO-RAD 550) a 405 nm.

Para determinar los tfiulos de s lecturas obtenidae, las curvas sigmoldeas fueron
generadas con al programa GraphPad Prism (Versidn 2; GraphPad Software, Inc, San
Diego, CA). El punto de inflaxién se caiculd sjustando los datos axperimentales para cada
vensno y cada antiveneno por regrealén no-lineal de las curvas sigmoides.

6. PRUEBAS DE WESTERN-BLOT.

™
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Eeta es una técnica que se utiitza para ideniificar de una mezcla de proteines o

fragmantoa de éatas, cudles reaccionan con L determinado enticuerpo o antisuero. Los
Waestem-Blot ee hicleron seg(in sl protocolo de Mathews y Holde (1888).

8e prepararon geles de pollacriamida al 12.5% que ses comieron de manera
acostumbrada para separar los componentes proteicos de los venenos de L boneti y L
reciusa. La cantidad de veneno utiltzada para cada eneayo fue de 30 ug por carril. Una vaz
tumlnadnlaeonidadebambnumlbﬁhhmfaandadmrﬁam}ahmam
constante (400 mA) & una membrana de nitroceluiosa (soporte sdiido). Para ésto se utiitas
una cémara de transferencla bajo condicién semihdmeda (OWL). Una vez terminada la
transferancia la membrana se bloqued durants tode la noche con agitacién constante a
temperatura amblante an uma sclucidn al 5 % de leche deecromade/TBST, para impedir el
pegado inespacifico de loe anticuarpos. Pasado este tiempo se procedid a lavar les

membranas tres veces con TBST 1X (dlez minutos cada lavadc). Posteriorments se incubé

con ol primer anticuerpo en 0.1% de leche descremada en poivo (Camation o Svelty/TBST)
wnqlhdénéonﬂﬂuatanpudunmbhnhpwﬂnahun(udmuddemdﬂm
del anticuerpa). Las diluciones utiizadas en ests eneayo fueron 1:1000, 1:2500 y 1:5000.

Concluida la Incubacion se continud con ires lavados de diez minutoa con TBST 1X
cada uno. 8e procedié a incubar una hora & temperstura amblents y con agliaclén
conetante con el ssgundo anticuerpo en 0.1% de leche descremada/TBST. Como eagundo
anticuarpo es utfizé anti-consjo acoplado a fosfatasa gicaling (ZYMED).

Pasada [a hora de incubacién, se lavd trea weces por diez minutos con TBST, se
eliminé el TBST del Gitimo lavado y we agregé el buffer de resccién NTE-BCIP ol cual se
dejé reaccionar durants cinco minutos, panindose Ia reaccién con 5mM EDTA.

7. DETERMINACION DE LAS DLBD

Para determinar [a DL5SC de la SMDrLb y ia SMDrLr los venenoe nativos de L. reciuss y
L boneli se usaron grupos de 5 raiones Bab/c de 18-20 g, aplicdndossles
intraperitoneaiments cantidades variables de toxing, desde 0.8 hasta 17.57 pg de toxina
por animal, encontrindose una DL50 de 2.55 pg-de SMDrlb y de 8ug de SMDrir por ratén.
La SMDrib empleada tenfla una concentracién de 331 pg/ml (por téonlca BCA) ¥y una
actividad de esfingorielnesa D de 104.77 U/ml, la SMDLr tenla una concentracién de
63.8,g/ml y una actividad de esfingomielinesa D de 103.38 W/ml. Los ciilculos fueron
reallzados por el programa GraphPad Priem (Versién 2; GraphPad Software, Ing, San
Diego, CA). Los venenos empleados presantaron una concentracidn de 3,300ug/m! de
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protsina (BCA) y una activided esfingomielinasa D de 7.6U/mg, para el de L. boneti, y
5,800pg/mi (BCA) y 8.06U/mg pare ol veneno de L reciuse.

8. DERMONECROQSIS EN CONEJOS

La actividad dermonecrética fue evaluada en conejos y fue determinada como la
describlé Furianetio et a/. (1662a, b).

Se utiitzraron distintas concentraciones del veneno que es diiuyeron en 0.2 mi de buffer
PaspH'uoenoznndembdumlozomupl-u? Estas se [nyectaron
Intradérmicemente en el loma de dos conejos

A fin de Bustrar mejor la presents invencién y su modo de uso, se propercionan los
siguients ejempios eepecificos para ayudar al leclor a comprender mejor loa diversos
aspeacios de la priciica de la presents invencién. Dado que estoe ejemplos especificos son
simplernents Hustrativos, en ninglin caso deberd conskierarse las sigulentes deecripciones
como limitantas al alcance da la presents Invencién:

EJEMPLO 1. Caracterizacién bioquimica del veneno de Loxososles bomﬂ.

Para caracierizar el veneno de la arafia Loxoscales bonsti, que se distribuye sn México,
particulsrmente en los estados de Guerrero, Puebla y Moreios, se obluvo exiracio de
gldndulas de la amafia. El extracto fus Hoflizado y reconstituido en acetato de amonio 20
mM pH 4.7, observiindoss la formacién de un precipitado, Un andllsis sn SDS-PAGE
(condiciones reductoras) moetré que la protaing de interée se conservd principaiments en
ol sobrenadants, con el que s8 continud trabsjando. Este se separd por cromatografla de
exclusion molscular en gel, observindose 4 picos principales (Figura 1).
Correspandlentements, las muestras se separaron en 4 fracciones, conleniendo la fraccion
Il la protefna de aproximedaments 32KDa que presumiblements seria ia esfingomielinasa
(Figura 2). Esia fraccién Il se caracterizd por Cromatografia de Intercarnblo [dnico por
FPLC para buscer posibles Isoformas coma en ios casos reportados de L reciuse y L
infarmedie, obieniéndoss tres picos mayaritarios comespondientes a las Isoformae |, 1 y [II
(Figura 3). De éstas sdio las isoformas | y Il resultaron tener actividad dermonecrética
probada en plel de conejos, como lo deecribld Furlanelto of al. (1662a, b). La actividad de
esfingomisiinasa de la fraccién il (que comprende las 3 soformas) fue de 25 Wmg. Cada
una de las 3 lacformas separadas, se secd por centrifugecién en SAVANT y hiego se
secuencld en un equipo sutomatizado Backman LF3000, utliizanda la quimica de Edman
(Walsh of al. 1861). De ia Isoforma | se lograron secuenciar ios primeroe 35 aminodcidos
(SEQ. ID. NO:1), de |a Isoforma 1), ios primeros 33 (SEQ. ID. NO:2) y de la Isoforma i, los
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primersos 22 (SEQ. ID. NO:3). La aclividad enzimética para Ia Isoforma | reaultt ser de 30.5
U/mg para ia lsoforma 1l de 8.5 U/mg y para Ia leoforma [ll fue de 0 U/mg.

EJEMPLO 2. Generacitn de anticuerpos policionales en mamifero contra el veneno de L.
bonstl y reaccién cruzada con el veneno de L reclusa.

Para generar anticuarpos anti vaneno de L. bonet], se Inocularon 2 conejoe mediante un
esquema de 13 Inmunizacionss. En las 8 primeras se adminisiré exiracto de gléndulas de
L bonetl, en cantidades creclentes desde loe 20 hasta los 250ug, mientras que en las
inoculacionss restantse se administraron 80, 80 y 100 pg la fraccién Il (mezcla de las 3
isoformas), obtenida de la cromatografia de exclueldn molecular en gel. Las
inmunizaciones se llsvaron a cabo cada 10 dias. En todos ios canos se inyectd un volumen
de 1ml {en PBS) intradérmico con adyuvants Incompleto de Freund, salvo la primera que
fue con adyuvants complisto de Freund.

Los suercs obienidos fueron titulados, obtenléndose thulos de hasta 30,000. En
reacciones cruzadas con veneno de L. reciuss, loa tiulos fueron de hasta 23,000. En la
Figura 4 se muestra un Westemn Biot del veneno de L. rsciusa y L. bonell (separados por
SDS-PAGE) revelados con &l suero anti L bonet/, donde se muestra claraments la afinidad
hacla el componanta de 32.5 KDa de ambos venanos. '

EJEMPLO 3. Alslamiento de las clonas parciales de las necrotoxinas de L bonetl.

Para el aielamiento de las cionas de las necrotoxines, se alslé el RNAmM de las
giéndulas venencsas de araflas de cada espacie por el método de TRIZOL (Gibco)
sigulendo el protocoio del fabricants. Para la sintesis de primera cadena se utilizd el kit 3
RACE (Gibco). 2l dei RNAm tots) (aproximadamente 500ng) extraldo de gléndulas, 4l de
agua y 1ul (10 pmoles) del oligonuciaétido Adeptar Primer (AP), que comprende una cola
de poll Te (SEQ.ID. NO:4), fueron incubados para desnaturalizar, a 7°C por 10 min s
inmedigtaments enfriados en hielo. Se afladié 2yl de Buffer PCR 10X, 1 ul de dNTPs
(10mM), 2y de MgCI2 (256mM) y 2 i DTT (0.1M), preincubéndose por 2 a 4 min 2 42°C. Se
agregé iInmediataments 1pl de Reverse Transcriptase Superscript (Invitrogen), e mezcié e
incubd por 50 min a 42°C. Se inactivd la enzima Incubando 15 min a 70°C e
inmadiatamente se enfri la mezcia en hielo por un min. Se afladié 1ul de RNAsa H y se
incubd por 20 min a 37°C y se aimacent a —80°C.

Para 1a reaccién de polimerasa en cadena (PCR), se tomé una muesira de la reaccién
de primera cadena (2yl) y se adicionaron a buffer PCR 10X Mg®* (100mM TRIS-HCI pH8.3,

™
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500 mM KCI 15mM MgCh ), 200uM dNTPs, 20 pmoles del oligonuciedido directo (en el

sentido 5-3"), 20 pmoles del oligonuciedtide reverso (en al santido 3'-5") AUAP (Glbeo)
(SEQ.ID. No: b) y doa unidades do Taq DNA Polymerasa (ROCHE) en un volumen final de
50 . La reaccién se llevd @ cabo usando un termociclador Perking Eimer 8800 con el
sigulents protocolo: incubacién de la mezcia durante 3 min a 84°C, saguidos 25 ciclos de
trea pasoe de Incubacidn: 1 min a 04°C, 80 seg @ 48°C y 2 min @ 72°C. La Taq DNA
polymerssa pega en los extramos 3’ una A Gt para hibridar con la T de los extramos &' del
vecior de conacién linealizado pCR 2.1-TOPO (3.9Kb).

Para el caso de L. bonet, sa disafiaron 2 oligonucledtidos con base en la secuancia
aminoacidica comin determinada comdn a I=s isoformas | y i, ol ofigo Lb1 (SEQ. ID.
NO:6) camespondients a la sacuencia de los aminodcides 5 @ 10 del amino terminal de las

Isoformas | y ll y el oligo Lb-nested (SEQ.ID.NO:7) que comprends la (ltima base delaa 7y
‘Ias del 8 & 12 y {as dos primeras bases del aa 13. El primero sa empled para la reaccién

PCR mientras que ol segundo se empled para un PCR confimatorio. En ambos caso se
utliizb ol oligo comarcisl AUAP (GIBCO) (SEQ ID NO:5) que raconoce especificamernte la
secuencia del oligo AP de la mlsma compaiiia.

Los productoe de PCR fueron purificados en un kit pare exiraccidn en gel (ROCHE)
sigulendo las Instruccionss del fabricante. Postarormants fueran hibridados (y ligados) con
el vecitor de clonacién pCR 2.1-TOPO (3.8Kb) (invitrogen) Nnearizado por la TOPO
lsomerasa, que presenta una T salients en ambes cadenas, oblenléndoes el piésmido con
el Inserto (producto del PCR 30). Estas construccionss fueron utiizadas pare transformar
células de E. coll cepa XL1biue. La ssieccldn de clones que comprendian algdn Insecto, se
reailzéd plaqueando las células transformantes en cajas Petri con LB/agar con amplciina en
pressncia de X-Gal, eligibndoss las colonlas blancas para la ampfiificaciin de pidemidos.
Se obtuvieron 13 colonias positivas.

De las 13 colonias positvas, sclo 7 contenlan un inserto del tamafio adecuado. Los
DNA plsamidicoa fusron secuenciados en ambas cadenas usando nuciedtidos
flucrescentes en un aparato de Perkin Elmer Applled Blosystemes (Foster City, CA, USA)
como lo describe el fabricants. De fas 7 clonas positivas se eligid una por tener la
secuencia mée claramenia identificada de manera Inequivoca, la clona 30-8, con una
tamafio apreodmado de 800pb.

EJEMPLO 4. Expresiin de la clona parcial de L. bonef].

—

(\.
/51,
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A fin de poder expresar la proteina recombinants obtenida en el elemplo anteror, el

cONA se subciond en ol vector de axpresion pTreHIS-TOPQ (INVITROGEN). Con el fin de
meter sn fase el gen en el plismido, se disefiaron 2 oligonuciétidos, el directo, LbS'
Incompiato (SEQ. ID. NO: 22), partiendo de (as sacuencias caodificantes de los aminoécidos
5 a 9 del amino terminal de lae Isoformas [ y Il (los primeroe 5 del Inserto clonado en el
paso anterior) méis el altio de reconocimiento para la anzima BamH! ¥ 3 bases miéa para
que la enzima se pegue y al oligo reverso, Lb3'Sal | (SEQ. ID. NO:8), partiendo de la
uumdamdﬁanhdelmnaﬂilmaoanﬁmﬁgldmmowbomodah
esfingomielinasa D de L bonetl), mée ol codén de témino, més el sitio de reconocimiento
de la enzima Sai | y 4 basea mdéa para el pegado do ia enzima. Con el pldamido de la clona
30-8 como templado y usando como primers los oligos directo y reverso dleefiados, se
Bevé & cabo una reaccién PCR obteniéndose un fragmento de DNA que comprende la
secusncla codificante de la proteina recombinants con loe aminodicidos 5 a 279 de a
esfingomielinasa de L 'baneti, con un sitio de corte de BamH | en el extremo §' y uno da Sal
lenel 3.

Tanto e vector de expresién pTrcHIS-TOPO, como el producto de PCR amiba
mencionado fueron digeridos con las enzimas BamH 1 y Sal | y gados para obtener el
plasmido pTreHIS-TOPO 30-8, slendo transformado en célulss electracompetentes de £
coli XL1blue. Se obtuviaran 3 calonias positivae que efectivaments portaban el plésmido
pTrcHIS-TOPO 30-8, con &l inserto del tamafio adecuado (sagn se cbservd en un gel, tras
Merar ol Ineerto digilendo el pldsmido con BamH | y 8al I), corfiméndose por
secusnciacion,

Para expreear la proteina recombinants, cada una de las 3 colonlas obtenidas, fueron
cultivadas en 3ml de medio LB en presancla de ampicliina 100ug/mi a 37°C durants todo la
noche con aghtacion, luego fueron transferidas a un metraz de 500mi de LB con ampiciiina.
Una vaz que dl cultivo alcar@d una denaldad dptica de 0.6 ODex se Indujo la expresion
con 1imM IPTG durante 3 hrs @ 37°C con agitacién. Las células cosechadas por
centrifugacitn (8,000 rpm, 16 min) y resuspendides en 5§ m! de buffer A (NaH2PO4 100mM,
TRIS-HCI 10mM pH8 y Cloruro de Guanidinic 8M) y posteriormente sonicadas, por 8 ciclos
de 30 seg c/u con intervaios de 1 min en hielo. Postariorments, se cantrigugs por 25 min a
10,000 rpm. El sobrenadante fue pasado por una columna de Niquel (NENTA agarose)
(Qlagen) para purificar la proteina. Ua vez terminads la purificacién se diallzd conta PBS
para eliminar el cloruro de guankiinlo, perc ia proteina precipits. La proteina precipitada se
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cuaniificé por BCA (PIERCE) pero al ser probeda como inmundgenc en conejos no se

obtuvieron buence resultados. Con base en ello se dacidié pleger in vitro la proteina.

Paru plegar la protelna in vitro se sofubliizd colocdndola en prasencia de 5M de dloruro
de guanidinjo mds 30M de DTT por 2 hr a temperatura ambiente. Al cabo de este tiempo, la
proteina fue diafizada conira una solucién con 2M de cloruro de guanidinio, 4mM de
piutatién reducido (GSH), 2mM de glutatién oxidado (3SSG) en PBS 1X pH47.4, durante
1hr. Eetas diifiels se repitieron con concentraciones decreclsnte de cloruro de guanidinio,
manteniendo las de GSH y GSSG consiantes, excepto en el (itimo paso de didlisis en
fueron eliminados de la solucdén, quedando [a proteina en P8BS 1X ph 7.4, recuperéindose
un 80% de la proteina en forma soluble. La proleina solublizeda resultd carecer de
actividad esfingomielinase y dermonecrética, y ios anticuerpos generados en conejos con
esta proteina recombinants fueron capacas de reconocer ia propia proteina recombinants y
gl components dermonecrdtico del veneno complsto detectados por Western Biot, pero
fueron Incapacea da neutraltzar la imdcidad dicho vensno.

EJEMPLO 6. Alslamiento de la clona completa de Ia eafingomielinesa D completa de L
bonel

A fin de contar con una secuencia codfficanie de la esfingomisiinaga D completa de L
baneti (se decir deades el primer aminodcido de la reglén amino terminal hasta el Gitimo en
ia regién carbodlo terminal), se disefié el ofigonuciedtido LbS'BAM HI (SEQ ID NO: 8) que
incluye ademas de la secuencia necessrie para el sifo Bam H1, los codones codificantes
de [os primercs 4 aa del amino terminal de la esfingomielinasa D de L bonet;, mds los
sigulentes 5 aminodcidos ya presants en el producto criginal del PCR obienido de ta clona
30-8, Se reallzd una reaccdén PCR utiiizande el plésmido pTrcHIS-TOPO 30-8 como
tamplado y e oligo LB6'BamH1 como primer directo y el mismo ofigo Lb3'Sal | (SEQ 1D
NO: 8), como primer reverso, obieniéndoss un fragmento de DNA que comprarde la
secuencia codificante completa de la esfingomielinasa de L. bonet, fianqueada por los
sitios. de corte de BamH | y Sal . Este fragmento fue clonado en el piésmido TOPO 2.1
(3.6Kb) transforméndose células competentas de E oolf XL1 blue; ss obtuvieron 4 colonias
positivas de las que se comprobd ia sacusncia nuciectidica del Inserto por secuanciacién.
Se produjo una mayor cantidad del pidemido y el Insertn, que comprends el gen completo
(SEQ. ID. No: 10) codlificante de la proteina recombinante activa SMDrLb (SEQ. ID. No:
11), fue Ibarado por digestion con lse erzimas Bam Hi y Sal . El inserto fue purificado
madlante un kit de purificecién (ROCHE) y ligado al vector pQE30, previamente digerkio
oon |a mismas enzimas de restricoldn, obtenidndose el vector PQE30Lb-8¢3.1.
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EJEMPLO 6. Expresitn de la ciona completa SMDrLb.

E! producto de la ligacién con el pldsmido PQE30Lb-8¢3.1 se utiizd pars transformar
células compelentes de E. cofl BL21, que al ser plaquedas dieron lugar a 3 clonas
positivae, confimérdicee la presencia del fragmento de DNA que comprende la secuencia
codlificants completa de la esfingomialinasa D de L. boneti, ssgln se pudo corroborar por
andlisis da restriccién con las enzimas Bam Hi y 8al I

La clona que se utiliz$ para la sxpresién fues denominada PQE30Lb-803.1. Para ello se
cultivd a 37°C en LB mis Ampicilina hasta una OD de 0.6, posteriorments fue Inducido con
1{mM de PTG por 3 hr. Nusvamente la proteina se expresd cuantiosemente pero en
cuerpos de inclusién, cuya actividad esfingomialinasa D, fue despreciable.

EJEMPLO 7. Expresién controlada de la clona completa ds esfingomielinasa D de L
bonel.

A fin de controlar ) nivel de expresién de [a protelina recombinante SMDrLb, Ia clona
PQESOLb-8c3.1 es incubd en 50ml de LB con Ampicilina a 37°C toda ia noche, las chlulas
fueron traneferikies 2 un matraz con 11 de! mlamo madio. Al aicanzar un ODg de 0.8 se
indujo el cultivo con IPTG (0.1 mM) y ae incubd 18 hr a una menor temperatura (20-22°C)
con aghtacién. Las céiulas fueron recuperadas por centrifugacién (10 min a 8,000 rpm). El
paguets celular fue resuspendido sn 20 m! de PBS, sonicado en 8 ciclos de 30 seg con
Intervaioa de 1 min en hielo y centrifugado nuevaments 25 min a 10,600 rpm. Tanto en o
sobrenadante como en al pellet 8o encontrd una protaina del peso molecular esperado (32
Kda). :

La protefna recombinante soluble se purifict haclendo pasar el sobrenadants por una
columna de NITA (Niquel Trinitrioacético, Qlagen), donde la proteina recombinants ee
queda pagaca por ia alta afinided de la cola de 8 histidinas hacla el metal. Posterlormeante
fue lavada con 15 volimenee de PBS y con 10 volimenes de PBS més Imidazol 25mM,
pera finaimente elulr @ proteine recombinants con PBS mdés 250 mM de imkiaxol. La
eluslin fue colectada y diaizada contra PBS pare eliminar ei Imidazol presents. Sa midié (a
aclivided esfingomielinasa y reaultd ser de 31.5 U/mg, es dedr, précticamente la misma
que la enconirada para la lsoforma | nativa,

EJEMPLO 8. Produccién de anticuerpos neutrallzantea a partir de la proteina recombinante
activa SMDri.b,
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Con la proteina recombinante soluble activa SMDrLb producida conforme al ejemplo 7,

se Inocularon 2 conejos neazelandeses de 3.5 Kg, con un eaquema de 8 inoculaciones,
separadas 10 dias entre si, con cantidedas Incrementales de la proteina recombinants,
desde 30 hasta 100 pg/conejo de protelna recombinants soluble (active) en PBS. Las
inoculaciones fusron Intradérmicas en un vokumen final de 1ml, con 0.5 ml de adyuvante de
Freund, completo para la primera Inoculacién e incompleto para las subsecuentes.

A ios 10 dias de la octava [noculacidn, se midié el titulo de anticuerpas y fue de 22,800

para un conejo y 28,300 para el otro. Los conejos se sangraron & blanco y se separd el
suero de ambos conejos y se mazcis (50/50% en volumen).

Para determinar la dosie efectiva medla (EDS0) de la mezcle de suercs, ss reallzeron 3
retos con distintas cantidades de ia propia proteina recombinante SMDrlb, 7.8, 1645 y
18.1 pg/rebidn. Para ello, se usaron grupos de 4 ratones Balb-C de 18-20 g, Inyectindoseles
una mezcia preincubada (30 min a 37°C) de |a proteina SMDrLb con cantidades crecientes
(de 100-200 i) de la mezcia del suaro de los 2 conefos inmunizados, an §8 (NaCl 0.15 M),
obtenisndoss las sigulentes DESO:

Cantidad de ~ DES0
SMDrLb
7.8u9 154.6y
15.5u0 2587
16.14g 278.54

Los céiculos fusron realizados con ef programa GraphPad Prism (Versién 2; GraphPad
Software, inc, San Diego, CA) .

Mientras que &n un ensayo similar se aplicaron B2 ug del venano nativo de L bonetf
preincubado con cantidades crecientes del suero homélogo (antl SMDrLb) oblenidndose
una DES0 de 149.8ul por ratdn, para los 02ug que equivalen a 3DLED.

EJEMPLO 8. Alslamienio de ias clonas completas de la esfingomielinasa D de L. sadusa
Para el aislamiento de las clonae de las necrotoxinas, ee aleld a! RNA tolal de las
glédndulas venenosaa de las araflas por el método de TRIZOL reagent (Gibco) sigulendo el
protocoio del fabricante. Para la sintesls de primers cadena se utlizé ef kit 3' RACE
(Glbco). 2ul del RNA total (aproxddmadaments 500ng) extraldo de giéndulas, 4yl de agua y

T
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1y (10 pmoles) del oligonuciedtido AdqmsrzPrlmer (AP), que comprande una coig de poll-
Ts (SEQ.ID. NO:4), fuercn Incubedos para desnaturalizar, a 70°C por 10 min »
inmediatamente enfiiados en hislo. Se afiadié 2l de Buffer PCR 10X, 1 u de dNTPs
(10mM), 2l de MgCI2 (25mM) y 2 ul DTT (0.1M), preincubdndoss por 2 a 4 min a 42°C, Se
agregé inmediataments 1y de Reverse Transcripiase (Invitrogen), se mezcié e Incubd por
50 min a 42°C. Se Inactivd la enzima incubando 16 min a 70°C e inmediataments se enfrid
la mezcla en hielo por un min. Se afiadié 1J de RNAsa H y se incubd por 20 mina 37°C y
e aimacend a -80°C.

Para la reaccién de polimerasa en cadena (PCR), se tomd una muestra de la reaccldn
de primena cadena (2 W) y se adicionaron a buffer PCR 10X Mg®* (100mM TRIS-HCL pH
8.3, 500 mM KCI 15 mM MgClL; .}, 200 uM dNTPs, 20 ymoles del oligonuciadtido directo (en
sl senfido 5'-3°), que on este caso s& ullizd ol miamo oligonuciedtido LBS'Bam Ht (B8EQ.
ID. NO: 6) que incluye ademda de |a secuencia necesaria para el sitio BamH1, los codones
codificartes de loa primercs 8 aa del amino terminal de la esfingomiefinasa D de L. reciusa.
20 pmoles de! oligonuciedtido reverso (en el sentido 3'-5) el aligo reverso Lb3"Sal | (S8EQ
ID NO: 6) y dos unidades de Taq DNA Polymerasa (New England Blolabs, Beverly MA,
USA) en un volumen final de 50 ul. La reaccién ea llevé a cabo usando un termo ciclador
Perking Eimer 8600 con el siguisnts protocolo: Incubacién de [a mezcla durante 3 min a
84°C, saguldoa 25 ciclos de tres pasos de Incubacién: 1 min a 84°C, 90 seg 8 48°C 'y 2 min
a 72°C . Al final un paso de 10 min a 72°C. La Taq DNA polymerasa pega en los exiremos
3' una A dtil pama hibridar con la T de los extremos 5 de! vector de clonacin pCR 2.1-
TOPO (3.8Kb).

Los producios de PCR fueron purificados en un kit para axiraccién (Roche) siguiendo
Ias instrucciones del fabricante. Posteriormente fusron hibridados (ligados) con el vector de
clonacién pCR 2.1-TOPO (3.8Kb) (Invitrogen) Aneelizado por la TOPO Isomerasa, que
presenta una T saflente en ambas cadenas, obieniéndose los piésmides pCR 2.1-TOPO
Lri y pCR 2.1-TOPO Lr2 que compranden los insertos producios del PCR, Lr1 y 12,
respectivaments. Estas construcciones fueron utiizadas para transformar células de E. coll
copa XLiblue. La eelaccién de clonas que comprendian algin Inserto, se realizd
plaqueando las céluias transformanies en calas Petri con LB/agar con ampicilina sn
presencia de X-Gal, eligiéndoss las colonlas blancas para la amplficacidn de plismidos.
8e obtuvieron § colonias poaltives.
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De Ias & colonias posiiives, solo 2 (ja Lri y la Lr2) contenian un inserto del tamafio

adecuado. Los DNA plasmidicos fueron sacuenciados en ambes cadenas usando
nuclestidos fluorescantes en un aparato de Parkin Elmer Applied Blosyatams (Foater Clty,
CA, USA) como io deecriba o fabricanta. Lsa 2 clonas positivas se aligleron por tener la
secuoncia mds claremente identificeda como sefingomlelinasas D y con variaciones sntre
of (80% de identidad), Ambas clonas, con un tamafio aprosdmado de 200pb, comprendian
respectivaments las secuencias codificantes completas de dos isoformes do Ila
esfingomielinasa D de L. reciusa (8EQ. ID. No: 12 y 8EQ. ID. No: 14) mientras que las
protainas codificadas (SMDrLri y SMDrLr2) tuvieron la secuenciae aminoacidicas SEQ.ID.
No: 13 y S8EQ.ID. No: 16. Para ¢cada una, &l Inserto, que comprande &l gen de la SMDriLr
comrespondiante, fue Rberado por digestidn con las enzimas Bam Hl y Sal |. Cada inserio
fues purificado mediants un kit de purificacién (ROCHE) y ligado &l vactor pQE30,
previaments digerido con la miemas enzimes de restriccién, obteniéndose los veciores
PQE30Lr1 y PQE30Lr2.

EJEMPLO 10. Expresién controlada de las clonas complstas de la SMDrLr. .

A fin de controlar el nivel de expresidn de la proteina recombinante (tanto de SMDLr4
como de SMDrLr2), las céiulas de E. coff BL21 transformadas con ¢l vector PQE30LM o
PQE30Lr2 se Ingubsron en 3 ml de LB con Ampicilina a 37°C toda ls noche, fueron
transferidas a un matraz con 100 mi del mlamo medio contenlendo 1 mM da IPTG y se
Incubaron 18 hr a una temperatura de 20-22°C. Las céiulee fueron recuperadss por
cantrifugacién (10 min a 10,000 rpm). El paquets celular fue resuspandido en 5 mi de PBS,
sonicado en 6 ciclos de 30 sag con Intervaios de 1 min an hielo y centrifugado nuevamente
25 min a 10,000 rpm. Tanto en el sobrenadants como en el peliet se encontré una proteina
del peso molecular saperado (32 Kda).

Las proteinas recombinantes SMDdLr1 y SMDrir2 sclubles se puiificaron haclendo
pasar sl sobrenadants por una columna de NITA (Niquel Trinlirloacético, Qlagen), donde ia
proteina recombinante es quads pagada por la alta afinidad de la cola de 6 histidinas hacla
ol metal. Posteriorments fueron lavadas con 10 volimanes de PBS y con 10 volimenss de
PBS mie imkiazol 25 mM, para finaimente alulr la proteina recombinants con PBS més
250 mM de imidazol. La elusién fue colectada y dlalizada contra PES para eliminar of
imﬂmlpm&mldlﬁlamuﬂmommem:sdoﬂ.Zngpﬂmla
SMDrLr1 es decir pricticamente la miama qus Ia encontrada para la jsoforma | nativa y de
11.47 U/mg para ta GMDrLr2,
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EJEMPLO 11. Produccién de anticuerpos neutralizantes a partir de Ia proteina
récombinante activa SMDrLr.

Se eligld una de las proteinas recombinantes, la SMDrlrt. Con la proteina producida
conforme al ejemplo 10, se inocularon 2 conejos neozsiandesss de 3.5 Kg, con un
esquama de 8 inoculaciones, separades 10 diaa entre &l, con cantidades incrementales de
la proteina recombinante, deade 30 hesta 100 ug/conejo de protsina recombinante soluble
(activa) an PBS. Laa inoculaclones fueron Intradérmicas en un volurnen final de 1ml, con
0.6 mi de adyuvantis de Freund, compieto para la primera \noculacién e Incompleto para las
wubsecuentss.

Se midl$ el titulo de anticuerpos y fue de 26,000 pera un congjo y 33,000 para el otro.
Los conejos sa sangraron hasta blanco y se separd el suero de ambos conajos y se mezcié
{50/50% en volumen). -

Para detarminar la dosls efectiva maedia, ED50 de Ia mexcla de suerve, se usaron

grupos de 4 ratones Balb-C de 18-20 g, Inyectdndoeales una mazcla preincubada (30 min a '

37°C) de 12ug de toxina SMDvLr1 con cantidedea crecientss de la mazcia del suero de los
2 conejos inmunizedos, en 83 (NaCl 0.16 M),

La dosls efectiva medla del antivensno ant-SMDrlr1 conta la propia proteina
recombinants activa resuttd esr de 185 ¢l por ratdn, con 12ug de proteina. Los célculos
fueron reafizados con el programa GraphPad Prism (Versién 2; GraphPad Software, ing,
San Diego, CA).

Mientras que an un ensayo similar se aplicaron 12 ug dsl venenc nativo de L. reciusa
por ratén preincubados con centidades crecientes del suero homdiogo (anti SMDrLr1), se
encontrd una DESO de 175u) por ratdn con 12ug de venano homélogo.

EJEMPLO 12. Alslamianto de ias cionas compleias de ia esfingomjelinasa D completa de
L leeta,

Se procedié como en &l ejempio B pero utliizando glindules de L lseia como fuents de
franecritos y es utiiizaron los oligos directo LiS'BamH4 (SEQ.ID.NO: 18 y reverso LI3'Sal |

(SEQ.ID.NO: 17) para la PCR, disefiadoe con base en las secuencia reportadss para Is

varledad brasilefia (Femnades Pedrosa, et el., 2002), cuyos producios se pusificaron y
seleccionaron de igual forma, obteniéndose 2 clonas con una secuencla claramente
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Kdentlficada y con variaciones entre sl (88% de identided) comprendlendo respectivaments

|as sacuencias codificantes complstas de dos isoformas de la esfingomielinasa D de L
fssta (SEQ. ID. No: 18 y SEQ. ID. No: 20) mientras que las proteinas codificedda (SMDrll1

y SMDrLi2) tuvieron la secuencias .amincacidicas SEQ.ID. No: 18 y SEQ.ID. Na: 21. -

Finaimente se subcionaron en o piésmido pQE30, obteniéndose los vectores PQE30LI1 y
PQE30LI2, listoa para su expresldn.

EJEMPLO 13. Expiealdn controlada de la clona completa SMDrLI1.

Se sslaccionaran las dos clonas SMDrLI1 y SMDrLI2 para su expreslén. Pam lograr su
expresién controlada, & modo de evitar que toda.la proteina recombinants fuera expresada
on forma de cuerpos de Inclusién, ee procadid de la misma manara que an &l ejemplo 10,
pero transformando la células con ke vectores PQE30LIY y PQE30LI2. Les protelnes
recombinantes as/ producidas tuvieron una actividad de 58.43 U/mg para la SMDrLI1 y de
252 Uimg.

EJEMPLO 14. Produccién de anticuerpos neutralizsntea a partr de la probaina
recombinerte activa SMDrLH.

Se procedid de manera semaejante al ejlemplo 11 pero utiiizando ia proteina S8MDrLI1 del
elempio 13 para inmunizar los animales. Los tiulcs alcanzaron vakores de hasta 34,300 y
se enconiré una DESO de 200 p por ratén con 12 ug de la propia SMOrLI1 y de 225 ul por
ratén con 12 pg del veneno homdlogo.

EJEMPL.O 15. Ensayos de Proteccion Cruzada.

Se realizaron exitosamente eneayos de proteccién cruzada retando retones con 12ug
de vanano de L bonel o de la proteina SMDyLb y se snconird un DESO de 112l de suero
de conejo anti SMDrLr por ratén y que 200u dal miamo por ratdn fueron suficientes para
neutrafizar el 100% de! efecio tdxico del venenc. De igual manara se retaron ratones con
12 pg de venano native de L. reciusa o de la proteina SMDrLr1 y se encontrd que entre 180

¥ 200pl de suero de coneja antl SMDrLb fueron euficlentes para neutraiizar su efecto téxico.

EJEMPLO 16. Subdlonacién de las clonas Lb1, Lr1, Lr2 y LI2 con Histidinas en poesicién

Carboxdlo.

Para demostirar que la inclueién de la cola de histidings en el extremo amino de las
proteinas recomblantss SMD de la presents invencién (versiones amino), no lene un
efacto significativo en ia efectividad de la proteina, algunas de lae clonae: Lb1, LM, Li2 y
LI2 se subcionaron en ei pidsmido pQESD que agrega la cola de Histidinas en el extremo

o
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carbaodio, en luger del amino. Para efio se utiiizaron los miemos ofigos Lb5'Bam HI (perm

Lb1, Lri y Lr2) y U5'Bam HI (para LI2) como oligos direcios y los oligos Lb3' Bgl Il
(SEQ.ID.NO: 23) y LI3’ Bgl Il (SEQ.ID.NO: 24), respactivaments como oligos reversos. Las
construcclones se expresaron de maner controlada en cepas de E coli BL.21 de ks misma
forma que en los ejempilos 7, 10 y 13. Las proteinas recombinantes asl producidas (versidn
carboxiic), presenteron esenclalments ins mismae aclividades SDM que las versiones
amino.

EJEMPLO 17. Produccion de anticuerpos en cabalios, contra una mezcla de varias de las
protainas recombinantes de las 3 especies de Loxosceles.

Aﬂndeﬂubarmhamlampndddchhpmtﬂmsmuﬁnbmmdehm
invencién para genemar anticuerpos neutralizentss en vertebrados, particularmente en
mamfferce, esta vez se eligid &l cabello pera generar en &l los anticuerpos. Al mismo
tiampo para ilustrar |a posibilidad de utilizar una compoalcién Inmunogénica que comprenda
més de una de las proteinas recomblantes de la presente invencién, sa eligisron 4 de ellas,
que se consideraron suficientements representativas para neutralizer los venence de al
menos las 3 especies de la arafla Loxosceies, algunas en su verelon amino y otras en su
versién carboxilo. De este modo la compoalcién Inmunogénica quedé compuesta por 2
partes de SMDrLr1 {versién amino o SMDrLri-NH2), 2 partes de SMDrLb (version carboxdio
o SMDrb-COOH), 1 parte de la SMDrLI1 (version amino o SMDrLI1-NH2) y 1 parte de
SMDrL12 (veralén carbaxilo 0 SMDrLI2-COOH).

Se salacclonaron $ caballos que nunca hablan sido Inmunizados o tenkio algin
contacto con aigdn antigeno relacionado con |a erafia Loxosce/es y se Inmuntzaron con la
compasicién iInmunogénica mencicnada en al pdmafo anterior, La inmuntzacién se reallzs a
o largo da 8 meses Iniciando con una dosle de 2.5 pug de ia mexcla de toxinas
recombinantes hasta flegar a 250 ug. Las inmunizaciones se realixaron con intervalos de
dos semanas y e utiizaron, de manera aftemada, adyuvante de Freund y eldmins como
adyuvantes. La inmunizacién se realizé por via subcuténea. A los caballos s les tomaron
musstras de sangre con intervalos de un mes a fin de medir los tiulos de anticuerpos por
un ensayo Inmuncenzimatico. :

Sa sangraron los caballos al tdrmino de los nueve meses y el plasma fue mezclado y

procesado para producir fragmentoe F{ab’)2 por digestién con la enzima pepeina y eu

poaterior purificacién. Se detenniné la dosls efectiva media de los fragmentos F(ab’)2 de
maners similar a la descrita en ol ejemplo 8. S8e utiizaron 14 grupos de 5 ratones Bahb-C

W
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de 18-20 g, se Inmunizaron dos grupos (uno contral y uno con tratamiento con fragmentos

F(ab')2) para cada una de las sigulentes proleinas recombinantes (toxinas recomblantes) o
vananoce: SMDrLri-NH2, SMDAL-COOH, SMDrLI{-NH2, SMDrLI2-COOH, venano de L.
bonet!, venano de L. reciusa y venano de L. /asia. Para ello sp les inyectd una mezcia
preincubada (30 min a 37°C) de 6DL50 de Ia proteina recombinants o el veneno, ya sea
con cantidades crecientes (de 100-200 i) de los fragmentos F(ab’)2 obtenidos, en S8
(NaC! 0.16 M) para los grupos con tratamiento, y con solaments S8 para los grupos
control. A partir de las DES0 determinadas con el ya citedo programa GrephPad Priem, se
calcularon ilas cantidades de toxina o veneno neutrallzades por 1 mg de fragmentos
F(ab"2 (capacidad neutralizants) que se pressntan a conlinuacién;

Toxina recombinante pg de toxina o veneno
o venano natural neutrallzadoa por mg de
fragmantos F(ab’)2

SMDriLb-COOH 251
SMDrLr1-NH2 235
SMDrLl1-NH2 56

SMDrLI2-COOH 105
Veneno L bonet! 820
Veneno Lreclusa 587
Venano L lesia 304

EJEMPLO 18. Obtsncién de toxoides de la SMDrLD.

Con base en la identificacién del centro catalfico de una de las lsoformas de
esfingomielinasas D de L /aeis reclentamente reportada (Murakaml et.al 2005), se decidid
hacer mutagéneals sobre el DNA codificante de la SMDrib (SEQ.ID.NO: 10), una mutants
ah ol coddn codficants del residuo de histidina de la posicidn 11, y Ia otra en el codén
codificants del reslduc de éckio glutémico de la poalcidn 31, ambas contadas en la proteina
madura. La primera mutante obtenida, denominada SMDrib(H11K) conslstié en la
susiitucién de |a Histidina de la posicién 11 per una Lisina y iene una SEQ.ID.NO: 27 para
au sacuencia codificants y SEQ.ID.NO: 28 para ia proteina madura expresada y la segunda
mutante denominada SMDL(E31K) consistid en la sustitucién del dcido glutémico de la
posicién 31 por Lisina y tlene una SEQ.ID.NO: 28 para su secuencia codificante y
SEQ.ID.NO: 30 para la protaina madura expresads.

Para obtener las mutantes se utiiizé ia cne PQESOLD-8c3.1 y el kit QuickChange de
mutagénesis dirigida (QuickChange Site-Diracted Mutagenesis Kit) (Stratagene, La Jolla,

yu
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CA, USA) sigulendo el protocolo recomendado por la compalfila (Papworth, C., et. al.,

16906).

Las dos mutantes SMDrLb(H11K) y SMDriLb(E31K) incorporadas en el vector pQE30
fueron aisladas y expresadas en forma controlada en la cepa E, coli BL21, de manema
samejante a ia descrita para la SMDrLb en ol sjempio 7,

Ambas proteinas fusron expresadas exitosemente en forma soluble (y parts como
cuerpos de inclusién). Se lse anallzd su aciividad enzimética de esfingomielinasa D por el
método previemente descrito, resultando nula. Adiclonaimente se hicleron pruebas de
dermonecrosis en conejos con o que ae demosird que carecen de este afecto.

Para determinar sl estas versiones enzimiticamente Inactivas y no dermonecréticas
pero expresadas en forma soluble, eran capacea de gensrar anticusrpos neutraltzantes de
la propla SMDrib activa o del venaho ds L. bonedl, para cada una de las mutantes, se
Inocularon 2 consjos neczslandesss de 3.5 Kg, con un esguama de 8 inoculaciones,
saparadse 10 dlas entre al, con cantidadee incrementales de la proteina recombinante,
deade 30 hasia 100 pg/conejo de proteina recombinante soluble (inactiva) en PBS. Las
Inoculaciones fueron intradérmicas en un volumen final de 1mi, con 0.5 mi de adyuvante de
Freund, completo para la primera noculacién e incompleto para las subsecuentes.

En ambos casos ee obtuvieron tfiulos que variaron de entre 25,200 y 31,500. Pera
cada caso los 2 conejos ee sangraron hasta blanco y se separd el suara de ambos conejos
y 86 mezcié (50/60% en volumen).

Para determinar la doals efectiva media, DES0 de 2 mezcia de sueros de cada caso, se
usaron grupos de 4 ratones Balb-C de 18-20 g, inyectdndoseles una mazcia preincubada
(30 min a 37°C) de 12ug de foxina SMDrLb con cantidades credlentes de la mezcia del
suero de [os 2 conejos inmunizados, en SS (NaCl 0.15 M),

A partir de las DESO detrminadas con el ya citado programa GrephPed Prism, ee
caicularon las cantidades de toxina © veneno neutralizados por 1 mi da cada uno de los
sueros (capacidad neutrallrants) que se presantan a continuacién;

Uy
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Taxina recombinants g de toxina o veneno
0 veneno natural neutralizados por ml de suero
ant- ant-
SMDrLb{H11K) SMDrLb{E31K)
SMDLb-COOH 58.5 53.8
Venano L bonet] 162.5 151.1
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Relvindicaclones.
Habléndose descrito la presente invencién se relvindica lo sigulente:

1. Una proteina alslada del veneno de ls arafia Loxosceles bonef, que presenta una
actividad de esfingomielinaea y produce dermonecrbeis en un mamifero inoculado con ella,
carecterizada por que tiene a secusncla aminodcida SEQ. ID. NO: 11.

2. Una protelna recombinante que presenta una actividad de esfingomislinasa D y produce
dermonecrésis en un mamifero inoculado con ella, caracterizada por que comprende la
secuencia aminodcida SEQ. ID. NO: 11, o una mutaclén funcionaimente equivalents de la
misma.

3. Un fragmento de DNA que codifica para la proteina recombinante de la relvindicacién 2,
caracterizado por que comprende la secuancia SEQ. ID. NO: 10, o una mutacidn silenciosa
de la misma. .

4. Una proteina recombinante que carece de actividad de esfingomielinasa D y que no
produce dermonecrosis en un mamifero inoculado con ella, caracterizada por que
comprende la secuencla aminodcida SEQ. ID. NO: 11 con una sustitucién de un
aminodcido selecclonado de! grupo que consiste de Glu31, Asp33, Asp81, His11 y His47.

5. La protefna recombinante de [a reivindicacion 4, caracterizada por que la sustitucién es
en un aminacido seleccionado del grupo que consiste de Giu31 y His11.

6. La proteina recombinants de la relvindicacién 5, caracterizada por que tiene la secuencia
SEQ.ID.No: 28.

7. La protelna recombinante de la reivindicacion 5, caraclerizada por que tiene la secuencia
SEQ.ID.No: 30.

8. Un fragmento de DNA gue codfica para la protelng recombinante de la relvindicacién 4,
caracterizado por que comprende la eescuencia SEQ. ID. NO: 10 con una mutecidn
consistents de una sustitucidn del coddn codificants de un sminodcido seleccionado del
grupo que consiste de Glu31, Asp33, Asp@1, His11 y His4?.
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8. Un fragmento de DNA que codifica para la proteina recombinants de Ia relvindicacién b,
caracterizado por que comprende la sscuencla SEQ. ID. NO: 10 con una mutacion
consistente de una sustitucién del codén codificante de un amindcido selaccionado del
grupo que consista de Glu31 y Hle11.

10. Un fragmento de DNA que codifica para la proteina recombinante da [a reivindicacién 8,
caracterizado por que tlene una secuencla nuclectidica SEQ.ID.No: 27.

11. Un fragmento de DNA que codifica para |a proteina recombinants de la relvindicacién 7,
caracterizado por que tiene una secuencia nuclectidica SEQ.ID.No: 20.

12. Una protelna recombinante que presenta una actividad de esfingomielinasa D y
produce dermonecrdsis en un mamffero noculado con ella, caracterizada por que
comprende la secuencia aminodcida SEQ. ID. NO: 13, o una mutacién funcionalments
equivalenta de la misma.

13. Un fragmento de DNA que codifica para la proteina recombinante de la relvindicecitn
12, caracterizado por que comprende la secuencia SEQ. ID. NO: 12, o une mutacién
sllenclosa de la miama.

14. Une protelna recombinante que carece de actividad de esfingomiefinasa D y que no
produce demmonecrésie en un mamffero Inoculado con ella, caracterizada por que
comprende |a secuencla aminodcida SEQ. ID. NO: 13 con.una sustitucién de un
aminodcido selecclonado del grupo que consiste de Giu31, Asp33, Asp81, Hia11 y His47.

15. La protaina recombinante de la reivindicacién 14, caracterizada por que la sustitucién
es en un amindcido seleccionado del grupo que consiste de Giu31 y His11.

18. Un fragmento de DNA que codifica para la proteina recombinanie de la reivindicacisn
14, caracterizado por que comprende la secuencia SEQ. ID. NO: 12 con una mutacién
consistente de una sustitucidn del codén codificante de un aminodcido seleccionado del
grupo que o_onslste de Glu31, Asp33, AspS1, His11 y His47.

17. Un fragmento de DNA que codifica para la protelna recombinante de la relvindicacién
15, caracterizado por que comprende la secuencla SEQ. ID. NO: 12 una mutacién
consistente de una sustitucidén del codén codificants de un amindcido selecclonade del
grupo que conslste de Glu31 y His11.
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18. Una proteina recombinante que presenta una aclividad de esfingomieiinasa D y
produce dermonecrisis en un mamifero inoculado con ella, caracterizada por que
comprende la secuencia amincédcida SEQ. ID, NO: 15, o una mutacién funcionalments
equivalente de la misma. '

19. Un fregmento de DNA que codifica para la proteina recombinants de la relvindicacién
18, caracterizado por qua comprende la secusncia SEQ. [D. NO: 14, o una mutacién
eilenciosa de la mlema.

20. Una protelna recombinante que carece de activitad de esfingomislinasa D y que no
produce dermcnecrdsie en un mamifero Inoculedo con ella, caraclerizada por que
comprende la secuencla aminoécidea SEQ. ID. NO: 156 con una susttudén de un

aminodcido selecclonado del grupo que consiste de Glu31, Asp33, AspB1, His11 y Hisd7.

21. La proteina recombinante de la reivindicacién 20, caracterizada por que ia sustitucién
#3 en un amindcido selecclonado del grupo que consiste de Glu31 y Hia11.

22. Un fragmento’de DNA que codifica para la proteina recombinante de la reivindicacién
20, caracterizado por que comprende la sscuencia SEQ. ID. NO: 14 con una mutacién
consistents de una sustitucién del codén codificante de un aminoécido seleccionado del
grupo que consiste de Glu31, Asp33, Asp81, Hie11 y His47.

23. Un fragmento de DNA que codifica para la proteina recombinante da la relvindicacién
21, caracterizado por que comprende la secuencla SEQ. (D. NO: 14 con una mutacién
consistente de una sustitucién del codén codificants de un amindckio seleccionado del
grupo que consiste de Glu31 y Hie11.

24.'Una protelna recombinante que preeenta una actividad de esfingomielinasa D y
produce dermonecndsis en un _mamlfero inoculado con eBa, caraclterizada por que
comprende |a secuencla aminodcida SEQ. ID. NO: 18, o una mutecién funclonaimente
equivalents de la misma.

25, Un fragmento de DNA que codifica para la proteina recombinante de la relvindicacion
24, camctgrizado por que comprende la secuencia SEQ. ID. NO: 18, o una mutacldn
sllenciosa de la mlama,

é’\,
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26. Una proteina recombinante que carece de actividad de esfingomielinesa D ¥ que no
produce dermonecrésis en un mamifero Inoculado con ella, caracterizada por que
comprende la secuencla aminodcida SEQ. ID. NO: 18 con una susiitucidn de un
aminoacido seleccionado del grupo que conalste de Glu32, Asp34, Asp91, Hia12 y His47.

27. La proteina recombinante de la relvindicacién 28, caracterizadd por que Ia sustitucién
&8 en un aminacido selecclonado del grupo que consiste de Glu32 y Hie12

28. Un fragmento de DNA que codifica para la proteina recombinante de ia refvindicacién
28, caracterizado por que comprende la sscusncla SEQ. ID. NO: 18 con una mutacidn
consistente de una sustitucién del codén codificante de un aminoédcido seleccionado del
grupo que conslete da Glu32, Asp34, AspB81, His12 y His47.

28. Un fragmento de DNA que codlfica para la proteina recombinante de Ja reivindicacion
27, caracterizado por que comprende ia secuencla SEQ. ID. NO: 18 con una mutacién
consistente de una sustituclén del codén codlificants de un amindcido seleccionado del
grupo que consiste de Glu32 y Hia12.

30. Una proteina recombinante que presenta una aclividad de esfingomielinesa D y
produce dermonecrisis en un mamifero Inoculado con ella, caracterizada por que
comprende la secuencia aminodcida SEQ. ID. NO: 21, o una mutacién funcionaiments
equivelente de la misma.

31. Un fragmento de DNA que codlifica para la protaina recombinante de [a relvindicacién
30, caracterizado por que comprende la secuencia SEQ. ID. NO: 20, o una mutacién
sllanclosa de la misma.

32. Une prote(na recombinants que carece de actividad de esfingomielinasa D y-que no
produca dermonecrbsis en un mamifero inoculado con ella, caracterizada por que
comprende la secuencla aminoécida SEQ. ID. NO: 21 con una susiitucidn de un
aminoécido seleccionado del grupo que conelste de Glu32, Asp34, Asp81, Hie12 y His47.

33. La proteina recombinante de la relvindicacién 32, caracierizrada por que la sustitucion
@s an un amindcldo selecclonado del grupo que consiste de Glu32 y Hie12.

N
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34. Un fragmento de DNA que codlfica para la protelna recombinante de la relvindicacidn
32, caracterizado por que comprende la secuencia SEQ. ID. NO: 20 con una mutacién
consistente de una sustitucldn del codén codlificante de un aminoécide selecclonado del
grupo que conalste de Glu32, Asp34, Aspf81, His12 o Hin47.

35. Un fragmento de DNA que codifica para ia proteina recombinants de Ja reivindicacion
33, caracterizado por que comprende la sacuencia SEQ. ID. NO: 20 con una mutacién
consistente de una sustituclén del codén codificante de un aminécido eslaccionado del
grupo que conalste de Glu32 y His12,

38. Un vector de expreslén caractarizado por que comprende cualiquiera de los fragmentos
de DNA de lse relvindicaciones 3, 8, 8, 10, 11, 13, 18, 17, 10, 22, 23, 25, 28, 31, 34 y 35.

37. Una Cepa bacterlana recombinante caracterizada por que ha sido transformada con ol
vector de Ia relvindicacién 38.

38. La cepa bacterlana recombinante de la relvindicacion 37 caracterizada por que es de
Escherichia coll,

36. Le cepa bacterlana recombinante de la relvindicaclén 38 caracterizede por que es
Escherichla coli BL21.

40. Un método para la produccién de las proteinas recombinantes de cualquiera de las
retvindicacicnes 2, 4, 5, 6, 7, 12, 14, 15, 18, 20, 21, 24, 26, 27, 30, 32 o 33, caracterizado
por que comprenda los pasos de:

@) Incuber en un medio adecuado y en condiclones adecuadas de culivo, una cepa
bacteriana recombinants transformada con un vector de expresién que comprende un
fragmantc de DNA seleccionado del grupo que consiste da los fragmentos de DNA con
sacusncia SEQ. ID. NO: 10, SEQ. ID. NO: 12, SEQ. ID. NO: 14, SEQ. ID. NO: 18, SEQ. ID.
NO: 20, SEQ. ID. NO: 27 y SEQ. ID. NO: 28,

b) opcionalmente, separar del madio la masa celular y

©) romper |as células para liberar |a proteina y

d) opclonaimente separar y purificar la proteina roeombmame.

41. El método de Ia reivindicacién 40, caracterizado por que, adiclonaimente después del
paso de incubacién, al alcanzarse una masa celuler adecuada, se induce la expresion con
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une concentraclén de IPTG de 0.1mM, a una temperatura sntre 20 y 25°C y por un perfodo
de al menos 12a 20 hr.

42, E] método de ia reivindicacion 40, caracterizado por que la cepa bacteriana es de
Escherichia coll.

43. El método de la relvindicacién 42, caracterizado por que la cepa de Escherichia coff es
BL21.

44. Una composicidn Inmunogénica o anfigénica que comprende al menos una de ias
proteinae de las reivindicaciones 2, 4, 5, 8, 7, 12, 14, 15, 18, 20, 21, 24, 28, 27, 30, 32 o
33

45. Un método para produch anticuerpos contra of veneno de arsflas del género
Loxoscelss, caracterizado por que comprende el inyectar en un vertabrado, una cantidad
efectiva suficlente para generar enticuerpos, de una composicidn inmunogénica o
antigénica que comprende el menos una proteina recombinante de cualquiera de las
revindicaciones 2, 4, 5, 6, 7, 12, 14, 15, 18, 20, 21, 24, 28, 27, 30, 32 0 33.

48. El método de la relvindicaion 46, caractarizado por que el vertebrado s un mamffero.
47. E!l método de la relvindicacién 48. caracterizade por qua el mamifero es un caballo.

48. El metado de la reivindicacion 45 caracierizado por que los anticuerpos son
neutralizantes del venenc de 'a arafia Loxoscales.

48. E! método de la relvindicacién 45, caracierizado per que adicionaimente inciuys la
recuperacion de dichos anticuerpos de dicho mamifero y opcionalmente su purificacién.

50. El método de [a relvindicacién 48 caracterizado por que dicha arafia Laxosceles es de
una especie seleccionada del grupo que consiste de L. bonst], L. reciusay L leefn.

51. Una composlcion fan'nacéuﬂu de Ios anticuerpos producidos mediante al método de ia
retvindicacién 48, o sus fragrnentos de unién al antigeno y acamsadores farmacéuticos
aceptables, caracterizada por que dicha compoelcién neutraliza el sfecio in vivo del
vanena de arafias del género Loxosceles.
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52. La composicién de [a relvindicacidn 51 caracterizada por que dicha arafla Loxosceles
es de une especie seleccionada del grupo que consiste de L. banetli, L. reciusa o L feeta.

53. Una composicién que comprende al menos una protaina recombinante cualquiera de
las relvindicaciones 2, 4, 5, 8, 7, 12, 14, 15, 18, 20, 21, 24, 26, 27, 30, 32 o 33 ligadas a un
sustrato caracterizado por que dicha compoelcién liga eepecificaments anticuerpoe
generados contra el vensno de arafiae del género Loxoscelss o contra el veneno de arafias
Laxosceles enriquecidoe con al mencs una da las proteina recombinants de las
relvindicaclones 2, 4, 5, 6, 7, 12, 14, 15, 18, 20, 21, 24, 26, 27, 30, 32 0 33.

54. Un diepositivo de diagndstico caracterizado por que comprende la compoelcidn de ia
reivindicaclon 53.

65. Un método para dlagnosticar sl la arafia que mordid a un individuo pertenece a una
especie particulsr de Loxosceles caracterizado porque 88 hace contactar el diapositivo
diagndstico de la relvindicaién 54 con una muesira del individuo picado y sa detecia Ia
presencla de anticuerpos especificos en el dispositivo.

68. Un método para tratar el envenenamiento por mordedura de araflas Laxosceles
caracterizado por que comprende el administrar a un Individuo que requisra dicho
tratamiento la composicién farmacéutica de la relvindicacién 51.

\,
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Porcentaje de identidad de aminodcidos entre necrotoxinas de difereniss sspecies de Loxosceles.

especie Lbl Irl. L2 la Li L-H17 LI-H13 L1 -2
Lbl -
Lri 91 -
84 50 -
La - 88 88 87 -
Li a3 84 86 80 -
-|7 57 60 o9 59 -
LI-H13 §7 60 61 68 60 80 -
u-1 56 59 59 58 59 99 80 -
-3 67 60 61 59 59 82 84 a2 -
FIGURA §
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Listado de secuencias
No. de secuencias: 30

INFORMACION PARA LA SEQ IDNO: |
() CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 35 aa
(B) TIPO: aminoécidos
(II) TIPO DE MOLECULA: péptido
(II) HIPOTETICA: No
(V) TIPO DE FRAGMENTO: Amino terminal
(V) FUENTE ORIGINAL
(A) ORGANISMO: Loxosceles boneti
(IX) CARACTERISTICAS
(A) NOMBRE; Fragmento de esfingomiclinasa D, isoforma I
(B) LOCALIZACION: 1a35

Ala Asn Lys Arg Pro Ala Trp Ile Met Gly His Met Val Asn Ala Ile
1 5 10 15

Ala Gln Ile Asp Glu Phe Val Asn Leu Gly Ala Asn Ser Ile Glu Thr
20 25 30

Asp Val Ser
35

INFORMACION PARA LA SEQ ID NO: 2
(1) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 33 aa
(B) TIPO: aminoécidos
(II) TIPO DE MOLECULA: péptido
(IIl) HIPOTETICA: No
(V) TIPO DE FRAGMENTO: Amino terminal



(VI) FUENTE ORIGINAL ‘)’)
(A) ORGANISMO: Loxosceles boneti

(IX) CARACTERISTICAS

(A) NOMBRE: Fragmento de esfingomielinasa D, isoforma IT

(B) LOCALIZACION:1a33

Ala Asn Lys Arg Pro Ala Trp Ile Met Ala His Met Val Asn Ala Val
1 5 10 15

Ala Gln Ile Asp Glu Phe Val Asn Leu Gly Ala Asn Ser Ile Glu Thr
20 25 30

Asp

INFORMACION PARA LA SEQ ID NO: 3
() CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 25 aa
(B) TIPO: aminoécidos
(I1) TIPO DE MOLECULA: péptido
(II) HIPOTETICA: No
(V) TIPO DE FRAGMENTO: Amino terminal
(VI) FUENTE ORIGINAL
(A) ORGANISMO: Loxosceles boneti
(IX) CARACTERISTICAS
(A) NOMBRE: Fragmento de esfingomielinas D, isoforma 111
(B) LOCALIZACION: 1 225

Arg Pro Lys Pro Ile Trp Asp Val ARla His Met Val Asn Asp Leu Glu -
1 5 10 15
Leu Val Asp Glu Tyr Leu Gly Asp Gly

20 25

INFORMACION PARA LA SEQ ID NO: 4
(1) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 37 pb



(B) TIPO: nuclestidos

(I) TIPO DE MOLECULA: oligonucledtido
(II) HIPOTETICA: No

(IV) ANTISENTIDO: No

(V) FUENTE ORIGINAL

(A) ORGANISMO: Artificial

(IX) CARACTERISTICAS

(A) NOMBRE: oligonuclestido Adapted Primer
(B) LOCALIZACION: 1237

ggccacgegt cgactagtac tttttttttt ttttttt

INFORMACION PARA LA SEQIDNO: §
(I) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 20 pb
(B) TIPO: nucledtidos
(1) TIPO DE MOLECULA: oligonuclestido
(1lI) HIPOTETICA: No
(IV) ANTISENTIDO: No
(VD FUENTE ORIGINAL
(A) ORGANISMO: Artificial
(IX) CARACTERISTICAS
(A) NOMBRE: oligonuclestido AUAP
(B) LOCALIZACION: 1 a 20

ggccacgegt cgactagtac

INFORMACION PARA LA SEQIDNO: 6
(I) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 17pb
(B) TIPO: nucletidos
(1) TIPO DE MOLECULA: oligonuclestido



(Il) HIPOTETICA: No

(IV) ANTISENTIDO: No

(VI) FUENTE ORIGINAL

(A) ORGANISMO: Artificial
(IX) CARACTERISTICAS

(A) NOMBRE: oligonucleétido Lbl
(B) LOCALIZACION:1al7

ccigcitgga thatgqg

INFORMACION PARA LA SEQIDNO: 7
(I) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 17 pb
(B) TIPO: nucledtidos

(i) TIPO DE MOLECULA: oligonucletido
(Il) HIPOTETICA: No

(V) ANTISENTIDO: No

(V) FUENTE ORIGINAL

(A) ORGANISMO: Atrtificial

(IX) CARACTERISTICAS

(A) NOMBRE: oligonucletido Lb-nested
(B) LOCALIZACION: 1217

gathatgggl cayatggt

INFORMACION PARA LA SEQIDNO: 8
(I) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 36 pb
(B) TIPO: nucledtidos

() TIPO DE MOLECULA: oligonuclestido
(Il HIPOTETICA: No

(IV) ANTISENTIDO: No

17

17



(V) FUENTE ORIGINAL

(A) ORGANISMO: Artificial

(IX) CARACTERISTICAS

(A) NOMBRE: oligonucledtido Lb5’Bam HI
(B) LOCALIZACION: 1a36

aaaggatccqg cgaalaaacg cccggcegtgg atcatg

INFORMACION PARA LA SEQIDNO: 9
() CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 27 pb

(B) TIPO: nucledtidos

(I) TIPO DE MOLECULA: oligonuclestido
(1) HIPOTETICA: No

(IV) ANTISENTIDO: No

(VI) FUENTE ORIGINAL

(A) ORGANISMO: Artificial

(IX) CARACTERISTICAS

(A) NOMBRE: oligonucledtido Lb3’Sal I
(B) LOCALIZACION: 1227

gggggtcgac ttaattcttg aatgttc

INFORMACION PARA LA SEQ IDNO: 10
(I) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 837 pb
(B) TIPO: nucleddidos

(C) TIPO DE CADENA: doble

(D) TOPOLOGIA: lineal

(II) TIPO DE MOLECULA: ADNc para ARNm
(1) HIPOTETICA: No

36

27



(IV) ANTISENTIDO: No

(V) FUENTE ORIGINAL:

(A) ORGANISMO: Loxosceles boneti
(IX) CARACTERISTICAS

(A) NOMBRE: Clona Lbl

(B) LOCALIZACION: 1-837

(IX) CARACTERISTICAS

(A) NOMBRE: Secuencia codificadora
(B) LOCALIZACION: 1-837

gcg aac aaa cgc ccg gcg tgg atc atg ggc cac atg gtc aat gct att 48
Ala Asn Lys Arg Pro Ala Trp Ile Met Gly His Met Val Asn Ala Ile
1 5 10 15
gct cag ata gac gag ttt gtg aac ctt gga gcg aat tcc att gaa aca 96
Ala Gln Ile Asp Glu Phe Val Asn Leu Gly Ala Asn Ser Ile Glu Thr
20 25 30
gac gtg tct ttc gac tca agt gcc aat cct gaa tat acg tat cat ggt 144
Asp Val Ser Phe Asp Ser Ser Ala Asn Pro Glu Tyr Thr Tyr His Gly
a5 40 45
att cca tgt gat tgt gga.agg act tgt acg aag tgg gag aat ttc aac 192
Ile Pro Cys Asp Cys Gly Arg Thr Cys Thr Lys Trp Glu Asn Phe Asn
50 55 60
gat ttt ctg gta gga ctg cga aag gcc aca aca cca gac gac tcc aac 240
Asp Phe Leu Val Gly Leu Arg Lys Ale Thr Thr Pro Asp Asp Ser Asn
65 70 75 80
tat cat gaa aag ttg att tta gtt gta ttt gac ctg aaa acc ggt agc 288
Tyr His Glu Lys Leu Ile Leu Val Val Phe Asp Leu Lys Thr Gly Ser
85 80 95
ctc tac gat aac caa gect tac gac get ggg aag aaa tta gcg aaa agt 336
Leu Tyr Asp Rsn Gln Ala Tyr Asp Ala Gly Lys Lys Leu Ala Lys Ser
100 105 110
ata ctt cag cat tac tgg aac aac ggc aat aat ggt gga aga gca tac 384
Ile Leu Gln His Tyr Trp Asn Asn Gly Asn Asn Gly Gly Arg Ala Tyr
115 120 125
att gta tta tcc ata. cca aac ctt gec cat tat aaa tta att act gga 432

Ile Val Leu Ser Ile Pro Asn Leu Ala His Tyr Lys Leu Ile Thr Gly

or 3



ttt
Phe
145
att
Ile

gct

atc
Ile

gca
Ala

aca
Thr
225
gat

Glu

cct

Pro

130
aaa
Lys

gga
Gly

tac
Tyr

acc
Thr

aac
Asn
210
gtg
val

gga
Gly

tct
Ser

tgg
Trp

gaa
Glu

tat
Tyr

cag
Gln

aac
Asn
195
aga
Arg

gac

Asp

ata
Ile

gct
Ala

gaa
Glu
275

acg
Thr

gac

Asp

aaa
Lys
180
tgt
Cys

gat
Asp

aag

Lys

atg
Met

tat
Tyr
260
aca
Thr

cte
Leu

ttc
Phe
165
gce

tta

Leu

tet

Ser

cge
Arg

acc
Thr
245
agt

Ser

tte
Phe

aca
Thr
150
tct
Ser

gga
Gly

ctg
Leu

tcc
Ser

gca

230

aat
Asn

gcg

aag
Lys

135
agc
Ser

gga
Gly

gta
val

cgc
Arg

aac
Asn
215
tcg
Ser

tac
Tyr

Lys

aat
Asn

gat
Asp

aac
Asn

aca
Thr

gga
Gly
200
gga
Gly

act
Thr

cca

Pro

ttc
Phe

ggg
Gly

gat
Asp

gga
Gly
185
ctt

Leu

tac

Tyr

aga
Arg

gat
Asp

aga
Arg
265

cat

His

gcc
Ala
170

cat-

Hias

agt
Ser

att
Ila

gat
Asp

gtt
val
250
att
Ile

INFORMACION PARA LA SEQIDNO: 11

() CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 279 aa

(B) TIPO: aminoécidos
(1) TIPO DE MOLECULA: Proteina completa
(IlI) HIPOTETICA: No
(VI) FUENTE ORIGINAL:
(A) ORGANISMO: Loxosceles boneti

cca
Pzo
155
atc
Ile

gtg
val

cgc
Arg

aac

Asan

gca
Ala
235
att
Ile

gcc
Ala

140

gag
Glu

ggc
Gly

tgg
Trp

gtg
val

aaa
Lys
220
ctc

Leu

gct

aca
Thr

ttg

Leu

gac

Asp

cag
Gln

agg
Arg
205
gtg
Val

gat
Asp

gat
Asp

tac

Tyr

atg
Met

gtt
val

agc
Ser
190
gaa
Glu

tac
Tyr

gect
Ala

gtc
Val

gac
Asp
270

gac
Asp

gca
Ala
175
gat
Asp

gcg
Ala

tat
Tyr

gga
Gly

cte
Leu
255

gac

aaa
Lys
160
agt
Ser

ggc
Gly

gtc
Val

tgg
Trp

gtc
val
240
agt
Ser

aat

Asp Asn

480

528

576

624

672

720

768

816

837

& %



(IX) CARACTERISTICAS

(A) NOMBRE: Proteina SMDrLb
(B) LOCALIZACION: 1-279
(D) INFORACION ADICIONAL: Presenta Actividad Esfingomielinasa D y

Asp

Ile

Asp

65

Tyr

Leu

Ile

Ile

Phe

145

Ile

Ala

Ile

Ala

Thr

225
Asp

dermonecrotica.

Asn
Gln
val
Pro
50

Phe
His
Tyr
Leu
Val
130
Lys
Gly
Tyr
Thr
RAsn
210

Val

Gly

Lys

Ile

Ser

35

Cys

Leu

Glu

Asp

Gln

115

Leu

Glu

Tyr

Gln

Asn

195

Arg

Asp

Ile

Arg

Asp

20

Phe

Asp

val

Lys

Asn

100

His

Ser

Thr

Asp

Lys

180

Cys

Asp

Lys

Met

Pro

Glu

Asp

Cys

Gly

Leu

85

Gln

Tyr

Ile

Leu

Phe

165

Leu

Ser

Arg

Thr

Ala

Phe

Ser

Gly

Leu

70

Ile

Rla

Trp

Pro

Thr

150

Ser

Gly

Leu

Ser

Ala

230

Asn

TIp

val

Ser

Arg

5%

Arg

Leu

Tyr

Asn

135
Ser

Ile

Ala
40

Thr
Lys
val
Asp
Asn
120

Leu

Asp

Gly Asn

val
Arg
Asn
215

Ser

Tyr

Thr
Gly
200
Gly

Thr

Pro

Met
Leu
25

Asn
Cys
Ala
Val
Ala
105
Gly
Ala
Gly
Asp
Gly
185
Leu
Tyr

Arg

Asp

Gly
10

Gly
Pro
Thr
Thr
Phe
90

Gly
Asn
His
His
Ala
170
Hia
Ser
Ile

Asp

val

His

Ala

Glu

Lys

Thr

75

Asp

Lys

Asn

Tyr

Pro

155

Ile

val

Arg

Asn

Ala

235
Ile

Met

Asn

Tyr

Trp

60

Pro

Leu

Lys

Gly

Lys

140

Glu

Gly

Trp

val

Lys

220

Leu

Ala

Val

Ser

Thr

45

Glu

Asp

Lys

Leu

Gly

125

Leu

Leu

Asp

Gln

Arg

205

Val

Asp

Asp

Asn

Ile

30

Tyr

Asn

Asp

Thr

iio

Arg

Ile

Met

val

Ser

190

Glu

Tyr

Ala

Val

Ala
15

Glu
Hia
Phe
Ser
Gly
95

Lys
Ala
Thr
Asp
Ala
175
Asp
Ala
Tyr

Gly

Leu

Ile

Thr

Gly

Asn

80

Ser

Ser

Tyr

Gly

Lys

160

Ser

Gly

val

Trp

val

240

Ser

@



245

250

255

Glu Ser Ala Tyr Ser Ala Lys Phe Arg Ile Ala Thr Tyr Asp Asp Asn

260

Pro Trp Glu Thr Phe Lys Asn

275

265

INFORMACION PARA LA SEQ ID NO: 12

() CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 837 pb
(B) TIPO: nucleddidos
{C) TIPO DE CADENA: doble

(D) TOPOLOGIA: lineal

(II) TIPO DE MOLECULA: ADNc para ARNm
(IlD) HIPOTETICA: No
(IV) ANTISENTIDO: No
(VI) FUENTE ORIGINAL:

(A) ORGANISMO: Loxosceles reclusa

(IX) CARACTERISTICAS
(A) NOMBRE: Clona Lrl

(B) LOCALIZACION: 1-837

(IX) CARACTERISTICAS

(A) NOMBRE: Secuencia codificadora
(B) LOCALIZACION: 1-837

gcg aac
Ala Asn
1

tat cag
Tyr Gln

gac gtg
Asp Val

gtt cca
val Pro

aaa
Lys

ata
Ile

tct
Ser
35

tgt
Cys

cgc
Arg

gac
Asp
20

ttec
Phe

gat
Asp

ccg
Pro
5

gag
Glu

gac
Asp

tgc
Cys

gcg tgg atc

Ala

ttt
Phe

aaa
Lys

gag
Gly

Trp

gtg
Val

gat
Asp

agg
Arg

Ile

aac
Asn

gcc
Ala
40

tct
Ser

atg
Met

ctt
Leu
25

aat
Asn

tgc
Cys

ggcg
Gly
10

gga
Gly

cet

‘Pro

ttg
Leu

cac
His

gcg
Ala

gaa
Glu

aag
Lys

atg
Met

aat

Asn

tac

Tyr

tgg
Trp

gtc
Val

tce

Ser

acg
Thr
45

Jgag
Glu

270

aac
Asn

att
Ile
30

tat
Tyr

tat
Tyr

gct
Ala
15

gaa
Glu

cac
His

ttt
Phe

att
Ile

aca
Thr

ggc
Gly

agc
Ser

96

144

192

X



gat
Asp
65

tat
Tyr

ctc
Leu

ctg
Leu

att
Ile

ttt
Phe
145
gtt
val

gct

atec
Ile

aaa
Lys

aca
Thr
225
gat
Asp

gaa
Glu

50
ttt
Phe

cat
His

tac
Tyr

ctt

Leu

gta
val
130
aaa
Lys

gga
Gly

tac

Tyr

acc
Thr

aac
Asn
210
gtg
Val

ggc
Gly

tct
Ser

cta

Leu

gca
Ala

gat
Asp

aag
Lys
115
tta
Leu

gaa
Glu

cat
His

aag

Lys

aac
Asn
195
aga
Arg

gac
Asp

gtg
val

gct
Ala

Lys

aaa

Lys

aac
Asn
100
cat
His

tcec
Ser

acg
Thr

gac
Asp

aaa
Lys
180
tgt
Cys

gat
Asp

aaq
Lys

atg
Met

tat
Tyr

ggt
Gly

tta
Leu
85

caa
Gln

tac

Tyr

ata
Ile

ctc

Leu

tte
Phe
165
gcc
Ala

tta
Leu

tct

Ser

cgc
Arg

acc
Thr
245
aag

Lys

cta
Leu
70

gtg
val

gct
Ala

tgg
Trp

cca

Pro

aaa
Lys
150
tct
Ser

gga
Gly

ctg
Leu

tca

Ser

gca
Ala
230
aat
Asn

gcg

55
cga
Arg

tta
Leu

tac
Tyr

aac
Asn

gac
Asp
135
age
Ser

gga
Gly

gta
val

cgg
Arg

aac
Asn
215
acg
Thr

tac
Tyr

aaa
Lys

aaa
Lys

gtt
Val

gac
Asp

aac
Asn
120
ctt
Leu

gag
Glu

aac

Asn

aca
Thr

gga
Gly
200
gga
Gly

act
Thr

ccqg
Pro

ttc
Phe

gcc

gta
Val

gca
Ala
105

ggc
Gly

aac
Asn

agg
Gly

gat
Asp

gga
Gly
185
ctt
Leu

ttc
Phe

aga
Arg

gat
Asp

aga
Arg

aca
Thr

ttt
Phe
90

gga
Gly

aat
Asn

cat
His

cat
His

gcc
Ala
170
cat
His

agt

Ser

att
Ile

gag
Glu

gtt
val
250
att
Ile

aca
Thr
75

gac
Asp

aag
Lys

aat
Asn

tat
Tyr

cece
Pro
155
atc
Ile

gtg
val

cgt
Arg

aac
Asn

gca
Ala
235
att
Ile

gcc
Ala

60
cca

Pro

ctg
Leu

aag
Lys

ggt
Gly

aaa
Lys
140
gag
Glu

ggc
Gly

tgg
Trp

gtg
val

aaa
Lys
220
ctc

Leu

act
Thr

aca
Thr

ggc
Gly

aaa

Lys

tta

Leu

gga
Gly
125
tta

Leu

tta
Leu

gac
Asp

cag
Gln

aag
Lys
205
gtg
val

gat
Asp

gat
Asp

tac

Tyr

gat
Asp

acc
Thr

gcg
Ala
110
aga
Arg

att
Ile

atg
Met

gtc
val

agce
Ser
190
gat
Asp

tac
Tyr

gct
Ala

gtt
Val

gac
Asp

tce

Ser

ggc
Gly
95

aaa

Lys

gca
Ala

act
Thr

gac
Asp

ggg
Gly
175
gat
Asp

gct
Ala

tat
Tyr

gga
Gly

ctc
Leu
255
gac
Asp

aag
Lys
80

agce
Ser

aat
Asn

tac
'I'y'r

gga
Gly

aaa
Lys
160
aat
Asn

ggc
Gly

gtg
Val

tgg
Trp

gtc
val
240
aac
Asn

aat
Asn

240

288

336

364

432

480

528

576

624

672

720

768

816

2\ R



260 265 270
cct tgg gaa aca ttc aag aat 837
Pro Trp Glu Thr Phe Lys Asn
275

INFORMACION PARA LA SEQIDNO: 13
(I) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 279 aa
(B) TIPO: aminoécidos
(II) TIPO DE MOLECULA: Proteina completa
(l1I) HIPOTETICA: No
(VI) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Loxosceles reclusa
(IX) CARACTERISTICAS
(A) NOMBRE: Protefna SMDrLrl
(B) LOCALIZACION: 1-279
(D) INFORACION ADICIONAL: Presenta Actividad Esfingomielinasa D y

dermonecrotica.

Ala Asn Lys Arg Pro Ala Trp Ile Met Gly His Met Val Asn Ala Ile
1 5 10 15
Tyr Gln Ile Asp Glu Phe Val Asn Leu Gly Ala Asn Ser Ile Glu Thr
20 25 30
Asp Val Ser Phe Asp Lys Asp Ala Asn Pro Glu Tyr Thr Tyr His Gly
35 40 45
Val Pro Cys Asp Cys Gly Arqg Ser Cys Leu Lys Trp Glu Tyr Phe Ser
50 55 60
Asp Phe Leu Lys Gly Leu Arg Lys Ala Thr Thr Pro Gly Asp Ser Lys
65 70 75 80
Tyr His Ala Lys Leu Val Leu Val Val Phe Asp Leu Lys Thr Gly Ser
85 90 95
Leu Tyr Asp Asn Gln Ala Tyr Asp Ala Gly Lys Lys Leu Ala Lys Asn
100 105 110
Leu Leu Lys His Tyr Trp Asn Asn Gly Asn Asn Gly Gly Arg Ala Tyr
115 120 125
Ile Val Leu Ser Ile Pro Asp Leu Asn His Tyr Lys Leu Ile Thr Gly

A F



Phe
145
val

Ile
Lys
Thr
225
Asp

Glu

Pro

130
Lys

Gly

Tyr

Thr

Asn

210

val

Gly

Ser

Trp

Glu Thr

His Asp

Lys Lys
180
Asn Cys
185
Arg Asp

Asp Lys
Val Met
Ala Tyr

260

Glu Thr
275

Leu

Phe

165

Ala

Leu

Ser

Arg

Thr

245

Lys

Phe

Lys
150
Ser
Gly
Leu
Ser
Ala
230
Asn

Ala

Lys

135
Ser Glu

Gly Asn
val Thr
Arg Gly
200
Asn Gly
215
Thr Thr
Tyr Pro

Lys Phe

Asn

Gly His

Asp Ala
170

Gly Hls

185

Leu Ser

Phe Ile
Arg Glu
Asp Val

250

Arg Ile
265

INFORMACION PARA LA SEQ ID NO: 14
)
(A)
(B)
©
(D)
()

CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

LONGITUD: 837 pb
TIPO: mucleddidos
TIPO DE CADENA: doble
TOPOLOGIA: lineal
TIPO DE MOLECULA: ADN¢ para ARNm
(I1l) HIPOTETICA: No
(IV) ANTISENTIDO: No
(V1) FUENTE ORIGINAL:
(A) ORGANISMO: Loxosceles reclusa
(IX) CARACTERISTICAS
(A) NOMBRE: Clona Lr2
(B) LOCALIZACION: 1-837
(IX) CARACTERISTICAS

Pro

155

Ile

Val

Arg

Asn

Ala

235

Ile

Ala

140
Glu

Gly

TIp

Val

Lys

220

Leu

Thr

Thr

Leu

Asp

Gln

Lys

205

val

Asp

Asp

Tyr

Met

vVal

Ser

190

Asp

Tyr

Ala

val

Asp
270

Asp
Gly
175
Asp
Ala
Tyr

Gly

Leu
255
Asp

Lys
160
Asn
Gly
Val
Trp
val
240

Asn

Asn



(A) NOMBRE: Secuencia codificadora

(B) LOCALIZACION: 1-837

gcg
Ala
1

tat
Tyr

gac

gtt
val

gat
Asp
65

tat
Tyr

ctc
Leu

ctg
Leu

atc
Ile

ttt
Phe
145
gtt
val

gct

aac

Asn

cag
Gln

gtg
val

cca
Pro
50

ttt
FPhe

cat
His

tac

Tyr

ctt
Leu

gta
val
130
aaa
Lys

gga
Gly

tac
Tyr

aaa cgc
Lys Arg

ata gac
Ile Asp
20

tct ttec
Ser Phe
a5

tgt gat
Cys Asp

cta aaa
Leu Lys

gca aaa
Ala Lys

gat aac
Asp Asn
100
aag cat
Lys Hia
115
tta tcc
Leu Ser

gaa acg
Glu Thr

cat gac
His Asp

aag aaa
Lys Lys

ccg gcg tgg

Pro
5

gag
Glu

gac
Asp

tgc
Cys

ggt
Gly

tta
Leu
85

caa
Gln

tac

Tyr

ata
Ile

ctc
Leu

ttec
Phe
165
gcc
Ala

Ala

ttt
Phe

aaa
Lys

g99
Gly

cta
Leu
70

gtg
Val

get
Ala

tgg
Trp

cca
Pro

aaa
Lys
150
tet
Ser

gga
Gly

Trp

gtg
val

gat
Asp

agg
Arg
55

cga
Arg

tta
Leu

tac
Tyr

aac
Asn

gac
Asp
135
age
Ser

gga
Gly

gta
val

atc
Ila

aac
Asn

gcc
Ala
40

tet
Ser

aaa
Lys

gtt
val

gac
Asp

aac
Asn
120
ctt
Leu

gag
Glu

aac

Asn

aca
Thr

atg
Met

ctt
Leu
25

aat
Asn

tge
Cys

gce
Ala

gta
Val

gca
Ala
105

ggec
Gly

aac
Asn

ggg
Gly

gat
Asp

gga
Gly

ggd
Gly
10

gga
Gly

cct

Pro

ttg
Leu

aca
Thr

ttt
Phe
90

gga
Gly

aat

Asn

cat
His

cat
His

gcc
Ala
170
cat
His

cac
His

gcg
Ala

gaa
Glu

aag
Lys

aca
Thr
75

gac
Asp

aag
Lys

aat

Aan

tat
Tyr

ccc
Pro
155
atc
Ile

gtg
val

atg
Met

aat
Asn

tac

Tyr

tagg
Trp
60

cca
Pro

ctg
Leu

aag
Lys

ggt
Gly

aaa
Lys
140
gag
Glu

ggc
Gly

tgg
Trp

gte
val

tecc
Ser

acqg
Thx
45

gag
Glu

ggc
Gly

aaa
Lys

tta
Leu

gga
Gly
125
tta
Leu

tta
Leu

gac
Asp

cag
Gln

aac
Asn

att
Ile
30

tat
Tyr

tat
Tyr

gat
Asp

acc
Thr

gcg
Ala
110
aga
Arg

att
Ile

atg
Met

gtc
val

agc

Ser

gct
Ala
15

gaa
Glu

cac
His

ttt
Phe

tcc
Ser

ggc
Gly
95

aaa
Lys

gca
Ala

act
Thr

gac
Asp

ggg
Gly
175
gat
Asp

att
Ile

aca
Thr

ggc
Gly

agc
Ser

aag
Lys
80

agc
Ser

aat
Asn

tac
Tyr

gga
Gly

aaa
Lys
160
aat
Asn

ggc
Gly

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576



180 185 190
atc acc aac tgt tta ctg cgg gga ctt agt cgt gtg aag gat get gtg 624
Ile Thr Asn Cys Leu Leu Arg Gly Leu Ser Arg Val Lys Asp Ala Val
195 200 205
aaa aac aga gat tct tca aac gga ttc att aac aaa gtg tac tat tgg 672
Lys Asn Arg Asp Ser Ser Asn Gly Phe Ile Asn Lys Val Tyr Tyr Trp
210 215 220
aca gtg gac aag cgc gca acqg act aga gag gca ctc gat gct gga gtc 720
Thr val Asp Lys Arg Ala Thr Thr Arg Glu Ala Leu Asp Ala Gly Val
225 230 235 240
gat ggc gtg atg acc aat tac ccg gat gtt att act gat gtt ctc aac 768
Asp Gly Val Met Thr Asn Tyr Pro Asp Val Ile Thr Asp Val Leu Asn
245 250 255
gaa tect gct tat aag gcg aaa ttc aga att gcc aca tac gac gac aat 816
Glu Ser Ala Tyr Lys Ala Lys Phe Arg Ile Ala Thr Tyr Asp Asp Asn
260 265 270
cct tgg gaa aca ttc aag aat 837
Pro Trp Glu Thr Phe Lys Asn
275

INFORMACION PARA LA SEQ IDNO: 15
() CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 279 aa
(B) TIPO: amino#cidos
(II) TIPO DE MOLECULA: Proteina completa
(I11) HIPOTETICA: No
(VI) FUENTE ORIGINAL:
(A) ORGANISMO: Loxosceles reclusa
(IX) CARACTERISTICAS
(A) NOMBRE: Proteina SMDrLr2
(B) LOCALIZACION: 1-279
(D) INFORACION ADICIONAL: Presenta Actividad Esfingomielinasa D y

dermonecrotica.

Ala Asn Lys Arg Pro Ala Trp Ila Met Gly His Met Val Asn Ala Ile
1 5 10 15

Tyr Gln Ile Asp Glu Phe Val Asn Lev Gly Ala Asn Ser Ile Glu Thr



Asp

Val

Asp

65

Tyr

Leu

Leu

Ile

Phe

145
val

Ile

Lys

Thr
225

Glu

Pro

val

Pro

50

Phe

His

Tyr

Leu

val

130

Lys

Gly

Tyr

Thr

Asn

210

Val

Gly

Ser

Trp

Ser

35

Cys

Leu

Ala

Asp

Lys

115

Leu

Glu

His

Lys

Asn

195

Arg

Asp

val

Ala

Glu
275

20
Phe

Asp

Lys

Lys

Asn

100

Hia

Ser

Thr

Asp

Lys

180

Cys

Asp

Lys

Met

Tyr

260
Thr

Asp
Cys
Gly
Leu
85

Gln
Tyr
Ile
Leu
Phe
165
Ala
Leu
Ser
Arg
Thr
245

Lys

Phe

Lys

Gly

Leu

70

Val

Ala

Trp

Pro

Lys

150

Ser

Gly

Leu

Ser

230

Asn

Ala

Lys

Asp

Arg

55

Arg

Leu

Tyr

Asn

Asp

135

Ser

Gly

val

Arg

Asn

215

Thr

Tyr

Lys

Asn

Ala

10

Ser

Lys

Val

Asp

Asn

120

Leu

Glu

Asn

Thr

Gly

200

Gly

Thr

Pro

Phe

25
Asn

Cys

val

Ala

105

Gly

Asn

Gly

Asp

Gly

185

Leu

FPhe

Arg

Asp

Arg
265

Pro

Leu

Thr

Phe

90

Gly

Asn

His

His

Ala

170

His

Ser

Ile

Glu

Val

250
Ile

INFORMACION PARA LA SEQ IDNO: 16

(1) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 26 pb
(B) TIPO: nucledtidos

Glu

Lys

Thr

75

Asp

Lys

Asn

Tyr

Pro

155

Ile

Val

Arg

Asn

Ala

235

Ile

Ala

Tyr
Trp
60

Pro
Leu
Lys
Gly
Lys
140
Glu
Gly
Trp
Val
Lys
220
Leu

Thr

Thr

Thr
45

Glu
Gly
Lys
Leu
Gly
125
Leu
Leu
Asp
Gln
Lys
205
Val
Asp

Asp

Tyr

30
Tyr

Tyr

Asp

Thr

Ala

110

Arg

Ile

Met

Val

Ser

190

Asp

Tyr

Ala

val

Asp
270

His

Phe

Ser

Gly

95

Lys

Ala

Thr

Asp

Gly

175

Asp

Ala

Tyr

Gly

Leu

255
Asp

Gly
Ser
Lys
80

Ser
Asn
Tyr
Gly
Lys
160
Asn
Gly
Val
Trp
val
240

Asn

Asn



(II) TIPO DE MOLECULA: oligomucledtido
(Il1) HIPOTETICA: No
(IV) ANTISENTIDO: No
(VI) FUENTE ORIGINAL
(A) ORGANISMO: Attificial
(IX) CARACTERISTICAS
(A) NOMBRE: oligonucleétido L15'Bam HI
(B) LOCALIZACION: 1 a 26
AAAGGATCCG CTGATAACCG TCGTCC
INFORMACION PARA LA SEQ ID NO: 17
(1) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 31 pb
(B) TIPO: nucledtilos
(1) TIPO DE MOLECULA: oligonucleftido
(Ilf) HIPOTETICA: No
(IV) ANTISENTIDO: No
(V1) FUENTE ORIGINAL
(A) ORGANISMO: Artificial
(IX) CARACTERISTICAS
(A) NOMBRE: oligonucleétido LI13'Sal I

(B) LOCALIZACION: 1 a3l
GGGGGTCGAC CTAATTTTTA ARAGTCTCCC A

INFORMACION PARA LA SEQ ID NO: 18
(I) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 855 pb
(B) TIPO: nucleddidos
(C) TIPO DE CADENA: doble
(D) TOPOLOGIA: lineal
(II) TIPO DE MOLECULA: ADNc para ARNm
(Il1) HIPOTETICA: No
(IV) ANTISENTIDO: No



(V1) FUENTE ORIGINAL:

(A) ORGANISMO: Laxosceles laela
(IX) CARACTERISTICAS

(A) NOMBRE: Clona L1l

(B) LOCALIZACION: 1-855

(IX) CARACTERISTICAS

(A) NOMBRE: Secuencia codificadora
{(B) LOCALIZACION: 1-855

GCT GAT AAC CGT CGT CCA ATT TGG AAC

Ala Asp Asn Arg Arg Pro Ile Trp Asn

1 5

GTA GCA CAG ATA CCA TCC TTT TTG GAT

Val Ala Gln Ile Pro Ser Phe Leu Asp
20 25

GCG GAT GTT ACT TTT AAG GGA TCG GTIG

Ala Asp Val Thr Phe Lys Gly Ser Val

35 40
ACG CCT TGC GAC TTC GGT AGG GAC TGC
Thr Pro Cya Asp Phe Gly Arg Asp Cys
50 55

GTA TTT CTG AAA ACA CTG AAAR GAR TAC

Val Phe Leu Lys Thr Leu Lys Glu Tyr

65 70

TAT CGT GAT GGG TTC ATA CTG TTC GTT

Tyr Arg Asp Gly Phe Ile Leu Phe Val

85

CTG AGC ARC GAT CAA GTA CGT CCT GCC

Leu Ser Asn Agp Gln Val Arg Pre Ala
100 105

CTT CTA CAG AAT TAC TGG AAC AAT GGT

Leu Leu Gln Asn Tyr Trp Asn Asn Gly

115 120
GTA GTA TTG TCA TTA CCT GAT ATC GGG
Val Val Leu Ser Leu Pro Asp Ile Gly
130 135
TTT AAA GAA GTA CTT AAG ARA GAA GGT

CTG
Leu
10

CTT
Leu

CCT
Pro

ATC

Ile

Thr

TG

Leu

S0

Gly

Asn

CAT
His

CAT

GCT

GGT
Gly

ACC
Thr

AGA
Arg

ACG
Thr
75

GAC
Asp

Glu

AAT
Asn

TAC
Tyr

CAT
His

GCA
Ala

TAC
Tyr

TGG
Trp
60

CCh
Pro

TTG
Leu

AART
Asn

GGT
Gly

Glu
140
GAC

ATG

Met

Asn

ACT

Thr

45

Glu

Gly

Lys

GTA
val

Gly
125
TTT
Phe

TTG

GTG
vVal

Ala
30

TAC
Tyr

TAT
Tyr

AAT

Asn

ACG
Thr

GCA
Ala
110
AGA
Arg

GTA
val

TTG

Asn
15
TTA

Leu

His

TTC
Phe

GCC
Ala

GGT

Gly

95

Lys

GCG

Ala

Arg

GAG

GCT
Ala

Glu

GGA
Gly

AAT
Asn

Lys
80

AGC
Ser

GRA
Glu

TAC
Tyr

GGA
Gly

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480



Phe
145
GTA
val

GAT

Asp

Trp

CGA
Arg

CTT
Leu

GCA

Lys

GGA
Gly

GCA
Ala

TTA
Leu

CTA

Leu
210

Lys

CTC
Leu

ATT
Ile

ACT
Thr

Glu

TAC

Tyr

Thr

AGT
Ser
195

Lys

ATT
Ile

GAT
Asp

GGC
Gly

TAC
Tyr
275

Val

GAC
Asp

His
180
GAT
Asp

GAA
Glu

TAC
Tyr

GTT
Val

GTIC
Val
260
GAC
Asp

Leu

TTC
Phe
165
GAA
Glu

GGC
Gly

GCT
Ala

TAC
Tyr

GGC
Gly
245
CTC

Leu

GAC
Asp

Lys
150
TCT

Ser

GCC
Ala

CTC
Leu

ATA
Ile

TGG
Trp
230
GTT
val

Lys

ART

Asn

Lys

GGC
Gly

TAT
Tyr

ACC
Thr

Lys
215
TCT
Ser

GAT

Asp

Glu

CcCa
Pro

Glu

Pro

Lys
AAT

Asn
200

Ser

GIG

Val

Gly

AAT
Asn

TGG

Trp
280

Gly

TAC
Tyr

Lys
185
TTT
Phe

AGG
Arg

GAC
Asp

ATA
Ile

GGA
Gly

265

Glu

His

CTG
Leu
170
GCT
Ala

TCC
Ser

GAT
Asp

Lys

ATG
Met
250
TAC
Tyr

ACT
Thr

INFORMACION PARA LA SEQ ID NO: 19
M
(A)
(B)
an
(i
VD
G
(1x)

CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

LONGITUD: 285 aa
TIPO: aminoécidos

TIPO DE MOLECULA: Proteina completa
HIPOTETICA: No
FUENTE ORIGINAL:
ORGANISMO: Loxosceles laeta
CARACTERISTICAS

Glu
155
CCG

Pro

GGA
Gly

CCA
Pro

TCG

Ser

GTG
val
235
ACC
Thr

AAT
Asn

TTT
Phe

Asp

Ser

GTG
val

CTT
Leu

GCA
Ala
220
TCA
Ser

AAT
Asn

GAT
Asp

Lys

Leu

CTT
Leu

GAC
Asp

GGT
Gly
205
AAT

Asn

Thr

CAT

His

Lys

AAT

Asn
285

Leu

ccc
Pro

GGT
Gly
190

Asp

GGA
Gly

Thr

cCG
Pro

TAC
Tyr
270

Glu

Thr

175

His

ATG
Met

TIT

Phe

Lys

AAC

Asn
255

Lys
160
CTA
Leu

ATC
Ile

GCT
Ala

ATC
Ile

GCA
Ala
240
GTT
val

AGA TTG

Arg

Leu

528

576

624

672

720

768

816

855

n



(A) NOMBRE: Proteina SMDrLI1
(B) LOCALIZACION: 1-285

(D) INFORACION ADICIONAL:

dermonecrotica.

Ala Asp Asn Arg Arg Pro Ile Trp
1 5
Val Ala Gln Ile Pro Ser Phe Leu
20
Ala Asp Val Thr Phe Lys Gly Ser
35 40
Thr Pro Cys Asp Phe Gly Arg Asp
50 55
Val Phe Leu Lys Thr Leu Lys Glu
65 70
Tyr Arg Asp Gly Phe Ile Leu Phe
85
Leu Ser Asn Asp Gln Val Arg Pro
100
Leu Leu Gln Asn Tyr Trp Asn Asn
115 120
Val Val Leu Ser Leu Pro Asp Ile
130 135
Phe Lys Glu Val Leu Lys Lys Glu
145 150
Val Gly Tyr Aap Phe Ser Gly Pro
165
Asp Ala Thr His Glu Ala Tyr Lys
180
Trp Leu Ser Asp Gly Leu Thr Asn
195 200
Arg Leu Lys Glu Ala Ile Lys Ser
210 215
Asn Lys Ile Tyr Tyr Trp Ser Val
225 230
Ala Leu Asp Val Gly Val Asp Gly
245

Presenta Actividad

Asan
Asp
25

Val
Cys
Tyr
val
Ala
105
Gly
Gly
Gly
Tyr
Lys
185
Phe
Arg

Asp

Ile

Leu

10

Leu

Pro

Ile

Thr

Leau

90

Gly

Asn

His

His

Leu

170

Ala

Ser

Asp

Lys

Met
250

Gly

Thr

Arg

Thr

75

Asp

Glu

Asn

Tyr

Glu

155

Pro

Gly

Pro

Ser

val

235
Thr

His
Ala
Tyr
Tzp
60

Pro
Leu
Asn
Gly
Glu
140
Asp
Ser
val
Leu
Ala
220

Ser

Asn

Met
Aan
Thr
45

Glu
Gly
Lys
val
Gly
125
Phe
Leu
Leu
Asp
Gly
205
Asn

Thr

Hia

&

Esfingomielinasa D y

val
Ala
30

Tyr
Tyr
Asn
Thr
Ala
110
Arg
val
Leu
Pro
Gly
190
Asp
Gly

Thr

Pro

Asn

15

Leu

His

Phe

Ala

Gly

95

Lys

Ala

Arg

Glu

Thr

175

His

Met

Phe

Lys

Asn
255

Ala

Glu

Gly

Asn

Lys

80

Ser

Glu

TYr

Gly

Lys

160

Leu

Ile

Ala

Ile

240
Val



Leu Ile Gly Val Leu Lys Glu Asn Gly Tyr Asn Asp Lys Tyr Arg Leu

260

265

Ala Thr Tyr Asp Asp Asn Pro Trp Glu Thr Phe Lys Asn

275

280

INFORMACION PARA LA SEQ ID NO: 20

(1) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 855 pb
(B) TIPO: nucleddidos
(C) TIPO DE CADENA: doble
(D) TOPOLOGIA: lineal

(II) TIPO DE MOLECULA: ADNc para ARNm
(Il) HIPOTETICA: No
(IV) ANTISENTIDO: No
(VI) FUENTE ORIGINAL:
(A) ORGANISMO: Loxosceles laeta
(IX) CARACTERISTICAS
(A) NOMBRE: Clona L12
(B) LOCALIZACION: 1-855
(IX) CARACTERISTICAS

(A) NOMBRE: Secuencia codificadora

(B) LOCALIZACION: 1-855

GCT GAT AAC
Ala Asp Asn
1

GTA AAA CAG
Val Lys Gln

GCG GAC ATT
Ala Asp Ile

35
ACG CCT TGC
Thr Pro Cys

CGT CGT
Arg Arg
5

ATA CCA
Ile Pro
20

ACT TTT
Thr Phe

GAC TTC
Asp Phe

CCa

Pro

ACT
Thr

Lys

GGC
Gly

ATT TGG
Ile Trp

TTT TTA
Phe Leu

GGA GCG
Gly Ala
40
AGG GAT
Arg Asp

ARC
Asn

ART
Asn
25

GTG
val

TGC
Cys

CTG
Leu
10

GAT
Asp

ccc
Pro

ATC
Ile

GGC
Gly

GGT
Gly

ACC
Thr

AGA
Arg

285

CAC ATG
His Met

GCA ARC
Ala Asn

TAC AGT
Tyr Ser
45
TGG GAG
Trp Glu

270

GTG
Val

GCA
Ala
30

TAC
Tyx

TAT
Tyr

ARC GCT
Asn Ala
15

ATA GAA
Ile Glu

CAT GGA
His Gly

TTT GAC
Phe Asp

144

192

@\ B



GTA
val
65

TAT
Tyr

TTG
Leu

CTT
Leu

GTA
Val

TTT
Phe
145
GTA
val

Asp

TGG
Trp

CGA

Arg

Ser
225

ATT
Ile

50
TTC
Phe

CGT
Arg

Aan

Cre

Leu

GTA
val
130

Lys

GGA
Gly

TCA

Ser

CTA

Leu

CTA
Leu
210

Lys

CTC

Leu

ATIT
Ile

TTG
Leu

GAG
Glu

Asn

Glu
115
TTG
Leu

Glu

TAC
Tyr

GTT
val

AGT
Ser
195

Lys

GTT
val

GAT
Asp

Asp

AGA
Arg

Lys

CAT
His
100
AAT

Asn

TCA
Ser

GTA
val

GAC
Asp

CAC
His
180
GAT
Asp

GAA
Glu

TAC
Tyr

GTT
val

GTC
val

Thr

TTT
Phe
a5

GAA
Glu

TAC
Tyr

TTA
Leu

CTT

Leu

TTA
Leu
165
GAA
Glu

GGC
Gly

ATT
Ile

TAC
Tyr

GGC
Gly
245
CTC
Leu

CTG
Leu
70

ATA
Ile

GTG
val

TGG
Trp

cCcr

Pro

Lys
150
TCT

Ser

GCC
Ala

CTC
Leu

ATA
Ile

TGG
Trp
230
GIT
Val

Asn

55
AGA
Arg

CTG
Leu

GAT
Asp
135

Thr

GGC
Gly

TTT
Phe

ACT
Thr

Lys
215
TCT

Ser

GAT
Asp

Glu

GAA
Glu

TTT
Phe

Lys

AAT
Asn
120
ATC
Ile

Ala

CCA
Pro

Lys

AAT
Asn
200
AGT
Ser

GTA
Val

GGA
Gly

AAT
Asn

TAT
Tyr

GTT
val

GCC
Ala
105
GGT
Gly

GCG
Ala

GGT
Gly

TAC

Tyr

Lys
185
TGG
Trp

Arg

Asp

ATA

Ile

Gly

ACT
Thr

TTG
Leu
90

GGA
Gly

AAT
Asn

CAT
His

CAT
His

TGG
Trp
170
GCT
Ala

GCG
Ala

Asp

Lys

ATG
Met
250
TAC
Tyr

ACG
Thr
75

Asp

Glu

AAT
Asn

TAC
Tyr

GAG
Glu
155
CCA
Pro

GGA
Gly

Lys

TCG
Ser

TAT
Tyr
235
ACC
Thr

Lys

60
CCa
Pro

TTG
Leu

AAT
Asn

GGA
Gly

Glu
140
AAT
Asn

AGC
Ser

GTG
val

CIT
Leu

Glu
220
TCA
Ser

AAT
Asn

GAC
Asp

GGA
Gly

Lys

GTA
val

Gly
125
TTT
Phe

TTG
Leu

CTA
Leu

GAT
Asp

GGT
Gly
205
AAT
Asn

Thr

TAT

Tyr

Lys

AAT
Asn

ACG
Thr

GCC
Ala
110

Arg

ATA
Ile

TTG
Leu

ccc
Pro

GGT
Gly
180
GAC
Asp

GGR

Gly

Thr

CCG
Pro

TAC
Tyr

TCC
Ser

GGC
Gly
95

Lys

GCA
Ala

CGA
Arg

Asp

TCG
Ser
175

His

ATG
Met

TTT
Phe

Arg

TAC
Tyr
255
AGG
Arg

Lys
80

Ser

Gly

TAC
Tyr

Thr

Lys
160
CTG
Leu

GTC
val

GCT
Ala

ATT
Ile

Thr
240
GIT
val

TTG
Leu

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

720

768

816



260

265

270

GCA ACT TAC GAC GAC AAT CCA TGG GAG ACT TTT AAA AAT
Ala Thr Tyr Asp Asp Asn Pro Trp Glu Thr Phe Lys Asn

275

280

INFORMACION PARA LA SEQ ID NO: 21
D
(A)
(B)
(i)
(1)
(VD)
(A)

(A) NOMBRE: Proteina SMDrLI12
(B) LOCALIZACION: 1-285
ADICIONAL:

CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

LONGITUD: 285 aa
TIPO: aminoécidos
TIPO DE MOLECULA: Protefna completa
HIPOTETICA: No
FUENTE ORIGINAL:
ORGANISMO: Loxasceles laeta
(IX) CARACTERISTICAS

(D) INFORACION

dermonecrotica.

Thr
val
65

Tyr

Leu

Leu

Asp Asn Arg Arg

Lys

Asp

Pro

50

Phe

Arg

Asn

Leu

Gln

Ile

35

Cys

Leu

Glu

Asn

Glu
115

Ile
20

Thr
Asp
Arg
Lys
His

100
Asn

5
Pro

Phe

Phe

Thr

Phe

85

Glu

Tyr

2085

855

a“?g“’

Presenta Actividlad Esfingomielinasa D y

Pro Ile Trp Asn

Thr Phe

Lys Gly

Leu

Ala
40

Asn
25
val

Gly Arg Asp Cys

55
Leu Arg
70
Ile Leu

Val Arg

Trp Asn

Glu

Phe

Lys

Asn
120

Tyr
val
Ala

105
Gly

Leu Gly
10

His

Asp Gly Ala

Pro Thr

Ile Arg

Thr Thr
15

Leu Asp

80

Gly Glu

Asn Asn

Tyr
Trp
60

Pro
Leu

Asn

Gly

Met Val

Asn RAla
30

Ser Tyr

45

Glu Tyr

Gly Asn
Lys Thr
val Ala

114G

Gly Arg
125

15
Ile

His

Phe

Ser

Gly

95

Lys

Ala

Ala

Glu

Gly

Asp

Lys

Ser

Gly

Tyr



val
Phe
145
val

Asp

Trp

Ser
225
Ala

Ile

Vval
130
Lys
Gly
Ser
Leu
Leu
210
Lys
Leu

Ile

Thr

Leu

Glu

Tyr

val

Ser

195

Lys

val

Asp

Asp

Tyr
215

Ser

val

Asp

His

180

Asp

Glu

Tyr

val

val

260
Asp

Leu
Leu
Leu
165
Glu
Gly
Ile
Tyr
Gly
245

Leu

Asp

Pro

Lys

150

Ser

Ala

Leu

Ile

Trp

230

val

Asn

Aan

Asp

135

Thr

Gly

Phe

Thr

Lys

215

Ser

Asp

Glu

Pro

Ile

Ala

Pro

Lys

Asn

200

Ser

val

Gly

Asn

Trp
280

Ala

Gly

Tyr

Lys

185

Trp

Arg

Asp

Ile

Gly

265
Glu

His

His

Trp

170

Ala

Ala

Asp

Lys

Met

250

Tyr

Thr

INFORMACION PARA LA SEQID NO: 22

() CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 24 pb
(B) TIPO: nuclestidos

(I) TIPO DE MOLECULA: oligonucledtido

(II) HIPOTETICA: No

(IV) ANTISENTIDO: No

(VI) FUENTE ORIGINAL
(A) ORGANISMO: Artificial
(IX) CARACTERISTICAS
(A) NOMBRE: oligonucledtido Lb5’ incompleto
(B) LOCALIZACION: 1 a 24

TTTGGATCCC CGGCGTGGAT CATG

Tyr

Glu

155

Pro

Gly

Lya

Ser

Tyr

235

Thr

Lys

Phe

Glu

140

Asn

Ser

val

Leu

Glu

220

Ser

Asn

Asp

Lys

Phe

Leu

Leu

Asp

Gly

205

Asn

Thr

Tyr

Lys

Asn
285

Ile

Leu

Pro

Gly

i90

Asp

Gly

Thr

Pro

Tyr
270

Arg

Asp

Ser

175

His

Met

Phe

Arg

Tyr

255
Arg

Thr

Lys

160

Leu

val

Ala

Ile

Thr

240

val

Leu

24

g\ %



INFORMACION PARA LA SEQ ID NO: 23
(I) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 28 pb

(B) TIPO: nuclestidos

(1) TIPO DE MOLECULA: oligonuclestido
(ll) HIPOTETICA: No

(IV) ANTISENTIDO: No

(V1) FUENTE ORIGINAL

(A) ORGANISMO: Artificial

(IX) CARACTERISTICAS

(A) NOMBRE: oligonucletido Lb3* Bgl II
(B) LOCALIZACION: 1a28

GGGGAGATCT ATTCTTGAAT GTTTCCCA

INFORMACION PARA LA SEQ ID NO: 24
() CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 30 pb
(B) TIPO: nucledtidos

(I) TIPO DE MOLECULA: oligonuclestido
(1I) HIPOTETICA: No

(IV) ANTISENTIDO: No

(V) FUENTE ORIGINAL

(A) ORGANISMO: Artificial

(IX) CARACTERISTICAS

(A) NOMBRE: oligonucletido L13’ Bgl II
(B) LOCALIZACION: 1 a 30

GGGGAGATCT ATTTTTAAAR GTCTCCCATG

INFORMACION PARA LA SEQ ID NO: 25

28

30



(D CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 12 aa

(B) TIPO: aminoécidos

(II) TIPO DE MOLECULA: péptido

(Il HIPOTETICA: No

(V) TIPO DE FRAGMENTO: Amino terminal
(VI) FUENTE ORIGINAL

(A) ORGANISMO: Artificial

Met Arg Gly Ser His His His His His Hia Gly Ser
1 5 10

INFORMACION PARA LA SEQ ID NO: 26
(I) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 8 aa
(B) TIPO: aminoacidos
(Il) TIPO DE MOLECULA: péptido
(IlI) HIPOTETICA: No
(V) TIPO DE FRAGMENTO: Carboxilo terminal
(V) FUENTE ORIGINAL
(A) ORGANISMO: Artificial

Arg Ser His His His His His His
1 S

INFORMACION PARA LA SEQ ID NO: 27
() CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 837 pb
(B) TIPO: nucleddidos
(C) TIPO DE CADENA: doble
(D) TOPOLOGIA: lineal
(I) TIPO DE MOLECULA: ADNc para ARNm
(IIT) HIPOTETICA: No

N



(IV) ANTISENTIDO: No

(V1) FUENTE ORIGINAL:

(A) ORGANISMO: Loxosceles boneti

(IX) CARACTERISTICAS

(A) NOMBRE: Clona Lbl1(H11K)

(B) LOCALIZACION: 1-837

(IX) CARACTERISTICAS

(A) NOMBRE: Secuencia codificadora

(B) LOCALIZACION: 1-837

(IX) CARACTERISTICAS

(A) NOMBRE: sustitucién del codén codificante de la Histidina 11 por un codén
codificante de Lisina

(B) LOCALIZACION: 31-33

gcg aac aad cgc ccg gcg tgg atc atg gge aaa atg gtc aat gct att 48
Ala Asn Lys Arg Pro Ala Trp Ile Met Gly Lys Met Val Rsn Ala Ile
1 5 10 15
gct cag ata gac gag ttt gtg aac ctt gga gcg aat tcc att gaa aca 96
Ala Gln Ile Asp Glu Phe Val Asn Leu Gly Ala Asn Ser Ile Glu Thr
20 25 30
gac gtg tct ttc gac tca agt gcc aat cct gaa tat acg tat cat ggt 144
Asp Val Ser Phe Asp Ser Ser Ala Asn Pro Glu Tyr Thr Tyr His Gly
35 40 45
att cca tgt gat tgt gga agg act tgt acg aag tgg gag aat ttc aac 192
Ile Pro Cys Asp Cys Gly Arg Thr Cys Thr Lys Trp Glu Asn Phe Asn
50 55 60

gat ttt ctg gta gga ctg cga aag gcc aca aca cca gac gac tcc aac 240
Asp Phe Leu Val Gly Leu Arg Lys Ala Thr Thr Pro Asp Asp Ser Asn
65 70 75 80
tat cat gaa aag ttg att tta gtt gta ttt gac ctg aaa acc ggt agc 288
Tyr His Glu Lys Leu Ile Leu Val Val Phe Asp Leu Lys Thr Gly Ser

85 90 95
ctc tac gat aac caa gct tac gac gct ggg aag aaa tta gcg aaa agt 336

Leu Tyr Asp Asn Gln Ala Tyr Asp Ala Gly Lys Lys Leu Ala Lys Ser
100 105 110
ata ctt cag cat tac tgg aac aac ggc aat aat ggt gga aga gca tac 384



Ile

att
Ile

ttt
Phe
145
att
Ile

gct
Ala

ate
Ile

gca

aca
Thr
225
gat
Asp

gaa
Glu

cct
Pro

Leu

gta
Val
130
aaa

Lys

gga
Gly

tac

Tyr

acc
Thr

aac
Asn
210
gtg
Val

gga
Gly

tct
Ser

tag
Trp

Gln
115
tta
Leu

gaa
Glu

tat
Tyr

cag
Gln

aac
Asn
195
aga
Arg

gac
Asp

ata
Ile

gct
Ala

gaa
Glu
275

His

tce

Ser

acg
Thr

gac

Asp

aaa
Lys
180
tgt
Cys

gat
Asp

Lys

atg
Met

tat
Tyr
260
aca
Thr

Tyr

ata
Ile

ctc

Leu

ttc
Phe
165
gcc
Ala

tta
Leu

tct
Ser

cgc
Arg

acc
Thr
245
agt
Ser

ttc
Phe

Trp

cca
Pro

aca
Thr
150
tct

Ser

gga
Gly

ctg
Leu

tee
Ser

gca
Ala
230
aat

gcg

Ala

aag

Lys

Asn, Asn

aac
Asn
135
agc
Ser

gga
Gly

gta
val

cge
Arg

aac
Asn
215
tcg
Ser

tac
Tyr

aaa
Lys

aat

Asn

120
ctt
Leu

gat
Asp

aac

Asn

aca
Thr

gga
Gly
200
gga
Gly

act
Thr

cca

Pro

tte
Phe

Gly

gcc
Ala

ggg
Gly

gat
Asp

gga
Gly
185
ctt
Leu

tac
Tyr

aga
Arg

gat
Asp

aga
Arg
265

Asn

cat
His

cat
His

gcc
Ala
170
cat
His

agt
Ser

att
Ile

gat
Asp

gtt
val
250
att
Ile

INFORMACION PARA LA SEQ ID NO: 28
M
(A)
(B)
()

CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
LONGITUD: 279 aa

TIPO: aminoécidos
TIPO DE MOLECULA: Proteina completa

ABn

tat
Tyr

cca
Pro
155
atc
Ile

gtg
vVal

cgc
Arg

aac
Asn

gca
Ala
235
att
Ile

gee
Ala

Gly

aaa
Lys
140
gag
Glu

ggc
Gly

tgg
Trp

gtg
val

aaa
Lys
220
cte
Leu

gct
Ala

aca
Thr

Gly
125
tta
Leu

ttg
Leu

gac
Asp

cag
Gln

agg
Arg
205
gtg
Val

gat
Asp

gat
Asp

tac
Tyr

Arg

att
Ile

atg
Met

gtt
Val

age
Ser
190
gaa
Glu

tac
Tyr

gct
Ala

gtc
val

gac
Asp
270

Ala

act
Thr

gac
Asp

gca
Ala
175
gat
Asp

gcg
Ala

tat
Tyr

gga
Gly

ctc
Leu
255
gac
Asp

Tyr

gga
Gly

aaa
Lya
160
agt
Ser

ggc
Gly

gte
val

tgg
Trp

gtc
Val
240
agt
Ser

aat

Asn

432

480

528

576

624

672

720

768

816

837



(III) HIPOTETICA: No
(V) FUENTE ORIGINAL:
(A) ORGANISMO: Loxosceles boneti
(IX) CARACTERISTICAS
(A) NOMBRE: Proteina SMDrLb(H!11K)

(B) LOCALIZACION: 1-279

(A) NOMBRE: SUSTITUCION DE HISTIDINA 11 POR LISINA
(D) INFORACION ADICIONAL: No Presenta Actividad Esfingomielinasa D ni
dermonecrotica, pero si generara anticuerpos ncutralizantes del veneno de L. boneri.

Asp

Ile

Asp

65

Tyr

Leu

Ile

Ile

Phe

145
Ile

Ile

Asn

Gln

Val

Pro

50

Phe

His

Tyz

Leu

val

130

Lys

Gly

Tyr

Thr

Lys

Ile

Ser

35

Cys

Leu

Glu

Asp

Gln

115

Leu

Glu

Tyr

Gln

Asn
195

Arg

Asp

20

Phe

Asp

Val

Lys

Asn

100

His

Ser

Thr

Asp

Lys

180
Cys

Pro Ala Trp Ile Met

5
Glu

Asp

Cys

Gly

Leu

85

Gln

Tyr

Ile

Leu

Phe

165

Leu

Phe

Ser

Gly

Leu

10

Ile

Ala

Trp

Pro

Thr

150

Ser

Gly

Leu

vVal

Ser

Arg

55

Arg

Leu

Tyr

Asn

Asn

135

Ser

Gly

val

Arg

Asn
Ala
40

Thr
Lys
val
Asp
Asn
120

Leu

Asp

Thr

Gly
200

Leu
25

Asn
Cys
Ala
val
Ala
105
Gly
Ala
Gly
Asp
Gly

185
Leu

Gly Lys
10
Gly Ala

Pro Glu

Thr Lys

Thr Thr
15

Phe Asp

90

Gly Lys

Asn Asn
His Tyr
His Pro

155
Ala Ile
170

His val

Ser Arg

Met Val Asn

Asn

Tyr

Trp

60

Pro

Leu

Lys

Gly

Lys

140

Glu

Gly

Trp

val

Ser

Thr

45

Glu

Asp

Lys

Laeu

Gly

125

Leu

Leu

Asp

Gln

Arg
205

Ile
30

Tyr
Asn
Asp
Thr
Ala
110
Arg
Ile
Met
val
Ser

190
Glu

Ala

15

Glu

His

Phe

Ser

Gly
95

Lys
Ala
Thr
Asp
Ala
175

Asp

Ala

Ile

Thr

Gly

Asn

Asn

80

Ser

Ser

Tyr

Gly

Lys

160

Ser

Gly

val



"

Ala Asn Arg Asp Ser Ser Asn Gly Tyr Ile Asn Lys Val Tyr Tyr Trp CRZ)
210 215 220

Thr Val Asp Lys Arg Ala Ser Thr Arg Asp Ala Leu Asp Ala Gly Val

225 230 235 240

Asp Gly Ile Met Thr Asn Tyr Pro Asp Val Ile Ala Asp Val Leu Ser

245 250 255
Glu Ser Ala Tyr Ser Ala Lys Phe Arg Ile Ala Thr Tyr Asp Asp Asn
260 265 270
Pro Trp Glu Thr Phe Lys Asn
275

INFORMACION PARA LA SEQ ID NO: 29

(I) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 837 pb

(B) TIPO: nucleddidos

(C) TIPO DE CADENA: doble

(D) TOPOLOGIA: lineal

(I1) TIPO DE MOLECULA: ADNc para ARNm

(Tl) HIPOTETICA: No

(IV) ANTISENTIDO: No

(VI) FUENTE ORIGINAL:

(A) ORGANISMO: Laxosceles boneti

(IX) CARACTERISTICAS

(A) NOMBRE: Clona Lbi1(E31K)

(B) LOCALIZACION: 1-837

(IX) CARACTERISTICAS

(A) NOMBRE: Secuencia codificadora

(B) LOCALIZACION: 1-837

(IX) CARACTERISTICAS

(A) NOMBRE: sustitucién del codén codificante del dcido ghutdmico 31 por un codén
codificante de Lisina

(B) LOCALIZACION: 91-93

gcg aac aaa cgc ccg gcqg tgg atc atg gge cac atg gtec aat get att 48



gac

Asp

att
Ile

gat
Asp
65

tat
Tyr

ctc

Leu

ata
Ile

att
Ile

ttt
Phe
145
att
Ile

gct

atc
Ile

gca

Asn

cag
Gln

gtg
val

cca
Pro
50

ttt
Phe

cat
His

tac
Tyr

ctt
Leu

gta
val
130
aaa
Lys

gga
Gly

tac
Tyx

acc
Thr

aac

Lys

ata
Ile

tct
Ser
35

tgt
Cys

ctg
Leu

gaa
Glu

gat
Asp

cag
Gln
115
tta

Leu

gaa
Glu

tat
Tyr

cag
Gln

aac
Aan
195

aga

Arg

gac
Asp
20

ttc
Phe

gat
Asp

gta
val

aag
Lys

aac
Asn
100
cat
His

tece
Ser

acg
Thr

gac
Asp

aaa
Lys
180
tgt
Cys

gat

Pro

gag
Glu

gac
Asp

tgt
Cys

gga
Gly

ttg
Leu
85

caa
Gln

tac

Tyr

ata
Ile

ctc
Leu

ttc
Phe
165
gce
Ala

tta
Leu

tect

Ala

ttt
Phe

tca
Ser

gga
Gly

ctg
Leu
70

att
Ile

get
Ala

tgg
Trp

cca
Pro

aca
Thr
150
tct
Ser

gga
Gly

ctg
Leu

tec

TIp

gtg
val

agt
Ser

agg
Arg
55

cga
Arg

tta
Leu

tac
Tyr

aac

Asn

aac
Asn
135
agc
Ser

gga
Gly

gta
val

cge
Arg

aac

Ile

aac
Asn

gcc
Ala
40

act
Thr

aag
Lys

gtt
vVal

gac
Asp

aac

120
ctt
Leu

gat
Asp

aac
Asn

aca
Thr

gga
Gly
200

gga

Met

ctt
Leu
25

aat
Asn

tgt
Cys

gce
Ala

gta
val

get
Ala
105
ggc
Gly

gce
Ala

g99
Gly

gat
Asp

gga
Gly
185
ctt
Leu

tac

Gly
10

gga
Gly

cct
Pro

acg
Thr

aca
Thr

ttt
Phe
90

999
Gly

aat
Asn

cat
His

cat
His

gce
170
cat

His

agt
Ser

att

His

gcg
Ala

gaa
Glu

aagqg
Lys

aca
Thr
75

gac
Asp

aag
Lys

aat

Asn

tat
Tyr

cca
Pro
155
atc
Ile

gtg
val

cgc
Arg

aac

Met

aat
Asn

tat
Tyr

tgg
Trp
60

cca
Pro

ctg
Leu

aaa
Lys

ggt
Gly

aaa
Lys
140
gag
Glu

ggc
Gly

tgg
Trp

gtg
vVal

Val

tce
Ser

acg
Thr
45

gag
Glu

gac
Asp

aaa
Lys

tta
Leu

gga
Gly
125
tta
Leu

ttg
Leu

gac
Asp

cag
Gln

agg
Arg
205
gtg

att
Ile
30

tat
Tyr

aat
Asn

gac
Asp

acc
Thr

gcg
Ala
110
aga
Arg

att
Ile

atg
Met

gtt
val

agc
Ser
190
gaa
Glu

tac

Ala
15

aaa
Lys

cat

His

tte
Phe

tce
Ser

ggt
Gly
95

aaa
Lysa

gca
Ala

act
Thr

gac
Asp

gca
Ala
175
gat
Asp

gcg

tat

Ile

aca
Thr

ggt
Gly

aac

Asn

aac
Asn
80

agc
Ser

agt
Ser

tac

Tyr

gga
Gly

a.aa
Lys
160
agt
Ser

ggc
Gly

gtc
val

tgg

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

1
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Ala Asn Arg Asp Ser Ser Asn Gly Tyr Ile Asn Lys Val Tyr Tyr Trp
210 215 220

aca gtg gac aag cgc gca tcg act aga gat gca ctc gat gct gga gtc 720
Thr Val Asp Lys Arg Ala Ser Thr Arg Asp Ala Leu Asp Ala Gly Val

225 230 235 240

gat gga ata atg acc aat tac cca gat gtt att gct gat gtc ctc agt 768
ASp Gly Ile Met Thr Asn Tyr Pro Asp Val Ile Ala Asp Val Leu Ser

245 250 255
gaa tct get tat agt gcg aaa ttc aga att gcc aca tac gac gac aat 816
Glu Ser Ala Tyr Ser Ala Lys Phe Arg Ile Ala Thr Tyr Asp Asp Asn
260 265 270
cct tgg gaa aca ttc aag aat 837
Pro Trp Glu Thr FPhe Lys Asn
275

INFORMACION PARA LA SEQ ID NO: 30
() CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 279 aa
(B) TIPO: aminoécidos
(1) TIPO DE MOLECULA: Proteina completa
(II1) HIPOTETICA: No
(VI) FUENTE ORIGINAL:
(A) ORGANISMO: Loxosceles boneti
(IX) CARACTERISTICAS
(A) NOMBRE: Proteina SMDrLb(E31K)
(B) LOCALIZACION: 1-279
(A) NOMBRE: SUSTITUCION DE ACIDO GLUTAMICO 31 POR LISINA
(D) INFORACION ADICIONAL: No Presenta Actividad Esfingomielinasa D ni
dermonecrotica, pero si generara anticuerpos neutralizantes del veneno de L. boneli.

Ala Asn Lys Arg Pro Ala Trp Ile Met Gly His Met Val Asn Ala Tle

1 5 10 15

Ala Gln Ile Asp Glu Phe Val Asn Leu Gly Ala Asn Ser Ile Lys Thr
20 25 30

Asp Val Ser Phe Asp Ser Ser Ala Asn Pro Glu Tyr Thr Tyr His Gly



Ile

Asp

65

Tyx

Leu

Ile

Ile

Phe

145
Ile

Thr
225
Asp

Glu

Pro

Pro

50

Phe

His

Tyr

Leu

val

130

Lys

Gly

Tyr

Thr

Asn

210

Val

Gly

Ser

Trp

35
Cys

Leu

Glu

Asp

Gln

115

Leu

Glu

Tyx

Gln

Asn

185

Arg

Asp

Ile

Ala

Glu
275

Asp

val

Lys

Asn

100

His

Ser

Thr

Asp

Lys

180

Cys

Asp

Lys

Met

Tyr

260
Thr

Cys
Gly
Leu
B85

Gln
Tyr
Ile
Leu
Phe
165
Ala
Leu
Ser
Arg
Thr
245

Ser

Phe

Gly
Leu
70

Ile
Ala
Trp
Pro
Thr
150
Ser
Gly
Leu
Ser
Ala
230
Asn

Ala

Lys

Arg
55

Arg
Leu
TYyr
Asn
Asn
135
Ser
Gly
val
Arg
Asn
215
Ser

Tyr

Lys

40
Thr

Lys

val

Asp

Asn

l20

Leu

Asp

Asn

Thr

Gly

200

Gly

Thr

Pro

Phe

Cys

Ala

val

Ala

105

Gly

Ala

Gly

Asp

Gly

185

Leu

Tyr

Arg

Asp

Arg
265

Thr

Thr

Phe

90

Gly

Asn

His

Hisa

Ala

170

His

Ser

Ile

Asp

val

250
Ile

Lys
Thr
75

Asp
Lys
Asn
Tyr
Pro
155
Ile
val
Arg
Asn
Ala
235

Ile

Ala

Trp
60

Pro
Leu
Lys
Gly
Lys
140
Glu
Gly
Trp
val
Lys

220
Leu

Thr

45
Glu

Asp

Lys

Leu

Gly

125

Leu

Leu

Asp

Gln

Arg

205

val

Asp

Asp

Tyr

Asn

Asp

Thr

Ala

110

Arg

Ile

Met

val

Ser

190

Glu

Tyr

Ala

val

Asp
270

Phe

Ser

Gly

95

Lys

Ala

Thr

Asp

Ala

175

Asp

Ala

Tyr

Gly

Leu

255
Asp

Asn

Asn

Ser

Ser

Tyr

Gly

Lys

160

Ser

Gly

Val

Trp

val

240

Ser

Asn
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restricted to the invention fimt mentioned in the cleims; it i covared by claima Noa.:

(claim 1-3), (36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44 all in part)

Rermark on Prolost D The additioral search fess wero accompanioad by the spplicant’s protest and, whero applicable, the
payment of a protest foc.
D Tho additiona] march foos were accampurniod by the applicant’s protest bat tho sppHcsblo proto
fee was not paid within the tme Heit specified in the invitation.

D No protest eccompanied the pyment of additional search feas

Form PCTASAR1D {continbation of Grst sheet (2)) (Apd] 2005}

4%



INTERNATIONAL SEARCH REPORT Totmational application No.

PC17 MX 2005/000071

The Intemnational Sesrching Authority has found that the claims In the application cover 13
different inventions. Thess am as follows:

INVENTION 1 (cinims 1-3), (38, 37, 38, 29, 40, 41, 42, 43, 44, all In part). SMDr Lb

A recombinant profein of L bonetl which exhiblis sphingomyelinase D (SMD) activity and
produces dermbnecrosis, having 8EQ ID NO. 11; a DNA fragment having SEQ ID NO. 10 which
encodes It; an expreasion veotor contalning the DNA fragment; a bactarial straln which
expresaas said vector; an E. coll strain which axpresses saki veotor; a method for producing
the recombinant protein; and the use of the recombinant protein in the production of an

antigenic composiion.
INVENTION 2(=|.l|llll4-‘|ﬂ.m 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, ull In part). SMDr Lb toxolds

A recombinant protain of L boneti which doss not exhibit sphingomysiinass D (S8MD) activity
and doas not produce dermonecrosis, having SEQ ID NO. 11 {with substitution of an amino
acid sslecied from a group of five amino aclds); a DNA fragment which encodes I an
expression vecior containing the DNA fragment; a bacterial strain which expresass sald
veotor; an E. goll sirain which axpresses sald veolor; a method for producing the recombinant
protein; and the use of the recombinant protein in the production of an antigenic composition.

INVENTION 3 (claims 12-13), [30, 37, 38, 30, 40, 41, 42, 43, 44, all In puif). SMDr Lr1

A recombinant protsin of L. reclusa which exhlbits sphingomyesiinase D {(8SMD) activity and
produces dermonecrosis, having SEQ ID NO, 13; a DNA fagmant having SEQ ID NO. 12 which
encodaes It; an expression vector containing tha DNA fragment; a bactarial straln which
axpressas sald vector; sn E. coll straln which sxpresses saki vector; a method for produaing
the recombinant protein; and the use of the recombinant protein in the production of an
antigenic composition.

INVENTION 4 (claims 14-17), (30, 37, 38, 38, 40, 41, 42, 43, 44, all In pari). SMDr Lr1 toxolds

A recombinant profein of L. realusa which doss not exhibit sphingomysiinase D (8MD) activity
and does not produce dermonscroala, having BEQ ID NO. 13 (with subatitution of an amino
acid saleciad from a group of five amino ackis); a DNA fmgmant which sncodes II; an
expression vecior coniaining the DNA fragment; a bacterial strain which expresses said
vecior; an E. coll strain which expresses sald vector; a method for producing the recombinant
protein; and the use of the recombinant protsin in the production of an antigenic compositon.

INVENTION & (olaims 18-19), {38, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, all in part). SMDr Lr2

A recombinant protain of L reclusa which exhiblis sphingomyeiinase D {(EMD) activity and
produces dermonectosis, having SEQ ID NO. 15; a DNA fragment having SEQ ID NO. 14 which
encodes Ii; an expression vector containing the DNA fragment; & bacterlal straln which
expresses sald vector; an E. coll sirain which sapresses sakl vector; a method for producing
the recombinant profein; and the usa of the recombinant protain In the production of an
antigenic compoaition.

INVENTION @ (claime 20-23), (38, 37, 38, 30, 40, 41, 42, 43, 44, ail in part). SMDr Lr2 toxoids

A recombinant protein of L. reciusa which doss not exhibit sphingomyelinase D (8MD) activity
and doas not produce dermonecrosia, having SEQ ID NO. 15 (with substitution of an amine
acid selscind from a group of fiva amino ackis); a DNA fragment which encodes It; an
axpression vector containing the DNA fragment; a bacisrial strain which sxpressss sakd
wvector; an E. coll strain which sxpresses sald vecior; a methad for producing the recombinant
protein; and the use of the recombinant protein In the production of an antigenic composition.

Form PCT/ISA/210 (exira sheet) (Apri] 2005)
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INVENTION 7 (claims 24-28), (38, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, all In part). SMDr L1

A recombinant protein of L. lssta which axhibiis sphingomysiinase D (MD) activily and
produces dermonacrosis, having S8EQ D NO. 19; a DNA fragment having SEQ ID NO. 18 which
encodes It; an expression vector contalning the DNA fragment; a bacherial strain which
oxpressss sald vector; an E. coll sirain which axpresses sald vacior; a method for producing
the recombinant proisin; and the usa of tha recombinant protsin in the production of an
antigenic composition.

INVENTION 8 (claims 28-20), (38, 37, 38, 30, 40, 41, 42, 43, 44, i In parf). SMDr LI toxolds

A recombinant protein of L. lasta which does net exhiblt sphingomysiinase D (6MD) activity
and doss not produce damonecrosis, having SEQ ID NO. 19 (with substitution of an amino
acki selectad from a group of five amino acids); a DNA fragment which encodes &; an
sxpression vector containing the DNA fmgment; a bacterial strain which axpresses sald
vector; an E. coll strain which axpressas sald vector; a method for producing the mcombinant
protein; and the use of the recombinant protein In the production of an antigenic composition.

INVENTION 0 (clalma 30, 31), {38, 37, 38, 30, 40, 41, 42, 43, 44, all In part). SMDr LE2

A recombinant protain of L. lassta which exhibils sphingomysilinase D {SMD) activity and
producas dermonecrosis, having SEQ ID NO. 21; a DNA fragment having SEQ ID NO. 20 which
snoodes It an expression vector containing the DNA fragment; a bacterial strain which
sxpresses sald vector: an E. coll strain which expresses saki vector; a method for producing
the recombinant proiein; and the ues of the recombinant protsin in the praduction of an
antigenic composition,

INVENTION 10 (claims 32-38), (38, 37, 38, 30, 40, 41, 42, 43, 44, all in part). SMDr LI2 toxoids

A recombinant protein of L. issta which does not exhibit sphingomysiinase D (SMD) activity
and does not produce dermonecrosis, having SEQ ID NO. 21 (with substiation of an amino
ackd sslectad from a group of five amino ackis); a DNA fragment which sncodas it; an
axpression vector containing the DNA fragment; a baaterial strain which expreasas sald
vecior; an E. coll strain which expresses said vector; a method for producing the recombinant
protein; and the use of the recombinant proteln in the production of an antigenic composition,
INVENTION 11 (ciaims 45-50, 51-89)

A methad for producing antibadias and a pharmaceutical compoalion containing said
antibodles.

INVENTION 12 {clalms 34, 85)

A diagnoatic device and the usa thareal.

INVENTION 13 (claim 58)

A method for treating poisoning from the bite of Lozosceles spiders.

Farm PCT/ISA/210 (extra sheod) (April 2003)
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A. CLASIFICACION DEL OBJETO DE LA SOLICITUD
Ver hoja adicional

De acperdo con |a Clmlflcaclén Internacional de Pateates (CTP) o segtin Ia clasificacitn naclonsl y CIP.
B. SECTORES COMPRENDIDOS POR LA BUSQUEDA

Documentacidn minimn buscada (sistema de clesificacitn soguido de los aimbolos de clastficardin)
CD7K, CI2N, AG1K,

Otra documentacidn consultads, ademis de ls docomentacién minima, en la medida en que tales documentos formen parte de Jos seciores
comprendidos por la hisquoda

Bascs de datos clecirdnicas consuliades durentc In bisquoda iniomacional (nombre de 1a besc dc dotos y, 8i cs posible, wrrainos do
utilizados)

CIBEPAT.EBI SEQUENCE SEARCH, BIOSIS, MEDLINE, XP ESP, EPODOC

C. DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

of dermonecrotic and lethal taxine from spiders
of the genus Loxosceles (Araneac)”,

1. Protein Chem. 1996 Muy:Vul, 15, N® 4, pdginug
33743,

X Tambourgi DV et al. "Maolecular cloning, 1-3,36-44
expression, function and immunoreactjvities of
members of a gene family of phingomyelinases
from Loxosceles venom®. Molecular [inmunology.
Jul

2004; Vol. 41, N° 8, péginas 831-840.

Camgorfa* Documentos cltados, con iadicackin, ol procede, de las partes relevantes Relavante pam las
_ rel vindicuc o o®
X Rarharo KC et al. "Compared chemical properties 1-3,36-44

Enhmﬁmnnhlmc“ummmmﬂ Los documesrtos de familizs de patentes se indicon en ol

Anexo

% Cutegorias egecinies de donmmentos citudos: “T"  domusento uherior poblicado con postedoxidad o L fschs do

“A" documemin que defios el axtado grmernl de 1a tédendes 80 considecado peesoatacidn istersacionsl o de priorddad que no perwmere al
camo mticularmente relevaste. estado do In técnica pertineste pero que te cita por permithk la

“E" solicind de pateate o paienis anterior pero publicada an Ia focha de compreasida del principio o tearia quo constiuye In tuse do I
peescatacién internacional o en fecha posterior. inveacifa.

“L~ documsato quo pucde plamtear dudes schre e eivipdicackdn de "X~ documeato particulsrmenne relovasee; In {ovencidn reivindieada no
pricaddad o qus 86 clts pam determimr In fecha de poblicaciéa do otm pucic comldemme meva o quo implique ma sctividad iwvertive
¢ita o pov use raadn especial (comn Ln indicada). pox refierencis ul documenio alsiadameste considerado.

"0" documenio que se refiere o um dvulgacidn aml, a ma willmeidn, 8 Y documento perticularmewio relovantr; la invencidn mivindiceds oo
wia exponicide o 8 caslquier otro media. puedo vunsidernme: que impligue um actividad ventive cuouk d

“P~  documentn publicedo anies de la fecha ds prcentncidn htemsclonal documeain = asocls & ot u otws documestes de la mism
pern con poserioridad a la facha da princidad reivisdicads, m“"'mﬂﬂhmmumu

“&" mmmmkhmmhm

Techa en que 06 ha coacinkdo efectivaments Ia bisqueda intemaclonal. | Fecha de expodicidn del informe o biisqueda interaacional
17 AGOSTO 2006 (17-08-2006)

Nombxe y direccidn postal de 1a Adminiciracion encergada de 1 Punclocario sutdaado

bilsqueda internacional OEPM 1. Manso Tomico
Puseo de 1n Castellann, 75 28071 Madrid, Espofia,

N"de tax 34 91 3495304 N"de teléfano + 34 91 349

Formulsrio PCT/ISA210 (segunda hoja) (Abril 2005)
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INFORME DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Soliciod intemacional o®
PCT/MX 2005/000071
C (contimacidn). DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES
Categoriu® Ducumenuw clindos, cun Indicucidn, s procede, de ls purtes nelevanios Relovunie pun lns
reivindicaciones o
X Pedrosa MD et al, "Molecular cloning and 1-3,36-44
expression of a functional dermonecrotic and
hasmolytic factor from Loxosceles lsets venom®,
communications. 15 Nov. 2002, Vol. 298, N°§,
plginas 638-645.
X Kalapothakis E et al. "Molecular cloning, 1-3,36-44
cxpression an immunological propertics of LiD1,
4 protein from the dermonecrotic fumily of
Loxosceles intermedia spider venom”, Taxicon.
Dic 2002, Val. 40, N° 12, pdginas 1691-1699.
PX Ramos-Cerrillo B ct al. "Genctic and cazymatic 1-3,36-44

” erivation of sohi " D isok
from the North American fiddleback spiders
Loxosceles boneti and Loxosceles reclusa”®.
TOXICON. Oct 2004; Vol. 44, plgines 507-514

Foomlario PCT/ISA/210 (continuackin de le segunds hojs) (Abdl 2008)
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INFORME DE BUSQUEDA INTERNACIONAL S oo =

PCT/ MX 2005/000071

Recuadro Il Obser vacioned coando se estime que algunas relvindicaclooes no pueden ser objeto de bilsqueda (continuacléa
del punto 2 de la primera hoja)

Esto informe de bisqoeda Internacional oo re ha reallzado en relacién » clertes relvindicacionss por lox signientes motivos:

1. [J  Las mivindicaciones o
se refleren a un objoto con respecto al cual ests Administracin oo estif obligada a proceder o la bisqueda, & mber:

2. [  Las reivindicacionss o™
ue rufloren u elementos de la solicliud intemuclonel gue oo cumplen con los requisis estubleckdos, dee Wl modo gue oo poeds
afectuarse una bisqueds provechosa, concretamente:

3. 0 L retvindinclones ™
son relvindicaciones dependientcs y 0o estin redactades de conformidad con los pdmefios segundo y tercero de Ia regls 6.4(x)

RecvadroIll  Observaciones coando fhltn unidod de lavencidn (continuacién del punto 3 de Ia primera hoju)

12 Adminintraciin encargada de la Blizqoeds Tnternacional ha delectadn varias invenciones en la presente solicimd imemacional, » saher:
Ver Hoja Adicional

1. D Dado yue todas Las tnsas adiclonales requerkdas bao sido satisfecims por el solicitante dentro ded plazo, el prescate Informe de
bdsqueda de tipo nternacional comprende todas las relvindicaciones que pusden ser objeto de bitsqueda.

2, O Dado que tndan lan relvindicaciones gue poeden ser ohjen de hiisqueda podran neria sin realirar an esfasrm que jutifiqoe tesas
sdicionales, eata Administracién no requiris el pago de tasas adicionales.

. O Dudo quo tan sSko una pare de s tasas adicionales requeddas ba sido satlsfecha dentro del plaro por el solicitanis, ol presente

informe de bdsqueda de tipo nbemacional comprende soloments aqoellas relvindicaciones respecto da las coales hm sido

4. B8l Ninguna de las tesas sdiclonales requeridas ha sido satisfocha por el solicitante dentro de plazo. En consecuencia, el presenie
informa de bisqueda de tipo Jakemacional se limita a Is jnvencién mencionads en primer término en lss relvisdicaciones.
cublerta por 1 retvindicaciones n™: (redvindicacidn 1-3), (36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44 10das parcialmente)

Indlcacién en cunnto o Ia protesta O Se acompaid$ a los tases adicionales la protesta del solicitame v, en w camo,
¢l pago de una tam do protesta

[ 5o acompans a Ins tasas adicionaics in proteam del solicitame:, poro Ln tase de prokats
splicablc oo 52 pags cn el plaro astablecidopar elio.

] Bl pago de las tesas adicionales oo ha sido acompaiiado de ninguna protesta.

“Formulanio PCT/ISA2I0 (continuacién dc I primem hoja (2)) (Abril 2008)



INFORME DE BUSQUEDA INTERNACIONAL Soliciond brcasiona]

PCT/ MX 2005/000071

La presente ISA considera gue la solicitud comprende 13 invenciones cubicrtas por las relvindicaciones
que & continuacitn se indican:

INVENCION ] (reivindicacién 1-3), (36. 37. 38, 39, 40, 41, 42, 43. 44 todas parcialmente). SMDr Ib

Upa protefne recombinante de L.bonetti con aclividad esfingomiclinasa D (SMD) productors de
dermonccrasis y de SEQIDN®11, un fragmento de ADN que lo codifica de SEQIDN®10, un vector de
expresidn que comprendu el fragmento de ADN, uns cepa bacleriana que exprese es vector, una cepa de
L.coli que exprese es vector, un mélodo de produccitn de la protefna recombinante y el uso de la proteina
recombinante para la produccién de una composicidn antigenica,

INVENCION 2 (reivindicacion 4-11), (36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44 wodas parcialmente). Toxolde
SMDr Lb

Una protefna recombinante de L.bonelti sin actividul esfingomielinasa D (SMD) y que no es productora
de dermonecrosis de SEQIDN®11 (con una sustitucién de una aminodicido seleccionado de entre un grupo
de 5), un fmgmento de ADN que lo codifica, un vector de expresién que comprenda el fragmento de
ADN, una cepa bacteriena que exprese ese vector, una cepa de E.coli que exprese ese vector, un método
de produccién de la protefna recombinante y el uso de la proteina recombinante para la produccién de una
contposicién antigenica

INVENCION 3 (reivindicacion 12-13), (36. 37, 38, 39, 40). 41. 42, 43. 44 todas parclalemente). SMDr Lrl

Uns protcina recombinante de L. reclusa com actividad csfingomiclidasa D (SMD) productors de
dennonecrosis y de SEQIDN"13, un fragmento de ADN que lo codifica de SEQIDN®12, un vector de
expresidn que comprenda el fragmento de ADN, una cepa bacteriana que exprese ese vector, una cepa de
Fcoli que exprese ese vector, un métado de produccion de la proteina recombinante y ¢l uso de Ia
proteina recombinante para la produccién de una composicién antigenica.

INVENCION 4 (reivindicacion 14-17), (36, 37. 38, 39. 40, 41, 42, 43, 44 10dus parcislmente). Toxoide
SMDr Lrl

Unas protefna recombinante de L.recluse sin actividad esfingomielinasa D (SMD) y que no es productora
de dermonecrosis de SEQIDN"13 (con una smtitucidn de una aminodcido seleccionado de enire un grupo
de 5), un frugmento de ADN que lo codifica . un wetor de expresion que comprends el frugmento de
ADN, una cepa bacteriana que exprese ese vectar, una cepa de E.coli que exprese ese vector, un método
de producciin de 1a protefna recombinante y el uso de la proteina recomhinante para la produccion de una
composicién antigenica.

INVENCION 5 (reivindicacidn 18-19), (36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44 todas parcialmente). SMDr L12

Uns protefns recumbinante de L. reclusa con sclividad esfingomielidesy D (SMD) productors de
dermonecrosis y de SEQIDN®1S, un fragmento de ADN que lo codifica de SEQIDN®14, un vector de
cxpresién que comprenda el fragmento de ADN, una cepa bacteriana que exprese ese vector, una cepa de
Ecoli que exprese ese vector, un método de produccién de la proteina recombinante y el uso de la
proteina recombinante para la produceidn de una composicidn antigenica.

INVENCION 6 (rclvindicacion 20-23), (36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44 todas parcialementc). Toxolde
SMDrLr2

Una protefna recombinante de L.reclusa, sin actividad esfingomielinasa D (SMD) y que no es productora
de dermonecrosis, de SEQIDN®1S (con una sustitucidn de una aminoficido seleccionado de entre un grupo
de §), un fragmenio de ADN que lo codifica, un vector de expresidn que comprenda el fragmento de
ADN, una cepa bacteriana que exprese ese vector, una cepa de E.coli que exprese ese vector, un método
de produccidn de 1a protefna recombinante y €l uso de la proteina recombinante para la praduccidn de una
composicitn antigenica,

INVENCION 7 (reivindicacion 24-25), (36. 37. 38, 39, 40. 41, 42, 43. 44 (odus parcialmenie). SMDr L11

\Dg



[/na protefna recombinante de L. laeta con actividad esfingomielidasa D (SMD) productora de
dermonecrosis y de SEQIDN®19, un fragmento de ADN que lo codifica de SEQIDN"1S, un vector de

expresidn que comprenda ¢l frapmento de ADN, una cepa bacterlana que exprese csc vector, una copa de
E.coli que exprese ese vector, un método de produccidn de la protefna recombinante y el uso de la

proteina recombinante para la produccidn de una composiciéa antigenica.

INVENCION B8 (reivindicacién 26-29), (36, 37. 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44 10das parcislmente). Toxoide
SMDr Li1

Una pmiefna recombinante de 1..1aeta, sin actividad esfingomielinasa ID (SMD) y que no es productora de
dermonecrosis, de SEQIDN"19 (con una sustituciSa de una aminodicido seleccionado de entre un grupo de

5). un fragmento de ADN que lo codifica , un vector de cxpresidn que comprenda cf fragmento dc ADN,
una cepa baclerians que exprese ese wector, una cepu de BEcvli que exprese ese vector, un mélodo de
produccidn de la protefna recombinante ¥ el uso de Ia proteina recombinante para la produccitn de una
compoeicién antigenica,

INVENCION 9 (reivindicacion 30,31), (36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44 todas parcialmente). SMDr L12

Upa proteina recombinante de L. lseta con actividad esfingomielinasa D (SMD) produciora de
dermonecrusis y de SEQIDN°21, un [ragmento de ADN que lo codific de SEQIDN®20, un veclor de
expresién que comprenda el fragmento de ADN, una cepa bacleriana que exprese ese vector, una cepa de
E.coli que exprese ese vector y un método de produccién de la protefna recombinante y el uso de la
proteina recombinante para la produccién de una composicién antigenica,

INVENCION 10 (reivindicacién 32-35), (36, 37, 38, 39, 40. 41, 42, 43, 44 rodas parcialmente). Toxoide
SMDrLIL2,

Una protefna recombinante de L.lacta, sin actividad esfingomiclinasa D (SMD) y que no es productora de

dermonecrasis, de SEQIDN®21 (con una sustituciéa de una aminodeido sclecclonado de cntre un grupo de
5). un fragmento de ADN que lo codifica . un vecior de expresion que comprenda el [ragmento de ADN,

una cepa bacteriana que exprese ese vector, una cepa de D.coli que exprese ese vector y un mérodo de
produccién de la peotefna recombinante y el uso de Ia proteina recombinante para la produccién de una
composicidn antigpenica,

INVENCION 11 (reivindicacién 45-50, 51-53).

Un método para producir anticuerpos y una composicién farmacéutica de los anticuerpos.

INVENCION 12 (reivindicacion 54, 55).

UJn dispositivo de diagndstico ¥y el uso de ese dispositivo de diagndstico.

INVENCION 13 (reivindicacion 56).

Un método para tratar el envenenamiento por mordedura de arafias Loxosceles.

“Tormularlo PCI7ISA7210 (boja edicional) (Abril 2005)



INFORME DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Soliciiud intemucionsl n®

PCI7 MX 2005/000071

CLASIFICACION DEL OBJETO DE LA SOLICITUD

CO7K 14/435 (2006.01)
CI2N 15/12 (2006.01)
AGIK 38/43 (2006.01)

Formutario PCT/ISA/210 (boja adicional) (Abril 2005)

0¥



_- i)

F RMATO DE DIGITALIZAC

RELACION DE Aumuexoatm'w """""""' ]

. Expediente No 03-0328y I |
tom I NO dé unldades Y
1 |co

2 |owo

3 |REVISTA

4 |UBRO

5 |PERIODICO

8 |DISQUETES

7 |SOBRE DE MANILA X 1

8 |SOBRE BLANCO TAMANO CARTA

9 |[SOBRE BLANCO TAMAND OFICIO

10_|oTROS:

Observaclones:

o . & =
th':cen@ e TN |

08



Publicacitn internacional No. WO2008/125718 A2
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F“"uf"mm <407
: S FRESENTACION  Pelot
" FORMULARIO UNICO DE SOLICITUD DE PATENTE
PCT
ENTRADA EN FASE NACIONAL
1) - SOLICITUD DE:
.| EX] patonte de Invencion ] Patente de Modelo de Utidad
Capituio 1.
2
SOLICITANTE
1)
Teléfono: Fax:
E. Mal:
3) Nombre: DILIA MARIA RODRIGUEZ IDENTIFICGACION -
" APODERADO ORE ce. Xl wr. O
Direccidn: Camrem 11 N°. 86-53 Piso 6 .
Bogoth D.C. ce L1 omo [
E"rﬂ” 6181088 Fenc 8350824 i . 41.854.682
N fo@Aaomodolodml | ya. 20824 CSJ
4) .
INVENTOR (ES) |Nombre: ‘I.OLVEIARODIIIGUEZ.AMININ 2. STOCK SILBERMAN,
Roberto Pablo; RAMOS CERRILLO, Silanca Ilrullﬂl 4,
2 BANcHﬂ-I.OPE. Rosans; 8 ALAGON CANO,
Direccién: 1. Las fueniss N° 27, Colonia Las un-.csmn
Cusmavace, lordu(m;zm'lmmllehﬂ'.'rcolonh
Jardines de Reforma, 2° CEP-8§2260 Cuermnavaca, Morelos
(MX); 3. Fundidora De Monterrey Nr. 113, Colonia Industrial, CEP-
07800 México D.F. (MX); 4. Morcios Nr. 130, Colonia Lépez de Nava,
CEP-82300 Cuemavecs, Morelos (MX); 5. Retormo Nueva Galicia N*.
§ Colonia Jardines de Reforma, 2* Seccién, mmm
Moreles (MX).
, ’ Naclonalikdad 6 Domiciiio: Tmumm
&) PCY (86) ~
) Solicitud intemacional No. PCT/MX2006/0000071 Fecha: Agosto. 28, 2006

Fecha: Marzo 9, 2008

8)Titulo (54) INMUNOGENO Y ANTIVENENO CONTRA EL VENENO DE LA ARANA
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Reivindicacionss.

Habléndoss deacrito ia presents invenain se relvindion lo aigulents:

1. Una profeina alslads del veneno de la arefle Lowosoaiss bonef, que presenta unm
aclivided de safingomisiinasa y produce dermonacrisls sn un mamero inocuiado oon alla,
oaracierizada por que tiane ia secuencia aminodcida SEQ. ID. NO: 11.

2. Una proteina recombinants que pressnta una activided de sslingomislinase D y produce
dermonecréels en un mamffero inooulato con eia, asractarioads por que comprends la
sscusncia amnodcida 8EQ. ID. NO: 11, o una mutacién fimalonaimenis equivelents de la
miams

3. Un fragmento de DNA qua qodifica pass In prolaing recombinanie de la reivindicscién 2,

caraclarizado por ¢t comprende la secusncia BEQ. ID. NO: 10, 0 uns mulaciin sllenciosa
de In misma. .

4. Una proteina recombinanis que carece de actividad de eefingomisinesa D y qua no
" produce dermonecrosis ent un mamifero ingculado con elie, caracleriads por que

comprende ls sscuencia aminodcide SEQ. ID. NO: 11 con une &miftucidn de un
sminocdoido selecolonado del grupe que conalsis de Glu31, Asp33, Aspd1, His11 y Hisd?.

§. La prolaina recombinanie de ia relvindicacidn 4, caraciwizada por que in suslihucion es
on un amindcido salecclonado del grupo que consiata de Glud1 y Hist1.

6. La proteina recombinants de la reivindioscidn 8, caracterizada per qun tiens s sscusncia
8EQ.ID.No: 28,

7. Lu proteina recombinants de a neivindicacidn 8, oamclerizada por que.teps In ssctencle
BEQ.ID.No: 30,

"

8. Un fragmento de DNA s codifica para la proteins recombinantes de I raivindicaciin 4,
caracierizado por qua comprends la secuencia S8EQ. ID. NO: 10 con une mulacidn
oonslebante de una sustituoin del codén codificants de un aminadckio seleccionado del
OTupo que conaiste de QIUS1, Asp33, Asp9t, His11 y Hind?.
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es1ndustria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

RECARE!, PRESEINIMOS PARA ADMISION A TRAMITE
PCT

PATENTE DE INVENCION [y{ MODELO DE UTILIDAD [ ]
¢ Indicacién de que se soliclta la concesién de una patente [*]/
¢ Datos de identificacion del solicitants o de la persona que presenta la solicitud [~
¢ Descripcion de la invencion [
¢ Dibujos de ser estos pertinentes
¢ Comprobante de pago de las tasas establecidas [ /]/
COMPLETA [ ] INCOMPLETA [ ]
DISENO INDUSTRIAL [ ]
¢ Indicacion de que se solicita el registro de Disefio Industrial [ 1]
¢ Datos de Identificacién del solicitatte o de la persona que presenta la solicitud [ ]
¢ Representacion gréfica y fotogréfica del Disefio industrial 0 ‘muestra del (1

material que Incorpora el disefio
¢ Comprobante de pago de las tasas establecidas [}
COMPLETA [ 1 INCOMPLETA [ ]

ESQUEMA DE TRAZADO | ]

¢ indicacion de que se solicita el registro de un Esquema de Trazado

¢ Datos de identificacién del solicitante o de la persona que presenta la solicitud
¢ Representacion gréfica del esquema trazado

4 Comprobante de pago de las tasas establecidas

COMPLETA [ ] . INCOMPLETA

Q&uc_&io M NcNQQO(‘"’e:s

a Responsable

— Lo B s B e B o |
L= ) L W e

Fecha Carrera 13 No. 27-00 Plso 5, 7 y 10
Conmutador: 3 82 08 40
Fax: 350 52 20
E-mail: |pfof@elc.gov.co
www slc.gov.co
Bogoté, D.C., Colombla




REPUBLICA DE COLOMBIA Wl
SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA ¥ COMERCIO

BogotA,
2020

Doctor{a) q\‘)
RODRIGUEZ DILIA MARIA

REFERENCIA Radicacién No. 7 32811
Bolicitud internacional PCT/MX2005/0000071
Fecha inicio fase nacional 31/03/2007

Trimite 11
BEvento : 378
Actuacién 430

Oficio No. ‘_“,,_.6552

Comp resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articuleo 38 de
la Decipiém 486 de la Comisifn de la Cominidad Andina, articulo 27 del Tratado de
Cooperacién en Materia de Patentes (PCT), regla 51 bis del Reglamento y Circular
Gnica de la Superintendencia de Industria y Comercio, se le comunica que:

1. La solicitud no contiene 1la copia del documento en que consta la cesidn del
derecho & la patente del inventor al solicitante o a su causante. (Art. 26-k)
Declsifm 486.

2. La solicitud no contiens el poder debidamente otorgado, con el llemno de los
requisitos exigidoa por los articulos 63 y subsiguientes del CSdigo de
Procedimiento Civil. Adicionalmente, deberi presentar el documento que acredita la
existencia y representacién legal de la socliedad solicitante, cuando &sta fuere
persona juridica.

En cumplimiento de lo dispuesto por el articulo 39 de la Decisién 486, se le
ragquiere para que dentro del término de dos meses sigulentes a la 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 perder& su pralacism.

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




