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Fecha: 2013—04-25 11 25 23 De 2020 DIR NUEVASCR
Tra. 11 PATENTEIY! Eve: FZJ578 FASENACIONALI
Act. 411 PRESENTACION Folios: 80

ficacion

SOLICITUD FASE NACIONAL -PCT

1 | TIPO DE SOLICITUD

Patente de invencion

[ patente de Modelo de Utilidad

Capitulo | O capitulo 1
2 | DATOS SOLICITUD INTERNACIONAL PCT (86)
Solicitud Internacional No. PCT/CU2011/000005 Fecha  2011/09/26
Publicacién Internacional No.  \WQO 2012/041260 A1 Fecha 2012/04/05

A61K 039/000 CO7K 014/435

3 ] TiTULO DE LA INVENCION
COMPOSICION VACUNAL PARA EL CONTROL DE LAS INFESTACIONES POR
ECTOPARASITOS
4 | CLASIFICACION INTERNACIONAL;(' P)

dicionales utilizar hoja de informaciér complementaria

SOLICITANTE (S)

- IDENTIFICACION. [ TiPO

DIRECCION

 CIUDAD -

CORRE

ECTRON%CO

_ clientes@cavelier.com -

6EPARTAMENTOIESTADO
T'PAIS DE RESIDENCI

ONALIDAD o-
GARDE: .

Cuba

‘CONSTITUCION: ...

7 | INVENTOR (ES)

Para datos adicionales utilizar hoja de informacién complementaria

APELLIDOS
1. RODRIGUEZ MALLON
‘ 2. FERNANDEZ DIAZ
3 ESTRADA GARCIA

4. CARPIO GONZALEZ

NOMBRES NACIONALIDAD
Alina Cubana
Erlinda Cubana
Mario Pablo Cubano
Yamila Cubana

DIRECCION DE CORREO ELECTRONICO:

8 | DATOS INVENTOR (ES)

PAIS RESIDENCIA DEPARTAMENTQ/ESTADO CIUDAD DIRECCION
1. Cuba La Habana | Calle 186 No. 3115 entre 31 y 33, Apto. 12B, Playa, La
: Habana 11600
2. Cuba La Habana | Amistad No. 363 Apto. 4, entre San José y Barcelona,
Centro Habana, La Habana 10200,
3. Cuba La Habana | Calle 186 No. 3112 entre 31 y 33, Apto. 10, Playa, La
Habana 10600
4. Cuba La Habana | Calle 8 No. 666 e/ 27 y Zapata, Apto. 1, Plaza de la
Revolucidn, La Habana 10400,
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OTRO(S) SOLICITANTE(S) Y/O (OTRO(S) INVENTOR(ES)

D Los demas solicitantes y/o (demas) inventores se indican en una hoja a continuacion.

9 D REPRESENTANTE LEGAL APODERADO

APELLIDOS NOMBRES IDENTIFICACION
De Paez Luz Clemencia C.C.35456.344 T.P.23.555
DIRECCION Carrera 42 No. 72-35 No. TELEFONO 3 47 36 11
CIUDAD BOGOTA e ReNico  cavelier@cavelier.com
No. RADICACION DE
PAIS - COLOMBIA PROTOCOLO DE
PODER GENERAL
10 | DECLARACIONES DE PRIORIDAD Sl D NO
(33) PAIS DE ORIGEN CODIGO PAIS (31) NUMERO (32) FECHA (AAAAMM/DD)
CUBA | Cu 2010-0188 2010/09/28

] DECLARACION SOBRE USO DE RECURSOS GENETICOS O BIOLOGICOS

Declaro que el objeto de la presente solicitud de patente fue obtenido a partir de recursos genéticos o biolégicos de los que
cualquiera de los paises miembros de la Comunidad Andina es pais de origen.

—_ —_—
Os Owno

Nota: En caso afirmativo debera anexar copia del contrato de acceso de recursos genéticos o productos derivados, o
certificado o niimero de registro, expedido por la Autoridad competente.

12 | DECLARACION SOBRE USO DE CONOCIMIENTOS TRADICIONALES

Declaro que el objeto de la presente solicitud de patente fue obtenido a partir de conocimientos tradicionales de comunidades
indigenas, afroamericanas o locales de paises miembros de la Comunidad Andina.

Os Ono
Nota: En caso afirmativo debera anexar la licencia o autorizacion de uso de conocimiento tradicional, o certificado, o
numero de registro expedido por la Autoridad competente.

13 l REDUCCION DE TASAS

Declaro que carezco de medios econémicos para presentar la solicitud de patente.

jr——1g f—
Os  [Cno

Nota: En caso de ser persona natural y carecer de medios econémicos, y por lo tanto, aplique la reduccién de tasas a
que se refiere la resolucion vigente en tarifas, debe firmar la presente solicitud bajo la gravedad de juramento.

Micro, pequefias y medianas empresas ‘D

r"'-‘-!
‘ Universidades pUblicas o privadas Q
O

Entidades sin animo de lucro

Debe aportar los documentos que se indican en el numeral 17 de anexos

14 | AUTORIZACION DE NOTIFICACION EN LiNEA |D Sl D NO

Manifiesto que he leido y entendido perfectamente los términcs y condiciones de uso de medios electronicos para las
notificaciones en linea a través de Internet de los actos administrativos proferidos por la Superintendencia de Industria y
Comercio que deben ser notificados personalmente y, en consecuencia, autorizo el servicio de notificacién a través de
internet.

Fecha: 2013/04/23
“Fecha: 2013/04/24

No. 13-0038045

15 | COMPR E PAGO O PA ELECT;"”"
OMPROBANTE D ACGO RONICO | No. 13.0038428

FIRMA DEL SOLICITANTE, DEL APODERADO O DEL REPRESENTANTE LEGAL

16 Junto a cada firma, indicar el nombre del firmante.y alidad (si tal calidad no es obvia al leer el petitorio)

Nombre del Firmante

LUZ CLEMENCIA DE PAEZ

C.C 35.456.344 de Usaguen T Tarieta Profesional 23555

?60 JGG\SDCVD-AF240535\WPCL8972

P102-F06 vr4 (2012-04-19)
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ANEXOS

Documentacion Técnica
Solicitud Internacional en castellano

o b DN =

B9 Descripcion N° de folios: 33

[¥] Reivindicaciones N° Reivindicaciones: 14
Dibujos y/o figuras N® folios: 7

& Resumen.

[0 Certificado de depésito de material bioldgico si
fuera el caso.

[X] Listado de secuencias de nucledtidos ylo
aminoacidos en forma digital si fuera el caso.

O Arte final 12 x 12.
[J Anexo formato digital.

Documentacion Juridica

9. [ Poder de CENTRO DE INGENIERIA GENETICA Y
BIOTECNOLOGIA

10. Documento que legalmente pruebe la cesién del inventor
al solicitante o a su causante. (Declaracion de Acuerdo con
la Regla 4.17 del PCT)

11. [ Copia del contrato de acceso de recursos genéticos o
productos derivados, certificado o nimero de registro, si
fuera el caso.

12. O Copia de la licencia o autorizaciéon de Conocimientos
Tradicionales, certificado o nimero de registro, si fuera el
caso.

13. Reduccidn de tasas

Micro, pequefias o medianas empresas

O Copia simple de la declaracion de renta del afio
inmediatamente anterior, 0 en su defecto prueba documental
idonea.

O Documento de constancia de. cumplimiento con o
establecido en la ley 905 de 2004.
Universidades publicas o privadas

O copia acto de reconocimiento institucional emitido por el
Ministerio de Educacion
Entidades sin animo de lucro

O Copia de registro vigente en Camara de comercio.
[J Hoja de informacién complementaria.
[ Otros, especificar

14. [X] Comprobante de pago de la tasa de presentacidén de la
solicitud por $500.000.

15. O Comprobante de pago por reivindicacién de prioridad.

16. 1 Comprobante de pago de la tasa por concepto de
excedente de palabras en la publicacion.

17. ¥l Comprobante de pago por 4 reivindicaciones adicionales
a 10 por $120.000.

P102-FO6 vr4 (2012-04-19)
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Clasificacién Internacional de Patentes:
AG6IK 39/00 (2006.01) CO7K 14/435 (2006.01)

Nuimero de la solicitud internacional:
PCT/CU2011/000005

Fecha de presentacién internacional:
26 de septiembre de 2011 (26.09.2011)
Idioma de presentaci6n: espaiiol
Idioma de publicacién: espaiiol
Datos relativos a la prioridad:
2010-0188
28 de septiembre de 2010 (28.09.2010) Cu

Solicitante (para todos los Estados designados salvo
US): CENTRO DE INGENIERIA GENETICA Y
BIOTECNOLOGIA [CU/CUJ; Avenida 31 entre 158 y
190, Cubanacan, Playa, La Habana 10600 (CU).

Inventores; e

Inventores/Solicitantes (para US  solamente):
RODRIGUEZ MALLON, Alina [CU/CU]; Calle 186
No. 3115 Apto.12B entre 31 y 33. Playa, La Habana
10600 (CU). FERNANDEZ DIAZ, Erlinda [CU/CU];
Amistad No.363 Apto.4 entre San José¢ y Barcelona,
Centro Habana, La Habana 10200 (CU). ESTRADA
GARCIA, Mario, Pable [CU/CU]J; Calle 186 No.3112
Apto.10, entre 31 y 33, Playa, La Habana 10600 (CU).
CARPIO GONZALEZ, Yamila [CU/CU]; Calle 8
No.666 Apto.l entre 27 y Zapata, PLaza de la
Revolucion, La Habana 10400 (CU).

Mandatario: XVAZQUEZ CASTILLO, Mariela;
Departamento de Patentes, Centro de Ingenieria Genetica
y Biotecnologia, Avenida 31 entre 158 y 190, Cubanacén,
Playa, La Habana 10600 (CU).

Estados designados (@ menos que se indique otra cosa,
para toda clase de proteccién nacional admisible): AE,

84

BA, BB, BG, BH, BR,

BW, BY, BZ, CA, CH, CL, CN, CO, CR, CU, CZ, DE,

DK, DM, DO, DZ, EC, EE, EG, ES, FL, GB, GD, GE,

GT, HN, HR, HU, ID, IL, IN, IS, JP, KE, KG,

KZ, LA, LC, LK, LR, LS, LT, LU,

NA, NG, NI, NO, NZ, OM, PE, PG, PH, PL, PT, QA.

RO, RS, RU, RW, SC, SD, SE, SG, SK, SL, SM, ST, SV,

SY, TH, TJ, TM, TN, TR, TT, TZ, UA, UG, US, UZ, VC,
VN, ZA, ZM, ZW.

Estados designados (a menos que se indique otra cosa,
para toda clase de proteccion regional admisible):
ARIPO (BW, GH, GM, KE, LR, LS, MW, MZ, NA, RW,
SD, SL, 8Z, TZ, UG, ZM, ZW), euroasiatica (AM, AZ,
BY, KG, KZ, MD, RU, TJ, TM), europea (AL, AT, BE,
BG, CH, CY, CZ, DE, DK, EE, ES, FL, FR, GB, GR, HR,
HU, IE, IS, IT, LT, LU, LV, MC, MK, MT, NL, NO, PL,
PT, RO, RS, SE, SI, SK, SM, TR), OAPFI (BF, BJ, CF,
CG, CL, CM, GA, GN, GQ, GW, ML, MR, NE, SN, TD,
TG).

Declaraciénes segtin la Regla 4.17:

sobre la identidad del inventor (Regla 4.17(1))

sobre el derecho del solicitante para solicitar y que le sea
concedida una patente (Regla 4.17(ii)) '

sobre la calidad de inventor (Regla 4.17(iv))

Publicada:

con informe de busqueda internacional (Art. 21(3))

antes de la expiracion del plazo para modificar las
reivindicaciones y para ser republicada si se reciben
modificaciones (Regla 48.2(h))

con la parte de lista de secuencias de la descripcion

(Regla 5.2(a))

(54) Title: . VACCINE COMPOSITION FOR CONTROLLING ECTOPARASITE INFESTATIONS
(54) Titulo : COMPOSICION VACUNAL PARA EL CONTROL DE LAS INFESTACIONES POR ECTOPARASITOS.

(57) Abstract: The present invention relates to the use of a peptide of PO ribosomal protein in the manufacture of a vaccine
composition to control ectoparasite infestations and the transmission of their associated pathogens. This peptide is located
between 267 and 301 amino acids of the PO protein, and can be obtained by recombinant means or by chemical synthesis. This
peptide can be fused to a cartier protein or peptide, or an immuno - carrier and be included in an oily formulation. The
formulations comprising the peptide vaccine confer protection against ticks and ectoparasites known as "sea lice”" without
generating autoimmunity in the host organism. Among these ticks may be mentioned species as Rhipicephalus microplus,
Rhipicephalus sanguineus and Ixodes scapularis, and between sea lice are those of the Caligus and Lepeophtheirus genera.

(57) Resumen: La presente invencién se relaciona con el uso de un péptido de la proteina ribosomal PO en la fabricacion de una
composicién vacunal para el control de las infestaciones por ectoparasitos y, por consiguiente, de la transmisién de sus patégenos
asociados. Dicho péptido se localiza entre los aminoacidos 267 y 301 de la proteina PO, y puede ser obtenido por via
recombinante o mediante sintesis quimica. Dicho péptido puede ser fusionado a una proteina o péptido portador, o a un
inmunopotenciador y ser incluido en una formulacién oleosa. Las formulaciones vacunales que comprenden dicho péptido

confieren proteccidén contra las garrapatas y los ectoparasitos conocidos como "piojos de mar",

sin que ocurra generacién de

autoinmunidad en el organismo hospedante. Entre dichas garrapatas se pueden mencionar las especies Rhipicephalus microplus,
Rhipicephalus sanguineus e Ixodes scapularis, y entre los piojos de mar se encuentran aquellos de los géneros Caligus y
Lepeophthcirus.
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COMPOSICION VACUNAL PARA EL CONTROL DE LAS INFESTACIONES
POR ECTOPARASITOS

Campo de la técnica

La presente invencién se encuadra dentro del campo de la medicina veterinaria,
en particular con el control de las infestaciones por ectoparasitos y de la
transmision de sus patégenos asociados. Dicho control se logra medlante el uso
de un péptido de la proteina ribosomal PO en la fabricacién de composmlones
vacunales. Las formulacmnes vacunales que comprenden dicho péptido confieren
proteccion sin que ocurra generacién de autoinmunidad en el organismo
hospedante. |

Estado de la técnica anterior

Los ectoparasitos hematéfagos terrestres tales como 'mosquitos, pulgas y
garrapatas éonstituyen vectores para la transmision de agentes infecciosos
causantes de enfermedades. Algunas de estas enfermedades afectan
directamente al ser humano y/o a sus animales afectivos, mientras que otras son
causvantes de grandes pérdidas econémicas en la esfera agropecuaria. Ejemplos
de enfermedades que son transmitidas por ectoparasitos lo constituyen la malaria,
la leishmaniasis, el dengue, la erliquiosis y la enfermedad de Lyme. Las garrapatas
son consideradas los segundos transmisores de enfermedades a los humanos,
luego de los mosquitos (Parola P. y Raoult D.; Clin. Microbiol. Infect, 2001, 7: 80-
83). Las infecciones hemoparasitarias transmitidas por garrapatas Causan pérdidas
anuales en el orden de billones de délares estadounidenses dentro de la industria
ganadera, afectando fundamentalmente la produccion bovina en las areas
tropicales y subtropicales. Dentro de las enfermedades de mayor relevancia en
este sentido se encuentran la anaplasmosis, la babesiosis, la Enfermedad de Lyme
(producida por Borrelia burdogfen) y la llamada Fiebre de la Costa Este (producida
por Theileria parva).

Los ectoparasitos conocidos como piojos de mar (Copepoda, Caligidae)
constituyen el patégeno marino mas expandido en los Ultimos 30 afios en la -
industria salmonera, extendiéndose en los Gltimos 15 afios a otras especies de
peces en cultivo y a las poblaciones salvajes de salménidos (Pike, A.W. y
Wadsworth, S.L. Advances in Parasitology 2000, 44:233-337, Ragias, V. et al.
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Aquaculture 2004, 242: 727-733). Las mayores pérdidas econbémicas son
ocasionadas por los organismos de los géneros Caligus y Lepeophtheirus. Los
llamados piojos de mar pueden causar cambios fisiolégicos en sus huéspedes, que
incluyen el desarrollo de una respuesta de stress, la reduccién de las funciones
inmunes, fallo en la osmorregulacién y la muerte, si no se trata la infeccién
(Johnson, S.C., et al. Zool Studies 2004, 43: 8-19). Existen ademas algunas
evidencias que sugieren que los piojos de mar podrian constituir vectores para la
transmision de infecciones producidas por virus y bacterias a Ios peces (Barker

E.D., et al. Parasitology Research 2009, 105; 1173- -1177).

Una amplia variedad de agentes quimicos y farmacos han sido utilizados para

controlar las infestaciones producidas por garrapatas y piojos de mar. El uso de

pesticidas quimicos como amidinas, organofosforados, el peréxido de hidrégeno y

otros constituye en la actualidad la medida fundamental para el control de estos

ectoparasitos. No obstante, el uso intensivo de estos tiene como inconvenientes la

contaminacion de los alimentos (peces, camne y leche) con residuos quimicos, la

afectacion medioambiental y el desarrollo de resistencia por parte de los

ectoparasitos (Shahein Y. E. Vet. Immunol. and Immunopathol. 2008, 121: 281-

289, Denholm, |. Pest Manag Sci 2002, 58: 528-536; Bravo, S. et al. Aquaculture

2008, 282: 7-12; Lees et al. J. Fish Dis. 2008, 31: 947-951).

La vacunacion se considera una alternativa promisoria para el control de las
infestaciones por ectoparasitos desde el punto de vista de su eficacia, seguridad
ambiental y sostenibilidad econémica. La factibilidad del uso de antigenos
producidos por técnicas de &cido dexosirribonucleico (ADN) recombinante con este
propésito se ha demostrado con las vacunas comerciales contra la garrapata
Rhipicephalus microplus, basadas en Ia proteina Bm86 recombinante (TickGARD,
de Hoechst Animal Health, Australia; y GAVAC, comercializada por Heber Biotec,
Cuba). Esta altima ha resultado efectiva en estudios de campo cuando su
aplicacion se encuentra incluida dentro de un programa de control integrado. En el
caso del piojo de mar existen algunos avances en el uso dé proteinas como
candidatos vacunales, como es el caso akirin-2 de Caligus rogercresseyi, al que se
denomin6 my32, y la realizacién de ensayos de reto con resultados prorhisorios
(Solicitud de Patente WO02008/145074 “Secuencias de &cidos nucleicos y
amino&cidos, y vacuna para el control de infestaciones por ectoparasitos en.
peces”).
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La identificacion de nuevos antigenos protectivos constituye la etapa limitante para
incrementar la eficacia de estas vacunas. Aungue nuevas proteinas de garrapatas
se han identificado recientemente, y se han propuesto como posibles moléculas
protectivas, solo un numero limitado de ellas se han evaluado como antigenos
producidos por via recombinante en ensayos de vacunacion. En el caso de los
piojos de mar, que son ectoparasitos que se alimentan del mucus, la piel y la
sangre del huésped y, por tanto, tienen sélo un contacto limitado con el sistema
inmune del mismo (Boxaspen, K. ICES Journal of Marine Science 2006, 63: 1304-
1316), se han investigado, como candidatos vacunales, proteinas
inmunomoduladoras del parasito que suprimen la respuesta inmune del huésped
en el sitio de adhesion y alimentacion (Wikel, S. K. et al., "Arthropod modulation of
host immune responses”. En: The Immunology of Host-Ectoparasitic Arthropod
Relationships. Editors: Wikel, S. K,, CAB Int., 1996, pp. 107-130). También se han
estudiado otras moléculas semejantes a la vitelogenina y proteinas de adhesién al
huésped (Johnson, S.C. et al. ZoolA Studies 2004,. 43: 8-19; Boxaspen, K. ICES
Journal of Marine Science 2006, 63: 1304-1316), pero debido al poco conocimiento
de los mecanismos y la patologia de la infestacion de los salmones por el piojo de
mar, la identificacion de blancos para la prevencion y el tratamiento de esta
infestacion no han sido exitosos. De todas formas, los resultados de las
investigaciones realizadas en la evaluacion de diferentes candidatos vacunales en
ensayos de inmunizacion han demostrado que el uso combinado de varias
moléculas, involucradas en diferentes procesos fisiolégicos, constituye un método
factible para controlar las infestaciones por ectoparasitos.

Los ribosomas eucariéticos estan conformados por moléculas individuales de 4cido
ribonucleico ribosomal (ARNr) y mas de 80 proteinas organizadas dentro de las
subunidades mayor y menor. La mayoria de las proteinas ribosomales son basicas
(punto isoeléctrico (pl)>8,5), pero existe ademas un grupo de proteinas acidas
(pl=3,0-5,0) que forman una estructura similar a un tallo en la subunidad mayor del
ribosoma. Estas proteinas acidas se denominan proteinas P (PO, P1 y P2), debido
a su capacidad de ser fosforiladas, Io cual desempefia un rol fundamental en la
regulacién de la actividad traduccional de los ribosomas (Wojda I. et al. Acta Bioch.
Pol. 2002, 49: 947-957). Las proteinas P contienen una regién C-terminal
conservada, de aproximadamente 17 aminoacidos, cuyos Ultimos seis residuos se
encuentran altamente conservados, lo cual constituye la base de la reactividad
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inmunolégica cruzada entre ellas y con las proteinas P de otras especies. La
proteina PO es fundamental para el ensamblaje de la subunidad ribosomal 608,
donde se une directamente a P1, P2, al ARNr 28S y al factor eEF2. Su ausencia
conduce a la generacion de ribosomas deficientes de la subunidad 60S, los cuales
son inactivos para la sintesis de proteinas, conllevando a la muerte celular.

Las proteinas P son altamente inmunogénicas, y se han estudiado extensamente
en humanos, debido a su asociacién con enfermedades autoinmunes y con la
carcinogénesis. Estas aplicaciones de las proteinas ribosomales se han protegido
mediante patentes por sus respectivos autores. La proteina ribosomal PO, en
particular, constituye un candidato vacunal prometedor contra varios protozoos y
bacterias. La misma resulté inmunogénica como antigeno recombinante (ya sea
empleando la proteina completa o la regién C-terminal consistente en los Gltimos
11-16 aminoacidos) o mediante la inmunizacién con ADN desnudo, contra
Toxoplasma gondii, Neospora caninum (Zhang H. et al. Mol. Biochem. Parasitol
2007, 153: 141-148), Trypanosoma cruzi (Skeiky Y. A. et al. J. Immunol. 1993, 151:
5504-5515), Leishmania infantum (lborra S. et al.; Infect. Immunol. 2003, 71: 6562-
6572 y 2005, 72: 5515-5521) y varias especies de Babesia (Terkawi M. A. et al.;
Vaccine 2007, 25: 2027-2035; Terkawi M. A. et al. Parasitol. Res. 2007, 102: 35-
40) y Plasmodium (Chatterjee S. et al. Infect. Immunol. 2000, 68: 4312-4318,;
Rajeshwari K. ef al. Infect. Immunol. 2004, 72: 5515-5521). La respuesta inmune
obtenida en la mayoria de estos experimentos se caracterizo por la generacion de '
altos titulos de anticuerpos especificos, capaces de conferir proteccion de manera
activa y pasiva contra la infeccion, la activacién de linfocitos T y la produccion de
interferén gamma (IFNy) como parte de un patrén de respuesta del tipo Th1.

Su uso como inmundgeno contra varias bacterias y protozoos, sin el reporte de
reacciones de naturaleza autoinmune en el hospedero se debié a la relativamente
baja identidad de secuencia aminoacidica de esta proteina entre estos
microorganismos y fos mamiferos. El caso mas llamativo lo constituyé la
inmunizacién de ratones con un péptido consistente en los Ultimos 16 aminoacidos
de la proteina ribosomal PO de Plasmodium falciparum (Rajeshwari K. et al.; Infect.
Immunol. 2004, 72: 5515-5521), el cual presenta una identidad del 68% con la
region C-terminal de esta misma proteina en ratones. Sin embargo, el uso de esta
proteina, o de la region C-terminal de la misma, como inmundgeno para el control
de las infestaciones por garrapatas y piojos de mar se encuentra limitado por el
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alto grado de identidad aminoacidica existente para este antigeno' entre los
ectoparasitos y sus organismos hospederos.

Experimentos realizados recientemente con ARN de interferencia especifico para
el silenciamiento de la expresion de esta proteina en la garrapata Haemaphysalis
longicornis mostraron una disminucion considerable en la ganancia de peso de las

garrapatas, y una mortalidad del 96%, provocada por afectaciones estructurales a -

nivel de glandula salival y cuticula; lo cual sugiere que la proteina ribosomal PO es

‘necesaria para la ingestion de sangre y la viabilidad de -Ias garrapatas vy,

posiblemente, de otros ectoparasitos (Gong H. et al. Vet. Parasitol. 2008, 151: 268-

" 278). No obstante, el desarrollo de un candidato vacunal basédo en este antigeno

tiene como inconvenientes el alto grado de identidad existente entre las
secuencias reportadas de vertebrados y ectoparasitos como garrapatas y piojos de
mar, la cual es superior en la regién C-terminal de la proteina, lo que puede traer
como consecuencia fa induccidn de tolerancia o la generacién de una respuesta de

autoanticuerpos en el organismo hospedante.

El uso intensivo de agentes quimicos y farmacos para controlar las infestaciones

producidas por garrapatas y piojos de mar tiene como inconvenientes la

contaminaciéon de los alimentos con residuos quimicos, la aféctacién

medioambiental y el desarrollo de resistencia por parte de los ectoparasitos. Por -
ello, la vacunacién se considera una alternativa promisoria y existe la necesidad

de identificar nuevos antigenos vacunales que sean capaces de conferir

proteccion por si solos 0 puedan ser incorporados a las vacunas existentes.

Explicacion de la invencién

La presente invencion resuelve el problema antes mencionado al proveer una
composicion vacunal para el control de las infestaciones por ectoparasitos que

comprende un péptido de la proteina ribosomal PO de dichos ectoparasitos. Dicha

composicion comprende, como antigeno, una regién inmunogénica de la proteina

ribosomal PO que es poco conservada entre los ectoparasitos y los organismos -
afectados por los mismos, segin los resultados de un estudio que se revela en

esta invencion, por primera vez. La region identificada dentro de la proteina

ribosomal PO esta comprendida entre los aminoacidos 267 y 301 de la misma.

La presencia de la proteina PO en todos los organismos, como un componente

estructural de los ribosomas que es fundamental para la viabilidad celular,
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constituye una ventaja para el uso de estas secuencias con el objetivo de obtener
candidatos vacunales contra diferentes especies de ectoparasitos. Sin embargo, 'elv
uso de esta proteina, o de la region C-terminal de la misma, como inmunégeno
para el control de las infestaciones por garrapatas y piojos de mar se encuentra
limitado por el alto grado de identidad aminoacidica existente para este antigeno
entre los ectoparasitos y sus organismos hospederos.

En esta invencién se logra evadir esta situacién, por primera vez, al identificar
regiones altamente inmunogénicas dentro de la proteina, que coinciden con zonas
de baja similitud de secuencia entre estos grupos de organismos. Mediante
predicciones bioinformaticas, se comprobé que esta regién coincide con una zona

de baja hidrofobicidad y de alto grado de accesibilidad de la proteina, que la .

convierte en una secuencia aminoacidica con altas probabilidades de encontrarse
expuesta.

A partir de ARN total de larvas de las garrapatas Rhipicephalus microplus Y R.
sanguineus, y de piojos de mar adultos de la especie Caligus rogercresseyi se
generaron ADNs complementarios mediante reverso-transcripcion. Las secuencias
nucleotidicas que codifican para la proteina ribosomal PO de estas garrapatas
(SEQ ID NO. 1 y SEQ NO. 2) y de este piojo de mar se amplificaron mediante
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (del inglés Polymerase Chain Reaction,
abreviado PCR,), a partir de estos ADNs complementarios y oligonucleétidos
especificos.

La secuencias polipeptidicas correspondientes a las proteinas PO de los
ectoparasitos R. sanguineus y R. microplus fueron idénticas entre ellas, y se
designaron como SEQ ID NO. 3. Esta secuencia y la de la PO de C. rogercresseyi
presentaron una identidad de secuencia mayor del 70% con la PO de sus
organismos hospedantes, siendo alin mayor para los Gitimos 16 aminoacidos que
componen la region C-terminal, descrita como la zona mas inmunogénica dentro

de la proteina. La zona de menor similitud en la secuencia aminoacidica, que a la

vez tiene posibilidades de resultar expuesta y de ser inmunogénica, se detecté en
todos los casos en la region comprendida entre los aminoacidos 267 y 301 (SEQ
ID NO.4, péptido correspondiente en la proteina PO de Rhipicephalus microplus
[pPO]; SEQ ID NO.6, péptido correspondiente en la proteina PO de Ixodes
scapularis [pPOIs]; SEQ ID NO.8, péptido correspondiente en la proteina PO de
Caligus clemensi f[pPOCc¢], SEQ ID NO.9, péptido correspondiente en la proteina

v
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PO de L. salmonis [pPOLs] y SEQ ID NO.10, péptido correspondiente en la proteina
PO de C. rogercresseyi [pPOCr)).

Por tanto, en una realizacion de la invencién, la composicién vacunal comprende
un péptido con una secuencia aminoacidica identificada como SEQ ID NO. 4, SEQ
ID NO. 6, SEQ ID NO. 8, SEQ ID NO. 9 0 SEQ ID NO. 10, un fragmento de dichas
secuencias, o un péptido o polipéptido que exhibe al menos una identidad del 70 %
con dichas secuencias. A , |

La presente invencién estd relacionada también con aquellas composiciones
vacunales donde el péptido de PO indicado se fusiona, se conjuga o se co-
administra con otra molécula, para incrementar su inmunogenicidad o potenciar su
efecto protector. Entre dichas moléculas se encuentran proteinas portadoras e
inmunopotenciadores. En una materializacion de la invencion, dicha molécula se
selecciona dentro del grupo compuesto por la hemocianina, los epitopos de células
T, las proteinas que forman particulas semejantes a virus, la proteina Bm86 de la
garrapata R. microplus, la proteina Rs86 de la garrapata R. sanguineus y la
proteina my32 del piojo de mar C. rogercresseyi o L. salmonis.

Los péptidos identificados como SEQ ID NO. 4, 6, 9 y 10, de entre 35 y 36
aminoécidos, y fragmentos de estos de 20 aminoacidos, se obtuvieron mediante
sintesis quimica y se conjugaron a la hemocianina (del inglés Keyhole Limpet
Hemocyanin, abreviado KLH) de Megathura crenulata, para potenciar su
inmunogenicidad. Con los conjugados se realizaron experimentos de inmunizacion,
con reto en condiciones controladas, para evaluar sus capacidades protectivas. El
péptido pPO (SEQ ID NO. 4) se ensayo contra R. sanguineus y R. microplus en
conejos y bovinos, respectivamente, el pPOIs (SEQ ID NO. 6) se evalué cohtra l.
scapularis en conejos. Por su parte, los péptidos pPOLs y pPOCr (SEQ ID NO. 9y
SEQ ID NO.10, respectivamente) se evaluaron contra L. salmonis y C.
rogercresseyi, respectivamente, ambos en Salmo salar.,

La inmunizacién de conejos y bovinos con la formulacién vacunal que contiene el
conjugado proteico (pPO-KLH) y el adyuvante Montanide 888 fue capaz de inducir
en ambos casos una potente respuesta inmune humoral eépecifica contra el
péptido. No se observaron indicios de la ocurrencia de una respuesta de
naturaleza autoinmune en los animales de experimentacién utilizados, que fuese

provocada por el reconocimiento y la reactividad de la proteina PO de estos

mamiferos por pérte de los anticuerpos generados contra el péptido pP0. Esto se
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confirmé mediante un ensayo de reactividad cruzada “in vitro” en la linea celular de
riién de conejo RK-13, empleando un suero hiperinmune contra el péptido
obtenido en ratones. La vacunacion con el conjugado pP0-KLH indujo proteccion
contra las infestaciones por R. sanguineus y R. microplus, provocando
afectaciones estructurales y de los parametros biolégicos en ambas especies de
garrapatas. Ademas, se obtuvieron resultados similares contra la garrapata /.
scapularis luego de la inmunizacion con el péptido sintético de la proteina PO de
esta garrapata (pPOIs) conjugado a hemocianina. 1

La vacunacién de salmones con los conjugados pPOLs-KLH y pPOCr-KLH indujo
proteccién contra las infestaciones por ambas especies de piojos de mar,
evidenciado en una disminucion significativa del nimero de parasitos por pez. Se
realizaron, ademas, experimentos de inmunizacién con el pP0 y el pPOCr
obtenidos por via recombinante, fusionados a los epitopos T de la toxina tetanica y
de la proteina de fusion del virus del sarampion (del inglés Measles Virus Fusion
protein, abreviado MVF) en una misma construcciéon genética. Como resultado de
los experimentos de inmunizacién con estos antigenos quiméricos, para el caso
del piojo de mar, se obtuvo que la fusion a los epitopos T promiscuos mejora
significativamente la proteccién, en comparacion con el antigeno conjugado a KLH.
El pPO se fusion6 también a particulas semejantes a virus (del inglés Virus-like
Particles, abreviado VLPs) del Virus de la Enfermedad Hemorragica del Conejo
(del inglés Rabbit Hemorrhagic Disease Virus, abreviado RHDV), y se comprob6
ademas que cuando el péptido se fusiona al antigeno Bm86, el efecto protectivo
del péptido se potencia. Esto pudiera deberse al efecto combinado de los
anticuerpos producidos contra ambos inmunégenos, y/o al hecho de que el dafio
estructural provocado por los anticuerpos dirigidos contra el antigeno Bm86, a nivel
del intestino de las garrapatas, favorezca la accion de los anticuerpos especificos
contra el péptido de la proteina ribosomal P0. Por su parte, el pPOCr se fusioné a
la proteina my32 en otra construccién genética, y en este caso se obtuvieron los
efectos mas relevantes en los darios a C. rogercresseyi, presumiblemente por la
potenciacion del efecto especifico individual de los dos antigenos.

De esta forma, en la invencién se demostré que las composiciones vacunales
basadas en el péptido pP0 son efectivas para el control de las infestaciones por
ectoparasitos, como las garrapatas y los piojos de mar. Por ello, las composiciones



10

15

20

25

30

WO 2012/041260 PCT/CU2011/000005

9

basadas en pP0 son Utiles también para el control de la transmision de los
patégenos asociados a dichos ectoparasitos.

Esta vacuna comprende una cantidad inmunolégicamente efectiva de antigeno en
un adyuvante farmacéuticamente aceptable, mediante la cual se pueden controlar
las infestaciones por estos patégenos. Como ya se expresé el antigeno en esta
vacuna consiste en un péptido de la proteina ribosomal PO de estos ectoparasitos,

comprendido entre los aminoécidos 267 y 301 de dicha proteina, que se
corresponde con la zona de menor similitud en la secuencia aminoacidica de la

proteina de los ectoparasitos con la misma regién de la proteina en sus
respectivos organismos hospedantes. Dicho péptido se obtiene por via
recombinante o por sintesis quimica. También se pueden obtener por via
recombinante los polipéptidos fusionados que comprenden al péptido pP0. Como
es conocido por los versados en este campo de la técnica, para la obtencion de
dichos antigenos por via recombinante, se puede emplear un sistema de expresion
en levaduras, bacterias, plantas, larvas de insectos, células de insectos o células
de mamiferos.

En una realizacién de la invencién, las composiciones vacunales de la misma
pueden comprender, adicionalmente, un adyuvante vacunal. En el contexto de la
invencién, se evaluaron formulaciones vacunales que comprenden un adyuvante
de tipo oleoso. Sin embargo, como adyuvantes pueden emplearse sales de
aluminio, vesiculas liposomales, moléculas relacionadas con el sistema inmune
como las citoquinas, entre otros.

Las composiciones de la invencion se pueden administrar de muy diversas formas.
En una realizacién de la invencion, ia composicion se administra por inyeccién. En
otra realizacién, se administran mediante formulaciones de pienso. En el caso de
que las composiciones sean administradas a peces es posible aplicar las mismas
mediante bafios de inmersion. |

Es también objeto de la presente invencidon una composicién vacunal para el

control de las infestaciones por ectoparasitos que comprende acidos nucleicos que

codifican para el péptido de la proteina ribosomal PO de dichos ectoparasitos,
correspondiente a la regién entre los aminoacidos 267 y 301 de la proteina, y que
genera una respuesta inmune contra dicho péptido mediante inmunizacion con
ADN desnudo. En una materializacién de la invencién, dicho péptido tiene una
secuencia aminoacidica identificada como SEQ ID NO. 4, SEQ ID NO. 6, SEQ ID
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NO. 8, SEQ ID NO. 9 o0 SEQ ID NO. 10, es un fragmento de dichas secuencias, 0 ‘

es un péptido o polipéptido que exhibe al menos una identidad del 70 % con dichas

secuencias.

La invencién, ademas, se relaciona con el uso de la regiéon comprendida entre los

aminoacidos 267 y 301 de la proteina ribosomal PO de ectoparasitos para la
fabricacién de una composicion vacunal para el control de las infestaciones por
estos parasitos o la transmision de los patégenos asociados a los mismos. En una
matérializacién, dicho péptido tiene una secuencia aminoacidica identificada como
SEQ ID NO. 4, SEQ ID NO. 6, SEQ ID NO. 8, SEQ ID NO. 9 0 SEQID NO. 10, es
un fragmento de dichas secuencias, 0 es un péptido o polipéptido que exhibe al
menos una identidad del 70 % con dichas secuencias.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1. Prediccion del grado de accesibilidad de los residuos aminoacidicos
presentes en la proteina ribosomal PO de R. microplus y R. sanguineus. La regién

correspondiente a la secuencia definida como SEQ ID NO.4 se encuentra

- sefialada con un circulo.

Figura 2. Respuesta de anticuerpos IgG especificos anti-péptido PO, detectada por
ELISA en el suero de ratones BALB/c inmunizados con el conjugado pP0-KLH. Los
datos se expresan como el reciproco del titulo promedio de anticuerpos,
determinado como la ultima dilucién de suero con una media de densidad éptica
(DO) mayor que el triple de la media de la DO de un suero negativo. Las
desviaciones estandar se representan mediante barras de error en sentido
positivo. No se detectaron titulos de anticuerpos para ninguno de los animales en
el dia cero.

Figura 3. Patron de expresion de la proteina ribosomal PO de garrapatas

'Rhipicephalus en la linea celular RK-13 de conejo analizada mediante Western

blotting con el anticuerpo policlonal generado en ratones contra PO. 1. Patron de
peso molecular, 2. lisado de células RK-13 transfectadas con el plasmidio
pAdTrack-PORs en condiciones reductoras, 3. lisado de células RK-13
transfectadas con el plasmidio pAdTrack-PORs en condiciones no reductoras, 4.
Lisado de células RK-13 no transfectadas en condiciones reductoras, 5.
Electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de Dodecilosulfato de sodio

<
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(SDS-PAGE) en condiciones reductoras del lisado de células RK-13 transfectadas
con el plasmidio pAdTrack-PORs. |

Figura 4. Respuesta de anticuerpos IgG anti-KLH, anti-péptido PO y anti-Bm86
detectados por ELISA en el suero de conejos inmunizados con estos antigenos
(Ejemplo 6). Los datos se expresan como el reciproco del titulo promedio de
anticuerpos, determinado como la Ultima dilucion de suero con una media de DO
mayor que el triple de la media de la DO de los grupos controles negativos segun
corresponda. Las desviaciones estandar se representan mediante barras de error
en sentido positivo. No se detectaron titulos de anticuerpos especificos contra los
antigenos para ninguno de los grupos en el dia cero del ensayo.

Figura 5. Recuperacion de larvas, ninfas y adultas de R. sanguineus en los
conejos inmunizados del Ejemplo 6. Los datos se expresan como el promedio de
los porcientos de larvas, ninfas y adultas recuperadas en los diferentes grupos
experimentales. Las desviaciones estandar de los grupos se representan mediante
barras de error en sentido positivo. En la grafica se muestran con letras diferentes,
las diferencias estadisticamente significativas existentes entre los grupos
experimentales (ANOVA vy prueba dé comparaciones mtltiples de Bonferroni
[p<0.01]. Para el analisis, los datos en proporciones fueron previamente

transformados al arcsen de su raiz cuadrada).

Figura 6. Ninfas recién mudadas de R. sanguineus a partir de las larvas
alimentadas sobre los diferentes grupos experimentales del ejemplo 6. (A) Grupo
control negativo (B) Inmunizados con Bm86 (C) Inmunizados con el conjugado
pPO-KLH y (D) Apariencia de las ninfas muertas mudadas a partir de larvas
alimentadas sobre los conejos inmunizados con el pPO-KLH. ' '

Figura 7. Porciento de eclosion de los aoves de R. sanguineus a partir de
teleoginas alimentadas sobre los conejos inmunizados en el Ejemplo 6. Los datos
se expresan como el promedio por grupo. Las desviaciones estandar para cada
grupo se representan mediante barras de error en sentido positivo. Las diferencias
estadisticamente significativas se representan mediante un asterisco (ANOVA y
una prueba de comparaciones multiples de Bonferroni (p<0,05).

Figura 8. Respuesta de anticuerpos IgG anti-péptido PO (A) y supervivencia de
larvas, ninfas y adultas de YR. sanguineus (B) correspondientes a los conejos

5
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inmunizados con las variantes de este péptido fusionado a diferentes moléculas

~inmunopotenciadoras. Las desviaciones estandar se representan mediante barras

de error en sentido positivo.

Figura 9. Analisis mediante Western blotting del patrén de expresion de la proteina
quimérica Bm86-pP0 en el precipitado de ruptura de la cepa MP36 de P. pastoris,
utilizando sueros hiperinmunes generados contra el péptido pPO V(A) y contré la
proteina Bm86 (B). Para ambos casos, linea 1. Precipitado de ruptura en
condiciones reductoras, 2. Precipitado de ruptura en condiciones no reductoras, 3.
Proteina desglicosilada por digestién con la enzima PNGasa F. . '

Figura 10. Respuesta de anticuerpos IgG anti-péptido PO y anti-Bm86, detectada
por ELISA en el suero de bovinos inmunizados con estos antigenos de manera
individual, combinada o con la proteina quimérica Bm86-pP0. Los datos se
expresan como el reciproco del titulo promedio de anticuerpos, determinado como
la ultima dilucién de suero con una media de DO mayor que el triple de la media de
la DO del grupo control negativo. Las desviaciones estandar se representan
mediante barras de error en sentido positivo. No se detectaron titulos de
anticuerpos para ninguno de los grupos al inicio del ensayo.

Figura 11. Promedio del peso de las teleoginas y del aove de R. microplus
alimentadas en los bovinos inmunizados en el Ejemplo 8. En la gréfica se
muestran las diferencias estadisticamente significativas existentes entre los grupos
experimentales y de cada uno de ellos con respecto al grupo control negativo
mediante letras diferentes (ANOVA y prueba de comparaciones multiples de
Newman-Keuls [p<0.05])..

Figura 12. Respuesta de anticuerpos IgG anti-pPOls detectada por ELISA en el
suero de conejos inmunizados con este antigeno y posteriormente retados con 1
scapularis. Los datos se expresan como el reciproco del titulo promedic de

anticuerpos, determinado como la titima dilucién de suero con una media de DO

mayor que el triple de la media de la DO del grupo control negativo. Las
desviaciones estandar se representan mediante barras de error en sentido
positivo. No se detectaron titulos de anticuerpos para ninguno de los grupos en el

_dia cero del ensayo.
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Figura 13. Comportamiento de los parametros biolégicos de /. scapularis en los
conejos inmunizados con el conjugado pPOls-KLH. Se representan la viabilidad de
las larvas y la recuperacion de ninfas y adultas (A) y el porciento de eclosion de los
aoves (B). Los datos se expresan como el promedio por grupo. Las desviaciones
estandar se representan mediante barras de error en sentido positivo. En la grafica
se muestran con un asterisco las diferencias estadisticamente significativas
existentés con respecto al grupo control negativo (ANOVA y prueba de
comparaciones multiples de Bonferroni {p<0.05}).

Ventajas de la solucién propuesta:

En la presente invencion se demuestra la capacidad protectiva de una formulacién
vacunal, que contiene un péptido comprendido entre los aminoacidos 267 y 301 de
la proteina ribosomal PO de diferentes ectoparasitos, contra las garrapatas R.
microplus, R. sanguineus e |. scapularis, y los ectoparasitos conocidos como piojos
de mar L. salmonis'y C. rogercresseyi, sin la ocurrencia de reacciones cruzadas
con la proteina del organismo hospedante. En todas las inmunizaciones, el pP0 se
administré conjugado o fusionado a una molécula inmunopotenciadora para
mejorar la respuesta inmune de los ‘animales. En el caso de las garrapatas, la
aplicacién de este péptido (o fragmentos del mismo) fusionado a la proteina Bm86
o combinado con ella, induce un mayor grado de afectacion de la viabilidad, y de
los parametros biolégicos de estos artrépodos, que el provocado por dichos
antigenos cuando son utilizados individualmente. Por tanto, la aplicacion de esta
proteina quimérica o la combinacién de ellas como parte de un programa de lucha
integrada, pudiera resultar en un mayor control de las infestaciones por estas u
otras especies de garrapatas, asi como en la disminucién de la incidencia de
enfermedades hemoparasitarias transmitidas por las mismas. En el caso de los
piojos de mar, la mayor afectacion de los mismos fue observada cuando se fusion6
el pPOCr a los epitopes T promiscuos y a la proteina my32. El alto grado de
conservacion aminoacidica de dicho péptido entre la mayoria de las especies de
artropodos y piojos de mar, y la baja identidad de esta secuencia con el fragmento
correspondiente de las proteinas de mamiferos y peces, convierten a este péptido
de la proteina ribosomal PO (o fragmentos del mismo) en un antigeno para el
desarrollo de vacunas contra ectoparasitos.
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Exposicion detallada de modos de realizaciéon / Ejemplos de realizacion

Ejemplo 1. Amplificacion y clonaje de las secuencias nucleotidicas que
codifican para la proteina ribosomal PO de R. microplus, R.lsanguineus y C.
rogercresseyi, .

Mediante reacciones de reverso-transcripcion a partir de ARN total de {arvas de R.
microplus y R. sanguineus y adultos de C. rogercressey se obtuvieron ADNs
complementarios. Las reacciones se llevaron a cabo siguiendo las instrucciones
descritas en el kit “Reverse Transcription System” (Promega, USA #A3500). A
partir de los ADNs complementarios obtenidos se amplificaron mediante Reaccién
en Cadena de la Polimerasa (PCR) las secuencias de nucleétidos que codifican
para la proteina ribosomal PO de R. microplus y R. sanguineus (SEQ ID No. 1y
SEQ ID No. 2) y la secuencia de la PO de C. rogercresseyi. Como cebadores para
los PCRs de garrapatas se utilizaron oligonucleétidos sintéticos disefiados a partir
de la secuencia nucleotidica reportada en el banco de genes Genebank, para la PO
de Haemaphysalis longicornis (hitp://www.ncbi.nim.nih.gov/Genbank/) bajo el

numero de acceso EU048401:
Oligonucledtido “Forward”: 5 ATGGTCAGGGAGGACAAGACCACCTGG 3’
Oligonuciesétido “Reverse”; 5 CTAGTCGAAGAGTCCGAAGCCCATGTCG 3’

Como cebadores para la amplificacion a partir de ADNc de C. rogercresseyi se
utilizaron oligonucledtidos sintéticos degenerados disefiados a partir de las
secuencias nucleotidicas reportadas en el banco de genes Genebank para la PO
de diferentes especies de garrapatas (Haemaphysalis longicoris e Ixodes
scapularis) e insectos (Drosophila melanogaster, Culex quinquefasciatus y Aedes
aegypti): '

Oligonucleétidos “Forward”:

F1 8 ATGGGCAAGAACAC(C/G)ATGAT(C/G)CGCAA(G/A)GC 3
F2 5 ATGG(T/G)(T/C)AGGGAG(G/A)ACAA(G/A)AIG)C(C/A/T)G/A)C(C/IG)TGGAA 3

Oligonucleétido “Reverse”:

R1 5 TC(G/A)AA(A/C/G)AG(G/AT)C(CIT)GAA(T/GIA)CCCAT(A/GITC(A/G)TC 3

Como resultado de las reacciones con ADN complementarios de garrapatas se
obtuvo una banda de ADN de aproximadamente 957 pb en ambos casos, las
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cuales se clonaron en el vector comercial pGEM-TEasy (Promega, USA) para su
secuenciacion. En el caso de la reaccion de PCR a partir de ADN complementario
de C. rogercresseyi, se obtuvo una banda de ADN de aproxim‘adamenté 780 pb
para la combinacidn de oligonucleétidos F1-R1 y una banda de aproximadamente
960 pb para la combinacién de oligonucledtidos F2-R1. En ambos casos, las
bandas se clonaron en el vector comercial pGEM-TEasy (Promega, USA) paré su

secuenciacion.
Ejemplo 2. Analisis biocinformatico.

Los analisis de identidad de secuencias aminoacidicas se realizaron mediante el
uso de los programas BlastX y ClustalW (hitp://www.ebi.ac.uk/). Las secuencias de
318 aminoacidos deducidas a partir de las secuencias de ADN amplificadas de los
ADN compelmentarios de garrapatas fueron idénticas entre ellas (SEQ ID NO. 3) y
presentaron una identidad del 95% y del 93%, con respecto a las secuencias de la
proteina ribosomal PO de Haemaphysalis longicornis y de Ixodes scapularis
(Genebank, nimero de acceso DQO066213), respectivamente. Esta secuencia -
presenté ademas una identidad del 96% con la secuencia polipeptidica deducida a
partir de un marco de lectura parcial incluido dentro del TC533 de la base de datos
de Amblyoma variegatum, y del 99% con las deducidas a partir de dos marcos
abiertos de lectura, contenidos en el TC1424 y el TC9038, de las bases de datos |
de ESTs de R. appendiculatus y R. microplus, respéctivamente
(http://compbio.dfci.harvard.edu/index.htmi).

La secuencia polipeptidica correspondiente a la proteina PO de R. sanguineusy R.
microplus denominada como SEQ ID NO. 3 presenta ademas una identidad de
secuencia del 70% con la PO de bovino (Bos taurus, Genebank niimero de acceso
AAX08097), siendo del 87% para los ultimos 16 aminoacidos que componen la
regién C-terminal, descrita como la zona mas inmunogénica dentro de la proteina.
Esta secuencia presenta ademas una identidad de secuencia del 71% con la
proteina PO de perro (Canis familiaris, Genebank nimero de acceso XM535894).

- En el caso de la secuencia aminoacidica de la PO deducida a partir de la secuencia

de ADN complementario de C. rogercresseyi, se observd un alto porciento de

identidad con las secuencias informadas para otras especies de piojos de mar,

como C. clemensi y L. salmonis. Al igual que en el caso de las garrapatas y sus

hospederos, existié6 una elevada identidad de secuencia entre la PO de los piojos
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de mar con respecto a la PO de Salmo salar (Genebank numero de acceso

ACI70184).

La elevada identidad de secuencia existente entre las PO de estos éctoparésitos
con respecto-a las PO de sus organismos hospedantes hace muy riesgoso utilizar
esta molécula como antigeno vacunal para controlar sus infestaciones, debido a la
posibilidad de generar autoinmunidad contra la proteina del hospedero. Este riesgo |
se incrementa para el uso de la regién C-terminal (Gltimos 11-16 aminoécidos), la
cual se encuentra altamente conservada entre todos estos organismos.

La region de la proteina PO de ambas especies de garrapatas que presenta menor
similitud de secuencia con las proteinas PO de mamiferos se encuentra
comprendida entre los aminoacidos 267 y 301 (SEQ ID NO.4). Mediante el uso de
herramientas bioinformaticas incluidas en el sitio http://www.ca.expasy.org/sprot/,

se comprobd que esta region de la proteina coincide con una zona de baja
hidrofobicidad, la cual tiene altas posibilidades de encontrarse expuesta en la
proteina (Figura 1). Con posterioridad, se evalué la capacidad inmunogénica de
este péptido y su utilidad como antigeno vacunal para el control de las
infestaciones por estas u otras especies de garrapatas.

Al traducir la secuencia del gen clonado que codifica para la proteina PO del piojo
de mar Caligus rogercresseyi, se identificé un péptido similar, de baja homologia
con la PO de Salmo salar en la misma region comprendida entre los aminoacidos
267 y 301 (SEQ ID NO. 10, pPOCr). Ademas, se identificaron también las mismas
regiones de menor similitud aminoacidica (SEQ ID NO. 8 y 9, pP0Cc y pPOLs) en
las proteinas PO reportadas para Caligus clemensi (Genebank nimero de acceso
ACO14779) y Lepeophtheirus salmonis (Genebank, nUmero de acceso
ACO12290). '

Ejemplo 3. Sintesis de los péptidos y conjugacion a la KLH.

Los péptidos definidos como SEQ ID NO. 4, SEQ ID NO. 9 y SEQ ID NO.10, y
fragmentos de 20 aminoécidos de dichos péptidos, se obtuvieron por sintesis
quimica y se purificaron mediante cromatografia en fase reversa empleando un
sistema de HPLC (del inglés: Reverse Phase-High Pressure Liquid
Chromatograph). Se obtuvieron 15 miligramos de cada péptido sintético, con una
pureza del 99,3%. La masa molecular de ‘cada uno se verific6 mediante
espectrometria de masas.
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Con el propésito de potenciar las capacidades inmunogénicas de los péptidos se
fusionaron a la proteina KLH. Las conjugaciones de los péptidos sintéticos con
KLH se realizaron mediante el método de la carbodiimida soluble. La unién de

estos se realizd utilizando el anhidrido succinico como agente espaciador. La -

separacion de los conjugados se realiz6 mediante cromatografia de filtracion en
gel. La concentracién final de cada conjugado se estimé mediante el método del

acido bicinconinico.

Ejemplo 4. Obtencién de suero hiperinmune de ratéon contra el péptido de la
proteina ribosomal PO de R. microplus y R. sanguineus (pP0).

Se emplearon seis ratones Balb/c, machos, de 6 semanas de edad, con masas
corporales entre los 18 y 22 g, los cuales se inmunizaron por via subcutanea en los
dias 0, 14, 21 y 28 con 250 pg del conjugado. pPO-KLH (equivalente a 125 ug del
péptido y 125 ug de KLH) en adyuvante de Freund. Las extracciones de sangre se
realizaron en los dias 0, 7, 14, 21, 40 y 65. Los animales se desangraron a los 65
dias y los sueros se obtuvieron por centrifugacién durante 10 minutos a 3500 rpm.

La cinética de anticuerpos se monitore6 mediante un ELISA indirecto. Para el
recubrimiento de las placas se utilizd 1 pg por pocillo del pPO y la deteccién se

realizé con un anti IgG de ratén conjugado a peroxidasa de rabano picante en

dilucién 1:15000. El revelado se llevé a cabo empleando una Solucién Sustrato
que contenia o-fenilendiamina 0,4 mg/mL en &cido citrico 0,1 M; NaH,PO4 0,2 M;
pH 5,0 y perdxido de hidrogeno 0,015%. La reaccion se detuvo con H,SO4 2,5 M.
El titulo de anticuerpos se establecié como el inverso de la mayor dilucién a la cual
la media de la DO del suero en cuestion es tres veces la media de la DO de un
suero control negativo.

Los animales inmunizados mostraron titulos de anticuerpos especificos contra el

péptido a partir del dia 14 del experimento, los cuales llegaron a ser de 1:10240
para dos de los animales en el dia 65 (Figura 2). Una mezcla que contiene igual
cantidad de los sueros hiperinmunes obtenidos a partir de los seis ratones

~ inmunizados con el conjugado pP0-KLH se empleé como anticuerpo policlonal en

los ensayos de expresion y de reactividad cruzada “in vitro”.
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Ejemplo 5. Expresion de la proteina ribosomal PO de garrapatas
Rhipicephalus en la linea celular RK-13 y ensayo de reactividad cruzada “in
vitro®.

La secuencia de ADN que codifica para la proteina ribosomal PO de R. sanguineus
(SEQ ID NO.2) se clono6 en el plasmidio pAdTrack-CMV (9,2 kb), bajo el control del
promotor/potenciador inmediato/temprano del citomegalovirus humano (pCMVITh)
y la sefial de terminacién/poliadenilacién tardia del virus vesicular de los simios
SV40. Este vector contiene en su secuencia el gen reportero que codifica para la
proteina fluorescente verde (del inglés: Green Fluorescent Protein, abreviado GFP)
y el gen que confiere resistencia a kanamicina (He T. C. et al.; Proc Natt Acad Sci
U S A. 1998, 95: 2509-2514). El plasmidio resuitante se utilizé para transfectar la
linea celular RK-13 de rifion de conejo. La transfeccién se realizé utilizando
lipofectamina (Invitrogen, Estados Unidos), de acuerdo a las instrucciones del
fabricante. La eficiencia de la transfeccion se comprob6 luego de 24 horas,
mediante la observacion de la expresién de la GFP al microscopio Optico,
empleando luz ultravioleta y una magnificacion de 40X.

Luego de 48 h se procedid a la lisis celular y los extractos celulares obtenidos se

sometieron a una electroforesis en gel de 'poliacrilamida al 10 % (SDS-PAGE),
empleando condiciones reductoras y desnaturalizantes, segun la técnica descrita
por Laemmli (Laemmili U. K.; Nature 1970, 227: 680-685). '

El patrén de expresioén de la proteina ribosomal PO de garrapatas Rhipicephalus se
analizé mediante Western blotting, utilizando como anticuerpo primario el suero
policlonal contra el péptido obtenido en ratones (diluido 1:3000) y como anticuerpo
secundario un anti-lgG de ratdén conjugado a peroxidasa en dilucién 1:10000
(Figura 3). En la muestra correspondiente a las células transfectadas con el
plasmidio se detecté una banda Unica a la talla esperada para ia proteina PO, de
aproximadamente 35-kDa. La presencia de una banda similar en la muestra

corrida en condiciones no reductoras indicé que este péptido se encuentra .

expuesto en la estructura tridimensional de la proteina. No se detecté ninguna
banda en el carril correspondiente a la muestra control negativo (células RK-13 de
conejos no transfectadas), lo que indicé que los anticuerpos generados en ratén
contra el péptido de 35 aminoacidos de la proteina PO de garrapatas
Rhipicephalus no son capaces de reconocer al péptido correspondiente en la .
proteina PO de conejo quedando demostrada la ausencia de reactividad cruzada
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entre el péptido inmunogénico de garrapatas y el péptido correspondiente en la
proteina ribosomal PO de conejo.

Ejemplo 6. Determinacién de la inmunogenicidad del péptido pP0 de
garrapatas Rhipicephalus y de su capacidad protectiva frente a infestaciones
con la garrapata R. sanguineus.

Se procedié a evaluar la utilidad del péptido de la proteina ribosomal PO de R.
microplus y R. sanguineus como antigeno vacunal contra la garrapata R.
sanguineus. Para ello, 20 conejos Nueva Zelanda blancos, machos, de entre 12 y
14 semanas de vida y masa corporal sobre los 2,5 kg se distribuyeron al azar en
tres grupos experimentales de siete conejos para los grupos de pP0O-KLH y Bm86 y

de 6 conejos para el grupo control negativo inmunizado con KLH. Los

inmunégenos, contenidos en PBS1X, se adyuvaron en Montanide 888 VG
(preparado al 10% en aceite mineral) en una proporcion 60/40 de
inmunégeno/adyuvante. Los grupos experimentales se distribuyeron de la
siguiente forma: '
Grupo 1: Inmunizacién por via subcutanea con el conjugado pP0-KLH en dosis de
500 pg/animal (equivalente a 250 ug de péptido/animal) en los dias 0,21, 36y 60.

Grupo 2 (control negativo): Inmunizacién por via subcutanea con KLH en dosis de
250 pg/animal en los dias 0, 21, 36 y 60.

Grupo 3 (control positivo): Inmunizacion por via subcutanea con la proteina Bm86

de R. microplus en dosis de 100 pg/animal en los dias 0 y 28.

El ensayo tuvo una duracion de 120 dias. Se tomaron muestras de suero a los

animales para medir la respuesta de anticuerpos en los dias 0, 14, 21, 28, 36, 59,
73 y 87. Se observd diariamente el comportamiento general y la temperatura
corporal de los mismos durante todo el ensayo. Se colocaron tres camaras por
animal en el dia 72 del experimento y se infesté cada animal en el dia 73 con
aproximadamente 250 larvas, 100 ninfas y 50 neoginas (20 machos y 30 hembras)
de R. sanguineus. La colecta, conteo, pesaje y andlisis de la muda de las
garrapatas se realizo entre los dias 75 y 120. Las larvas y ninfas colectadas se
mantuvieron en una incubadora a 28°C, con 80% de humedad relativa y un
fotoperiodo de 12:12 h (luz: oscuridad). Las teleoginas hembras ingurgitadas se
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mantuvieron en placas plasticas individuales inmovilizadas hasta oviposicion en las
mismas condiciones.

No se observo cambio en el comportamiento normal, ni fiebre en ninguno de los
animales. La respuesta humoral generada contra cada uno de los inmunégenos se

estudié mediante ELISA indirecto similar al descrito anteriormente, recubriendo las

placas con 1 pg por pocillo de cada antigeno y utilizando en este caso un
anticuerpo anti-IgG de Conejo conjugado a peroxidada (SIGMA) en dilubién
1:10000. Las medias de los titulos de anticuerpos se determinaron a partir de los
valores individuales en cada grupo. Titulos especificos contra Bm86 sélo se
obtuvieron en los animales del grupo 3 inmunizados con Bm 86. Titulos especificos
contra el péptido de PO (pP0) se obtuvieron sélo en el grupo 1 de animales
inmunizados con el conjugado pP0O-KLH y titulos especificos contra KLH se
obtuvieron en los grupos 1y 2 inmunizados con el conjugado pP0-KLH y con KLH
sola (Figura 4).

Para estudiar el efecto de los inmunégenos sobre las garrapatas R. sanguineus se
analizé el comportamiento de varios parametros biolégicos de las mismas. En

larvas; ninfas y adultas se analizé el tiempo promedio de alimentacion y la

recuperacidn. En el caso de larvas y ninfas se analizd ademas la muda y Ia
capacidad del estadio posterior obtenido, de infestar un animal virgen. En el caso
de adultas se estudié ademas el peso de la hembra ingurgitada, el peso del aove y
el porcentaje de eclosion. El indice de eficiencia de conversién a huevos se calculd
segun se ha descrito previamente (Bennett G. F. et al.; Acarologia 1974, 16; 52—
61), como el porcentaje de peso de la hembra convertido en huevos. De manera
general, las larvas, ninfas y neoginas del grupo inmunizado con Bm86 tardaron
mas tiempo en alimentarse que los mismos estadios sobre los animales controles
y vacunados con el péptido PO. Los valores de recuperaciéon de larvas, ninfas y
neoginas entre los tres grupos se compararon mediante un ANOVA y fa prueba de
comparaciones multiples de Bonferroni (p<0.01). En el caso de las larvas y ninfas
se analiz6 la supervivencia o viabilidad como la cantidad final del estadio siguiente
que fue capaz de infestar animales virgenes con respecto a la cantidad de larvas y
ninfas mudadas. Para las neoginas, la supervivencia se midié como el numero final
de garrapatas capaces de sobrevivir luego de la incubacion y con capacidad de
ovipositar. La media de la recuperacion de larvas no mostrd diferencias
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estadisticamente significativas entre los grupos experimentales. En el caso de la
recuperacién de ninfas, a pesar de una tendencia a recuperar menos ninfas
alimentadas sobre los grupbs inmunizados tanto con pP0-KLH como con Bm86 no
existieron diferencias estadisticamente significativaé respecto al grupo control
inmunizado con KLH. En el caso de las adultas, la recuperacion mostrd diferencias

estadisticamente significativas para el grupo vacunado con el antigeno pP0 con

relacion a los grupos control negativo y vacunados con Bm86. (Figura 5).

Se observaron serias afectaciones en la viabilidad y apariencia de las ninfaé recién
mudadas a partir de las larvas alimentadas en los grupos vacunados con ambos
antigenos respecto a las colectadas sobre el grupo control. En el grupb vacunado
con el pP0-KLH se observé una elevada mortalidad de las ninfas recién mudadas
con una afectacion evidente de la morfologia, existiendo diferencias
estadisticamente significativas de este parametro en el grupo vacunado con el
pPO-KLH respecto a los grupos control negativo y al vacunado con Bm8s. Hay
ademas diferencias significativas en la viabilidad entre el grupo vacunado con
Bm86 y el grupo control negativo (Figura 6). En la Tabla 1 aparecen los porcientos
de mortalidad en cada grupo experimental.

- Tabla 1. Porcientos de mortalidad de las ninfas recién mudadas a partir de larvas

alimentadas en los tres grupos experimentales. Las letras diferentes significan
diferencias estadisticamente significativas obtenidas por un ANOVA seguido de
una prueba de comparaciones mliltiples de Bonferroni (P<0,001) de los datos

transformados.
Estadio Mortalidad (%)
pPO-KLH 77,70°
KLH 13,45°
Bm86 44,70°

La capacidad de las ninfas y neoginas recién mudadas y de las larvas recién

eclosionadas provenientes de los grupos experimentales para infestar un nuevo

animal se determin6é mediante la infestacion de perros virgenes con los ejemplares
recuperados, mudados y viables de cada grupo. No se encontraron diferencias
estadisticamente  significativas para este pardmetro entre los grupos
experimentales.
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El analisis estadistico de los datos de peso de la teleogina y del aove se realiz
mediante un ANOVA y una prueba de comparaciones multiples de Bonferroni
(p<0,05). No se encontraron diferencias significativas para ambos parametros

entre los grupos experimentales. El indice de eficiencia de conversion a huevos

tampoco presentd diferencias significativas entre los grupos vacunados y el grupo .

control. En este punto debemos destacar que el 10% de las neoginas alimentadas
sobre conejos inmunizados con pP0-KLH no pusieron huevos respecto a un 3% en
el grupo control inmunizado con KLH y un 6% no puso huevos en el grupo
alimentado sobre conejos inmunizados con Bm86. Se observaron diferencias
estadisticamente significativas (p<0.01) en el % de eclosién de los huevos en el
grupo inmunizado con pPO-KLH respecto al grupo control inmunizado con KLH
(Figura 7). Aunque en el grupo inmunizado con Bm86 hubo un porciento de
eclosién menor que en el grupo control negativo, estas diferencias no resultaron
significativas desde el punto de vista estadistico. Las larvas eclosionadas de los
huevos de los tres grupos experimentales fueron capaces de infestar perros y
alimentarse normalmente.

Se realizaron experimentos con resultados similares a los descritos previamente
en este ejemplo, inmunizandollos conejos con fragmentos de 20 aminoacidos del
pP0. Los péptidos evaluados tienen las siguientes secuencias aminoacidicas:
AAGGGAAAAKPEESKKEEAK, EYLKDPSKFAAAAAPAAGGG y
FAAAAAPAAGGGAAAAKPEE. Dichos péptidos se conjugaron a KLH. Los mejores

resultados se obtuvieron con el péptido correspondiente a los (itimos 20 -

aminoacidos del pPO.

Ejemplo 7. Determinacion de la inmunogenicidad del pP0O de R. microplus y
R. sanguineus fusionado a diferentes moléculas inmunopotenciadoras.

La proteina de la capsida VP80 del RHDV (cepa AST/89) se ha obtenido con altos

niveles de expresion en el sobrenadante de ruptura de la levadura Pichia pastoris.
Esta proteina obtenida por via recombinante forma multimeros de alto peso
molecular con caracteristicas antigénicas y estructurales similares a la particula
viral nativa (Farnés O. ef al.; Antiv. Res. 2009, 81: 25-36). Aprovechando la alta
capacidad inmunogénica de estas particulas semejantes a virus (VLPs), se generd
una construccion de ADN recombinante para obtener el pP0O expuesto sobre fa
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superficie de las VLPs del RHDV. Para ello, la secuencia nucleotidica que codifica
para el fragmento de 20 aa desde la posicion 15 a la 35 de la SEQ ID No.4 de
dicho péptido (AAGGGAAAAKPEESKKEEAK) se insert6 en el plasmidio
PNAOVP6O, en la posicion del dominio protuberante del gen de la proteina VP60.

~ Esta construccion permite que el pP0 se exprese fusionado al extremo C-terminal

de la. VP60, regién que queda expuesta al exterior luego del ensamblaje de las
VLPs. El plasmidio recombinante obtenido se emple6 para transformar la cepa
MP36 de P. pastoris. La proteina VP60pPQ se obtuvo soluble en el sobrenadante
de ruptura a niveles de 350 mg/L. La exposicion de la region C-terminal y la
formacién de VLPs se verificaron mediante un ELISA sandwich utilizando un suero
hiperinmune anti-RHDV y los anticuerpos monoclonales 6H6 y 1H8 (gentilmente
donados por el Dr. Lorenzo Capucci del Istituto Zooprofilattico Sperimentale della
Lombardia, Brescia, italia), que reconocen epitopos presentes en la regién C-
terminal de la proteina VP80 y en particulas virales o VLPs correctamente
ensambladas, respectivamente (Capucci L. ef al.; Virus. Res. 1 995, 37: 221-238).
Las VLPs de VP60pP0 se purificaron mediante HPLC en una columna TSK-
G3000PW, obteniéndose con una pureza aproximada del 50 %.

La otra construccidn recombinante fue realizada con el mismo péptido de 20 a.a.
de PO acoplado a varios epitopos de células T promiscuos. Especificamente, se
usaron epitopos ttP2 del toxoide tetanico y el epitopo de células T del virus del
sarampion (TT-MVF). Se insertaron varias copias de la secuencia de ADN del pPO
de 20 a.a (AAGGGAAAAKPEESKKEEAK) y de los antigenos T promiscuos
fusionados a la inteina de Saccharomyces cerevisiae en el plasmidio pTBY 12 bajo
el control del promotor T7 y ef represor del operén lac que permite la expresion de
la proteina de fusion sélo después de la induccién con IPTG. El plasmidio
recombinante obtenido se utiliz6 para transformar la cepa ER2566 de E coli . EI
péptido quimérico TT-MVF-pPO- inteina fue detectado en el sobrenadante de
ruptura de esta cepa por el suero policlonal murino anti-pP0. Los niveles de
expresion se estimaron en aproximadamente 100 mg/L de cultivo. El péptido fue
purificado por afinidad a una columna de quitina y autodigerido en la presencia de
grupos tioles para liberar el péptido de interés.

Se realizé un experimento de inmunizacién en conejos para evaluar la capacidad
inmunogénica de las variantes quimeéricas obtenidas y el efecto de los anticuerpos
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generados sobre las larvas, ninfas y neoginas de R. sanguineus en comparacion al
efecto del péptido sintético de la proteina ribosomal PO conjugado a hemocianina.
Para ello, 28 conejos Nueva Zelanda, blancos y machos, se distribuyeron al azar
en 4 grupos de 7 animales cada uno. Los inmunégenos se adyuvaron en

Montanide 888 VG y se administraron de la siguiente forma:

Grupo 1: Inmunizacion por via subcutanea con el conjugado pPO-KLH en dosis de
500 ug/animal (equivalente a 250 pg de péptido/animal).

Grupo 2 (control negativo): Inmunizacién por via subcutanea coh KLH en dosis de
250 ug/animal.

. Grupo_3: Inmunizacién por via subcutanea con las VLPsVP60pP0 en dosis

equivalente a 250 pg de proteina/animal.

Grupo 4: Inmunizacién por via subcutanea con el péptido quimérico TT-MVF-pP0,
en dosis equivalente a 250 ug de péptido/animal.

El ensayo tuvo una duracién de 90 dias. Los animales se inmunizaron los dias 0,
21 y 36. Las extracciones de los sueros, la determinacién de los titulos de
anticuerpos, y la infestaciéon y colecta de las garrapatas, se realizaron de manera
similar a lo descrito en el Ejemplo 6.

Para el analisis estadistico, los valores de recuperacién vy viabilidad de garrapatas
se sometieron a un andlisis de varianza (ANOVA) y a una prueba de
comparaciones multiples de Bonferroni. Se detectaron los mayores titulos de
anticuerpos anti-péptido PO en los animales vacunados con la quimera
VLPsVP60pPO a partir del dia 14 post-inmunizacion. Estos anticuerpos alcanzaron
titulos superiores a 1:5000 para la variante quimérica VLPsVP60pP0 a partir del
dia 21, y a partir del dia 28 para los animales inmunizados con la quimera TT-
MVF-pPO. Los titulos se mantuvieron hasta el final del experimento (Figura 8 A).

La media de la viabilidad de las larvas y la recuperacion de ninfas y neoginas
mosiré diferencias significativas (p<0,05) para los grupos vacunados con las
variantes quiméricas del péptido de la PO con respecto al grupo control negativo,
inmunizado con KLH. (Figura 8 B). En la Tabla 2 aparece la disminucién respecto
al grupo control negativo en el porcentaje de viabilidad de las larvas y en el
porcentaje de recuperacion de ninfas y adultas por grupos experimentales.
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Tabla 2. Disminuciéon en el porcentaje de recuperacion de garrapatas en cada
estadio respecto al grupo control inmunizado con KLH.

Estadio pPO-KLH (%) TT-MVF-pPO0 (%) VLPsVP60pPO0 (%)
Larvas 30,00 28,00 34,00
Ninfas 38,00 16,00 42,00
Adultas 36,67 30,00 36,67

Ejemplo 8. Determinacién de la capacidad protectiva de la proteina quimérica
Bm86-pP0 respecto a la del pP0, frente a infestaciones con la garrapata R.
microplus. '

El antigeno Bm86 de la garrapata R. microplus se expresé con anterioridad en la

cepa MP36 de P. pastoris (Valle M. R. ef al., J. Biotech. 1994, 33: 135-146). En
esa construccion se eliminaron los fragmentos del gen correspondientes al péptido
sefial y a la regiéon transmembrana de la proteina (SEQ ID NO. 5). Para la
construccion de la proteina quimérica Bm86-pP0 se insertd la secuencia
nucleotidica de la proteina Bm86 descrita anteriormente, a continuacién de la senal
de secrecion de la sacarosa invertasa de S. cerevisiae (ssSUC2) en el plasmidio
pPS10 bajo el control del promotor AOX 1. A esta secuencia de Bm86 se fusioné la

secuencia de ADN que codifica para el péptido de 35 aminoacidos de la proteina

ribosomal PO de R. microplus. La cepa MP36 de P. pastoris se transformé con el
plasmidio resultante y los transformantes se seleccionaron mediante la reversién
de la auxotrofia al aminoacido histidina. Los clones obtenidos se indujeron con
metanol despues de alcanzar una DO entre 3 y 4 en el cultivo celular. Luego de 96
horas de induccion se realizé el andlisis de expresion mediante Western blotting,
utilizando un suero hiperinmune murino anti-pP0 (referido en el Ejemplo 4) y por un
anticuerpo policlonal anti-Bm86 (Figura 9A y 9B). La proteina recombinante se
detectd en el precipitado de ruptura celular a niveles de 300 mg/L. En dicho
analisis se observd una banda de 100 kDa, correspondiente a la proteina
glicosilada, la cual se redujo a una banda de aproximadamente 70 kDa,
coincidente con la talla esperada para la proteina, luego de la digestion con la
enzima PNGasa F. No se observé ninguna banda en ia muestra analizada en
condiciones no reductoras, lo cual sugirié la formacién de estructuras multiméricas,

que fueron incapaces de entrar en el gel de poliacrilamida. La presencia de estos .
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agregados proteicos de alto peso molecular en el precipitado de ruptura se verificd
mediante microscopia electrénica. La proteina quimérica se purificé por el método
de precipitacion acida, obteniéndose con una pureza de aproximadamente 95%.

Se realizd un ensayo de inmunizacion en bovinos donde se compararon los
efectos sobre R. microplus del pPO conjugado a KLH, de la proteina Bm86, de la
proteina quimérica Bm86-pP0 y de la co administracion de los antigenos pPO_KLH
y Bm86 como candidatos vacunales. Para ello, 20 bovinos libres de garrapatas, de
mas de 240 kg de peso se distribuyeron al azar en cinco grupos experimentales de

4 animales cada uno. Los inmundégenos se administraron en Montanide 888 VG

(preparado al 10% en aceite mineral) en proporcién 60/40 de fase acuosalfase
oleosa. Los grupos éxperimentales se concibieron de la siguiente forma:

Grupo 1: Inmunizacién por via intramuscular con el conjugado pP0-KLH en dosis
de 500 pg de conjugado/animal (equivalente .a 250 ug de péptido/animal) con el
esquema de 0, 4 y 7 semanas. '

Grupo 2 {(control negativo): Inmunizacién por via intramuscular con KLH en dosis

de 250 pg/animal con el esquema de 0, 4 y 7 semanas.

Grupo 3 (control positivo): Inmunizacion por via intramuscular con la proteina
Bm86 de R. microplus en dosis de 250 pg/animal con el esquema de 0, 4y 7

semanas.

Grupo 4: Inmunizacién por via intramuscular con la proteina quimérica Bm86-pP0
en dosis de 250 pg/animal con el esquemade 0,4y 7 semanas.

Grupo 5: Inmunizacién por via intramuscular con la proteina Bm86 y el conjugado
pPO0-KLH en dosis de 250 yg de Bm86/animal y 500 pg del conjugado/animal con
elesquemade 0, 4 y 7 semanas.

El ensayo tuvo una duracién total de 140 dias. Se tomaron muestras de suero a los
animales para medir la respuesta de anticuerpos en los dias 0, 14, 28, 49, 70, 82,

120 y 140. Se colocaron cuatro camaras por animal en el dia 82 del experimento y

se infesté con 3000 larvas por camara (12000 larvas por animal) de R. microplus a
razén de 4000 larvas diarias entre los dias 84 y 86. La colecta, conteo y pesaje de
las garrapatas se realizé entre los dias 107 y 117. Las teleoginas hembras
ingurgitadas se mantuvieron en placas plasticas individuales a 28°C, 90 % de
humedad relativa y con un fotoperiodo de 12 horas de Iuz.
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La cinética de anticuerpos anti-pP0 y anti-Bm86 se estudié por ELISA, utilizando
en este caso un conjugado anti-bovino-peroxidasa (SIGMA) en dilucién 1:10000.
Se detecté una respuesta de anticuerpos IgG especificos contra Bm8é y contra el
pPO a partir del dia 14, en todos los animales inmunizados con estos antigenos.
Estos anticuerpos alcanzaron titulos superiores a 1:5000 luego del dia 28 para
Bm86 y entre los dias 60 y 90 para el caso del péptido PO, los que se mantuvieron
hasta el final del experimento. No se encontraron diferencias estadisticamente
significativas para los titulos de anticuerpos anti-Bm86 ni anti-pP0 entre los grupos
inoculados con ambos antigenos por separado o combinados, ni con respecto al
grupo vacunado con la quimera Bm86-pP0 (Figura 10). ‘

Se analiz6 el efecto de los anticuerpos generados sobre la recuperacion, el peso
de la teleogina y del aove y el porcentaje de eclosi6n de R. microplus. La
recuperacion de teleoginas disminuyd de manera significativa en todos los grupos
vacunados con respecto al grupo control negativo del experimehto. Para el grupo
inmunizado con Bm86 respecto al grupo control negativo la disminucion de la
recuperacién de garrapatas fue del 32,6%, del 55,2 % para el grupo inmunizado
con pPO-KLH, del 62,13 % para el grupo inmunizado con los dos antigenos
individuales y del 65,2% para el grupo inmuniado con la quimera Bm86-pP0. Este
parametro fue significativamente menor para los grupos inmunizados con la
quimera Bm86-pP0 y con la combinacién de Bm86 y pPO-KLH respecto a los
grupos donde estos antigenos fueron aplicados de manera individual. No hubo
diferencias significativas del grupo inmunizado con la quimera con respecto al
grupo inmunizado con la combinacién de los dos antigenos. Los parametros de
peso de la teleogina y peso del aove mostraron una afectacion significativa en los

grupos inmunizados con Bm86 respecto al control negativo (ANOVA vy prueba de

comparaciones multiples de Newman-Keuls [p<0,05]). Se observé una disminucién
significativa para estos parametros biol6gicos en los grupos inmunizados con la
quimera Bm86-pP0 y con la combinacién de los antigenos, con respecto a los
grupos vacunados con los antigenos individuales (Figura 11). El porciento de
eclosion de los huevos en el grupo control negativo fue del 87,4%, mientras que
para los grupos inmunizados con Bm86, pP0-KLH, la combinacién de Bm86 y pPO—

- KLH y la quimera Bm86-pP0 fue de 75,1%, 64,6%, 54.8% y 55,9%;

respectivamente, mostrando una disminucién significativa en todos Ios grupos
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respecto al control. Estos resultados evidencian que la vacunacién con una
formulacion que contiene el péptido de la proteina ribosomal PO objeto de esta
invencion ya sea fusionado a la proteina Bm86 que combinado con ella provoca
una mayor afectacién en la supervivencia y parametros bioldégicos de R. microplus,
lo que se traduce en un control mas eficiente de las infestaciones de esta

garrapata.

Ejemplo 9. Determinacion de la capacidad protectiva del péptidb 'de la
proteina PO de Ixodes scapularis (pPOls) frente a infestaciones con la

garrapata /. scapularis.

Se procedié a evaluar la capacidad inmunogénica del péptido comprendido entre
los aminoacidos 267-302 de la proteina ribosomal PO de /. scapularis, homélogo al
péptido inmunogénico de la proteinas PO de R. microplus y R. sanguineus. Estos
péptidos presentan una identidad de secuencia entre ellos del 68%. La sintesis
quimica del péptido de /. scapularis y la conjugacién a la hemocianina KLH se
realiz6 de manera similar a lo descrito en el Ejemplo 3. Posteriormente, 12 conejos
Nueva Zelanda blancos, machos, se distribuyeron al azar en dos grupos
experimentales de seis conejos cada uno, los cuales se inmunizaron y retaron con
larvas, ninfas y neoginas de /. scapularis. Los inmunégenos se adyuvaron en
Montanide 888 VG en una proporcién 60/40 de inmunégeno/adyuvante y se
aplicaron de la siguiente forma:

Grupo 1: Inmunizacién por via subcutanea con el conjugado pPOIs-KLH en dosis
de 500 pg/animal (equivalente a 250 ug de péptido/animal).

Grupo 2 (control negativo): Inmunizacién por via subcutanea con KLH en dosis de
250 pyg/animal.

Ambos grupos se inmunizaron en los dias 0, 21 y 36. Las extracciones de los
sueros se realizaron a los dias 0, 14, 21, 28, 36 y 60 de comenzado el
experimento. La determinacién de los titulos de anticuerpos anti-péptidoP0O vy Ila
infestacion, colecta, conteo y mantenimiento de las garrapatas se realizaron de
manera similar a lo descrito en el Ejemplo 6.

No se observé cambio en el comportamiento normal, ni fiebre en ninguno de los
animales. Se detectaron titulos de anticuerpos anti-pPOls en los animales
inmunizados con el conjugado pPOls-KLH a partir del dia 14 post-inmunizacion.
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Estos anticuerpos alcanzaron titulos superiores a 1:3500 en el dia 36, los que se
mantuvieron hasta el final del experimento (Figura 12).

A las 168 horas, ya se habian colectado todas los estadios alimentados de los dos .

grupos. La récuperacion y viabilidad de todos los estadios de garrapatas con que
se infestaron los animales, el peso de las teleoginas y del aove y el % de eclosion
de los huevos se compararon entre los grupos mediante un ANOVA vy la prueba de
comparaciones muitiples de Bonferroni (p<0.05). La recuperacién de ninfas y

teleoginas mostraron diferencias estadisticamente significativas en el grupo -

vacunado con el conjugado pPOIls-KLH con respecto al grupo control negativo Se
evidencié una elevada mortalidad de larvas alimentadas y recién mudadas con
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos (Figura 13 A). El peso
de las teleoginas y del aove no presentaron diferencias estadisticamente
significativas. El indice de eficiencia de conversion a huevos fue del 45,49% en el
grupo control negativo y del 40,19% en el inmunizado con el conjugado pP0Ois-KLH
y el porcentaje de eclosién de los huevos fue del 95,20% para el control negativo y
del 83,10% para el grupo inmunizado con el conjugado. Este ultimo parametro
resulté significativo cuando se le realizé el andlisis estadistico (Figura 13 B).

Ejemplo 10. Determinacion de la capacidad protectiva del pP0 de L. salmonis
(pPOLs). ‘

Para evaluar la utilidad del pPOLs como antigeno vacunal se distribuyeron 80
salmones de un peso promedio de 80 g en 4 grupos, de 20 peces cada uno. Dos
grupos se inyectaron por via intraperitoneal (i.p.) con el conjugado POLs-KLH, a
una dosis de 10 pg del conjugado/g de peso corporal de los salmones (equivale a
5 ng de pPOLs/g de peso del salmén), formulado en el adyuvante oleoso
Montanide 888. Los otros dos grupos fueron controles negativos inmunizados con

5 png de KLH /g de peso corporal, adyuvado en Montanide 888. Transcurridas 500

unidades térmicas arbitrarias, los salmones se adaptaron a agua de mar y se '

infestaron con 2000 + 200 copepoditos por estanque. El desafio se llevé a cabo
bajo condiciones de oscuridad, aireacion constante, oxigenacion de apoyo, control
de temperatura (15-17 °C) y salinidad (aprox. 30 ppm). Con el fin de evitar la
pérdida de copepoditos y facilitar la fijacion de los mismos, el flujo de agua en los
estanques se mantuvo cerrado vy se efectué el recambio manual cada »48 horas

3
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ademas de que se instalaron tamices de 220 p en los tubos de desagie. El

momento de la inclusién de los copepoditos se definid6 como el dia 0. Estas

condiciones se mantuvieron por 40 dias desde el inicio del desafio.

A los 40 dias se sacrificaron los peces, por una sobredosis de anestesia, y se

procedid a la evaluacion de los resultados mediante el conteo de parasitos. Los

resultados que aparecen en la Tabla 3 mostraron una disminucion significativa en
el numero de parasitos por pez en los gfupos vacunados con pPOLs-KLH, en
comparacion con los controles negativos vacunados solamente con KLH.

Tabla 3. Resultados del conteo de parasitos al concluir el experimento de reto.

PCT/CU2011/000005

Parametros Grupo Grupo Control 1 Control 2
vacunado 1 | vacunado 2

Numero de 1516° 1616° 38+0° 37+10°

parasitos/pez

% de sobrevida de los 95 90 EE 85
peces
% Inhibicion de la - 60 56 - -

infestacion

Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas. Se aplicd un test de -

comparaciones multiples de Dunn (p<0,001).

De igual forma, se realizaron experimentos con resultados similares a los descritos
en este ejemplo, pero los salmones se inmunizaron con fragmentos de 20
aminoacidos del péptido pPOLs. Los péptidos evaluados tenian la secuencia
PAAGATKAAAAAPAKADEPE, SKFASVAAAPAAGATKAAAA, y
EYLADPSKFASVAAAPAAGA, respectivamente, y se conjugaron a KLH. Aunque
todos los péptidos confirieron proteccidn, los mejores resultados se obtuvieron con
el péptido correspondiente a los Ultimos 20 aminoacidos del pPOLs.

Ejemplo 11. Determinacion de la capacidad protectiva del péptido de la
proteina PO de C. rogercresseyi (pP0OCr) fusionado a epitopos T promiscuos
y del conjugado pPOCr-KLH. '

Se evalud la capacidad inmunogénica del conjugado pPOCr-KLH y del pPQOCr
fusionado a otras moléculas inmunopotenciadoras como los epitopes T
promiscuos. En este caso se utilizaron igualmente los epitopos ttP2 del toxoide

g
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tetanico y el epitopo de células T del virus del sarampion (TT-MVF). El péptido
quimérico TT-MVF-pPOCr fue detectado en el sobrenadante de cultivo de la cepa
MP36 de P. pastoris transformada con un plasmidio que contenia una copia de la
secuencia codificante para el pP0OCr fusionada en su exiremo N-terminal a dos
copias de los epitopos T promiscuos bajo el control del promotor de la alcohol
oxidasa 1 (AOX 1), precedido todo por la sefial de secrecion de la sacarosa
invertasa de S. cerevisiae (ssSUC2). Los niveles de expresion se estimaron en

'aproximadamente 150 mg/L de cultivo.

Se procedid a evaluar la utilidad de este polipéptido, obtenido por via

recombinante, como antigeno vacunal y compararlo con los efectos del conjugado

pPOCr-KLH. Para ello 120 salmones de un peso promedio de 80 g se distribuyeron
en 6 grupos, de 20 peces cada uno. Los grupos experimentales fueron:

Grupos 1 y 2: Se inyectaron por via i.p. con el conjugado pPOCr-KLH, a una dosis
de 10 pg/g de peso corporal (equivalente a 5 ug de pPOCr /g de peso).

Grupos 3 v 4: Se inyectaron por via i.p. con KLH, a una dosis de 5 pg/g de peso.

Grupos 5 v 6: Se inyectaron por via i.p. con la proteina quimérica TT-MVF-pPOCr,

a una dosis de 5 pg/g de peso.

En todos los casos, el inmunogeno fue formulado en el adyuvante oleoso
Montanide 888. El procedimiento experimental fue similar al del Ejemplo 10, sélo
que en este caso como el piojo de mar C. rogercresseyi tiene un ciclo de vida méas
corto, a los 24 dias (después de completar dos ciclos de vida del parasito) se
eliminaron los peces, por una sobredosis de anestesia, y se procedié a la
evaluacion de los resultados mediante el conteo de parasitos. En la tabla siguiente

aparecen los resultados que mostraron una disminucién significativa en el nimero .

de parasitos por pez en los grupos vacunados con pPOCr-KLH y TT-MVF-pPOCr,
en comparacién con los controles negativos vacunados solamente con KLH. La
mayor proteccion, evaluada como numero de parasitos/pez, se observé en el
grupo TT-MVF-pPOCr.
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Tabla 4. Resultados del conteo de parasitos al concluir el experimento de reto.

Parametro Grupo 1 Grupo 2 | Grupo 3 | Grupo4 | Grupo 5 | Grupo 6
Ndmero 2117 10467 | 48x10° | 47+8° | 1423° | 13:£2°
parasitos/pez
% de sobrevida de 90 85 95 85 95 90
los peces ‘ kR '
% inhibicién de la 55 60 - B 70 72
infestacién '

Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas. Se aplico un test
de comparaciones multiples de Dunn (p<0,001).

Ejemplo 12. Determinacion de la inmunogenicidad del pPOCr fusionado al

polipéptido my32.

Para evaluar la capacidad inmunogénica del pPOCr fusionado al antigeno my32,
previamente conocido, se generd el péptido quimérico my32-pPOCr, utilizando el
mismo procedimiento descrito en los ejemplos anteriores para todas las proteinas
de fusién. En este caso, el plasmidio con el que se transformo la cepé MP36 de P.
pastoris contenia una copia del pPOCr fusionado por su extremo N-terminal a una
copia de my32, bajo el control del promotor AOX 1, precedida por la sefial de
secrecién ssSUC2. El péptido quimérico my32-pPOCr fue detectado en el
sobrenadante de cultivo en una concentracion de aproximadamente 135 mg/L de

cultivo. -

Para evaluar la utilidad de este polipéptido obtenido por via recombinante como
antigeno vacunal, 160 salmones de un peso promedio de 80 g se distribuyeron en

grupos, de 20 peces cada uno. Los grupos experimentales fueron:

Grupos 1 y 2: Se inyectaron con el conjugado pPOCr-KLH a una dosis de 10 ug/g

de peso corporal (equivalente a 5 ug de POCr /g de peso).
Grupos 3 y 4: Se inyectaron con KLH a una dosis de 5 ng/g de peso corporal. .

Grupos 5 y 6: Se inyectaron con la proteina quimérica my32-pP0Cr, a una dosis de
5 ug/g de peso.

Grupos 7 v 8: Se inyectaron con la proteina my32, obtenida por via recombinante,

a una dosis de 5 ng/g de peso.
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Todos los animales recibieron el inmunégeno por via i.p. y adyuvado en Montanide
888. El procedimiento experimental seguido fue igual al del Ejemplb 11. En la
Tabla 5 aparecen los resultados del muestreo a los 24 dias post-reto, que
evidencian una disminucién significativa en el nimero de parasitos por pez en los
grupos vacunados con pPOCr-KLH, my32-pP0Cr y my32, en comparacién con los
animales inoculados solamente con KLH. La mayor proteccién, evaluada como
numero de parasitos/pez, se observé en el grupo my32-pP0OCr. '

Tabla 5. Resultados del conteo de parasitos al concluir el experimento de reto.

Parametro Grupo | Grupo | Grupo | Grupo | Grupo | Grupo | Grupo | Grupo
1 2 3 4 5 6 7 8
No. 1747* | 15+6® | 30+8° | 31+8° | 3%1° 4+2° | 15+ 3% | 14162
parasitos/pez
% de
sobrevida de 85 95 95 85 90 95 95 85
los peces
% inhibicion
de la 43 50 - - 90 87 50 53
infestacion

Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas. Se aplicd un test de
comparaciones muitiples de Dunn (p<0,001).
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REIVINDICACIONES

. Composicion vacunal para el control de las infestaciones por ectoparasitos

que comprende un péptido de la proteina ribosomal PO de dichos
ectoparasitos, correspondiente a la regién entre los aminoéacidos 267 y 301
de la proteina. '

. La composicion segln la reivindicacién 1 donde dicho péptido tiene una

secuencia aminoacidica identificada como SEQ ID NO. 4, SEQ ID NO. 6,
SEQ ID NO. 8, SEQ ID NO. 9 0 SEQ ID NO. 10, es un fragmento de dichas
secuencias, 0 es un péptido o polipéptido que exhibe al menos una
identidad del 70 % con dichas secuencias.

. La composicién segln las reivindicaciones 1 y 2 donde dicho péptido ha

sido fusionado, conjugado o co-administrado con otra molécula para
incrementar su inmunogenicidad o potenciar su efecto protector.

. La composicion segun la reivindicacion 3 donde dicha molécula se

selecciona dentro del grupo compuesto por la hemocianina, un epitopo de

células T proveniente de la toxina teténica o de la proteina de fusion del

virus del sarampidn, proteinas que forman particulas semejantes a virus del

Virus de la Enfermedad Hemorragica del Conejo, la proteina Bm86 de la
garrapata R. microplus, la proteina Rs86 de la garrapata R. sanguineus y la
proteina my32 del piojo de mar C. rogercresseyi o L. salmonis.

. La composicién segin la reivindicacion 1, que se caracteriza por ser

efectiva para el control de las infestaciones por garrapatas y/o piojos de mar
y/o la transmision de sus patégenos asociados.

. La composicion segln las reivindicaciones 1 y 2 donde dicho péptido se

obtiene por via recombinante o sintesis quimica.

. La composicién segun la reivindicacion 6 donde la obtencién del péptido por

via recombinante se logra mediante un sistema de expresion en levaduras,

bacterias, plantas, larvas de insectos, células de insectos o células de

mamiferos.

. La composicion segtn la reivindicacion 1 que adicionalmente comprende un

adyuvante vacunal.

. La composicion segun las reivindicaciones 1 y 2 caracterizada porque se

administra por inyeccién, en un rango de 0,001-25 pg de péptido/g de peso
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del animal vacunado; mediante formulaciones de pienso en un rango de
0,01-300 pg de péptido/g de pienso o mediante bafios de inmersion para
peces en un rango de 0,01-10 mg de péeptido/L de agua.

10.Composicién vacunal para el control de las infestaciones por ectoparasitos
que comprende acidos nucleicos que codifican para un péptido de la
proteina ribosomal PO de dichos ectoparasitos, correspondiente a la region
ehtre los aminoacidos 267 y 301 de la proteina, y que genera una respuesta
inmune contra dicho péptido mediante inmunizacién con ADN desnudo.

11.La composicién segun la reivindicacion 10 donde dicho péptido tiene una
‘secuencia aminoacidica identificada como SEQ ID NO. 4, SEQ ID NO. 6,
SEQ ID NO. 8, SEQ ID NO. 9 0 SEQ ID NO. 10, es un fragmento de dichas
secuencias, o es un péptido o polipéptido que exhibe al menos una
identidad del 70 % con dichas secuencias.

12.Uso de un péptido de la proteina ribosomal PO de ectoparasitos,
correspondiente a la regién entre los aminoacidos 267 y 301 de dicha
proteina, en la fabricacion de una composicion vacunal para el control de las
infestaciones por ectoparasitos o la transmision de los patégenos asociados
a los mismos.

13.El uso de la reivindicacién 12 donde dicho péptido tiene una secuencia
aminoacidica identificada como SEQ ID NO. 4, SEQ ID NO. 6, SEQ ID NO.
8, SEQ ID NO. 9 o SEQ ID NO. 10, es un fragmento de dichas secuencias,
o es un péptido o polipéptido que exhibe al menos una identidad del 70 %
con dichas secuencias.

14.E! uso de la reivindicacién 12 donde la composicién vacunal se administra
por inyeccién, en un rango de 0,001-25 pg de péptido/g de peso del animal
vacunado; mediante formulaciones de pienso en un rango de 0,01-300 pg
de péptido/g de pienso o mediante bafios de inmersidn para peces en un
rango de 0,01-10 mg de péptido/L de agua.

&
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LISTA DE SECUENCIAS

<110> Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia

<120> COMPOSICION VACUNAL PARA EL CONTROL DE LAS
INFESTACIONES POR ECTOPARASITOS

<130> vac ectoparisitos

<140>
<1l41>

<150> 2010-
<151> 2010~

<160> 10

<170> PatentIn Ver.

<210> 1
<211> 957
<212> ADN

0188
28-09

2.

1

<213> Rhipicephalus microplus

<400> 1

atggtcaggg
ctcgacgagt
cagacgatcc
atccgcaagg
cacatcaagg
aagatcatcg
gtcatgatcc
ctgcagattc
atcaagaagg
tcgecettct
cctgacatct
aatgttgctg
attgtcaatg
gaggctgaaa
ccagccgeag
aagaaggagg

<210> 2
<211> 957
<212> ADN

aggataagac
accccaagtg
gtgtttcgct
ccatcecgegg
gcaacgtcgg
acaacaaggt
cggctcagaa
ccaccaagat
atgaccgtgt
catatggtct
tggacatcac
ccgtatccett
gtctcaagaa
tggccaagga

ggggtggggce
aatccgaaga

gacctggaag
cttcatcgtg
ccgcaagcac
acacctggac
tttcegttttce
gaaggcgcect
cactggccte
ctcaaagggt
cggtgcttcc
gaagatcctg
accagaggac
gtccatcgga
cctcattgcece
gtacctcaag
agctgcagee
ggaggacgac

<213> Rhipicephalus sanguineus

<400> 2

atggtcaggg
ctcgacgagt
cagacgatcce
atccgcaagg
cacatcaagg
aagatcattg
gtcatgatcce
ctgcagatce

aggataagac
accccaagtg
gtgtttcgcet
ccattcgcgg
gcaacgtcgg
acaacaaggt
cggcgcagaa
ccaccaagat

gacctggaag
cttecatcgtg
ccgcaagcac
acacctggac
tttcgtcttce
gaaggcgect
caccggccte
ctcgaagggt

agcaactact
ggtgtagaca
gcecgtectge
aacaacccgg
accaaggaag
gcececgtgetg
ggcceccgaga
actattgaaa
gaggctacgce
caggtgtacg
ctgcgatcag
tacccgactg
attgctgtgg
gacccgtcega
aagccggagyg
gatatgggct

agcaactact
ggcgtcgaca
gccgtectge
aacaacccgg
accaaggaag
gccegtgecg
ggtcccgaga
accattgaaa

tcetgegact
atgtcggctc
tcatgggcaa
ccctggagaa
acctgactga
gtgccctege
agacctcttt
ttctcaacga
ttctaaacat
actcgggtac
cgtttgttga
ttgcatcagt
agaccgacat
agttecgetge
agtcgaagaa
tcggactcett

tcectgegget
atgtcggtte
tcatgggcaa
ccctggaaaa
acctgacaga
gtgccctgge
agacctcttt
ttctcaatga

ggtgcagctg
gaagcagatg
gaacaccatg
gctgttgceg
ggtgcgcgag
ccecctggat
cttccaggee
gatccatttg
gttgaacatc
tgtcttetcee
gggtgtecge
cccacactcece
tacattcaag
agcagcagct
ggaagaagcc
cgactag

ggtgcagctg
gaagcagatg
gaacaccatg
gctgttgcecceca
ggtgcgtgag
ccctetggac
cttecaggece
gatccacttg

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
957

60

120
180
240
300
360
420
480




oz )eson s f000 005
: |

atcaagaagg acgacagggt gggcgcttce gaggccacgce ttctcaacat gttgaacatc 540
tcgeccttet cgtatggtct gaagattctg caggtgtacg actccggtac cgtgttctec 600
cctgacattt tggacatcac accagaggac ttgagatcag cattcgtcga gggtgtccge 660
aatgtcgetg ctgtatcctt gtccatcgga tacccgactg ttgcatcagt cccacactce 720
attgtcaacg gtctcaagaa cctcattgcc attgcegtgg agacagacat cacgttcaag 780
gaggctgaaa tggccaagga gtacctcaag gacccgtcga agttcgctge agcagcagcet 840
ccagccgcag gaggtgggge agccgcagcc aagccggagg agtcgaagaa ggaagaagct 900
aagaaggagg aatccgaaga ggaggacgac gatatgggct tcggactctt cgactag 957

<210> 3

<211> 318

<212> PRT

<213> Rhipicephalus microplus

<400> 3
Met Val Arg Glu Asp Lys Thr Thr Trp Lys Ser Asn Tyr Phe Leu Arg
1 5 10 15

Leu Val Gln Leu Leu Asp Glu Tyr Pro Lys Cys Phe Ile Val Gly Val
20 25 30

Asp Asn Val Gly Ser Lys Gln Met Gln Thr Ile Arg Val Ser Leu Arg
35 40 45 :

Lys His Ala Val Leu Leu Met Gly Lys Asn Thr Met Ile Arg Lys Ala
50 55 60

Ile Arg Gly His Leu Asp Asn Asn Pro Ala Leu Glu Lys Leu Leu Pro
65 70 75 80

His Ile Lys Gly Asn Val Gly Phe Val Phe Thr Lys Glu Asp Leu Thr
85 90 95

Glu Val Arg Glu Lys Ile Ile Asp Asn Lys Val Lys Ala Pro Ala Arg
100 105 110

Ala Gly Ala Leu Ala Pro Leu Asp Val Met Ile Pro Ala Gln Asn Thr
115 120 125

Gly Leu Gly Pro Glu Lys Thr Ser Phe Phe Gln Ala Leu Gln Ile Pro
130 135 140

Thr Lys Ile Ser Lys Gly Thr Ile Glu Ile Leu Asn Glu Ile His Leu
145 150 155 160

Ile Lys Lys Asp Asp Arg Val Gly Ala Ser Glu Ala Thr Leu Leu Asn
165 : 170 175

Met Leu Asn Ile Ser Pro Phe Ser Tyr Gly Leu Lys Ile Leu Gln Val
180 185 1390

Tyr Asp Ser Gly Thr Val Phe Ser Pro Asp Ile Leu Asp Ile Thr Pro
195 200 205

Glu Asp Leu Arg Ser Ala Phe Val Glu Gly Val Arg Asn Val Ala Ala
210 : 215 220




Val Ser Leu
225

Ile Val Asn

Ile Thr Phe

Ser Lys Phe
275

Ala Ala Lys
290

Sexr Glu Glu
305

<210> 4
<211> 35
<212> PRT
<213> Rhipi

<400> 4
Glu Tyr Leu
1

Ala Gly Gly Gly Ala

Glu Ala Lys
35

<210> 5
<211> 1953
<212> ADN

Ser Ile Gly

230

Gly Leu Lys Asn Leu

245

Tyr Pro Thr Val Ala

235

Ile Ala Ile
250

Lys Glu Ala Glu Met Ala Lys Glu

260

Ala Ala Ala Ala Ala

280

265

Pro Ala Ala

Pro Glu Glu Ser Lys Lys Glu Glu

295

Glu Asp Asp Asp Met Gly Phe Gly
310

cephalus sanguineus

315

-)Z%Z)" 4?&4,%22;/4; oo oS

Ser Val Pro
Ala Val Glu
Tyr Leu Lys

270

Gly Gly Gly
285

Ala Lys Lys
300

Leu Phe Asp

His Ser
240

Thr Asp
255
Asp Pro

Ala Ala

Glu Glu

Lys Asp Pro Ser Lys Phe Ala Ala Ala Ala Ala Pro Ala

5

20

<213> Rhipicephalus microplus

<400> 5

atgcgtggceca
tcatccattt
cctggtgcag
gctgaaaagc
tgcgttgaaa
ctacaatgca
aagttgcgea
aacatgacca
gacctctgceg
gcaaactgtt
ccggacggac
ggatgcaggt
gaagatggca
cagacctgcce
ccgtggaatc
cacgaagaat
aaatcaagga

tcgetttgtt
gctctgactt
aggatgattt
aatgcgaata
gtaacccgag
aaattaaaaa
cggatgggtt
cccggaactg
agaaaaacct
cagccgcetce
agtgtataaa
cgaccggcaa
ttacctgcaa
gcccaaccga
aacatctagt
ttatggactg
agccgggcecce

cgtecgcceget
cgggaacgag
cgtgtgcaaa
taaagatacg
caaggctage
tgactacgca
tattggcgcea
tgtcecctace
gcttcaaagg
tccagctgac
tgcttgecaag
ggcgtacgag
aagtatttcg
agactgtegt
gggggacacyg
tggcgtatat
aaatgtcaac

10

25

gtttcactga
ttectgtcgea
tgtcecgcegag
tgcaagacaa
tgcgtetgeg
attgactgce
acgtgtgact
acgtgtcttc
gattctcgtt
tcctattget
acgaaagaag
tgcacgtgece
cacacagtca
gtgcacaaag
tgcataagtg
atgaatcgac
atcaatgaat

30

ttgtagaggg
acgctgaatg
ataatatgta
gggagtgcag
aagcatcgga
gaaaccgagg
gtggtgaatg
gtcccgactt
gttgccaggg
ctcctgggag
ctgggtttgt
cgagtggctce
gctgcactge
gaactgtgtt
attgcgtcga
aaagctgcta
gectactgaa

15

Ala Ala Ala Lys Pro Glu Glu Ser Lys Lys Glu

cacagcagaa
tgaagtggtg
cttcaatgct
ctatggacgt
cgatctaacg
tggcactgct
gggtgcgatg
gacctgcaaa
gtggaacaca
ccccaaagga
ctgcaagcat
tacecgtcgec
tgagcaaaaa
gtgtgagtgc
caagaaatgc
ttgtccatgg
tgagtattac

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020




tacacggtgt
gatcgtgttt
cttaactgca
gtgctcagga
aagttgctga
ctgctcaagg
ctcttectggt
ctacgccgcet
gctgacaaag
gacactaaac
caagaatgcece
tgtcctgatg
aatggtaaat
aaggaaaagt
ccagatcctg
gcagctactt

<210> 6
<211> 36
<212> PRT

cattcacccc
tggaagcgat
cgcaggacat
aactacaagc
tcaagaaaaa
atcaggaagc
tccagtgegce
ccgtgtgtaa
ggcaaatatt
ctggggagat
aagacaagaa
atcacgagtg
gtcaaagcag
ctgaagcaac
gaaagtcaag
cagtcaccgc

aaacatatct
acggaccagt
taaggcaaga
atgcgagcat
ctctgcaaca
tgcctacaaa
tgatggttac
agctggagtt
tgtttacgaa
tggctgcatt
gctggagtge
ttacagggag
tgggcagegt
aacagctgeg
tgctgcagca
agcatcgttg

<213> Ixodes scapularis

<400> 6

4

tttgattctg
atcggaaaag
ctcatagcag
ccaatcggceg
gaaatcgaag
ggtcaaaaca
acaacaactt
tecttgeaacg
aacggcaaag
gagcgtacca
gtttacaaaa
cctgccaaag
tgtgtaatag
actacaacaa
gtatcagcta
taa

Yo7 fees Do 14650 5 05

accattgcaa
aagtttttaa
agaaaccact
aatggtgcat
aagagaacct
aatgcgtcaa
acgagatgac
aaaacgagca
cgaattgcca
catgcaaccc
accataaagce
actcttgcag
aaaacggaaa
cgaaagcgaa
ctgggctctt

atggtatgag
ggttgagata
gtcaaaacac
gatgtatccg
ttgcgacagt
ggtcgacaac
acgaggtcge
gtcggagtgt
atgcccacca
taaagaaata
agaatgcgag
tgaagaggat
ggctgtttge
agacaaggat
gttactgctc

Glu Tyr Leu Lys Asp Pro Ser Lys Phe Val Ala Ala Ala Ala Ala Ala

1

5

10

15

Ala Pro Ala Ala Gly Gly Gly Ala Ala Ala Lys Pro Asp Ala Lys Lys

20

Glu Glu Ala Lys

35

<210> 7

<211> 120
<212> PRT
<213>

<220>
<223>

quimérico

Secuencia Artificial

25

30

Descripcién de la Secuencia Artificial: péptido
que comprende los aminocdcidos 282-301

de la proteina ribosomal PO y epitopos T

<400> 7

Gln Tyr Ile Lys Ala Asn Ser Lys Phe Ile Gly Ile

1

5

Ser Glu Ile Lys Gly Val Ile Val

20

10

His
25

Thr Glu

Arg Leu Glu Gly Val

30

Leu Leu
15

Ala Ala

1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1953

Gly Gly Gly Ala Ala Ala Ala Lys
35 40

Pro Glu Glu Ser Lys Glu Glu

45

Lys

Ala Ala Ala Lys

60

Ala Lys Ala Ala Gly Gly Gly Ala Pro Glu Glu Ser

50 55
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5

Lys Lys Glu Glu Ala Lys Ala Ala Gly Gly Gly Ala Ala Ala Ala Lys

65 70 75 80
Pro Glu Glu Ser Lys Lys Glu Glu Ala Lys Gln Tyr Ile Lys Ala Asn

85 90 ‘ 95
Ser Lys Phe Ile Gly Ile Thr Glu Leu Leu Ser Glu Ile Lys Gly Val
100 105 110
Ile Val His Arg Leu Glu Gly Val
115 120

<210> 8
<211> 34
<212> PRT

<213> Caligus clemensi

<400> 8 ’

Ala Tyr Leu Glu Asp Pro Ser Lys Phe Ala Val Ala Ala Ala Pro Ala
1 5 10 15

Ala Gly Asn Ala Ala Pro Ala Ala Ala Ala Pro Ala Lys Val Glu Glu

20 25 30

Pro Glu

<210> 9

<211> 35

<212> PRT

<213> Lepeophtheirus salmonis

<400> 9

Glu Tyr Leu Ala Asp Pro Ser Lys Phe Ala Ser Val Ala Ala Ala Pro
1 5 10 15

Ala Ala Gly Ala Thr Lys Ala Ala Ala Ala Ala Pro Ala Lys Ala Asp

20 25 30
Glu Pro Glu
35

<210> 10

<211> 36

<212> PRT

<213> Caligus rogercresseyi

<400> 10

Glu Tyr Leu Lys Asp Pro Ser Lys Phe Ala Ser Ala Ala Pro Ala Ala
1 5 10 15

Ala Ser Gly Gly Gly Ala Ala Thr Lys Ala Ala Ala Pro Ala Lys Ala
20 25 30

Glu Glu Pro Glu
35

¢\
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CAVELIER

ABOGADRDS - Para patentes, modelos de utilidad y disefios
" EDIFICIOSISKI industriales, marcas’ .de - fibrica y de servido,
TARRERA 4° N¢ 72-35 : nombres comerciales, ensefias y lemas comerciales.

BOGOTA, 8 - COLOMBIA -

L
- .

&

. I L9732
RATIFICACION, REPRESENTACION Y PODER ‘ 50 -
‘ [ -+

La que suscribe, CENTRO DE_INGENIERIA GENETICA Y BIOTECNOLOGIA,

sociedad organizada y existente de conformidad con las leyes de __Cuba,
31 Street 1/158 & 190, Cubanacan, Playa, Habana, Cuba,

domiciliada en

por el presente ratificamos la__solicitud de patente No, 97,057.986
presentada por EMILIO FERRERO el 3 de octubre de 1997

ante l1a Superintendencia de Industria y Comercio en Bogotd, Colombia,
y nombramos a GERMAN CAVELIER, ?a. 832; GONZALO PERDOMO, tga. 831; EMILIO FERRERO,
éna. 31929; y LUZ CLEMENCIA DE PAEZ, tpa. 23555; domiciliados en la Carrera 4% N2 72-35, Bogot3,

olombia, en obedecimiento a lo dispuesto en el pardgrafo 1° del Artfculo 543 del Cé6digo de

omercio, el primero como principal y los demas como suplentes, en su orden, como nuestros
representantes en todos los asuntos de propiedad industrial con facultad para recibir notificaciones y
nombrar apoderados judiciales o extrajudiciales. El primer representante suplente reemplazara al
principal en caso de ausencia o impedimento temporal o definitivo de aquél. La misma regla se
aplicara cuando el segundo representante suplente haya de reemplazar al primero, o el tercero al
segundo. En tales casos, el representante principal, o el primero, o segundo suplente, en su caso, 0
ambos, declarardn su intencién de no ejercer la representacién mediante declaracién autenticada por
Notario Pablico en Colombia, o por Notario u otro Funcionario Pidblico, o'Cénsul de Colombia, en el
extranjero; y si se tratare de impedimento, con el certificado respectivo. Si alguno de los nombrados
faltare definitivamente, el siguiente tomara su lugar. Cuando cesare la ausencia o impedimento del
representante principal, o de su primero o segundo suplentes, en su caso, podran ejercer la
representacién, en su orden, uno u otros seguin el caso, asumiéndola por el solo hecho de ejercerla,
cesando en ese momento el ejercicio de la representacién por el primero, segundo o tercer supfente en

Su caso.

Ademés, conferimos poder a los abogados arriba nombrados, para obtener la proteccién de nuestra
propiedad industrial y contra la competencia desleal, a cuyo efectoc- autorizamos a los dichos
apoderados para que nos representen ante cualesquiera entidades o personas, ejerzan o no jurisdiccion,
Qs ecialmente ante las del orden administrativo, contencioso-administrativo y judicial, asi como los
ribunales de arbitramento, en todo lo concerniente a los siguientes asuntos: ,a?, btencién de patentes
de invencién, modelos de utilidad y disefios industriales; el registro de marcas de fabrica, colectivas,
defensivas, de servicio, lemas comerciales, nombres comerciales, ensefias, variedades vegetales y
denominaciones de origen; su renovacién, traspaso, cambio de nombre o domicilio, renuncia
voluntaria, y registro de licencias de uso de esos derechos; b) Las acciones de competencia desleal,
roteccién del consumidor, oposiciones u observaciones, cancelacién administrativa y judicial,
nulidad, medidas cautelares, concesién de licencias, la tutela, la proteccién de secretos industriales, y
en general los juicios civiles, penales, administrativos o contencioso-administrativos relacionados con
estos derechos; acciones y procesos que promovamos 0 se nos promuevan. Y para que en todos los
asuntos arriba determinados, puedan sustituir este mandato, transigir, conciliar, admitir los hechos del

proceso, desistir, cancelar, recibir, renunciar, y ratificar los actos de agentes oficiosos.
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Para los paises que no son parte del Protocolo Interamericano de 1940 sobre Uniformidad del Régimen
Legal de los Poderes, el Cénsul Colombiano debe certificar como sigue*:

Fecha: _ " Ne

El suscrito CONSUL DE COLOMBIA en

CERTIFICA:

12 Que el sefior '
quien autentica el documento anterior, ejercia legalmente en la fecha allf indicada, las funciones de

y que la firma y sello que en el documento .aparecen como suyos son los que usa y acostumbra en sus
actos oficiales. , .

22 Que tuvo a la vista las pruebas de que la Compaiifa
existe legalmente, y
que actualmente ejerce su objeto social y;

32 Que el sefior . . .- .

juien firmé la representacién y poder que preceden en su caracter de
e la Compaiiia :

esta autorizado para representarla en este acto, y otorgar el poder.

Cénsul de Colombia

* Son parte del Protocolo: Colombia, El Salvador, México, Venezuela y los Estados Unidos. En los demés paises el Sefior Cénsul de
Colombia debe otorgar el certificado segtin el modelo de esta pagina.



FECHA

No.

€] suscrito COMSUL DE COLOMSIA en

CERTIFICA:

lo. Que el senor
quien autoriza el cocumento anterior, ejercia Iegalmgnte‘
en la fecha 2llil indicada, ]as'funciones de
y que la firme
y sello que en el documento aparecen CCmo suyos son 10s que

usa y acostumbra en sus actos oficiales.

20.) ~ Que tuvo a la vista las pruebes de que 12 Compafiia

* CENTRO DE INGENIERIA GENETICA Y BIOTECNOLOGIA,

domiciliada en 31 Street 1/156 & 190, Cubanacan, Playa,
Habana, Cuba, |
existe legalmente y que-actualmente ejerce su objeto social

de acuerdo con las leyes del respectivo pais.

30.) Que el sefior ’ ' . , quien
firmé el poder que precede en su czricter de

i ' esti autorizado para

representarla en este acto y otorgar el poder,

DERECHOS USS

CONSUL



REPUBLICA DE CUBA
MINISTERI> DE RELACIONES EXTERIOR:
DIRECCION JURIDICA

José D. Peraza Chapeay, /o Julio P. Alvarez Do#la
fu Orlando F. Acosta Faz, /o Mar(a Silvia Fernén:
dez Villar, /o Aide de Puzo Pedraza, o Manusl
Capaz Ruiz, o Jusls Farndn:ise Ponce. Funciona.
rios aulorizados para certificar Auienticaciones
de tirma en Documentos exoedidos para surtir
" eloctos en sl exfranjero. .

CERATIFICO: QUE AL PARSCER ES AUTENTICA DEL
FUNCIONARID AUTORIZANTE DE ESTE DOCUMENTO,
LA FIRPA GUE ARTEGCEDE, POR LA SEMEJANZA OQUE
SUARDA CON LA QUE CBRA RUGISTRADA EN ESTE
CENTRO £CHMO LA GUE EL MISMO ACOSTUMBRA &
USAR EM SUS ACTOS OFICIALES,

EN FE OE LD CUAL AUTORIZO LA PRESEHTE CON 1 ¢
FIRMS v €4 SELLO DE ESTE MINISTERIOY

LA Hagana 6 NOV 199

-

/




GConsulado General de Golombia

LA HABANA, CUBA

No. 67/97

La Habana, Diciembre 26 de 1997

La suscrita Consul General de Colombia, vistos los documentos presentados por los interesados,
CERTIFICA

Que el Senor Iesus Femandez Ponce, quien como funcionarioc de la Direccion Juridica del

Mihnisterio ¢ de Relacmnes Exteriores de la Republica de Cuba autenticé la firma del signatario del
. poder prccedcntc—ve_]erela en la fecha las funciones indicadas y su firma corresponde a la registrada
en este Consulado; Que el CENTRO DE INGENIERIA GENETICA Y BIOTECNOLOGIA es
una unidad presupuestada constituida de acuerdo con las leyes de Cuba y cumple su objeto
conforme a las mismas; Que el Sefior Manuel de Jestis Limonta Vidal, quien en su caracter de
Director de la citada unidad presupuestada confiere ¢l poder precedente, es su representante legal
en este pais.

\f"’ )
La Consul General de Colombia no asume responsablhdad alguna por el contenido del documento.
J po i .} :
w ' - lia]
R- - DR
i - .
- e
: - S
. —— ol . ]
S Martha Nifio de Stand.
| Consul General
PAGADOS N _
IMPUESTO DE TIMBRE NACIONAL US$ 6,00 (seis dolares)
DERECHOS FONDO ROTATORIO US$ 100.00 (cien dolares)

TOTAL PAGADO USS$ 106.00 (cientoseis dblares) |

\ . -
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CAVELIER

ABOGADOS
EDIFICIO SISKI
WEB SITE: www.cavelier.com CARRERA 4 No.72-35 TELEFONO: (57) (1) 347-3611
E-MAIL: cavelier@caveiier.com , BOGOTA 8, COLOMBIA TELEFAX: (57) (1) 217-9211 (57)(1)310-4995

Seriores
SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
E. S. D.

Poderdante : CENTRO DE INGENIERIA GENETICA b4
BIOTECNOLOGIA

Poder conferido el : 19/11/1997

Yo, EMILIO FERRERO, obrando como apoderado principal del
poderdante arriba mencionado, mediante el presente escrito
sustituyo el poder a mi otorgado a la doctora LUZ CLEMENCIA DE
PAEZ, identificada con cédula de ciudadania No. 35.456.344 vy
Tarjeta Profesional N°23.555, con todas las facultades que me

fueron conferidas.

Hago la anterior sustitucidén conforme al articulo 66 del

Cédigo de Procedimiento Civil.

-

EMILIO FERRERO

T.P.A. N° 31.929
C.C. N° 438.019 de Usaquén

Sefiora Jefe,

Acepto:

@Q ( é?ﬂ’@) @aé&éfgg 2
LUZ CLEMENCIA DE PAEZ

T.P.A. N° 23.555

C.C. No. 35.456.344 de Usaqgquén

NIT 860.041.367-3
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PCT/CU2011/000005

VilI-2-1 |Declaracién: Derecho para solicitary
que sea concedida una patente

Declaracion sobre el derecho del PR . .
solicitante, en fa fecha de presentacion Raspecto de esta solicitud internacional

internacional, para solicitar y que le sea
concedida una patente {(Reglas 4.17.ii) y
51bis.1.a)ii}), en caso de que no
proceda la declaracion segun la Regla
4.17.4v): :
Nombre (APELLIDOS, Nombre) CENTRO DE INGENIERIA GENETICA Y BIOTEC-
NOLOGIA tiene derecho a solicitar y a

que le sea concedida una patente en

virtud de lo siguiente:

una cesién de RODRIGUEZ MALLON, Alina a
CENTRO DE INGENIERIA GENETICA Y BIOTEC-
NOLOGIA, datado 14 Septiembre 2011
(14.09.2011)

wmﬁﬂi una cesién de FERNANDEZ DIAZ, Erlinda a
‘QL& t . CENTRO DE INGENIERIA GENETICA ¥ BIOTEC-

VHI-2-1(i
v)

NOLOGIA, datado 14 Septiembre 2011
(14.09.2011)

vik2-1d N una cesién de ESTRADA GARCIA, Mario,

- Pablo a CENTRO DE INGENIERIA GENETICA Y
BIOTECNOLOGIA, datado 14 Septiembre 2011
(14.09.2011)

\
vaRAE= l K una cesién de CARPIO GONZALEZ, Yamila a
ey CENTRO DE INGENIERIA GENETICA Y BIOTEC-
NOLOGIA, datado 14 Septiembre 2011
- (14.09.2011)




SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

NIT : 800.176.089-2
-/ -

Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

RECIBO DE CAJA No. 13 - 0038045

Bogota D.C., Abril 23 de 2013 - 16:18:43

RECIBIDO DE : CAVELIER ABOGADOS

NI 860.041.367

TIPO PAGCO BANCQO

CUENTA

*** Soporte del Pago ***

No. PAGO VR.PAGO

FECHA PAGO

CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA

062754387

196871850 23/04/2013 11.238.000.00

*** Conceptos Pagados ***

CANT. RENTISTICQ CONCEPTO Ve.UNDITARIO = VrCONCFEPTO
1 50005-01-01 SOLICITUDES 1&%%&%% DE SOL. DE PATENTE DE 500.000.00 500.000.00

$500.000.00
SON: *QUINIENTOS MIL PESO. ONEDA CORRIENTE***
Responsable: ~
- /4
Recibo de Caja Aplicado al Expediente No.

SUPERINTENDENGIA B e+
A DE IN IAY CoMERCID
C
: MERCIO

T

Fecha: 2013.04.5
-25 11:2
A 11 PATENTEIY)
411 PRESENTACION

5:23 Dgp. 2020 DlR.NUEVASCR

Eve: 378 FA
Foiios: g0+ CIONALI

T e
— T
—— _

Qo\lo—0paY2- SA\ -008-2

Sede Centro.

Web: www.sic.gov.co

e-mai: info@sic.gov.co

: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5 y 10 Bogota, D.C.- Colombia

Conmutador: (571) 5870000 Fax: (571) 5870284 Linea: 018000-910165 Call Center: (571) 6513240




SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

NIT : 800.176.089-2
-/ -

RECIBO DE CAJA No. 13 - 0038428

Industria y Comercio .
SUPERINTENDENCIA Bogota D.C., Abril 24 de 2013 - 12:10:34
RECIBIDO DE : CAVELIER ABOGADOS NI 860.041.367

*** Soporte del Pago ***

TIPO PAGO BANCQO CUENTA No PAGQ FECHA PAGQO VR PAGQO
RECIBO DE CA 999999999 35693 ©16/04/2013 15.000.00
RECIBO DE CA 999999999 35750 16/04/2013 103.000.00
RECIBO DE CA 999999999 35845 16/04/2013 1.000.00
RECIBO DE CA 999999999 35846 16/04/2013 1.000.00

*** Conceptos Pagados ***
CANT. RENTISTICO CONCEPTO Vr.UNDITARIO Vr.CONCEPTO
4 50005-01-01 SOLICITUDES 1607 REIVINDICACION PATENTE UNITARIA 30.000.00 120.000.00
ADICIONAL ATAS 10 INIC

$120.000.00

_—

SON: **CIENTO VEINTE/MIL PESOS MONEDA CORRIENTE**

%/
Res*gonsable

Recibo de Caja Apllcado al Expediente No.

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

N MR ATAL TR e

Fecha: 2013-04 25 11 25 23 Dep 2020 DIR NUEVASCR
Tra. 11 PATENTEIYI Eve: 378 FASENACIONALI
Act. 411 PRESENTACION Folios: 60

Colo -—08@(7/'84"’00&8

Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5 y 10 Bogota, D.C.- Colombia

Web: www.sic.gov.co e-mai: info@sic.gov.co Conmutador: (571) 5870000 Fax: (571) 5870284 Linea: 018000-310165 Call Center: (571) 6513240
. Abril 24 de 2013 - 12:10:34




SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA'Y COMERCIO
DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

EXTRACTO PARA PUBLICACION
SOLICITUD FASE NACIONAL PCT

(21} N° de solicitud:

22) Fecha de solicitud:

(30) Prioidad ~ (31)  Prioridad  (32)  Fecha  (33) Pais

2010-0188 2010/09/28

(51) Int CI: AB1K 039/000

(71)Solicitante(s) CENTRO DE INGENIERIA GENETICA'Y

BIOTECNOLOGIA

(72) Inventor(es) ~ ALINA RODRIGUEZ MALLON

Y OTROS

(74) Apoderado:  LUZ CLEMENCIA DE PAEZ

(85) Fecha limite inicio fase nacional:  2013/04/28

(86) Datos relativos a la presentacion de la solicitud PCT
Fecha de presentacién de la solicitud: ~ 2011/09/26
No. de solicitud PCT/CU2011/000005

(87)

Publicacién internacional
Fecha: 2012/04/05
N° publicacion: WO 2012/041260 A1

(54) Titulo:  COMPOSICION VACUNAL PARA EL CONTROL DE LAS INFESTACIONES POR ECTOPARASITOS

Resumen:

La presente invencion se relaciona con el uso de un péptido
de la proteina ribosomal PO en la fabricacion de una
composicion vacunal para el control de las infestaciones por
ectoparasitos y, por consiguiente, de Ia transmision de sus
patégenos asociados. Dicho péptido se localiza entre los
aminoacidos 267 y 301 de la proteina PO, y puede ser
obtenido por via recombinante 0 mediante sintesis quimica.
Dicho péptido puede ser fusionado a una proteina o péptido
portador, 0 a un inmunopotenciador y ser incluido en una
formulacién oleosa. Las formulaciones vacunales que
comprenden dicho péptido confieren proteccion contra las
garrapatas y los ectoparésitos conocidos como “piojos de
mar’, sin que ocurra generacién de autoinmunidad en el
organismo hospedante. Entre dichas garrapatas se pueden
mencionar las  especies  Rhipicephalus  microplus,
Rhipicephalus sanguineus e Ixodes scapularis, y entre los
piojos de mar se encuentranl aquellos de los géneros Caligus y
Lepeophtheirus.
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lf SUPERINTENDENCIA DE IN

SUPERINT‘ENDENCIA

Fecha 2013-04-25 11 25 23 Dep 2020 DIR NUEV,
Tra. 11 PATENTEIYH Eve: 378 FASENACIOI\"I\ESR

PATENTE DE INVENCION D MO Act 411 PRESENTACION Folios. 69 86/00

OO

Indicacion que se solicita una patente.
Datos de identificacién dal solicitante o de la persona q\u\e presenta |a solicitud
Descripcién de la invencidn

Dibujos de ser estos pertinenies

Comprobante de pago de las tasas establecidas (De ser el caso formato de descuento)
Completa - L__J : o Incompleta D

PATENTE DE INVENCION PCT D MODELO DE UTILIDAD PCT D Art.33 Decision 486/00, Circular Unica

0000

Indicacién que se solicita una PCT

Copia de la solicitud en espafiol, tal como fue presentada imCIalmente (capitulo descriptivo,
rejvindicatorio, resumen)
Dibujos de ser estos pertinentes

. Comprobante de pago de las tasas establecidas'(de ser el caso formato de descuento)

Completa ~ [:] “Incompleta D

DISENO INDUSTRIAL [ | (Art. 119 Decisicn 486/00)

L]
i
]

L

T

Indicacién que se solicita Disefio lndustnal

Datos de identificacidn del solicitante o de la persona que presehta la solicitud

Representacién gréfica y fotogréﬂca del Disefio industrial o muestra del material que incorpora el
disefio : ‘

Comprobante de pago de las tasas establecidas

Completa D : © Incompleta D

ESQUEMA DE TRAZADO {_| " (At 92 Decision 486/00)

1ooo|

Indicacion que se solicita un esquema de frazado

Datos de identificacién del solicitante o dela persbna que presenta la solicitud-
Representacion grafica de un esquema de trazado

Comprobante de pago de las tasas establecidas

Completa D C lnoom‘pleta D

PI02-F08 (2009-11-18)




<110>

<120>

Po7 e/ 200/ 000 225

LISTA DE SECUENCIAS

INFESTACIONES POR ECTOPARASITOS

<130>

<140>
<141>

<150>
<151>

<160> 10

<170>

<210> 1

<211> 957
<212> ADN
<213>

<400> 1

atggtcaggyg
ctcgacgagt
cagacgatcce
atccgcaagg
cacatcaagg
aagatcatcg
gtcatgatcc
ctgcagattce
atcaagaagg
tcgceceettet
cctgacatct
aatgttgctg
attgtcaatg
gaggctgaaa
ccagccegceag
aagaaggagg

<210> 2

<211> 957
<212> ADN
<213>

<400> 2

atggtcaggg
ctcgacgagt
cagacgatcc
atccgcaagg
cacatcaagg
aagatcattg
gtcatgatcc
ctgcagatcc

2010-
2010~

PatentIn Ver.

0188
28-09

aggataagac
accccaagtg
gtgtttcgcect
ccatccgegg
gcaacgtcgg
acaacaaggt
cggctcagaa
ccaccaagat
atgaccgtgt
catatggtct
tggacatcac
ccgtatcett
gtctcaagaa
tggccaagga

ggggtggggc
aatccgaaga

aggataagac
accccaagtg
gtgtttcget
ccattcgcgg
gcaacgtcgg
acaacaaggt
cggcgcagaa
ccaccaagat

2.

vac ectoparasitos

1

Rhipicephalus microplus

gacctggaag
cttcatcgtg
ccgcaagcac
acacctggac
tttegttttce
gaaggcgcect
cactggccte
ctcaaagggt
cggtgcttcc
gaagatcctg
accagaggac
gtccatcgga
cctcattgcec
gtacctcaag
agctgcagcec
ggaggacgac

Rhipicephalus sanguineus

gacctggaag
Cttcatcgtg
ccgcaagcac
acacctggac
tttcgtecttce
gaaggcgcect
caccggcecte
ctcgaagggt

agcaactact
ggtgtagaca
gccgtectge
aacaacccgg
accaaggaag
gccegtgetg
ggccccgaga
actattgaaa
gaggctacgce
caggtgtacg
ctgcgatcag
tacccgactg
attgctgtgg
gacccgtcga
aagccggagg
gatatgggct

agcaactact
ggcgtcgaca
gcecgtectge
aacaacccgg
accaaggaag
gccecgtgecg
ggtcccgaga
accattgaaa

Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia

COMPOSICION VACUNAL PARA EL CONTROL DE LAS

tcctgcgact
atgtcggcte
tcatgggcaa
ccctggagaa
acctgactga
gtgccectege
agacctcttt
ttctcaacga
ttctaaacat
actcgggtac
cgtttgttga
ttgcatcagt
agaccgacat
agttcgctge
agtcgaagaa
tcggactctt

tcctgegget
atgtcggttc
tcatgggcaa
ccetggaaaa
acctgacaga
gtgcectgge
agacctcttt
ttectcaatga

ggtgcagctg
gaagcagatg
gaacaccatg
gctgttgeeg
ggtgcgcgag
cceectggat
cttccaggece
gatccatttg
gttgaacatc
tgtcttetece
gggtgtcege
cccacactcce
tacattcaag
agcagcagct
ggaagaagcc
cgactag

ggtgcagcetg
gaagcagatg
gaacaccatg
gctgttgcca
ggtgcgtgag
ccctcectggac
cttecaggece
gatccacttg

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
957

60

120
180
240
300
360
420
480




atcaagaagg
tcgececttet
cctgacattt
aatgtcgctg
attgtcaacg
gaggctgaaa
ccagccgcecag
aagaaggagyg

<210>
<211>
<212>
<213>

3

318
PRT
Rhipi

<400> 3
Met Val
1

Arg

Leu Val Gln

Val
35

Asp Asn

His Ala

50

Lys

Ile
65

Arg Gly

His Ile Lys

Glu Val Arg

Ala Ala

115

Gly

Gly Leu

130

Gly

Thr
145

Lys Ile

Ile Lys Lys

Met Leu Aén

Ser
195

Tyr Asp

Glu Asp Leu

210

acgacagggt
cgtatggtcet
tggacatcac
ctgtatcctt
gtctcaagaa
tggccaagga
gaggtggggc
aatccgaaga

cephalus

Glu Asp

5
Leu Leu
20

Gly Ser

Val Leu
Leu

His

Asn
85

Gly

Glu
100

Lys
Ala

Leu

Pro Glu

Ser Lys

Lys

Asp

Lys

Leu

Asp Asn

70

Val

Ile

Pro

Lys

Gly

gggcgcttcee
gaagattctg
accagaggac
gtccatcgga
cctecattgee
gtacctcaag
agccgcagec
ggaggacgac

microplus

Thr Thr

Glu Tyr

Gln Met

40

Met
55

Asn

Gly Phe

Ile Asp

Leu Asp

120

Thr
135

Ser

Thr Ile

150

Asp Asp

165

Ile
180

Ser
Gly Thr

Arg Ser

Arg

Pro

Val

Ala

Val Gly

Phe Ser

Phe Ser

200

Phe
215

Val

2

gaggccacgce
caggtgtacg
ttgagatcag
tacccgactg
attgcecgtgg
gacccgtcga
aagccggagyg
gatatgggct

Trp Lys Ser

10

Pro
25

Cys

Gln Thr Ile

Lys Asn Thr

Ala Leu

75

Pro

Val Phe

90

Thr

Asn Val

105

Lys

Val Met Ile

Phe Phe Gln

Glu Ile Leu

155

Ala Ser Glu

170
Tyr Leu
185

Gly

Pro Asp Ile

Glu Gly Vval

ttctcaacat
actccggtac
cattcgtcga
ttgcatcagt
agacagacat
agttcgctge
agtcgaagaa
tcggactctt

Asn Tyr Phe

Phe Ile Val

30

Val
45

Arg Ser

Met
60

Ile Arg

Glu Lys Leu

Lys Glu Asp

Ala Pro

110

Lys

Ala
125

Pro Gln

Ala
140

Leu Gln

Asn Glu Ile

Ala Thr Leu

Ile Leu

190

Lys

Leu Asp Ile

205

Arg Asn Val

220

/EmLi;/<;¢4;%¢‘////42174749675§—

gttgaacatc
cgtgttctcc
gggtgtccge
cccacactce
cacgttcaag
agcagcagct
ggaagaagct
cgactag

Leu
15

Arg
Gly Val
Leg Arg
Lys Ala

Pro
80

Leu

Leu Thr

95

Ala Arg

Thr

Asn

Ile Pro

Leu
160

His

Leu Asn

175

Gln Val

Thr

Pro

Ala Ala

540
600
660
720
780
840
900
957




e 4@54vkac§/4;’o o 2P S

3
Val Ser Leu Ser Ile Gly Tyr Pro Thr Val Ala Ser Val Pro His Ser
225 230 235 240
Ile Val Asn Gly Leu Lys Asn Leu Ile Ala Ile Ala Val Glu Thr Asp
245 250 255
Ile Thr Phe Lys Glu Ala Glu Met Ala Lys Glu Tyr Leu Lys Asp Pro
260 265 270
Ser Lys Phe Ala Ala Ala Ala Ala Pro Ala Ala Gly Gly Gly Ala Ala
275 280 285
Ala Ala Lys Pro Glu Glu Ser Lys Lys Glu Glu Ala Lys Lys Glu Glu
290 295 300
Ser Glu Glu Glu Asp Asp Asp Met Gly Phe Gly Leu Phe Asp
305 310 315
<210> 4
<211> 35
<212> PRT
<213> Rhipicephalus sanguineus
<400> 4
Glu Tyr Leu Lys Asp Pro Ser Lys Phe Ala Ala Ala Ala Ala Pro Ala
1 5 10 15
Ala Gly Gly Gly Ala Ala Ala Ala Lys Pro Glu Glu Ser Lys Lys Glu
20 25 30
Glu Ala Lys
35
<210> 5
<211> 1953
<212> ADN
<213> Rhipicephalus microplus
<400> 5
atgcgtggca tcgectttgtt cgtcgeeget gtttcactga ttgtagaggg cacagcagaa
tcatccattt gctctgactt cgggaacgag ttctgtcgea acgctgaatg tgaagtggtg
cctggtgcag aggatgattt cgtgtgcaaa tgtccgecgag ataatatgta cttcaatget
gctgaaaagc aatgcgaata taaagatacg tgcaagacaa gggagtgcag ctatggacgt
tgcgttgaaa gtaacccgag caaggctage tgcgtcectgecg aagcatcgga cgatctaacg
Ctacaatgca aaattaaaaa tgactacgca attgactgcc gaaaccgagg tggcactget
aagttgcgeca cggatgggtt tattggcgeca acgtgtgact gtggtgaatg gggtgcgatg
aacatgacca cccggaactg tgtccctacc acgtgtcttc gtccegactt gacctgecaaa
gacctctgcyg agaaaaacct gcttcaaagg gattctegtt gttgccaggg gtggaacaca
gcaaactgtt cagccgctec tccagetgac tcectattget ctectgggag ccccaaagga
ccggacggac agtgtataaa tgcttgcaag acgaaagaag ctgggtttgt ctgcaagcecat
ggatgcaggt cgaccggcaa ggcgtacgag tgcacgtgee cgagtggctce taccgtcgee
gaagatggca ttacctgcaa aagtatttcg cacacagtca gctgcactgce tgagcaaaaa
cagacctgcc gcccaaccga agactgtegt gtgcacaaag gaactgtgtt gtgtgagtgc
ccgtggaatc aacatctagt gggggacacg tgcataagtg attgcgtcga caagaaatgc
cacgaagaat ttatggactg tggcgtatat atgaatcgac aaagctgcta ttgtccatgg
aaatcaagga agccgggccc aaatgtcaac atcaatgaat gcctactgaa tgagtattac

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020




tacacggtgt
gatcgtgttt
cttaactgca
gtgctcagga
aagttgctga
ctgctcaagg
ctcttctggt
ctacgccgcet
gctgacaaag
gacactaaac
caagaatgcc
tgtcctgatg
aatggtaaat
aaggaaaagt
ccagatcctg
gcagctactt

<210> 6
<211> 36
<212> PRT

cattcacccc
tggaagcgat
cgcaggacat
aactacaagc
tcaagaaaaa
atcaggaagc
tccagtgcgce
ccgtgtgtaa
ggcaaatatt
ctggggagat
aagacaagaa
atcacgagtg
gtcaaagcag
ctgaagcaac
gaaagtcaag
cagtcaccgce

aaacatatct
acggaccagt
taaggcaaga
atgcgagcat
ctctgcaaca
tgcctacaaa
tgatggttac
agctggagtt
tgtttacgaa
tggctgecatt
gctggagtge
ttacagggag
tgggcagegt
aacagctgceg
tgctgcagcea
agcatcgttg

<213> Ixodes scapularis

<400> 6
Glu Tyr Leu
1

Ala Pro Ala

Glu Glu Ala
35

<210> 7
<211> 120
<212> PRT
<213> Secue

<220>
<223>
quimé

4

tttgattctg
atcggaaaag
ctcatagcag
ccaatcggeg
gaaatcgaag
ggtcaaaaca
acaacaactt
tcttgcaacg
aacggcaaag
gagcgtacca
gtttacaaaa
cctgccaaag
tgtgtaatag
actacaacaa
gtatcagcta
taa

10
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accattgcaa
aagtttttaa
agaaaccact
aatggtgcat
aagagaacct
aatgcgtcaa
acgagatgac
aaaacgagca
cgaattgcca
catgcaaccc
accataaagc
actcttgcag
aaaacggaaa
cgaaagcgaa
ctgggctctt

atggtatgag
ggttgagata
gtcaaaacac
gatgtatccg
ttgcgacagt
ggtcgacaac
acgaggtcge
gtcggagtgt
atgcccacca
taaagaaata
agaatgcgag
tgaagaggat
ggctgtttge
agacaaggat
gttactgctc

Asp Pro Ser Lys Phe Val Ala Ala Ala Ala Ala Ala

15

Ala Gly Gly Gly Ala Ala Ala Lys Pro Asp Ala Lys Lys

Lys
5
20
Lys
ncia Artificial

rico

25

30

Descripcién de la Secuencia Artificial: péptido
que comprende los amincdcidos 282-301

de la proteina ribosocmal PO y epitopos T

<400> 7
Gln Tyr Ile
1

Ser Glu Ile

Gly Gly Gly
35

Ala Lys Ala

Lys
5

Lys
20

Ala

Ala

Gly Val Ile

Ala Ala Ala

40

Gly Gly Gly Ala Ala

55

Val His

Lys Pro

10

25

30

45

60

Ala Asn Ser Lys Phe Ile Gly Ile Thr Glu Leu Leu

15

Arg Leu Glu Gly Val Ala Ala

Glu Glu Ser Lys Lys Glu Glu

Ala Ala Lys Pro Glu Glu Ser

1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920

1953
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Lys Lys Glu Glu Ala Lys Ala Ala Gly Gly Gly Ala Ala Ala Ala Lys

65 70 75 80
Pro Glu Glu Ser Lys Lys Glu Glu Ala Lys Gln Tyr Ile Lys Ala Asn

85 90 95
Ser Lys Phe Ile Gly Ile Thr Glu Leu Leu Ser Glu Ile Lys Gly Val
100 105 110
Ile Val His Arg Leu Glu Gly Val
115 120

<210> 8
<211> 34
<212> PRT

<213> Caligus clemensi

<400> 8
Ala Tyr Leu Glu Asp Pro Ser Lys Phe Ala Val Ala Ala Ala Pro Ala
1 5 10 15

Ala Gly Asn Ala Ala Pro Ala Ala Ala Ala Pro Ala Lys Val Glu Glu
20 25 30

Pro Glu

<210> 9

<211> 35

<212> PRT

<213> Lepeophtheirus salmonis

<400> 9
Glu Tyr Leu Ala Asp Pro Ser Lys Phe Ala Ser Val Ala Ala Ala Pro
1 5 10 15

Ala Ala Gly Ala Thr Lys Ala Ala Ala Ala Ala Pro Ala Lys Ala Asp
20 25 30

Glu Pro Glu
35

<210> 10
<211> 36
<212> PRT
<213> Caligus rogercresseyi

<400> 10
Glu Tyr Leu Lys Asp Pro Ser Lys Phe Ala Ser Ala Ala Pro Ala Ala
1 5 10 15

Ala Ser Gly Gly Gly Ala Ala Thr Lys Ala Ala Ala Pro Ala Lys Ala
20 25 30

Glu Glu Pro Glu
35




