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Deperde

DATOS DEL SOLICITANTE

(71) Nom u99,4,3.4;,\.. veow » Razén Social ABBOTT LABORATORIES sociedad existente y organizada de

conformidad con las leyes del Estado de Illinois, Estados Unidos de

América

No. de Identificacion

Representante Legal (Persona Juridica) JOSE ANTONIO LLOREDA

. Pais de Domicilio ESTADOS UNIDOS DE AMERICA

ILLINOIS

Departamento o Estado
100 Abbott Park Road, Abbott Park, Illinois 60064-3500 Estados Unidos de

América.

seccion

Ciudad ABBOTT PARK Teléfono 009 1 847 935 1729

(74) DATOS DEL APODERADO
Nombre JOSE ANTONIO LLOREDA

Direccién y Domicilio Calle 72 No. 5-83 Piso 6°|
Ciudad Santafé de Bogota Telefono 326 42 70

DATOS DEL INVENTOR

‘l (72) Nombre del Inventor(es) | Pradip Mukerji, Amanda Eun-Yeong Leonard, Yung-Sheng Huang y
I Jennifer M. Parker-Barnes

I
1
i
[

i
ccion 1069 Arcaro Drive Gahanna, OH 43230; 581 Shadewood Court Gahanna, OH !
43230; 2462 Danvers Court Upper Arlington, OH 43220 v 1311 Belcross

Identificacién

£

Drive, New Albany, OH 43054 Teléfono 009 1 847 935 1729

|
DATOS DE LA PATENTE DE INVENCION |

(54) Titulo de la Invencion " GEN DE LA DESATURASA HUMANA Y SUS USOS."

PRIORIDAD REIVINDICADA SI Eg] NO D TIPO DE PRIORIDAD ANDINA D UNIONISTA m

(33) Pais US (32) Fecha 08-01-99 (31)No. Solicitud  19/227.613

Para Publicar a los ':' 6 meses D 12 metes D 18 meses a partir de la fecha de {a presente Solicitud

: ,
i (51) CLASIFICACION INTERNACIONAL ‘3\ C.12N SZ‘T? 0/ 27V 7é>o



RESUMEN CON EL OBJETO Y LA FINALIDAD DE LA INVENCION ’
La presente invercion se refiere a la identificacion de un gen involucrado en

la des-saturacion de dcidos grasos poliinsaturados en el carbono 5 (v. g,

'AS-desaturasa humana") y a sus usos. En particular, la A5-desaturasa
humana puede utilizarse, por efemplo, en la conversion del dcido dihomo-y-
linolénico (ADGL) en dcido araquiddnico (AA) y en la conversion del Geido

20:4n-3 en el dcido eicosapentaenoico (AEP). El dcido araquidénico (AA), y

los dcidos grasos poliinsaturados producidos a partir de estas conversiones
pueden agrega-se a composiciones  farmacéuticas, composiciones

nutricionales, alimentos para animales, asi como también a otros productos

como por ejemplo los cosméticos.

ANEXOS DE LA SOLICITUD

Certificado de Existencia y Representacion Legal cuando el solicitante sea Persona Juridica
Los poderes debidamente otorgados, o mension de su protocolizacién ante la S.1.C. 11.700

Recibo de la tasa respectiva  $553.000,00

Recibe de la tasa por concepto de excedente de palabras en la publicacion
Si se reivindica prioridad Ancina.

Copia dela primera solicitud

Traduccion oficial

Si se reivindica prioridad Unionista:

OO0 OXXO

~¢rtificada de la primera solicitud:
ota: Debe presentarse dentro de los tres (3) meses, contados a partir de la fecha de radicacién de la solicitud posterior
Traduccion Simple

Capitulo descriptivo

Dibujos, planos necesarios

Capitulo reivindicatorio

Tarjeta archivo propietarios segiin formato
Tarjeta archivo tematico segin formato
Extracto para publicacion segtn formato
Arte firal 12 x 12 cms. Y 6x6 cms

Otros Documentes

LI XX KX XK

Nota: Anexo informacién scbre la fuente normativa de reciprocidad y peticion Reconocimiento Personeria ‘X|

SOLICITO LA CONCESION DE LA PATENTE DE INVENCION Y DECLARO QUE LA INVENCION ES
| o NUEVA Y DE MI PROPIEDAD

C.C.17.159.681 de Bogots TP No. 10,784
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SUPERTIDUSTRIA Y CORERCID
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B0i75009-Tranite ¢ 002 PATENTES D ! REGISTRO/ 001 SOLICITED
Dependencia: 2020 DIVISICS LE KIEVAS CREACIONES

=
L,..w. ;‘L") '3

. OE PATENTE DE IN 523,200.00

dubdy

TOTAL 553, 000,00

Aoy

RICIDD DE TAJA APLICADO AL ERPELIENTE Ho.

Carrera 13 No. 27-00 Pisos 5 y 10
Conmutador: 334 12 21
Fax: 281 31 25
Santa Fe de Bogota, D.C., Colombia
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Santa Fe de Bogota, D.C., Colombia
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Conmutador: 334 12 2I
Fax: 281 31 25
Santa Fe de Bogota, D.C., Colombia
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Carrera 13 No. 27-00 Pisos 5y 10
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Santa Fe de Bogota, D.C., Colombia




i
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SUPERINTENDENCIA

NIT @ B00176089-2 )
GURERTHDUSTRIA Y LOaERCI0

Folios: 181
Radicacion § HI00434 =999??2§i=
T Lo g g‘»; Mi REGISTRD/ 001 SpLICITED
FECHA : OCTUBRE 11 DE 1999 he g e : ’
| ;gzzzgzvsia: 2080 DIVISIOH E YUEVAS {REACTORES

iy CONSIGNACION 13

DEPOSITANTE TIFO PAGD BANCD CUENTA No. PRGD FECHA PBO Vr. PARGO

LLOREDA Y CIA 5. 4 CONSIGNACION  BANCO POPULAR  050-00024-9 747629 1171071999 11,113,300.00

g C 0 KCEPT O

CANT. RENTISTILO CONCEFTO TOTAL CONCEPTO

10 50005-01-09 OTROS SERVICIOS DE PROPIEDAD I 20 FOTOCOPIAS (CADA HOJA) 800.00
TOTAL : $ 800,00

SON: OCHOCIENTOS PESOS

RESPONGABLE :

RECIBO DE CAJA APLICADG AL EXPEDIENTE Na.

Carrera 13 No. 27-00 Pisos 5 y 10
Conmutador: 334 12 21
Fax: 281 31 25
Santa Fe de Bogota, D.C., Colombia
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50M: OCHOCIENTGS PESOS

RESPONSABLE : /!

RECIBC DE CAJA APLICADO AL EXPEDIENTE Ho.*

Carrera 13 No. 27-00 Pisps 5y 10
Conmutador: 334 12 21
Fax: 281 31 25
Santa Fe de Bogota, D.C., Colombia
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TOTAL & t a0.00
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Carrera 13 No. 27-00 Pisos 5 y 10

Conmutador: 334 12 2I
Fax: 281 31 25

Santa Fe de Bogota, D.C., Colombia
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ANEXO

Atentamente manifiesto a usted que la fuente normativa de 1la
reciprocidad de 1la  cual se deriva el derecho del solicitante para
reivindicar prioridad en el presente caso, se encuentra:

a)

En el Articulo 2 del Anexo 1C, Aspectos de 1los Derechos de
Propiedad Intelectual relacionados con el Comercio, del Acuerdo
por el cual se establece la "“Organizacidén Mundial de Comercio
(OMC)"” suscrito en Marruecos el 15 de abril de 1994. Este
acuerdo fue aprobado por el Congreso de Colombia mediante Ley
170 de 1994 y por la Corte Constitucional Colombiana mediante
Sentencia C-137-95 de 28 de marzo de 1995, y entrdé en vigencia
en nuestro pails el 30 de abril de 1995, 30 dias después de su
ratificacién.

Dicho Articulo establece que en lo que respecta a las partes II,
ITT y IV del Acuerdo (referidas a 1la existencia, alcance vy
ejercicio de los derechos de propiedad intelectual, entre otros)
los Miembros cumplirédn los articulos 1 a 12 y el Articulo 19 del
Convenio de Paris --el Articulo que establece la prioridad de
las patentes de invencidén es el Articulo 4--

En el Articulo 4 del mencionado Anexo .1C, Aspectos de los
Derechos de Propiedad Intelectual relacionados con el Comercio,
del Acuerdo ‘por el cual se establece la Organizacidé4n Mundial de
Comercio (OMC), el cual consagra el “Trato de la nacidén més
favorecida” para los paises Miembros del mismo.

En el Articulo 4 del Convenio de Paris, del cual ya era parte
Colombia en el momento en que se presentd la solicitud cuya
prioridad ahora reivindico, con lo cual se cumple 1la
reciprocidad exigida en el Articulo 12 de la Decisién 344 del
Acuerdo de Cartagena para con solicitudes provenientes de los
Paises Miembros del Acuerdo de Cartagena.



ANEXO

El documento que acredita la calidad REPRESENTANTES LEGALES
en Bogotd de los doctores JOSE LLOREDA CAMACHO y/o ALFONSO
LLOREDA CAMACHO vy/o JOSE ANTONIO LLOREDA para TODOS LOS
ASUNTOS RELACIONADOS CON LA PROPIEDAD INDUSTRIAL de la
sociedad peticionaria, que faculta a cada uno de dichos
abogados para actuar individualmente, se encuentra
protocolizado ante esa Divisidén bajo el No. 11.700. En
consecuencia, ruego a usted reconocer la personeria de cada
uno de dichos Representantes Legales para actuar dentro del
presente expediente, a fin de gque cualquiera de ellos pueda
intervenir en cualquier tiempo respecto de la solicitud en é1

contenida.

T.P. No. 10.784

CODIGO 231



RESUMEN -OBJETO Y FINALIDAD DE LA INVENCION

GEN DE LA DESATURASA HUMANA Y SUS USOS

La presente invencion se refiere a la identificacion de un gen involucrado en
la des-saturacion de dcidos grasos poliinsaturados en el carbono 5 (v.g.,
"A5-desaturasa humana") y a sus usos. En particular, la A5-desaturasa
humana puede utilizarse, por ejemplo, en la conversion del dcido dihomo-y-
linolénico (ADGL) en dcido araquidonico (AA) y en la conversion del dcido
20:4n-3 en el dcido eicosapentaenoico (AEP). El dacido araquidonico (A4), y
los acidos grasos poliinsaturados producidos a partir de estas conversiones
pueden agregarse a composiciones farmacéuticas, composiciones
nutricionales, alimentos para animales, asi como también a otros productos

como por ejemplo los cosméticos.



GEN DE LA DESATURASA
HUMANA Y SUS USOS

La presente invenciéon es una Continuacién en Parte de la Solicitud
pendiente de Patente de los Estados Unidos No. de Serie 09/227 613
radicada el 8 de enero de 1999, la cual es una Continuacién en Parte de la
Solicitud pendiente de Patente Internacional PCT/US98/07422 radicada el
11 de abril de 1998 (la cual designé a los Estados Unidos), esta ltima
una Continuacion en Parte de la Solicitud pendiente de Patente de los
Estados Unidos No. de Serie 08/833 610 radicada el 11 de abril de 1997,
todas citadas en el presente documento en toda su integridad con

propositos de solo referencia.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Campo Técnico

La presente invencion se refiere a la identificacion y aislamiento de un
gen que codifica una enzima (v.g., la AS5-desaturasa humana) involucrada
en la sintesis de 4cidos grasos poliinsaturados y a sus usos. En particular,
la enzima AS5-desaturasa cataliza la conversién de, por ejemplo, el acido
dihomo-y-linolénico (ADGL) en 4acido araquidénico (AA) y la conversioén
del acido (n-3)-eicosatetraenoico (20:4n-3) en el 4cido eicosapentaenoico
{20:5n-3). El producto convertido puede emplearse a manera de substrato
en la produccion de otros acidos grasos poliinsaturados (AGPIs). El
producto u otros &cidos grasos poliinsaturados pueden agregarse a
composiciones farmacéuticas, composiciones nutricionales, a alimentos
para animales, asi como también a otros productos tales como los

cosméticos.

Informacion Sobre el Estado Previo de los Conocimientos

Las desaturasas son criticas en la produccion de 4acidos grasos




poliinsaturados de cadena larga los cuales tienen muy importantes

funciones. Por ejemplo, los AGPIs son componentes importantes de la
membrana plasmatica de una célula, lugar en donde éstos se encuentran
en forma de fosfolipidos. También sirven como precursores de las
prostaciclinas, eicosanoides, leucotrienos y prostaglandinas humanas.
Adicionalmente, los AGPIs son necesarios para el desarrollo apropiado
del cerebro de los infantes asi como también para la formacién y
reparacion de tejidos. En vista de la significancia bioldgica de los
AGPIs, se han realizado numerosos intentos para producirlos, asi como
también para obtener intermediarios que conduzcan eficientemente a su

produccion.

Un buen nimero de enzimas estin involucradas en la biosintesis de los
AGPIs entre las que se incluye las AS-desaturasa (véase Figura 11). Por
ejemplo, la elongasa (elo) cataliza la conversidon del acido y-linolénico
(AGL) al acido dihomo-y-linolénico (ADGL) y del acido estearidénico
(18:4n-3) al 4cido (n-3)-eicosatetraenoico (20:4n-3). El acido linoleico
(AL, 18:2-A9,12 6 18:2n-6) es producido a partir del acido oleico (AO,
18:1-A9) gracias a una Al2-desaturasa. El AGL (18:3-A6,9,12) es

producido a partir del acido linoleico a través de una A6-desaturasa.

Debe anotarse que los animales no pueden desaturar mas alld de la
posicién A9 y por lo tanto no pueden convertir el dcido oleico en acido
linoleico. De igual forma, el acido a-linolénico (AAL, 18:3-A9,12,15) no
puede ser sintetizado por los mamiferos. Sin embargo, el 4acido a-
linolénico puede convertirse en el acido estearidénico (AET, 18:4-
A6,9,12,15) a través de una A6-desaturasa (véase publicacién de patente
PCT WO 96/13591 y The Faseb Journal, Abstracts, Part I, Abstract 3093,
page AS532 (Experimental Biology 98 San Francisco, CA, April 18-22,
1998); véase también Patente de los Estados Unidos No. 5 552 306), a lo

cual sigue una elongacién para obtener el acido (n-3)-eicosatetraenoico

(20:4-A8,11,14,17) en mamiferos y algas. Este 4cido graso
poliinsaturado (v.g., el 20:4-A8,11,14,17) puede luego convertirse en el

acido eicosapentaenocico (AEP, 20:5-A5,8,11,14,17) gracias a una AS5-
-2 .




desaturasa. Otros cucariotes, entre los que se incluyen los hongos y

plantas, poseen enzimas las cuales producen desaturacion en los carbonos
12 (véase publicacién PCT WO 94/11516 y Patente de los Estados Unidos
No. 5 443 974) y 15 (véase publicaciéon de PCT No. WO 94/11245) . La
mayoria de los 4dcidos grasos poliinsaturados de animales son por lo tanto
obtenidos ya sea por la dieta y/o por des-saturacién y elongacion del
acido linolénico 6 del Acido a-linolénico. En vista de estas dificultades,
es de significativo interés el aislamiento de los genes involucrados en la
biosintesis de AGPIs a partir de especies que produzcan de forma natural
estos acidos grasos y expresar luego estos genes en un sistema
microbiano, de planta 6 animal que pueda ser alterado para lograr la
produccion de cantidades comerciales de uno o mas AGPIs. Uno de los
mas importantes AGPIs de cadena larga, citado anteriormente, es el acido
araquidonico (AA). El AA se encuentra en hongos filamentosos y puede
también purificarse a partir de tejidos de mamiferos entre los que se
incluyé el higado y las glandulas adrenales. Tal como se anoto antes, la
produccién de AA a partir del acido dihomo-y-linolénico (ADGL) es
catalizada por una AS5-desaturasa. El AEP (&cido eicosapentaenoico) es
otro importante AGPI de cadena larga. Se encuentra en hongos y también
en aceites de origen marino. Tal como se anot$ antes, el AEP se obtiene a
partir del 4cido (n-3)-eicosatetraenoico gracias a una conversién

catalizada por la AS-desaturasa.

Con base en el anterior discusion, existe la clara necesidad de contar con
la enzima A5-desaturasa, del gen que codifica la enzima, asi como
también contar con métodos recombinantes de produccion de esta enzima.
Adicionalmente, existe la necesidad de aceites que contengan niveles de
AGPIs mas altos de lo que ocurre normalmente en la naturaleza asi como
también de aceites enriquecidos en cuanto al contenido de tales AGPls
novedosos. Tales aceites pueden solamente prepararse por aislamiento y

expresion del gen de la AS5-desaturasa.

Todas las patentes y publicaciones citadas en el presente documento se

incorporan, en toda su integridad, con propdsitos de solo referencia.

’



RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invencién se refiere a una secuencia de nucleétidos aislada
que corresponde o es complementaria aprox. a por lo menos el 50% de la
secuencia de nucledtidos ilustrada en la ID SEC NO:1 (Figura 12). Esta
secuencia de nucledtidos aislada puede representarse por la ID SEC
NO:1. La secuencia codifica una desaturasa funcionalmente activa la
cual utiliza un acido graso poliinsaturado como su substrato. Las
secuencias pueden obtenerse a partir de una mamifero tal como, por

ejemplo, un humano.

La presente invencién también incluye proteinas purificadas codificadas
por la secuencia de nucledtidos antes referida. Adicionalmente, la
presente invencién incluye un polipéptido purificado el cual desatura
acidos grasos poliinsaturados en el carbono 5 y tiene por lo menos una
similaridad en cuanto a aminoacidos de aprox. el 50% respecto de la
secuencia de aminoacidos de las proteinas purificadas referidas

inmediatamente antes.

Por otra parte, la presente invenci6én abarca también un método de
produccién de una enzima a AS5-desaturasa humana. Dicho método
comprende los pasos de: a) aislamiento de la secuencia de nucleétidos
representada por la ID SEC NO:1 (Figura 12); b) construccién de un
vector que comprende: i) una secuencia de nucleétidos aislada
operablemente ligada a ii) un promotor; y ¢) introduccion del vector
dentro de una célula huésped bajo condiciones y durante un tiempo
suficientes para la expresién de la enzima AS5-desaturasa humana. La
célula huésped puede tratarse, por ejemplo, de una célula eucaridtica o6
de una célula procaridtica. En particular, la célula procaridtica puede
tratarse, por ejemplo de una célula de E. coli, de una célula
cianobacteriana, 0 de una célula de B. subtilis. La célula eucaribtica

puede ser, por ejemplo, una célula de mamifero, de insecto, de una planta

o una célula fungica (la célula fungica puede corresponder, v.g, a una de
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Saccharomyces cerevisiae, Candida spp., Lipomyces starkey, Yarrowia

lipolytica, Kluyveromyces spp., Hansenula spp., Trichoderma spp., 6

Pichia spp.).

Adicionalmente, la invencién también abarca un vector que comprende:
a) una secuencia de nucledtidos como la representada por la ID SEC
NO:1 (Figura 12) operablemente ligada a b) un promotor. La presente
invencién también incluye una célula huésped que comprenda este vector.
La célula huésped puede ser, por ejemplo, una célula eucaridtica 6 una
célula procaridtica Entre las células eucaridticas y células procaridticas

apropiadas se encuentran las ya referidas.

Por otra parte, la presente invencion incluye una célula de una planta, una
planta 6 tejido de planta que comprenda el vector antes descrito, en donde
la expresion de la secuencia de nucleétidos del vector da como resultado
la produccién de por lo menos un acido graso por parte de una célula de
planta, de una planta 6 de un tejido de planta. El acido graso
poliinsaturado puede corresponder, por ejemplo, a uno seleccionado entre
acido araquidénico (AA) y AEP (acido eicosapentaenoico). La invencién
también incluye uyno o mas aceites o acidos grasos de planta expresados
por parte de una célula de planta, planta o tejido de planta antes

referidos.

Adicionalmente, la presente invencién abarca una planta transgénica que
comprenda el vector antes descrito, en donde la expresion de la secuencia
de nucledtidos del vector da como resultado la produccién de niveles
alterados de AA o de AEP cuando la célula se hace crecer en un medio de

cultivo que comprenda un acido graso seleccionado del grupo conformado

por un 4cido graso esencial, AL (4cido linoleico) y AAL (4cido a-

linolénico).

Debe también anotarse que la presente invencién incluye un mamifero

transgénico no humano, cuyo genoma comprende una secuencia de ADN
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que codifica una AS5-desaturasa humana operablemente ligada a un
promotor La secuencia de ADN puede ser representada por la ID SEC
NO:1 (Figura 12). La presente invencion también incluye un fluido (v.g.,
leche) producido por el mamifero transgénico no humano, en donde el
fluido comprende un nivel detectable de por 1o menos una AS-desaturasa

humana.

Adicionalmente, 1a presente invencién incluye un método (v.g., “primer”
método) para producir un 4cido graso poliinsaturado que comprende los
pasos de: a) aislamiento de dicha secuencia de nucleétidos
representada por la ID SEC NO:1 (Figura 12) ; b) construccién de un
vector que comprende una secuencia de nucledtidos aislada; c)
introduccién del vector dentro de una célula huésped bajo condiciones y
durante un tiempo suficientes para la expresiéon de la enzima AS-
desaturasa humana; y d) exposiciéon de la enzima AS5-desaturasa humana
expresada a un ‘substrato’ acido graso poliinsaturado con el fin de
convertir el substrato en un ‘producto’ acido graso poliinsaturado. El
acido graso poliinsaturado tomado como substrato puede tratarse, por
ejemplo, del 4cido dihomo-y-linolénico (ADGL) 6 del &cido (n-3)-
eicosatetraenoico (20:4n-3) y el producto acido graso poliinsaturado
puede tratarse del dcido araquidénico (AA) 6 del dcido eicosapentaenoico
(AEP), respectivamente. Este método puede ademas comprender el paso
adicional de exposicion del producto &cido graso poliinsaturado a una
elongasa con ¢l fin de convertir el producto acido graso poliinsaturado en
‘otro” & segundo acido graso poliinsaturado diferente (v.g., “segundo”
método). En este método, el que comprende el paso adicional (v.g.,
“segundo” método), el producto 4cido graso poliinsaturado puede
corresponder, por ejemplo, al 4cido araquidonico (AA) o6 al AEP (acido
eicosapentaenoico), y el ‘otro’ 6 segundo éacido graso poliinsaturado
puede corresponder al 4cido adrénico (AD) 6 al (n-3)-docosapentaenoico,
respectivamente, El método que contiene el paso adicional puede
comprender ademas el paso de exposicion del segundo acido graso

poliinsaturado a una desaturasa adicional con el fin de convertir dicho
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segundo 4cido graso poliinsaturado a un 4acido graso poliinsaturado

"final" (v.g., “tercer” método). El acido graso poliinsaturado final puede
tratarse, por ejemplo, del acido (n-6)-docosapentaenoico, 6 del acido

docosahexaenoico (ADH).

La presente invencién también incluye una composicidén nutricional que
comprende por lo menos un acido graso poliinsaturado seleccionado del
grupo conformado por €l producto acido graso poliinsaturado producido
de acuerdo con el “primer” método, el segundo acido graso poliinsaturado
producido de acuerdo con el “segundo” método, y el acido graso
poliinsaturado final producido de acuerdo con el “tercer” método. El
producto acido graso poliinsaturado puede corresponder, por ejemplo, al
AA 6 al AEP. El segundo éacido graso poliinsaturado puede ser, por
ejemplo, acido adrémico 6 el acido (n-3)-docosapentaenoico. El acido
graso poliinsaturado final puede tratarse, por ejemplo, del 4cido (n-6)-
docosapentaenoico ¢ del acido docosahexaenoico (ADH). La
composicion nutricional puede corresponder, por ejemplo, a una férmula
para infantes, un suplemento dietético 6 de un sustituto de la dieta y
puede suministrarse a un humano 6 a un animal y puede administrarse
enteral o parenteralmente. La composicion nutricional puede ademas
comprender por lo menos un macronutriente seleccionado del grupo
conformado por aceite de coco, aceite de soya, aceite de canola,
monoglicéridos, diglicéridos, triglicéridos, glucosa, lactosa comestible,
suero electrodializado, leche descremada electrodializada, suero de leche,
proteina de soya, ¢ hidrolizados de proteinas. También puede comprender
por lo menos una vitamina seleccionada del grupo conformado Vitaminas
A, C, D, E, y complejo B y por lo menos un mineral seleccionado del
grupo conformado magnesio, calcio, =zinc, manganeso, sodio, potasio,

fosforo, cobre, cloruro, yodo, selenio y hierro.

Adicionalmente, la presente invencién abarca wuna composicién

farmacéutica que comprende 1) por lo menos un 4acido graso

poliinsaturado seleccionado del grupo conformado por el producto acido
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graso poliinsaturado producido de acuerdo con el “primer” método, el

segundo acido graso poliinsaturado diferente producido de acuerdo con el
“segundo” método, y el acido graso poliinsaturado final producido de
acuerdo con el “tercer” método y 2) un vehiculo portador
farmacéuticamente aceptable. La composicién puede administrarse a un
humano 6 a un animal. Puede también comprender por lo menos un
elemento seleccionado del grupo conformado por una vitamina, un
mineral, una sal, un carbohidrato, un aminoécido, un acido graso libre, un

fosfolipido, un antioxidante, y un compuesto fenélico.

La presente invencién también incluye un alimento para animales que
comprende por 1o menos un 4cido graso poliinsaturado seleccionado del
grupo conformado por el producto 4cido graso poliinsaturado producido
de acuerdo con el “primer” método, el segundo acido graso poliinsaturado
diferente producido de acuerdo con el “segundo™ método, y el &cido graso
poliinsaturado final producido de acuerdo con el “tercer” método. El
producto 4cido graso poliinsaturado puede tratarse, por ejemplo, de AA y
AEP. El segundo acido graso poliinsaturado diferente puede ser, por
ejemplo, el 4cido adrénico 6 el acido (n-3)-docosapentaenoico. El acido
graso poliinsaturado final puede tratarse, por ejemplo, del acido (n-6)-

docosapentaenoico 6 del acido docosahexaenoico (ADH).

Por otra parte, la presente invencion también incluye un cosmético que
comprende un acido graso poliinsaturado seleccionado del grupo
conformado por el producto acido graso poliinsaturado producido de
acuerdo con el “primer” método, el segundo acido graso poliinsaturado
diferente producido de acuerdo con el “segundo” método, y el acido graso

poliinsaturado final producido de acuerdo con el “tercer” método.

Adicionalmente, la presente invencioén incluye un método de prevenir o
tratar una condicion patologica causada por la ingesta o produccion
insuficientes de acidos grasos poliinsaturados, método que comprende

administraciéon de la anterior composicién nutricional a un paciente en
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una cantidad suficiente como para efectuar dicha prevenciéon o

tratamiento.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La Figura 1 ilustra las secciones de las desaturasa AS y A6 de la
Mortierella alpina, las IDs (identidades) de los clones obtenidas a partir
de la base de datos LifeSeq con las cuales dichas secciones presentan
homologia, y las convenciones asociadas con las IDs de los clones.

La Figura 2 representa el contig 2692004.

La Figura 3 representa el contig 2153526.

La Figura 4 representa el contig 3506132,

La Figura 5 representa el contig 3854933,

La Figura 6 representa el contig 25117835.

La Figura 7 representa el contig 2535 generado con base en el
contig 2511785 de la Figura 6 y el contig 3506132 de la Figura 4.

La Figura 8 representa el contig 253538a generado con base en el

contig 2535 de la Figura 7 y el contig 3854933 de la Figura 5.

La Figura 9 representa la identidad (igualdad) en cuanto a la
secuencia de aminoacidos entre 1a A5-desaturasa de la M. alpina (Ma29)

y el contig 253538a.

La Figura 10 representa la identidad en la secuencia de
aminoacidos entre la A6-desaturasa de la M. alpina (Ma524) y el contig
253538a.
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La Figura 11 representa diversas rutas de biosintesis de acidos

grasos. Puede observarse el papel de la enzima AS-desaturasa.

La Figura 12 representa la secuencia de nucleétidos completa del

gen de la A5-desaturasa humana (AS humana)

La Figura 13 representa la secuencia de aminodcidos de Ia AS-

desaturasa humana traducida a partir de la AS humana (véase, Figura 12).

La Figura 14 ilustra la identidad (igualdad) de secuencias entre los
clones pRAE-7 y pRAE-8.

La Figura 15 representa la secuencia completa del gen de la

desaturasa humana putativa proveniente del clon pRAE-7.

La Figura 16 ilustra la identidad en cuanto a secuencias de
aminoacidos entre ¢l gen de la desaturasa humana putativa en el pRAE-7

y la A5-desaturasa de la M. alpina.

La Figura 17 ilustra la identidad en cuanto a secuencias de
aminodacidos entre el gen de la desaturasa humana putativa en el pRAE-7

y la A6-desaturasa de la M. alpina.

La Figura 18 ilustra la identidad en cuanto a secuencias de
aminoacidos entre el gen de la desaturasa humana putativa en el pRAE-7

y el contig 2535,

La Figura 19 ilustra la identidad en cuanto a secuencias de
aminoacidos entre el gen de la desaturasa humana putativa en el pRAE-7

y el contig 38.

<
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La Figura 20 ilustra la identidad en cuanto a secuencias de
aminoacidos entre el N-terminus (terminal N) del clon A-1, un

representante del Grupo 1, y el N-terminus del gen del citocromo b5.

La Figura 21 ilustra la identidad en cuanto a secuencias de
nucledtidos entre la secuencia de nucle6tidos de una porcién del clon A-1

y una porcion de la secuencia GenBank ac004228.

La Figura 22 representa la identidad en cuanto a las secuencias de
nucleodtidos entre la secuencia de nucledtidos de una porcion del clon 3-5
det Grupo 2 y una porcién de la secuencia GenBank ac004228. El clon 3-
5 tiene una ATG dentro de un sitio Ncol, pero traduce cuatro codones de

detencion (stops) entre la ATG y el sitio BamHL.

La Figura 23 representa la identidad en cuanto a las secuencias de
nucledtidos entre la secuencia de nucledtidos de una porcion del clon A-
10 del Grupo 3 y una porcién de la secuencia GenBank ac004228. El
Clon A-10 tiene una ATG 135 bp corriente arriba del sitio BamH]I, dando
lugar a un marco de lectura abierto de 1267 bp (base pair = pares de

bases).

La Figura 24 representa la identidad en cuanto a las secuencias de
nucledtidos entre 1a secuencia de nucleétidos de una porcién del clon A-
16 del Grupo 4 y una porcién de la secuencia GenBank ac004228. El
clon A-16 no tiene una ATG; sin embargo, existe una ATG (subrayada)

corriente arriba de donde la secuencia se alinea con la ac004228.

La Figura 25 representa la identidad en la secuencia de nucledtidos
entre la secuencia de nucle6tidos de una porcién del clon A-19 del Grupo
5 y una porciéon de la secuencia GenBank ac004228. El clon A-19 no
tiene una ATG; sin embargo, este clon se alinea (matches) con la

secuencia ac004228 incluso corriente arriba del sitio BamH].

La Figura 26 representa la secuencia parcial de nucledtidos de la
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secuencia GenBank ac004228 y los clones representativos de los cinco

Grupos.

La Figura 27 representa la identidad en cuanto a las secuencias de

nucledtidos entre la A5-desaturasa humana y el contig 3381584,

La Figura 28 representa la identidad en cuanto a las secuencias de
nucledtidos entre la A5-desaturasa humana y el contig 2153526.

La Figura 29 representa la identidad en cuanto a las secuencias de

aminoacidos entre la A5-desaturasa humana y el contig 253538a.

La Figura 30 representa la identidad en cuanto a las secuencias de

aminoécidos entre la A5-desaturasa humana y el contig 38.

La Figura 31 representa la identidad en cuanto a las secuencias de
aminodcidos entre la A6-desaturasa de la M. alpina (Ma524) y la AS-

desaturasa humana.

La Figura 32 representa la identidad en la secuencia de
aminoacidos entre la AS-desaturasa de la M. alpina (Ma29) y la AS-

desaturasa humana.

La Figura 33 ilustra la actividad de la A5-desaturasa humana del
gen en el clon pRAE-28-5, comparada con la del gen en los clones
pRAE-26-1, pRAE-33, v pRAE-35, cuando se expresa en levadura de

panaderia.

La Figura 34 ilustra la especificidad por el substrato del gen de la
AS-desaturasa humana en el clon pRAE-28-5, la conversién del AGDL
(20:3n-6) en AA (20:4n-6), cuando el gen se expresa en levadura de

panaderia.
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DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencién se refiere a secuencias de nucledtidos y de
aminodcidos del gen de la A5-desaturasa derivada de humanos.
Adicionalmente, la presente invencion también incluye los usos del gen 'y
de la enzima codificada por este gen. Por ejemplo, el gen y su
correspondiente enzima pueden usarse para la produccién de acidos
grasos poliinsaturados tales como, por ejemplo, el 4cido araquidénico
(AA), acido eicosapentaenoico (AEP) y/o el acido adrénico (AD) los
cuales puede agregarse a composiciones farmacéuticas, composiciones

nutricionales y a otros productos valiosos.

Gen de la A5-Desaturasa humana y Enzima Codificada por Este

Tal como se anotd anteriormente, la enzima desaturasa codificada por el
gen de la A5-desaturasa humana es esencial para la produccion de acidos
grasos poliinsaturados altamente insaturados con una longitud de cadena
de mas de 20 carbonos. La secuencia de nucledtidos del gen de la AS-
desaturasa humana aislado se ilustra en la Figura 2, y en la Figura 3, se
ilustra la secuencia de aminoadcidos de la cofrespondiente proteina

purificada.

A manera de ejemplo, el gen de la A5-desaturasa humana aislado acorde
con la presente invencidn, convierte el acido dihomo-y-linolénico
(ADGL) en é&cido araquidénico (AA), 6 convierte el acido (n-3)-
eicosatetraenoico (20:4n-3) en el AEP (acido eicosapentaenoico). Como
se sabe, el AA ni el AEP, por ejemplo, pueden sintetizarse sin el gen de
la A5-desaturasa (v.g., humana 6 de la M. alpina) y 1a enzima codificada

por éste.

Debe anotarse que la presente invencion también abarca secuencias de
nucledtidos (y las correspondientes proteinas codificadas) las cuales

poseen unas secuencias que corresponden (v.g., son idénticas) 6 son
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complementarias aprox. a por lo menos el 50%, preferiblemente por lo
menos el 60%, y mejor ain por lo menos a aprox. el 70% de los
nucleétidos presentes en la secuencia definida por la ID SEC NO:1 (v.g.,
la secuencia de nucledtidos del gen de la AS5-desaturasa humana descrita
en el presente documento (véase Figura 12). Tales secuencias pueden
obtenerse a partir de fuentes no humanas (v.g., C. elegans 6 ratén).
Adicionalmente, la presente invencién también abarca fragmentos y
derivados de las secuencias de nucledtidos de la presente invencién (v.g.,
ID SEC NO:1, asi como también las secuencias obtenidas a partir de
fuentes no humanas, y exhiben la complementariedad 6 correspondencia
anteriormente descritas. Los equivalentes funcionales de las secuencias
mencionadas (v.g., secuencias con actividad AS5-desaturasa humana)
también se encuentran abarcadas dentro del alcance de la presente

invenciodn,

La invencién también incluye un polipéptido purificado ¢l cual desatura
acidos grasos poliinsaturados en la posicién correspondiente al carbono
5, el cual tiene por lo menos una similaridad en cuanto a aminoacidos del
50% frente a la secuencia de aminoédcidos de las proteinas antes

mencionadas, las cuales son, a su vez, codificadas por las secuencias de

nucledtidos anteriormente descritas.

La presente invencion también abarca una secuencia de nucleétidos
aislada la cual codifica la desaturasa de actividad sobre los AGPIs y que
es hibridizable, bajo condiciones moderadamente rigurosas, con un acido
nucleico que tiene una secuencia de nucledtidos correspondiente o
complementaria respecto a la secuencia de nucledtidos representada por
la ID SEC NO:1 ilustrada en la Figura 12. Una molécula de &cido
nucleico es "hibridizable” con otra molécula de acido nucleico cuando
una forma de una sola cadena de la molécula de acido nucleico puede
unirse (anneal) a la otra molécula de acido nucleico bajo las condiciones
apropiadas de temperatura y fuerza idnica (véase Sambrook et al,
"Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Second Edition (1989), Cold
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Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York)) . Las

condiciones de temperatura y fuerza iénica determinan la "rigurosidad”
de la hibridizacién. La "hibridizacion" exige que dos acidos nucleicos
contengan: secuencias complementarias. Sin embargo, dependiendo de la
rigurosidad de la hibridizacién, pueden ocurrir disparidades entre las
bases. La rigurosidad apropiada para la hibridizacion de acidos nucleicos
depende de la longitud de los 4acidos nucleicos y el grado de
complementariedad. Tales variables son bien conocidas en este campo
de la ciencia. M4s especificamente, entre mayor sea el grado de
similaridad u homologia entre dos secuencias de nucleétidos, mayor serd
el valor de la Tm, temperatura de fusiéon, de los hibridos de 4acidos
nucleicos que contengan aquellas secuencias. Para el caso de hibridos
con mas de 100 nucledtidos de longitud, se han obtenido ecuaciones para
el calculo de la Tm (véase Sambrook et al., supra [citado arriba]). Para la
hibridizacién con 4acidos nucleicos mas cortos, la posicion de las
disparidades (incongruencias) se vuelve mas importante, y la longitud del

oligonucleotido determina su especificidad (véase Sambrook et al., supra)

Produccidén de 1a Enzima A5-Desaturasa Humana

Una vez se haya aislado el gen que codifica 1la AS5-desaturasa humana,
este puede luego introducirse dentro de ya sea una célula huésped
procaribtica o dentro de una eucariftica a través del uso de un vector 6

constructo.

El vector, por ejemplo, un bacteriéfago, cosmido 6 plasmido, puede
comprender la secuencia de nucledtidos que codifica la enzima AS-
desaturasa humana asi como también cualquier promotor que sea
funcional en la célula huésped y capaz de producir 1a expresion de la AS-
desaturasa humana codificada por la secuencia de nucledtidos. El
promotor se encuentra en asociacion operable con una secuencia de
nucledtidos u operablemente ligado a dicha secuencia. (Se dice que un

promotor estd "operablemente ligado" con una secuencia codificadora si
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a

el promotor afecta la transcripcion 6 expresion de la secuencia

codificadora). Entre los promotores apropiados se incluyen, por ejemplo,
aquellos obtenidos de genes que codifican la alcohol deshidrogenasa, la

gliceraldehido 3-fosfatodeshidrogenasa, fosfoglucoisomerasa, fosfo-

.glicerato quinasa, acidofosfatasa, T7, TP1, lactasa, metalotioneina, el

primer (cebador) del citomegalovirus temprano inmediato, la proteina
acida del suero, la glucoamilasa, y los promotores activados en presencia
de galactosa, por ejemplo, la GAL1 y GAL10. Adicionalmente, la
secuencia de nucleédtidos codificadoras de otras proteinas, oligosacaridos,
lipidos, etc. puede también incluirse dentro del vector asi como también
otras secuencias reguladoras tales como una sefial de poliadenilacién
(v.g., la sefial de poli-A del antigeno SV-40T, la ovoalbumina 6 la
hormona de crecimiento bovina). La eleccion de las secuencias presentes
en el constructo depende de los productos de expresion deseados asi

como también de la naturaleza de 1a célula huésped.

Tal como se anotd antes, una vez se haya construido el vector, éste
puede luego introducirse en la célula huésped elegida por métodos
conocidos por aquellos expertos en este campo de la industria entre los
que se incluye, por ejemplo, la transfeccion, la transformacion y la

electroporacion (véase, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, i

ed., Vol. 1-3, ed. Sambrook et al., Cold Spring Harbor Laboratory Press
(1989)). La célula huésped luego se cultiva bajo apropiadas condiciones
que permitan la expresion del AGPI el cual luego sera recuperado y

purificado.

Entre los ejemplos de células huésped procaridticas apropiadas se

incluyen, por ejemplo, bacterias tales como Escherichia coli, Bacillus

subtilis asi como también cianobacterias como Spirulina spp. (v.g., algas

verdeazules). Ejemplos de células huésped eucaridticas apropiadas son,

por ejemplo, las células de mamiferos, células de plantas, células de

levaduras tales como Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces
carlsbergensis, Lipomyces starkey, Candida spp. tal como la Yarrowia
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ok

(Candida) lipolytica, Kluyveromyces spp., Pichia spp., Trichoderma spp.

6 Hansenula spp., ¢ células fangicas tales como las células fangicas

filamentosas, por ejemplo, Aspergillus, Neurospora y Penicillium.

Preferiblemente, se utilizan células de Saccharomyces cerevisiae

(levadura de panaderia).

La expresién en una célula huésped puede realizarse de una manera

temporal o estable. La expresion temporal puede ocurrir a partir de los

constructos introducidos los cuales contienen las sefiales expresién

funcionales en la huésped célula, pero utilizando constructos que no

repliquen y que raramente se integren dentro de la célula huésped, 6 en

caso de que la célula huésped no sea proliferante. La expresion temporal

también puede acometerse por induccidn de la actividad de un promotor

regulable operablemente ligado al gen de interés, aunque tales sistemas

inducibles frecuentemente exhiben un nivel basal bajo de expresién. La

expresion estable puede lograrse mediante la introduccién de un

constructo que puede integrarse en el genoma del huésped o que en forma

auténoma se replique en la célula huésped. La expresion estable interés

puede seleccionarse mediante el uso de un marcador seleccionable

localizado sobre el constructo de expresion O transfectado con el

- constructo de expresion, a lo cual sigue la seleccion de las células que

expresen ¢l marcador. Cuando la expresion estable resulte de la

integracion, el sitio de la integracion del constructo puede ocurrir al azar

dentro del genoma del huésped o puede realizarse en un sitio tomado

como objetivo a través del uso de constructos que contengan regiones de

homologia con el genoma del huésped suficientes para dirigir la

recombinacién con el locus del huésped. En caso de que los constructos

se dirijan a un locus endégeno, todas o algunas de las regiones
transcripcionales y traduccionales reguladoras pueden ser suministradas

por ¢l locus endégeno.

Un mamifero transgénico puede también emplearse con el fin de expresar

la enzima de interés (v.g., la A5-desaturasa humana), y en tGltimas el
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AGPI(s) de interés. Mas especificamente, una vez el constructo

anteriormente descrito sea creado, éste puede insertarse en el pronucleo
(pronucleus) de un embrién. El embridon puede luego implantarse en una
hembra recipiente. Alternativamente, puede también utilizarse un
método de transferencia nuclear (Schnieke et al., Science 270:2130-2133
(1997)). La gestacién y nacimiento se deberdn luego permitir (véase,
v.g., Patente de los Estados Unidos No. 5 700 671). Las muestras de
leche, de tejidos o de otros fluidos tomadas de los hijos contendran luego
niveles alterados de AGPIs, si se comparan con los niveles normalmente
encontrados en los animales no transgénicos. Las generaciones
posteriores pueden monitorearse en cuanto a la produccién de los niveles
alterados o incrementados de AGPIs y por consiguiente confirmarse la
incorporacion del gen 6 genes codificadores de la enzima AS5-desaturasa
humana en sus genomas. E! mamifero utilizado como huésped puede
seleccionarse del grupo conformado, por ejemplo, por un ratén, una rata,
un conejo, un cerdo, una cabra, una oveja, un caballo y una vaca. Sin
embargo, puede usarse cualquier mamifero a condicién de que tenga la
capacidad de incorporar ADN codificador de la enzima de interés dentro

de su genoma.

Para la expresion de un polipéptido que funcione como AS-desaturasa
humana, las regiones de iniciacién y terminacién funcionales,
transcripcionales y traduccionales, deberan estar operablemente ligadas al
ADN codificador del polipéptido desaturasa. Las regiones iniciacioén y
terminacion de la transcripcion y traduccién se obtienen a partir de una
variedad de fuentes, no exclusivas, entre las que se incluye el ADN a ser
expresado, genes reconocidos o de los que se sospeche son capaces de ser
expresados en el sistema deseado, vectores de expresién, sintesis
quimica, o aquellas regiones provenientes de un locus endégeno presente
en una célula huésped. La expresion en un tejido de planta y/o en una
parte de la planta presenta ciertas eficiencias, particularmente cuando el
tejido 6 la parte es una que sea cosechada tempranamente, tales como

semillas, hojas, frutos, flores, raices, etc. La expresiéon puede dirigirse
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para que se lleve a cabo en ciertas locaciones de la planta utilizando

secuencias reguladoras especificas tales como aquellas reveladas en las
Patentes de los Estados Unidos Nos. 5 463 174, 4 943 674, § 106 739, §
175 095, 5 420 034, 5 188 958, v 5 589 379. Alternativamente, la

proteina expresada puede tratarse de una enzima que produzca un
producto que pueda ser incorporado, ya sea directamente o después de
sufrir modificaciones, dentro de una fraccién de los fluidos de la planta
huésped. La expresion de un gen AS-desaturasa humana, ¢ de
transcriptos antisentido de A5-desaturasa humana, puede alterar los
niveles de AGPIs especificos, o de derivados de éstos, encontrados en las
partes de plantas y/o tejidos de plantas. La region codificadora del
polipéptido AS-desaturasa humana puede expresarse ya sea por si misma
0 con otros genes, con ¢l fin de producir tejidos y/o partes de planta que
contengan proporciones superiores de los AGPIs deseados o en los cuales
la composicién en AGPIs se asemeje mas estrechamente a la de la leche
de seno humano (Prieto et al., publicacion PCT No. WO 95/24494). La
regién de terminacion puede obtenerse a partir de la regién 3' del gen del
cual se obtuvo la region de iniciacion o a partir de un gen diferente. Se
conoce un gran numero de regiones de terminacién y se ha encontrado
que son satisfactorias en una variedad de huéspedes ya sea de los mismos,
o de diferentes, géneros y especies. La region de terminacién usualmente
se selecciona como un asunto de conveniencia en lugar de atender a una

propiedad en particular.

Tal como se anoté antes, una planta (v.g., la Glycine max (soya) 0 la
Brassica napus (canola)), un tejido de planta, maiz, papa, girasol, cartamo
6 lino, pueden también utilizarse como huésped 6 como célula huésped,
respectivamente, para la expresion de la enzima AS-desaturasa humana
las cuales pueden, a su vez, emplearse en la produccion de acidos grasos
poliinsaturados. Maés especificamente, los AGPIs deseados pueden ser
expresados en semillas. Los métodos de aislamiento de aceites de
semillas son conocidos en este campo de la industria. Por lo tanto,

ademas de proporcionar una fuente de AGPIs, los componentes de los
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aceites de semillas pueden manipularse a través de la expresion del gen

de la A5-desaturasa humana, asi como también y quizas con otros genes
de desaturasas y de elongasas, con el fin de obtener aceites de semillas
que puedan agregarse a compeosiciones nutricionales, composiciones
farmacéuticas, alimentos para animales y cosméticos. Nuevamente, un
vector que comprenda una secuencia de ADN que codifique la AS-
desaturasa humana, operablemente ligado a un promotor, se introducira
en el tejido de planta & en la planta durante un tiempo y bajo condiciones
suficientes para la expresion del gen de la AS-desaturasa humana. El
vector puede también comprender uno o mas genes que codifiquen otras
enzimas, por e¢jemplo, A4-desaturasa, elongasa, A6-desaturasa, Al2
desaturasa, A15-desaturasa, Al7-desaturasa y/o A19-desaturasa. El tejido
de la planta o la planta puede producir el substrato relevante (v.g.,
ADGL, AGL, AEP, 20:4n-3, etc.) con el cual las enzimas actian, 6 un
vector que codifique enzimas que produzcan tales substratos puede
introducirse en el tejido de la planta, célula de planta, planta, 6 célula
huésped de interés. Por otra parte, el substrato puede asperjarse sobre los
tejidos de la planta que expresen las enzimas apropiadas. Usando estas
diversas técnicas, ¢l investigador puede producir AGPIs (v.g., acidos
grasos n-6 insaturados tales como el AA, 6 4cidos grasos n-3 tales como
AEP 6 ADH) a través del uso de una célula de una planta, un tejido de
planta, 6 planta. Debe aclararse también que la invencidn también abarca
una planta transgénica que comprende el vector antes descrito, en donde
la expresion de la secuencia de nucledtidos del vector da como resultado
la producciéon de un 4cido graso poliinsaturado en, por ejemplo, las

semillas de la planta transgénica.

Los substratos que pueden ser producidos por la célula huésped ya sea
natural 6 transgénicamente, asi como también las enzimas que pueden ser
codificadas por secuencias de ADNs presentes en el vector, y que
subsecuentemente son introducidos dentro de la célula huésped, se

ilustran en la Figura 1.
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En vista de lo anterior, la presente invencion también abarca un método
d¢ produccion de la enzima AS5-desaturasa humana, método que
comprende los pasos de: 1) aislamiento de la secuencia deseada de
nucledtidos del gen codificador d ela AS-desaturasa humana; 2)
construccion de un vector que comprenda dicha secuencia de nucleétidos;
y 3) introduccion de dicho vector dentro de una célula huésped bajo las
condiciones y durante el tiempo suficientes para la produccion de la

enzima desaturasa.

La presente invencién también abarca un método para producir
acidos grasos poliinsaturados, método que comprende la exposicion de un
acido a la enzima AS-desaturasa humana, de tal forma que la desaturasa
convierta tal acido en un acido graso poliinsaturado. Por ejemplo,
cuando el acido 20:3n-6 se expone a la AS-desaturasa humana, éste se
convertira en AA. El AA puede luego exponerse a la elongasa la cual
elongara el AA y lo convertira en 4cido adrénico (22:4n-6).
Alternativamente, la AS5-desaturasa humana puede emplearse para
convertir el acido (n-3)-eicosatetraenoico (20:4n-3) en el acido (n-3)
eicosapentaenoico (20:5n-3) el cual puede exponerse a la elongasa y
convertirse en el acido (n-3)-docosapentaenoico. El 4cido (n-3)-
docosapentaenoico puede luego convertirse en el dcido docosahexaenoico
(ADH) mediante el uso de la A4-desaturasa. En consecuencia, la A5-
desaturasa humana puede usarse en la produccidén de acidos grasos
poliinsaturados los cuales puede usarse, a su vez, para cumplir

propositos benéficos especificos.

Usos del Gen de 1a A5-Desaturasa Humana v de la

Enzima Codificada por Este

Tal como se anotd antes, el gen de la AS-desaturasa humana aislado y la
enzima desaturasa codificada por éste ofrecen muchos usos. Por ejemplo,
el gen y la correspondiente enzima pueden wusarse indirecta ¢

directamente en la produccién de acidos grasos poliinsaturados, como por
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ejemplo, AA, 4cido adrénico 6 AEP. ("Directamente” significa que

abarca la situacion en donde la enzima directamente convierte el acido en
otro acido, el altimo de los cuales se utiliza en una composicion (v.g., la
conversion de ADGL en AA) . "Indirectamente" significa que abarca la
situacion en donde un acido graso se convierte en otro acido graso (v.g.,
un intermediario de la ruta de sintesis) gracias a la desaturasa (v.g.,
ADGL en AA) y luego, este altimo acido graso se convertird en otro
acido graso a través del uso de una enzima del tipo de no desaturasa (v.g.,
AA en 4cido adrénico (AD) por accion de la elongasa correspondiente, o
por accion de otra desaturasa (v.g., de AA a AEP gracias a la Al7-
desaturasa). Estos acidos grasos poliinsaturados (v.g., aquellos
producidos ya sea directa 6 indirectamente por la actividad de la enzima
desaturasa) pueden agregarse, por ejemplo, a composiciones
nutricionales, composiciones farmacéuticas, cosméticos, y alimentos para
animales, todas las cuales quedan abarcadas dentro de la presente

invencidon. Dichos usos se describiran en detalle a continuacién.

Composiciones Nutricionales

La presente invencién incluye composiciones nutricionales. Entre tales
composiciones, para los propoésitos de la presente invencidén, se incluyen
todos los alimentos 6 preparaciones de consumo humano incluyendo el
consumo entérico o parenteral, los cuales sirven para (a) nutrir o
construir tejidos 6 para suministrar energia y/o (b) mantener, restaurar o
proporcionar un adecuado status nutricional 6 una adecuada funcidén

metabolica,

La composicion nutricional de la presente invencidén comprende por lo
menos un aceite 6 acido producido gracias al uso del gen de la AS-
desaturasa humana, en concordancia con la presente invencién, y bien
puede encontrarse en forma de un s6lido o de un liquido. Adicionalmente,
la composicion puede incluir macronutrientes comestible, vitaminas y

minerales en cantidades deseadas para un uso en particular. La cantidad
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de tales ingredientes variard dependiendo de si la composicion se disefia

para uso en infantes normales, infantes sanos, nifios o adultos con
necesidades especificas tales como aquellas que acompafian ciertas

condiciones metabolicas (v.g., desérdenes metabdlicos).

Entre los ejemplos de macronutrientes que pueden agregarse a la
composicion se incluye, sin hacer una lista exhaustiva de éstos, las grasas
comestibles, los carbohidratos y las proteinas. Ejemplos de tales grasas
comestibles son, sin hacer una lista exhaustiva de éstos, el aceite de coco,
aceite de soya, y los mono y diglicéridos. Entre los ejemplos de tales
carbohidratos se incluyen, sin hacer una lista exhaustiva de éstos, la
glucosa, lactosa comestible y el almidén hidrolizado. Adicionalmente,
dentro de los ejemplos de proteinas que pueden utilizarse en la
composicion nutricional acorde con la invencién se incluyen, sin hacer
una lista exhaustiva de ¢stas, las proteinas de la soya, suero
electrodializado, leche descremada electrodializada, suero de leche, 6 los

hidrolizados de dichas proteinas.

Con respecto a las vitaminas y minerales, los siguientes pueden agregarse
a las composiciones nutricionales de la presente invencién: calcio,
fésforo, potasio, sodio, cloruro, magnesio, manganeso, hierro, cobre,
zing, selenio, yodo, y las vitaminas A, F, D, C, y el complejo B. También

se pueden agregar otras vitaminas y minerales.

Los componentes utilizados en las composiciones nutricionales de la
presente invencion deberan tener un origen semi-purificado o purificado.
| Por semi-purificado o purificado se entiende una material que ha sido

preparado por purificacion de un material natural 6 por sintesis.

Entre los ejemplos de composiciones nutricionales de la presente
invencién se incluyen, sin hacer una lista exhaustiva de éstos, las
formulas para infantes, suplementos dietéticos, substitutos de la dieta, y

las composiciones para rehidrataciéon. Dentro de las composiciones
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nutricionales de particular interés se incluyen, sin hacer una lista

exhaustiva de éstas, aquellas utilizadas para la suplementaciéon por via
entérica o parenteral de uso en infantes, formulas especiales para
infantes, suplementos para personas de edad avanzada, y suplementos
para aquellos individuos con dificultades gastrointestinales y/o mala

absorcion.

La composicion nutricional de la presente invenciéon puede también
agregarse a un alimento incluso cuando no se requiera la suplementacién
de la dieta. Por ejemplo, la composiciéon puede agregarse a alimentos de
cualquier tipo entre los que se incluye, sin hacer una lista exhaustiva de
éstos, margarinas, mantequillas modificadas, quesos, leche, yoghurt,
chocolate, dulces, golosinas, aceites para ensaladas, aceites para cocina,

grasas para cocina, carnes, pescados y bebidas.

En una practica preferida de la presente invencién, la composicién
nutricional es un producto nutricional entérico, mejor aun, un producto
nufricional entérico para adultos o pediétrico. Esta composicién puede
administrarse a adultos o nifios que experimenten estrés o que tengan
necesidades especificas debido a estados de enfermedad crémicos o
agudos. La composicion puede comprender, ademas de los acidos grasos
poliinsaturados producidos en concordancia con la presente invencién,
macronutrientes, vitaminas y minerales como los anteriormente descritos.
Los macronutrientes pueden estar presentes en cantidades equivalentes a
aquellas presentes en la leche humana 6 con base en requerimientos de

energia, calculados segin calorias aportadas.

Los métodos para la formulacién de formulas entéricas liquidas o sélidas
y para formulas nutricionales parenterales son bien conocidos en este

campo. (Véase también, seccidén de Ejemplos).

La formula entérica, por ejemplo, puede esterilizarse y subsecuentemente

emplearse a manera de un sistema del tipo de listo para consumir (ready-
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to-feed) o almacenarse en un liquido 6 polvo concentrados. El polvo
puede obtenerse por un secado en spray de la formula preparada en la
forma antes indicada, y reconstituirse por rehidratacion del concentrado.
Las férmulas nutricionales pediatricas y para adultos son bien conocidas
en este campo de la industria y se encuentran disponibles en el comercio
(v.g., Similac®, Ensure®, Jevity® y Alimentum® producidas por Ross
Products Division, Abbott Laboratories, Columbus, Ohio). Puede
agregarse a cualquiera de estas formulas un aceite o un dcido graso

producido en concordancia con la presente invencidn.

La densidad energética de las composiciones nutricionales de la presente
invencion, cuando en estin en forma liquida, puede oscilar entre aprox.
0,6 Kcal - 3 Kcal per ml. Cuando se encuentren en forma sélida o en
polvo, los suplementos nutricionales pueden contener entre aprox. 1,2 y
mas de 9 Kcal por gramo, preferiblemente entre aprox. 3 - 7 Kcal por g.
en general, la osmolaridad de un producto liquido debera ser inferior a

700 mOsm y, mejor alin, menor a 660 mOsm.

La formula nutricional puede incluir macronutrientes, vitaminas, y
minerales, tal como se anotd anteriormente, ademas de los AGPIs
producidos en concordancia con la presente invencion. La presencia de
estos componentes adicionales ayuda a la ingesta individual de los
requerimientos minimos diarios de dichos elementos. Ademas de la
provision de AGPIs, puede también ser deseable agregar zinc, cobre,
acido félico y antioxidantes a la composiciéon. Se cree que estas
sustancias alivian un sistema inmune deprimido y por lo tanto
proporcionaran beneficios adicionales al individuo que reciba la
composicion. Una composicion farmacéutica puede también ser

suplementada con estos elementos.

En una practica mas preferida, la composicién nutricional comprende
ademas de los antioxidantes y de por lo menos un AGPI, una fuente de

carbohidratos en donde por lo menos 5% en peso del carbohidrato es un
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oligosacérido indigestible. En un practica ain mas preferida, la
composicién nutricional adicionalmente comprende proteina, taurina, y

carnitina.

Tal como se anoté antes, los AGPIs producidos en concordancia con la
presente invenciéon, o derivados de éstos, pueden agregarse a un
substituto de la dieta o suplemento, particularmente a una férmula para
infantes, féormulas para pacientes bajo alimentacion intravenosa o
férmulas para prevenir o tratar la malnutricién u otras condiciones o
estados de enfermedad. Por principio, debe anotarse que la leche del
seno humano posee un perfil de acidos grasos que comprende desde
aprox. 0,15% - aprox. 0,36% en forma de ADH, desde aprox. 0,03% -
aprox. 0,13% en forma de AEP, desde aprox. 0,30% - aprox. 0,88% como
AA, desde aprox. 0,22% - aprox, 0,67% como ADGL, y desde aprox.
0,27% - aprox. 1,04% como AGL. En consecuencia, los 4cidos grasos
tales como, AA, AEP y/o acido docosahexaenoico (ADH), producidos en
concordancia con la presente invencién, puede ser usados para modificar,
por ejemplo, la composicion de las formula para infantes para que
semejen mejor el contenido en AGPIs de la leche materna 6 para
modificar la presencia de AGPIs normalmente encontrados en una leche
no materna. En particular, una composicién para uso en un producto

farmacoldgico o em un suplemento alimenticio, particularmente un

susbtituto o suplemento de la leche materna, preferiblemente

comprenderd uno o mas acidos entre AA, ADGL y AGL. Mejor aun, la
mezcla de aceites comprenderd desde aprox. 0,3 - 30% de AA, desde
aprox. 0,2 - 30% de ADGL, y/o desde aprox. 0,2 - aprox. 30% de AGL.

Las composiciones nutricionales de uso parenteral que comprenden desde
aprox. 2 hasta aprox. 30% en peso de acidos grasos calculados como
triglicéridos, se encuentran incluidas dentro de la presente invencién. La
composicidon preferida contiene aprox. 1 - 25 % en peso de AGL respecto
de 1a composicién total de AGPIs (Patente de los Estados Unidos No. 5

196 198). Se pueden incluir opcionalmente otras vitaminas,
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particularmente vitaminas solubles en grasas tales como vitamina A, D, E
y L-carnitina. Si se desea, un preservativo tal como el alfa-tocoferol

puede agregarse en una cantidad de aprox. 0,1% en peso.

Por otra parte, las proporciones de AA, ADGL y AGL pueden ajustarse
en particular para un uso dado. Cuando van formulados como suplemento
a la leche materna 6 como substituto, una composicién que comprenda
uno o mas entre AA, ADGL y AGL deberd proporcionarse en una
proporcidn entre aprox. 1:19:30 y aprox. 6:1:0,2, respectivamente. Por
ejemplo, la leche materna de animales puede variar en cuanto a las
proporciones de AA:ADGL:AGL las cuales van desde 1:19:30 hasta
6:1:0,2, en donde las proporciones intermedias preferiblemente van desde
aprox. 1:1:1, 1:2:1, 1:1:4. Cuando son producidos juntos en una célula
huésped, se puede acudir a un ajuste de la tasa y porcentaje de conversion
de un substrato precursor tal como AGL y ADGL para producir AA con
el fin de controlar con precisidon las proporcion de AGPIs. Por e¢jemplo,
una tasa de conversion entre 5% - 10% de ADGL a AA puede usarse con
el fin de producir una proporcion AA vs ADGL de aprox. 1:19, y una tasa
de conversion de aprox. 75% - 80% puede usarse con el fin de producir
una proporcion AA : ADGL de aprox. 6:1. Por consiguiente, bien sea en
un sistema de cultivo de células o en un huésped animal, puede acudirse a
regulacion de la temporizacion, grado y especificidad de la expreston de
la desaturasa, asi como también de la expresion de otras desaturasas y
elongasas, con el propodsito de modular los niveles y proporciones de
AGPIs. Los AGPIls/acidos producidos en concordancia con la presente
invencion (v.g., AA y AEP) puede entonces combinarse con otros
AGPIs/acidos (v.g., AGL) en las concentraciones y proporciones

deseadas.

Adicionalmente, el AGPI producido en concordancia con la presente

invencidn o las células huésped que los contengan, pueden también usarse

como suplementos en la alimentaciéon de animales con el fin de modificar
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la composicién en acidos grasos de tejidos o de la leche y lograr asi

mejores productos para consumo humano o animal.

Composiciones Farmacéuticas

La presente invencién también abarca una composicién farmacéutica que
comprende uno o mas de los &acidos grasos y/o aceites resultantes
producidos usando el gen de la AS-desaturasa humana, en concordancia
con los métodos descritos en el presente documento. Mas
especificamente, tales composiciones farmacéuticas pueden comprender
uno o mas de los acidos y/o aceites asi como también un vehiculo
portador, auxiliar de formulacién o vehiculo farmacéuticamente
aceptables, estandares, no téxicos, y bien conocidos en este campo tales
como, por ejemplo, solucién salina buferizada con fosfatos, aguar, etanol,
polioles, aceites vegetales, un agente humectante o una emulsién tal
como una emulsién agua/aceite. La composicién puede encontrarse bien
sea en una forma liquida 6 sélida. Por ejemplo, la composicion puede
encontrarse en la forma de una tableta, cépsula, liquido o polvo
ingestibles, inyectables, o en forma de ungiientos o cremas de uso tépico.
Se puede mantener una apropiada fluidez, por ejemplo, manteniendo el
tamaifio de particula requerido en el caso de las dispersiones y a través del
uso de surfactantes. Puede también ser aconsejable la inclusiéon de
agentes isoténicos, por ejemplo, azicares, cloruro de sodio, y similares.
Ademas de tales diluentes inertes, la composicion puede también incluir
auxiliares de formulacion, tales como agentes humectantes,
emulsificantes y agentes suspensores, agentes edulcorantes, saborizantes

y agentes perfumantes.

Las suspensiones, ademds de los compuestos activos, pueden comprender
agentes suspensores tales como, por ejemplo, alcoholes isostearilicos
etoxilados, polioxietilensorbitol y ésteres del sorbitdn, celulosa

microcristalina, metahidréxido de aluminio, bentonita, agar-agar y goma

tragacanto, o mezclas de estas sustancias.
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Las formas de dosificacion sélidas tales como las tabletas y capsulas

puede prepararse usando técnicas bien conocidas en este campo. Por
ejemplo, los AGPIs producidos en concordancia con la presente
invencioén pueden tabletearse con bases o excipientes convencionales de
la tableteria tales como lactosa, sacarosa, y almidén de maiz en
combinacién con agentes aglutinantes tales como goma acacia, almidén
de maiz o gelatina, agentes desintegrantes tales como almidon de papa 6
acido alginico, y un lubricante tal como acido estearico o estearato de
magnesio. Las capsulas puede prepararse incorporando estos excipientes
dentro de una céapsula de gelatina junto con antioxidantes y el 6 los
AGPIs relevantes. El antioxidante y los componentes AGPIs deberan

ajustarse con base en los lineamientos antes presentados.

Para el caso de la administraciéon intravenosa, los AGPIs producidos en
concordancia con la presente invenciéon, o sus derivados, pueden
incorporarse en formulaciones comerciales tales como los Intralipids™®.
El perfil tipico normal de 4cidos grasos en el plasma de adultos
comprende de 6,4 ~ 9,46% de AA, 1,45 - 3,11% de ADGL, y 0,02 -
0,08% de AGL. Estos AGPIs 6 sus precursores metabdlicos pueden
administrarse solos o en combinacion con otros AGPIs con el fin de
lograr un perfil normal de acido grasos en un paciente. Si se desea, los
componentes individuales de las formulaciones pueden suministrarse por
separado, en forma de kit, para un solo o para maualtiple uso. Una
dosificacidn tipica de un acido graso en particular puede ir desde aprox.
0,1 mg - 20 g (hasta 100 g) diarios y preferiblemente entre 10 mg - 1, 2,
5 6 10 g diarios.

Entre las posible rutas de administracién de las composiciones
farmacéuticas de 1a presente invencion se incluyen, por ejemplo, las vias
entéricas (v.g., oral y rectal) y parenteral. Por ejemplo, una preparacion
liquida puede administrarse, por e¢jemplo, oralmente o rectalmente.
Adicionalmente, una mezcla homogénea puede  dispersarse

completamente en agua, comezclarse bajo condiciones estériles con
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diluentes, preservativos, buffers o propelentes farmacéuticamente

aceptables con el fin de formar un spray o inhalante.

La ruta de administracion dependera, por supuesto, del efecto deseado.
Por ejemplo, si la composicion va a utilizarse para tratar una piel aspera,
reseca, o para el envejecimiento de la piel, o para tratar pieles lesionadas
o quemadas, o para tratar la piel o el cabello afectados por una
enfermedad o condicién, la composicion puede quizds aplicarse

topicamente.

La posologia de la composicion a administrar al paciente puede
determinarla un experto en este campo y dependera de diversos factores

tales como peso corporal, edad, estado inmunolégico, etc., del paciente,

Con respecto a la forma, la composicién puede, por ejemplo, tratarse de
una solucion, una dispersion, una suspension, una emulsién 6 un polvo

estéril para posterior reconstitucion.

La presente invencién también incluye el tratamiento de diversos
des6rdenes a través del uso de las composiciones farmacéuticas y/o
composiciones nutricionales descritas en el presente documento. En
particular, las composiciones de la presente invencién pueden usarse para
tratar la restenosis con posterioridad a angioplastias. Adicionalmente, los
sintomas de la inflamacidn, artritis reumatoide, asma y psoriasis pueden
también tratarse con las composiciones de la invencién. Las evidencias
también indican cémo los AGPIs pueden estar involucrados en el
metabolismo del calcio; por 1o tanto, las composiciones de la presente
invencion pueden, quizas, utilizarse en el tratamiento o prevencion de la

osteoporosis y de los calculos renales o del tracto urinario.

Adicionalmente, las composiciones de la presente invencidén pueden
también usarse en el tratamiento del cancer. Se ha revelado que las

células malignas alteran las composiciones en acidos grasos. Por otra
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parte, se ha revelado que los 4acidos grasos vuelven mas lento su
crecimiento, provocan la muerte de estas células e incrementan su
sensibilidad a los agentes quimioterapéuticos. Mis ann, las
composiciones de la presente invencién pueden también ser ttiles para el

tratamiento de la caquexia asociada con el cancer.

Las composiciones de la presente invencién pueden también usarse para
el tratamiento de la diabetes (véase, Patente de los Estados Unidos No. 4

826 877 y Horrobin et al.,, Am. J. Clin. Nutr. Vol. 57 (Suppl.) 7325-

7375). Se ha demostrado que el metabolismo de los acidos grasos y su

composicién dentro del organismo se alteran en animales diabéticos.

Adicionalmente, las composiciones de la presente invencién, las cuales
comprenden AGPIs producidos ya sea directa 6 indirectamente a traves
del uso de la(s) enzima(s) desaturasa(s), pueden también emplearse en el
tratamiento del eczema, en la reducciéon de presién sanguinea, y en el

mejoramiento de los puntajes en los exdmenes de matematicas.

Adicionalmente, las composiciones de la presente invencion pueden
usarse en la inhibiciéon de la agregacidén plaquetaria, induccion de la

vasodilatacién, reduccion de los niveles de colesterol, inhibicién de la

proliferacion de musculatura lisa de las paredes de los vasos y de tejido

fibroso (Brenner et al., Adv. Exp. Med. Biol Vol. 83, p.85-101, 1976),

para la reduccion o prevencidon del sangrado gastrointestinal y otros
efectos colaterales de las drogas anti-inflamatorias no esteroidales (véase,
Patente de los Estados Unidos No. 4 666 701), prevencion o tratamiento
de la endometriosis y del sindrome premenstrnal (véase, Patente de los
Estados Unidos No. 4 758 592), y tratamiento de¢ encefalomielitis
mialgica y la fatiga crénica ocurridas después de infecciones virales
(véase Patente de los Estados Unidos No. 5 116 871). Entre los usos

adicionales de las composiciones de la presente invencidén se incluyen su
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uso en el tratamiento del SIDA, esclerosis milltiple, y desdérdenes

inflamatorios de la piel, asi como también para un buen mantenimiento

de la salud general.

Adicionalmente, las composiciones de la presente invencién pueden
utilizarse para propdsitos cosméticos. Estas pueden agregarse a
composiciones cosméticas pre-existentes a fin de formar una mezcla o

pueden usarse solas.

Aplicaciones Veterinarias

Debe anotarse que las composiciones farmacéuticas y las composiciones
nutricionales anteriormente descritas pueden utilizarse en animales (v.g.,
domésticos 6 no domésticos), asi como también en humanos, en la
medida en que los animales experimentan las mismas necesidades y
condiciones que los humanos. Por ejemplo, los aceites 6 acidos de la
presente invenciéon pueden utilizarse en suplementos para la alimentacién
de animales, alimentos substitutos para animales, vitaminas para animales

o en un ungiientos tépicos para animales.

La presente invencion puede ilustrarse adicionalmente con base en los
siguientes ejemplos, con los cuales no se pretende limitar el alcance de la

mvencion.

EJEMPLO 1
SECUENCIAS DEL GEN DE LA DESATURASA HUMANA

Tal como se describe en la Solicitud de patente Internacional
PCT/US98/07422 (la cual se cita aqui solo a manera de referencia), las
secuencias putativas del gen de la desaturasa humana involucradas en la
biosintesis de acidos grasos poliinsaturados de cadena larga se aislaron
con base en la homologia entre las secuencias de ADNc humano y las

secuencias del gen de la desaturasa de 1a Mortierella alpina. Se encontré
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que las tres "cajas de histidina" conservadas se hallaban igualmente
conservadas entre las desaturasas de ligamiento a la membrana. Al igual
que sucede con otras desaturasas del tipo de ligamiento a membrana, el
motif final de las cajas de histidina HXXHH motif era QXXHH. La
secuencia de aminoacidos de la desaturasa humana putativa exhibié
homologia frente a las secuencias de las desaturasas A5, A6, A9, y Al12

de la M. alpina.

Las secuencias de ADNc de la A5-desaturasa y de la A6-desaturasa de la
M. alpina se utilizaron para buscar (hacer indagacion) la base de datos
LifeSeq de Incyte Pharmaceuticals, Inc., Palo Alto, CA. La secuencia de
- la A5-desaturasa se dividi6 en fragmentos: 1) aminoacidos Nos. 1-150, 2)
aminoacidos Nos. 151-300, y 3) aminodcidos Nos. 301-446. La
secuencia de la A6 desaturasa se dividio en tres fragmentos: 1)
aminoacidos Nos. 1-150, 2) aminoacidos Nos. 151-300, y 3) aminoacidos
Nos. 301-457. Estos fragmentos polipeptidicos se buscaron en la base
de datos usando el algoritmo "tblastn". Este algoritmo compara una
secuencia de indagacién tipo proteina consultada contra una base de datos
de secuencias de nucledtidos dinamicamente traducida en todos los seis

marcos de lectura (en las dos cadenas).

Los fragmentos polipeptidicos 2 y 3 de la A5- y A6 desaturasas de la M.
alpina exhiben homologias con las secuencias ClonelD tal como se
ilustra en la Figura 1. ClonelID representa una secuencia individual de la
base de datos LifeSeq de Incyte. Después de que los resultados del
“tblastn" se revisaron, la Informacién Clénica (Clon Information) se
buscé utilizando el conjunto de wvalores dados por defecto o
predeterminados con una Rigurosidad > = 50, y un Productscore < = 100
para diferentes nimeros de ClonelD. Los resultados de la Clon
Information revelaron la informaci6n entre la que se incluye el ClusterID,
ClonelD, Library, HitID, y Hit Description. Cuando se selecciona, el
u’imero ClusterID representa la informacién clonica de todos los clones

\\pertenecen al ClusterID. El comando Assemble, ensambla todo 1o
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concerniente al ClonelD el cual comprende el ClusterID. El siguiente

conjunto de valores se utilizé cmo valores por defecto o predeterminados
para el program GCG (Genetics Computer Group, University of
Wisconsin Biotechnology Center, Madison, WI):

Word Size: 7; Minimum Overlap: 14; Stringency: 0.8; Minimum
Identity: 14: Maximum Gap: 10; Gap Weight: 8; and Lenght
Weight: 2.

[Tamafio de Palabra: 7; Superposicion Minima: 14; Rigurosidad (Exactitud):
0,8; Identidad Minima:14; Gap Maximo: 10; Peso del Gap: 8; y Peso del

Tramo: 2].

Los resultados del GCG Assembly revelaron los contigs generados con
base en la informacién de las secuencias dentro del ClonelD. Un contig
es un alineamiento de secuencias de ADN fundamentado en areas de
homologia entre estas secuencias Se gener6 una nueva secuencia
(secuencia de consenso) con base en la secuencia de ADN alineada dentro
de un contig. Se identificé el contig que contenia el ClonelD, y los sitios
ambigiios de la secuencia de consenso se editaron con base en el
alineamiento de los CloneIDs (Ver Figuras 2-6) a fin de generar la mejor
secuencia posible. El procedimiento se repitié para todos los seis
ClonelID listados en la Figura 1. Esto produjo cinco unicos contigs. Las
secuencias consenso editadas de los 5 contigs se importaron en el
Programa de Software Sequencher (Gene Codes Corporation, Ann Arbor,
Michigan). Luego, dichas secuencias consenso se ensamblaron. El
contig 2511785 se superpone con el 3506132, y este nuevo contig tomé el
nombre de contig 2535 (Figura 7). Los contigs obtenidos a partir del
programa Sequencher se copiaron en el paquete de software Sequence
Analysis de GCG.

Cada contig se tradujo en todos los seis marcos de lectura en secuencias
de proteinas. La AS5-desaturasa (Ma29) y la A6-desaturasa de la (Ma524)
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de la de la M. alpina se compararon con cada uno de los contigs

traducidos usando la bisqueda FastA (una bausqueda de Pearson y Lipman
en cuanto similaridad entre una secuencia de indagacién y un grupo de
secuencias del mismo tipo (acido nucleico é proteina). La homologia
entre estas secuencias sugieren la presencia de marcos de lectura abierta
de cada contig, los cuales aparecen subrayados en las Figuras 3, 5,y 7.
La homologia entre las secuencias de A5 y A6-desaturasas de la M. alpina
frente a los 2535 y 3854933 se utiliz6 para crear el contig final
denominado 253538a (véase, Figura 8). La Figura 9 corresponde a la
cotejacion realizada por FastA de las secuencias traducidas del contig
final 253538a y de la Ma29, y la Figura 10 es la cotejacién FastA de las
secuencias traducidas del contig final 253538a y de la Ma524.

Si bien el marco de lectura abierta se gener6 combinando los dos contigs,
el contig 2535 revel6 que existe una inica secuencia al comienzo de este
contig que no empata o no coincide con el contig 3854933. Por lo tanto,
es posible que estos contigs hayan sido generados a partir de genes

humanos parecidos a los de la desaturasa, independientes.

El contig 253538a contiene un marco de lectura abierta que codifica el
aminoacido 432 (Figura 8, subrayado). Este comienza con Gln (CAG) y
termina con el codon de detencion (TGA) (ambos en negrilla). El contig
253538a se alinea tanto con las secuencias de las desaturasas AS- y A6-
de la M. alpina, sugiriendo que pueden tratarse de desaturasas, o que
pueden tratarse de otras desaturasas conocidas las cuales comparten
homologias entre si. Los contigs individuales listados en la Figura 1, asi
como también el contig intermediario 2535 y el contig final final 253538a
pueden utilizarse para aislar los genes completos de las desaturasas

humanas.

Determinacién de la Secuencia del Gen de la AS-Desaturasa Humana

Los primers RO384 y RO388 se designaron con base en las secuencias 5'
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y 3', respectivamente, del contig 2535. La biblioteca de ADNc de los
monocitos humanos (Clontech, Palo Alto, CA) se amplificé con el primer
RO329 (5' - CAG ACC AAC TGG TAA TGG TAG - 3") y el RO384 (5' -
TCA GGC CCA AGC TGG ATG GCT GCA ACA TG - 3') del vector, y
también con el primer RO328 (5' - CTC CTG GAG CCC GTC AGT ATC
- 3") y RO388 (5" - ATG GTG GGG AAG AGG TGG TGC TCA ATC TG
- 3') del vector. Se efectué la reaccion de cadena polimerasa
(Polymerase Chain Reaction = PCR) en un volumen de 100 ulL que
contenia: 1 pL de biblioteca de ADNc de monocitos humanos, 10 pM de
cada primer, 10 pl de buffer 10X y 1,0 U de Taq Polymerase. Las
condiciones en el termociclador Perkin Elmer Thermocycler 9600 fueron
las siguientes: 94°C durante 2 minutos, luego 30 ciclos de 94°C durante 1
minuto, 58°C durante 2 minutos. y 72°C durante 3 minutos. La PCR

sufrié una extensién adicional de 72 °C durante 7 minutos.

La mezcla amplificada por PCR se corrié en un gel, y los fragmentos
amplificados se purificaron también en un gel. El fragmento aislado a
partir de la amplificacibn PCR con RO329 y RO384 tenia
aproximadamane un tamafio de 900 bp (pares de bases), y el de la
amplificacion PCR con RO328 y RO388 tenia aprox. 650 bp. Estos
fragmentos aislados se rellenaron usando T4 ADN polimerasa, y los
fragmentos llenados se clonaron en el vector PCR-Blunt (Invitrogen
Corp., Carlsbad, CA). El clon del fragmento amplificado con
RO329/RO384 se designé6 como pRAE-7, y el clon del fragmento
amplificado con RO328/R0388 se le denomind pRAE-8. Los dos
extremos de los clones se secuenciaron (se identificO su secuencia)
usando el secuenciador ABI 373 DNA Sequencer (Applied Biosystems,
Foster City, CA) y se ensamblaron usando el programa Sequencher (un
programa de andlisis de secuencias, de Gene Codes Corporation, Ann
Arbor, MI). Dicho ensamble de las secuencias revelé que los dos clones
contenfan diferentes tamafios para el mismo gen (Figura 14). La
secuencia completa del gen pRAE-7 se compilé (Figura 15) y se buscéd

contra las secuencias conocidas en la base de datos publica.
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El algoritmo FastA es una busqueda de Pearson y Lipman en cuanto a
similaridad entre una secuencia de indagacién y un grupo de secuencias
del mismo tipo (4cido nucleico 6 proteina). La secuencia del gen en
pRAE-7 se tradujo en seis marcos de lectura, y usando este método, se
buscé la base de datos Swissprot (Genetics Computer Grupo (GCG)
(Madison, WI). El gen en pRAE-7 fue identificado como una desaturasa
humana putativa con base en su homologia frente a las desaturasas
conocidas.l La biasqueda de la base de datos Swissprot produjo
coincidencias contra la desaturasa de acidos grasos omega-3 provenientes
de la semilla de mung (23,4% de identidad (igunaldad) con una
superposicion en 303 AA), contra la linoleoil-CoA desaturasa del
Synechocystis sp. (24,3% de identidad con superposicion en 280 AA),
contra la desaturasa de acidos grasos omega-6 del frijol de soya (19,7%
de identidad con superposicién en 284 AA), y contra la acil-CoA
desaturasa 1 del Saccharomyces cerevisiae (21,6% de identidad con
superposiciéon en 134 AA). La busqueda FastA contra las desaturasas de
la M. alpina produjeron regiones de coincidencia frente a las desaturasas
A6-(31,9% de identidad con superposicidn en 285 AA), A5-(28,4% de
identidad con superposicion en 292 AA), y desaturasa A12-(23,0% de
identidad con superposicion en 274 AA). La alineacion de las secuencias
coincidentes del gen putativo de la desaturasa humana en pRAE-7 contra
AS-desaturasa de la M. alpina (Ma29), la A6-desaturasa de la M. alpina
(Ma524) asi como también contra los contigs 2535 y 38, se presenta en

las Figuras 16, 17, 18, y 19 respectivamente.

Los contigs 2535, 38, y 253538a se generaron con base en los ensambles
de diversas secuencias asi como también de sus homologias versus
desaturasas conocidas. Sin embargo, al examinar las Figuras 18 y 19,
puede concluirse que los contigs son meramente indicaciones sobre como

podrian posiblemente ser las secuencias de las desaturasas humanas.

En el extremo 5' del gen, la ATG (Metionina), es necesaria para expresar

desaturasa humana en la levadura. Las Figuras 16 y 17 ilustran cémo el
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pRAE-7 es probable y justamente las 2/3 partes ultimas de un gen
desaturasa. Muchas desaturasas de acidos grasos omega-3 y omega-6, asi
como también la desaturasa de la linoleoil-CoA arriba mencionada, son
mas pequefias que las desaturasas AS y A6 de la M. alpina, las cuales
tienen tamafios que oscilan entre 359-380 aminoacidos. Se concluyd, con
base en todas las secuencias evaluadas, que el gen aislado probablemente
necesita de todas maneras de 180-480 bps (60-160 aminoacidos)

adicionales a la secuencia 5' para expresar una enzima completa.

Con el fin de extender 1a secuencia 5' del gen de la desaturasa humana, se
utilizé el kit de amplificacion de ADNc Marathon (Marathon cADN
Amplification Kit; Clontech, Palo Alto, CA) para investigar el ADNe
listo del higado humano (Clontech). Las reacciones del tipo de rapida
amplificacion de los extremos del ADNc (RACE, siglas en Inglés) son
eficientes para PCRs a larga distancia de los extremos 5' y 3'. Después
de llevar a cabo el protocol RACE para 5' descrito en el kit, los primers
RO430 (5' - GTG GCT GTT GTT ATT GGT GAA GAT AGG CAT C - 3")
(designados con base en la secuencia 3' del gen en pRAE-7, corriente
abajo del codon TAA (de detencion)) y el primer adaptador de marathon
(AP1) del kit, se usaron con el fin de generar tres productos amplificados
por PCR, los cuales se designaron como A, B, y C. Los tamaiios de los
fragmentos fueron aprox. de 1,5 Kb, 1,4 Kb, y 1,2 Kb, respectivamente.
Los fragmentos se rellenaron con T4 ADN polimerasa, y se clonaron en el
vector pCR-blunt. Se generé un total de veintidos clones y se
secuenciaron. Usando el algoritmo FastA, las secuencias see buscaron

contra 1a base de datos GenEMBL de GCG.

Muchas de las secuencias presentaron una gran homologia frente a la
secuencia de ADN humano con numero de acceso en el GenBank
AC004228. Esta secuencia de ADN se describe como: Sequencing in
Progress, Homo sapiens Chromosome 11qi2pac pDJ51903; HTGS phase
1,18 unordered pieces. Los 18 contigs se registraron de una manera

arbitraria. Usando esta informaciéon de las secuencias y la informacién
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proveniente de las secuencias ensambladas de los clones, se categorizaron

los clones en cinco grupos.

Todos los clones presentan la misma secuencia corriente abajo del sitio
BamH] (véase, Figura 12, en subrayado). Pero cada grupo representa una
secuencia 5' diferente, encontriandose que un total de 10 clones eran
demasiado cortos respecto de la longitud completa del gen. El Grupo 1,
representado por el clon A-1, 1o comprende 5 clones los cuales presentan
homologia frente al gen del citocromo b5 (Figura 20). No estd presente
en ¢l clon A-1 un codon de inicio de la traduccién, ATG,; sin embargo,
como puede observarse en la Figura 21, existe una ATG (subrayada)
presente en la secuencia ac004228 17 bp corriente arriba del area de
fuerte homologia entre A-1 y ac004228. Partiendo del area de fuerte
homologia, el clon A-1 presenta un marco de lectura abierta de 1318 bp.
Sin embargo, partiendo del ATG, el marco de lectura abierta es de 1335
bp. El Grupo 2, representado por el clon 3-5, esta comprendido por 3
clones los cuales poseen una ATG dentro de un sitio Ncol, pero cuatro
codones de detencién traduccionales entre el ATG y el sitio BamHI
(Figura 22, los sitios Ncol, BamHI se encuentran indicados en negrilla, y
los cuatro codones de terminacion, subrayados). El Grupo 3 esta
comprendido por un clon, el A-10, el cual tiene un ATG de 135 bp
corriente arriba del sitio BamHI, que da lugar a un marco de lectura
abierta de 1267 bp (Figura 23). El Grupo 4 lo comprende 2 clones,
representados por el clon A-16, el cual no poseee un ATG; sin embargo,
corriente arriba de donde se alinea la secuencia con ac004228, existe un
ATG (Figura 24, subrayado). El marco de lectura abierta de este grupo es
de 1347 bp. El Grupo 5 comprende un clon que no tiene un ATG. Sin
embargo, este clon coincide con la secuencia ac004228 incluso corriente

arriba del sitio BamH] (Figura 25).

Tal como se ilustra en la Figura 26, muchos de los clones pertenecientes
a los cinco grupos se encuentran representados en orden con la secuencia

ac004228. Se evidencié un alto nivel de empalme (splicing), con la
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secuencia corriente abajo del sitio BamHI1 (en negrilla) que actua como
anclamiento comiun para los diveros exones 5'. Todos los sitios de inicio
potenciales se encuentran resaltados en negrilla, y las secuencias

encontradas dentro de los clones, con un subrayado.

La secuencia del A-1 se utilizé6 para la biasqueda en la base de datos
LifeSeq de Incyte Pharmaceuticals, Inc., Palo Alto, CA, a fin de observar
si su ultima versiébn podria también tener secmencias con homologias
respecrto a nuestra secuencia del gen desaturasa. Se generaron dos
contigs en esta busqueda, el contig 3381584 y el contig 2153526. La
secuencia del gen de la desaturasa humana iniialmente se compilé con
base en las secuencias del Grupo I de clones y ac004228. Sin embargo,
La Figura 12 representa la secuencia real del ADN del gen aislado. Los
contigs de Incyte se utilizaron para confirmar esta secuencia (véase,
Figuras 27 y 28). La secuencia traducida de la desaturasa humana, la
conformaba 445 aminoacidos (Figura 13), también se cotejé (matched)
con los contigs originales 253538a y 38. Estas alineaciones se ilustran en

las Figuras 29 y 30, respectivamente.

La bisqueda por FastA del gen de la desaturasa humana contra la base de
datos Swissprot produjo coinicidencias (matches) versus la desaturasa de
acidos grasos omega-3 provenientes de la semilla de mung (22,4% de
identidad con superposicién en 381 AA), versus la desaturasa de la
linoleoil-CoA provenmiente del Synechocystis Sp. (24,5% de identidad
con superposicion en 335 AA), versus la desaturasa de &acidos grasos
omega-6 del frijol de soya (20,3% de identidad con superposicién en 290
AA) y versus la desaturasa 1 de la acil-CoA del Saccharomyces
cerevisiae (21,4% de identidad con superposicién en 168 AA). La
biusqueda FastA contra las desaturasas de la M. alpina produjo
coincidencias (matches) versus las desaturasas A6 (30,5% de identidad
con superposicién en 455 AA), A5 (27,5% de identidad con superposicién
en 455 AA) y A12 (22,5% de identidad con superposicion en 382 AA). La

cotejacion FastA de la secuencia de la desaturasa humana traducida
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contra las secuencias Ma524 (A6-desaturasa de la M. alpina) y Ma29

(A5-desaturasa de la M. alpina) se ilustran en las Figuras 31 y 32,

respectivamente.

EJEMPLO 11
CONSTRUCCION DE CLONES

Se generaron nuevos clones con base en los clones provenientes de los
tres Grupos antes mencionados, clones A-1, A-10, y A~-16. Dos primers,
los cuales se modificaron con fosfato en 5', el RO526 (5'-CAT GGC CCC
CGA CCC GGT GG-3") y el RO527 (5' - GCG GCC ACC GGG TCG
GGG GC - 3'), se fusionaron a fin de formar un adaptador. Este
adaptador el cual poseia proyecciones o salientes Ncol y Bsal, se ligbé con
el clon A-1, el cual habia sido cortado con Bsal/HindlIll y se purificé en
gel, durante 15 min a temperatura ambiente. El vector pYX242
(Ncol/Hindlll) (Novagen, Madison, WI) se agregé a esta mezcla de
ligamiento y se dejo en incubacidén a temperatura ambiente durante 45
minutos adicionales. Esto produjo un clon designado como pRAE-28-5.
(el Plasmido pRAE-28-5 se¢ deposité ante la American Type Culture
Collection, 10 801 University Boulevard, Manassas, Virginia 20110-2209
el 21 de Diciembre de 1998, bajo los término del Tratado de Budapest, y
se registro bajo el nimero ATCC )

El clon A-10 se amplificé por PCR con RO512 (5'-GAT TGG GTG CCA
TGG GGA TGC GGG ATG AAA AGG C - 3") y ROS (5' - GAA ACA
GCT ATG ACC ATG - 3", el producto amplificado se corté con Ncol y
Hindlll y se purificé en gel, y el fragmento purificado se cloné en
pYX242 (Ncol/HindIIl). Este nuevo clon se designé como el pRAE-26-1.

El clon A-10 tambiénse amplificé por PCR con RO580 (5' - TCC TGC
GAA TTC ACC ATG AAA AGG CGG GAG AGA G - 3") y ROS, el

producto amplificado se cortd con Ncol y HindlIll y se purifico en gel, y

- 41 -




el fragmento purificado se clond en pYX242 (Ncol/Hindlll). Este nuevo

clon se designd con el nombre de pRAE-33.

Dos primers los cuales se modificaron con fosfato en 5, RO578 (5' -
CAT GGC TAG GAG AGG CAG CGC AGC CGC GTC TGG AC -3y
RO579 (5' - CTA GGT CCA GAC GCG GCT GCG CTG CCT CTC CTA
GC - 3"), se fusionaron para formar un adaptador. Este adaptador el cual
poseia proyecciones Ncol y Blnl, se ligd con el clon A-16, el cual habia
sido cortado con Binl/Hindlll y se purificé en gel, durante 15 min a
temperatura ambiente. Se agrego el vector pYX242 (Ncol/HindlIl) vector
a esta mezcla de ligamiento y se dejo en incubaciéon a temperatura
ambiente durante 45 min adicionales. Esto produjo un clon designado
como pRAE-35.

EJEMPLO 11l
EXPRESION DE LA AS-DESATURASA HUMANA

Los constructos pRAE-26-1, pRAE-28-5, pRAE-33, y pRAE-35 se
transformaron en S. cerevisiae 334 y se investigaron-tamizaron en cuanto
a actividad desaturasa. Los substratos ADGL (20:3n-6), AO (18:1n-9),
AA (20:4n-6), y AL (18:2n-6) se usaron para determinar la actividad del
gen expresado a partir de los constructos pRAE-26-1 y pRAE-28-5. Se
empled solo el substrato ADGL para determinar la actividad del gen
expresado a partir de todos los constructos. La cepa utilizada como
control negativo fue la de S. cerevisiae 334 que contenia el vector
pYX242 no modificado. Los cultivos se hicieron crecer durante 48 horas

a 30°C, en un medio selectivo (Ausubel et al.,, Short Protocols in

Molecular Biology, Ch. 13, P. 3-5 (1992)), en presencia de un substrato
en particular. Lads fracciones lipidicas de cada ciultivo se extrajeron para
efectos de analisis. Los resultados de actividad de la desaturasa se

presentan en las Figuras 33 y 34,

Todos los valores en la Figura 33 corresponden al promedio de dos

muestras individuales por cepa, sometidas a prueba en el mismo ensayo.
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El substrato, asi como también el acido graso en que se convirtid, se

ilustran en negrilla. El gen expresado en la cepa 334 (pRAE-28-5) es una
A5-desaturasa. Esta convirti6 el substrato ADGL en AA en un porcentaje
mas alto, en comparacion con la cepa de control 334 (pYX242), 0,127%
Vs. 0,062%, respectivamente. El porcentaje de AA presente en los
cultivos de las cepas 334 (pRAE-26-1), 334 (pRAE-33), y 334 (pRAE-35)
son comparables con los de la cepa de control (0,075%, 0,062%, y
0,063%, respectivamente). Por lo tanto, puede concluirse que el gen que
contiene la secuencia del cit bS en el constructo pRAE-28-5, expresa una
AS-desaturasa humana activa;, mientras que, las deméas variaciones del

gen, no.

La actividad de la A5-desaturasa humana se confirmé adicionalmente
mediante el experimento bosquejado en la Figura 34. En esta Figura se
incluyen los perfiles de los acidos grasos de las cepas 334 (pRAE-28-5),
334 (pRAE-26-1), y la cepa de control 334 (pYX242), cuando se usd
ADGL (20:3n-6), AO (18:1n-9), AA (20:4n-6), 6 AL (18:2n-6) como los
substratos, asi como también cuwando no se agregd ningin substrato.
Nuevamente, la cepa 334 (pRAE-28-5) expres6 una AS-desaturasa
humana activa, la cual convirti6 el ADGL en AA en un porcentaje mas
alto a como lo hizd6 la cepa de control, 0,106% Vs. 0,065%,
respectivamente. La cepa 334 (pRAE-26-1) presentd casi la misma
cantidad de AA (0,06%) que la de control. La conversion del substrato
AO en AL, no se detectdé, confirmando que las cepas no poseen
actividadA12-desaturasa. Se detectd la conversion del substrato AA en
acido eicosapentaenoico (EPA, 20:5n-3), pero a un nivel muy bajo, igual
al de la cepa de control, confirmando que las cepas no presentan
actividad Al17-desaturasa. La conversion del substrato AL en acido AGL
también se detectd, pero nuevamente a un nivel muy bajo, igual al de¢ la
cepa de control, confirmando que las cepas no presentan actividad A6-

desaturasa.

La presente secuencia (Figura 12) difiere de la secuencia Genbank
23169158 de la base de datos LifeSeq con respecto a dos posiciones. En

particular, con respecto la secuencia de nucleétidos de la secuencia
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23169158, en donde la posicion 1082 es una adenosina; sin embargo, en

1a posicion 1082 de la presente secuencia se encuentra una timina (véase,
Figura 12). Adicionalmente, la posicién 1229 de la secuencia g3169158
hay una adenina, mientras que en la presente secuencia, la posicién 1229
es un guanina. En término de una comparacién en la secuencia de
aminoacidos, la posicion 361 de la presente secuencia es leucina (véase,
Figura 13), y la posicién 361 de la secuencia g3169158 es glutamina. Por
otra parte, la posicién 410 del presente secuencia la ocupa una arginina,
en tanto que la posicion 410 de la secuencia g3169158 es histidina.
Adicionalmente, la secuencia g3169158 se describe, en la base de datos,
como una "proteina hipotética” la cual "exhibe similaridad respecto a los
motifs encontrados en la desaturasa delta 6, una citocromo b3 hipotética
que contiene proteina de fusion”. Sin embargo, como se demuestra en el
ejemplo anterior, la proteina codificada por la secuencia en la Figura 12

es una AS5-desaturasa humana, no una A6-desaturasa.

EJEMPLO 1V
EXPRESION DE LA AS-DESATURASA HUMANA EN CELULAS DE

INSECTO

Se usaron células de insecto a modo de un huésped cucaridtico diferente
para la expression de la A5-desaturasa humana. El sistema de expresion
en baculovirus involucra el uso de células de insecto para expresar un
gen, en este caso, el gen de la A5-desaturasa humana, el cual ha sido
clonado en un vector de expresién en baculovirus. Se sabe que las
células de insecto no contienen ninguna actividad desaturasa sobre
AGPIs. Por lo tanto, este sistema es apropiado para la expresién y

caracterizacion de las desaturasas recombinantes.

El fragmento que contiene el gen de la A5-desaturasa humana (pRAE28-
5, véase EJEMPLO II) se amplificé por PCR usando el sistema Expand
High Fidelity PCR System (Boechringer Mannheim Corp., Indianapolis,
IN) y un conjunto de primers que contenian los sitios de restriccién

apropiados. El primer corriente arriba designado como RO676 (5' - ATA
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CGT GAA TTC GCC GCC ACC ATG GCC CCC GAC CCG GTG - 3"
correspondié a la hebra de sentido (sense strand) del ADNc dela AS y
contenia un sitio EcoRI sitio 5' corriente arriba del ATG. El primer
corriente abajo RO677 (5' - TAT CCG CTC GAG TTA TTG GTG AAG
ATA GGC ATC TAG - 3') correspondié a la cadena o hebra antisentido
(strand antisense) en el extremo 3' del ADNc de la AS, e incluia un sitio
Xhol inmediatamente corriente abajo del! codon de terminacién de la
traduccién. La reacciéon PRC, en un volumen final de 100 pL, se llevé a
cabo como sigue: 5 minutos de desnaturalizacion a 94°C, luego 45
segundos a 94°C, 45 segundos a 55°C y 2 minutos a 72°C durante 30
ciclos, y 7 minutos de extensién a 72°C al final de la amplificaciéon. El
producto amplificado por PCR de la A5 humana se analiz6 mediante
electroforesis en gel de agarose, se purifico en gel, se digerié con EcoRJ
y Xhol, y luego se ligd en el plasmido donador tipo baculovirus
pFastBacl (Gibco-BRL, Gaithersburg, MD) el cual se restringid
(delimité) con las mismas enzimas. El clon de baculovirus respectivo se
designé como pJPBh4 para la AS5-desaturasa humana. Este vector

pFastBacl contiene un casete de expresion el cual tiene un promotor

polihedrina, una sefial de poliadenilaciéon SV40, y un marcador de

resistencia a la gentamicina.

La transformacién initial se realizd en células XL1 blue (Invitrogen,
Carlsbad, CA). Los clones positivos luego se transformaron dentro de E.
coli DH10Bac (Gibco-BRL, Gaithersburg, MD) el cual contiene el
genoma del baculovirus. Los clones positivos se seleccionaron mediante
screening (tamizaje) azul blanco en donde las colonias blancas contenian
el bacmido recombinante. Las colonias blancas luego se seleccionaron
para efectos del aistamiento del ADN bacmido. El ADN se aislé usando
un kit de aislamiento de plasmido Qiagen (Qiagen, Inc., Valencia, CA),
especifico para el ADN con una longitud de 135 kb. E! ADN del
bacmido recombinante se analizé6 en un gel de agarosa al 0,6% para
confirmar la presencia del ADN de alto peso molecular. El analisis PCR,
usando primers pUC/M13 (5' delantero - TGT AAA ACG ACG GCC AGT

- 3'y 5' reverso - GAA ACA GCT ATG ACC ATG - 3') también se
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efectud para confirmar el tamafio correcto del inserto para ¢l ADNc de la

desaturasa dentro del bacmido.

Se usaron células S$f9 de insecto (Spodoptera frugiperda) para la
transfeccion del ADN del bacmido recombinante. Estas células se
hicieron crecer en un medio libre de suero (Gibco-BRL, Gaithersburg,
MD). La transfecciéon se efectud siguiendo el protocolo CellFECTIN
S$£900 Protocol (Gibco-BRL, Gaithersburg, MD). El virus recombinante
se recuperd por recoleccion del sobrenadante 72 horas post-transfeccion.
Se hizo un ensayo de a placa sobre el sobrenadante para determinar el
titulo de las particulas viricas recombinantes recuperadas. Se preparé un
stock viral para los estudos de expresion. Todas las infecciones con el
virus recombinante se realizaron durante la fase de crecimiento semi-
logaritmico de las células Sf9 y se infectaron con una MOI de 5
(Multiplicidad de Infeccién). Para valorar la actividad del gen de la AS-
desaturasa humana expresado, las células Sf9m se¢ sembararon a una
concentraciéon de 1 x 10° células/orificio en una placa de cultivo de
tejidos de 6 orificios y se infectaron con 100 puL del stock viral (aprox. 5
MOI). El substrato, el dcido dihomo-gamalinolénico (ADGL, C20:3n-6)
se suplement6 al tiempo de la infeccién, a una concentracion de 100 pM.
Se usaron como controles, a manera de controles negativos en cada
experimento, una infeccion mimica (mock infection) con Sf9, asi como
también células infectadas con un virus recombinante que contenia el gen
reportador GusA. Se recolecté el medio 48 horas post-infeccion y se
conservd. Las células se cosecharon y se sometieron a analisis de

lipidos.

Para efectos del analisis de acidos grasos, los pellets de células se
agitaron con vortice con 6 mL de metanol, a lo cual siguié la adicién de
12 mL de cloroformo y tridecanoina (a modo de patron interno). Las
mezclas se incubaron durante por lo menos una hora a temperatura
ambiente 6 a 4°C duranre una noche. La capa cloroférmica se extrajo y
se filiré a través de un filtro Whatman con un gramo de sulfato de sodio

anhidro a fin de remover las particulas y el agua residual. Los solventes
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organicos se evaporaron a 40°C bajo una corriente de nitrogeno. Los

lipidos extraidos se derivatizaron (se prepararon en forma de derivados) a
modo de metil ésteres de los acidos grasos (FAME, siglas en Inglés) para
efectos del analisis por cromatografia de gases (GC) mediante la adicidén
de 2 mL de hidréxido de potasio 0,5 N en metanol, en un tubo cerrado.
Las muestras se calentaron a 95 - 100°C durante 30 minutos y se
enfriaron a temperatura ambiente. Se agregaron aprox. 2 mL de
trifluoruro de boro al 14% en metanol y se repitié el calentamiento.
Después de que se enfrié la mezcla de lipidos extraida, se agregaron 2
mL de agua y 1 mL de hexano a fin de extraer los FAME para el analisis
por GC. El porcentaje de conversion se calculd dividiendo el producto
producido por la suma (el producto producido mas el substrato) y luego

multiplicando por 100.

En la Tabla 1 se resume la sintesis de acidos grasos en células de insecto
infectadas con virus recombinante que contenia el ADNc de la AS
desaturasa humana. Se monitore6 la conversion del substrato agregado,
de ADGL (C20:3n-6), en acido araquidénico (AA, 20:4n-6). La cantidad
de acido araquidonico (AA, 20:4n-6) producido por la AS-desaturasa
humana fue 9,67% del 4cido graso total versus el control, el cual no
produjo AA. Esto dio como resultado una conversion del 29,6% de
ADGL en AA.

Estos datos indican que la AS-desaturasa humana puede expresarse en un
huésped ecucaridtico diferente (células de insecto) en una forma

biolégicamente activa, tal como se demostrd por la produccion de AA.

Tabla 1
Acido graso AS Humana Control
18:1n-9 19,15 19,99
18:3n-6 2,43 5,18
*20:3n-6 22.95 30,00
20:4n-6 (29,6%) 9,67 ND
22 :1n-9 0,11 0,25

. indica substrato agregado
ND = significa No Detectado




do R

Composiciones Nutricionales

Los AGPIs descritos en la Descripcion Detallada de la Invencidén pueden
utilizarse en diversos suplementos nutricionales, formulaciones para

infantes, sustitutos nutricionales y otras soluciones nutricionales.

I. FORMULACIONES PARA INFANTES

A. Isomil® - Formula a base de Soya con Hierro:

Uso: Como bebida para infantes, nifios y adultos con una alergia o
sensibilidad a la leche de vaca. Una alimentacién para pacientes con
desordenes para los cuales la lactosa deba evitarse: deficiencia de lactasa,

intolerancia a la lactosa y galactosemia.

Caracteristicas:
- Aislado de proteinas de soya para evitar sintomas de la alergia o

sensibilidad a las proteinas de la leche de vaca.

- Formulacién libre de lactosa para evitar la diarrea asociada con

la lactosa.

- Baja osmolaridad (240 mOs/kg de agua) para reducir el riesgo de

diarrea osmotica.

- Carbohidratos duales (jarabe de maiz y sacarosa) disefiada para
mejorar la absorcion de carbohidratos y reducir el riesgo de

exceder la capacidad de absorcion del intestino lesionado.

- 1,8 mg de hierro (a manera de sulfato ferroso) por 100 Calorias

para ayudar a prevenir la deficiencia de hierro.

- Niveles recomendados de vitaminas y minerales.
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- Aceites vegetales para suministrar los niveles recomendados de

acidos grasos esenciales.

- color blanco de la leche, consistencia similar a la de la leche y

aroma agradable.

Ingredientes: (Pareve) 85% de agua, 4,9% de jarabe de maiz, 2,6%
de azicar (sacarosa), 2,1% de aceite de soya, 1,9% de aislado de
proteinas de soya, 1,4% de aceite de coco, 0,15% de citrato de
calcio, 0,11 % de fosfato tribasico de calcio, citrato de potasio,
fosfato de potasio monobasico, cloruro de potasio, mono- y
diglicéridos, lecitina de soya, carragaen, acido ascérbico, L-
metionina, cloruro de magnesio, fosfato de potasio dibasico,
cloruro de sodio, cloruro de colina, taurina, sulfato ferroso, m-
inositol, acetato de alfa-tocoferil, sulfato de zinc, L-carnitina,
niacinamida, pantotenato de calcio, sulfato cuprico, vitamina A
palmitato, clorhidrato del cloruro de tiamina, riboflavina,
clorhidrato de piridoxina, &acido félico, sulfato de manganeso,
yoduro de potasio, filoquinona, biotina, selenito de sodio, vitamina

D3 y cianocobalamina.

B. Isomil® DF, Férmula a base de Soya para la Diarrea

Uso: Como alimentacién a corto plazo para el manejo con base en

la dieta de la diarrea en infantes y nifios de corta edad.
Caracteristicas:
- Primera formula para infantes que contiene fibra agregada a la
dieta ademas de la fibra de soya, especificamente util para el

manejo de la diarrea.

- Clinicamente demostrada como una férmula que reduce la
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duraciéon de las heces sueltas, acuosas durante diarreas entre

moderadas y severas en infantes.

- Nutricionalmente completa que satisface las necesidades

nutricionales del infante.

- Aislado de proteina de soya con adicion de L-metionina que
satisface o excede los requerimientos minimos de infantes

respecto de todos los aminoacidos esenciales.

- Formulacién libre de lactosa para evitar la diarrea asociada con

la lactosa,

- Baja osmolaridad (240 mOsm/kg en agua) para reducir el riesgo

de diarrea osmotica.

- Carbohidratos duales (jarabe de maiz y sacarosa) disefiados para
mejorar la absorcion de carbohidrato y reducir el riesgo de

exceder la capacidad de absorcion del intestino lesionado.

- Satisface o excede los niveles de vitaminas y minerales
recomendados por el Committee on Nutrition of the American

Academy of Pediatrics y exigidos en las formula para infantes.

- 1,8 mg de hierro (como sulfato ferroso) por 100 calorias para

ayudar a prevenir la deficiencia de hierro.

- Aceites vegetales para suministrar los niveles recomendados de

acidos grasos esenciales.

Ingredientes: (Pareve) 86% de agua, 4,8% de jarabe, 2,5% de azucar
(sacarosa), 2,1% de aceite de soya, 2,0% de aislado de proteina de soya,
1,4% de aceite de coco, 0,77% de fibra de soya, 0,12% de citrato de
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calcio, 0,11% de fosfato tribasico de calcio, 0,10% de citrato de potasio,

cloruro de potasio, fosfato monobasico de potasio, mono y diglicéridos,

lecitina de soya, carragaen, cloruro de magnesio, acido ascérbico, L-

metionina, fosfato de potasio dibasico, cloruro de sodio, cloruro de

colina, taurina, sulfato ferroso, m-inositol, acetato de alfa-tocoferil,

sulfato de zinc, L-carnitina, niacinamida, pantotenato de calcio, sulfato

cuprico, vitamina A palmitato, clorhidrato del cloruro de tiamina,

riboflavina, clorhidrato de piridoxina, acido folico, sulfato de manganeso,

yoduro de potasio, filoquinona, biotina, selenito de sodio, vitamina D3 y

cianocobalamina.

C.

Isomil® SF, Formula a base de Soya Libre de Sacarosa Con Hierro:

Uso: Como bebida para infantes, nifios y adultos con una alergia o
con sensibilidad a la proteina de la leche de vaca o con intolerancia
a la sacarosa. Alimentacion para pacientes con desérdenes en los

cuales deben evitarse la lactosa y la sacarosa.

Caracteristicas:

- Aislado de proteina de soya para evitar los sintomas de 1a alergia

o sensibilidad a la proteina de la leche de vaca.
- Formulacion libre de lactosa para evitar la diarrea asociada con
la lactosa (la fuente de carbohidratos es la Policosa®, Polimeros

de Glucosa).

- Libre de sacarosa para aquellos pacientes que no pueden tolerar

la sacarosa.

- Baja osmolaridad (180 mOsm/kg en agua) para reducir el riesgo

de diarrea osmética.
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- 1,8 mg de hierro (como sulfato ferroso) por 100 calorias que

ayuda a prevenir la deficiencia de hierro.
- Niveles Recomendados de vitaminas y minerales.

- Aceites vegetales que proporcionan los niveles recomendados de

acidos grasos esenciales.

- Color blanco de la leche, consistencia similar a la de la leche,

aroma agradable.

Ingredientes: (Pareve) 75% de agua, 11,8% de almidéon de maiz
hidrolizado, 4,1% de aceite de soya, 4,1% de aislado de proteina de soya,
2,8 % de aceite de coco, 1,0 % de almidon de maiz modificado, 0,38% de
fosfato tribasico de calcio, 0,17% de citrato de potasio, 0,13% de cloruro
de potasio, mono y diglicéridos, lecitina de soya, cloruro de magnesio,
acido ascorbico, L-metionina, carbonato de calcio, cloruro de sodio,
cloruro de colina, carragaen, taurina, sulfato ferroso, m-inositol, acetato
de alfa-tocoferil, sulfato de zinc, L-carnitina, niacinamida, pantotenato de
calcio, sulfato ciprico, vitamina A palmitato, clorhidrato del cloruro de
tiamina, riboflavina, clorhidrato de piridoxina, 4cido folico, sulfato de
manganeso, yoduro de potasio, filoquinona, biotina, selenito de sodio,

vitamina D3 y cianocobalamina.

D. Isomil® 20 - Férmula a base de Soya Con Hierro Lista para
Consumir, 20 cal/oz 1 (0,676 cal/ml).

Uso: Cuando se aconseja una alimentacién con soya.

Ingredientes: (Pareve) 85% de agua, 4,9% de jarabe de maiz, 2,0% de
azicar(sacarosa), 2,1 % de aceite de soya, 1,9% de aislado de proteina de
soya, 1,4% de aceite de coco, 0,15% de citrato de calcio, 0,11% de

fosfato tribasico de calcio, citrato de potasio, fosfato monobdasico de
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potasio, cloruro de potasio, mono y diglicéridos, lecitina de soya,
carragaen, acido ascorbico, L-metionina, cloruro de magnesio, fosfato
dibasico de potasio, fosfato dibasico de potasio, cloruro de colina,
taurina, sulfato ferroso, m-inositol, acetato de alfa-tocoferil, sulfato de
zinc, L-carnitina, niacinamida, pantotenato de calcio, sulfato cuprico,
vitamina A palmitato, clorhidrato del cloruro de tiamina, riboflavina,
clorhidrato de piridoxina, &cido félico, sulfato de manganeso , yoduro de
potasio, filoquinona, biotina, selenito de sodio, vitamina D3 vy

cianocobalamina.

E. Similac® - Férmula para Infantes:

Uso: Cuando se necesite una féormula para infantes: Cuando se
tome la decision de descontentar la alimentacidén con leche materna, antes
de un afio de edad, cuando se necesita suministrar un suplemento a la
alimentacion con leche materna o en los casos de una alimentacion

habitual y no se haya adoptado la alimentaciéon con leche materna.

Caracteristicas:

- Proteina de calidad y cantidad adecuada para un excelente
crecimiento, térmicamente desnaturalizada, que reduce el riesgo

de pérdida de sangre entérica asociada con la leche.

- Grasa proveniente de una mezcla de Aceites vegetales
(doblemente homogeneizados) que suministra acido linolénico

esencial, el cual es de facil absorcion.

- Carbohidrato, como lactosa, en proporciéon similar a la de la

leche humana.

- Baja carga renal de polutos que minimiza el estrés (dafio) sobre

los 6rganos en desarrolio.
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- Formas en: Polvo, Concentrado Liquido y Lista para Consumir.

Ingredientes: (-D) Agua, leche descremada, lactosa, aceite de soya, aceite
de coco, mono y diglicéridos, lecitina de soya, acido ascdrbico,
carragaen, cloruro de colina, taurina, m-inositol, acetato de alfa-tocoferil,
sulfato de zinc, niacinamida, sulfato ferroso, pantotenato de calcio,
sulfato chprico, vitamina A palmitato, clorhidrato del cloruro de tiamina,
riboflavina, clorhidrato de piridoxina, acido folico, sulfato de manganeso,

filoquinona, biotina, selenito de sodio, vitamina D3 y cianocobalamina.
F.  Similac® NeoCare - Formula para Infantes Prematuros Con Hierro:

Uso: Para satisfacer las necesidades nutricionales especiales de
infantes prematuros después de ser dados de alta por el hospital. Similac
NeoCare es una formula nutricionalmente completa desarrollada para
proporcionar a infantes prematuros cantidades adicionales de calorias,
proteina, vitaminas y minerales necesarias para promover el crecimiento

y fomentar el desarrollo.
Caracteristicas:

- Reduce la necesidad de suplementacion caldrica y vitaminica.
Aporta mas calorias (22 cal/oz fl (0,743 cal/mL) que las férmulas

de término estandar (20 Cal/oz fl)

- Mezcla de grasas altamente absorbida, con triglicéridos de
cadena mediana (aceites MCTs) que ayudan a satisfacer las

necesidades digestivas especiales de los infantes prematuros
- Superiores niveles de proteina, vitaminas y minerales por

cada 100 calorias para ampliar el soporte nutricional iniciado en el

hospital.
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- Aporta mas calcio y fosforo para una mejorada mineralizacion

Osea.

Ingredientes: - D Sélidos de jarabe de maiz, leche descremada, lactosa,
concentrado de proteinas del suero, aceite de soya, aceite de cartamo con
alto contenido de acido oleico, aceite de coco fraccionado (triglicéridos
de cadena mediana), aceite de coco, citrato de potasio, fosfato tribasico
de calcio, carbonato de calcio, acido ascorbico, cloruro de magnesio,
cloruro de potasio, cloruro de sodio, taurina, sulfato ferroso, m-inositol,
cloruro de colina, palmitato de ascorbilo, L-carnitina, acetato de alfa-
tocoferil, sulfato de zinc, niacinamida, mezcla de tocoferoles, citrato de
sodio, pantotenato de calcio, sulfato ciprico, clorhidrato del cloruro de
tiamina, vitamina A palmitato, beta caroteno, riboflavina, clorhidrato de
piridoxina, acido félico, sulfato de manganeso, filoquinona, biotina,

selenito de sodio, vitamina D3 y cianocobalamina.

Similac® Natural Care - Fortificante de la Leche Humana con bajo
Contenido de Hierro Listo para su Uso, 24 cal/oz fl (0,80 cal/mL)

Uso: Producto disefiado para su mezcla con la leche humana o
como alternativa de alimentacion frente a la leche humana de uso en

infantes con bajo peso al nacer.

Ingredientes: - D Agua, leche descremada, almidén de maiz hidrolizado,
lactosa, aceite de coco fraccionado (triglicéridos de cadena mediana),
concentrado de proteina del suero, aceite de soya, aceite de coco, fosfato
tribasico de calcio, citrato de potasio, cloruro de magnesio, citrato de
sodio, 4cido ascérbico, carbonato de calcio, mono y diglicéridos, lecitina
de soya, carragaen, cloruro de colina, m-inositol, taurina, niacinamida, L-
carnitina, acetato de alfa tocoferil, sulfato de zinc, cloruro de potasio,
pantotenato de calcio, sulfato ferroso, sulfato cuprico, riboflavina,
vitamina A palmitato, clorhidrato del cloruro de tiamina, clorhidrato de
piridoxina, biotina, acido félico, sulfato de manganeso, filoquinona,

vitamina D3, selenito de sodio y cianocobalamina.
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Diversos AGPIs de esta invenciéon pueden ser sustituidos y/o agregados
en las féormulas para infantes antes descritas y en otras férmulas para

infantes conocidas en este campo de 1a industria.

I1. FORMULACIONES NUTRICIONALES

A. ENSURE®

Uso: ENSURE es un alimento liquido con bajos residuos disefiado
fundamentalmente como un suplemento nutricional de uso oral con las
comidas o entre éstas, en cantidades apropiadas, 6 como un sustituto de
las comidas. ENSURE es una formulacién nutricional libre de lactosa y
de gluten, y es apropiada para su utilizacién en dietas modificadas, entre
las que se incluye las dietas con bajo contenido de colesterol, Si bien es
fundamentalmente un suplemento oral, puede administrarse mediante

tubo de alimentacion.

Condiciones de los Pacientes:

- Para pacientes que siguen dietas modificadas.

- Para pacientes de edad avanzada con riesgos en su nutricion

- Para pacientes con pérdida involuntaria de peso

- Para pacientes en periodo de recuperacion de enfermedades o cirugia

- Para pacientes quienes necesitan una dieta baja en residuos.

Ingredientes: -D Agua, Azfcar (Sacarosa), Maltodextrina (de maiz),
Caseinatos de Calcio y Sodio, Aceite de cartamo con alto contenido de
acido oleico, aislado de proteinas de soya, Aceite de Soya, Aceite de
Canola, Citrato de Potasio, Fosfato Tribasico de Calcio, Citrato de Sodio,
Cloruro de Magnesio, Fosfato de Magnesio Dibasico, Sabor Artificial,
Cloruro de Sodio, Lecitina de Soya, Cloruro de Colina, Acido Ascérbico,
Carragaen, Sulfato de Zinc, Sulfato ferroso, Acetato de Alfa-Tocoferil,
Goma Gellan, Niacinamida, Pantotenato de Calcio, Sulfato de

Manganeso, Sulfato Ciiprico, Vitamina A Palmitato, Clorhidrato del
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Cloruro de Tiamina, Clorhidrato de Piridoxina, Riboflavina, Acido

Félico, Molibdato de Sodio, Cloruro de Cromo, Biotina, Yoduro de

Potasio, Selenato de Sodio.
B. ENSURE® - BARRAS:

Uso: ENSURE BARS (ENSURE EN BARRAS)- son productos
nutricionales, completos, balanceados, con uso de tipo suplemento entre
comidas o con estas. Proporcionan una alternativa deliciosa, rica en
nutrientes, frente a otras golosinas. Las Barras de ENSURE contienen < 1
g de lactosa/barra, y sabor de Chocolate Fudge Brownie estd libre de

gluten. (el gluten contiene el sabor Honey Graham Crunch.)

Condiciones de los Pacientes:

- Para pacientes que necesitan cantidades adicionales de calorias,
proteina, vitaminas y minerales

- Especialmente ttiles para personas que no consumen suficientes
calorias y nutrientes.

- Para personas con capacidad para masticar y deglutir

- No debe consumirse por personas que presenten alergia al mani o

cualquier tipo de alergia a nueces

Ingredientes: Las barras con sabor a Honey Graham Crunch contienen:
jarabe de maiz con alto contenido de fructosa, aislado de proteina de
soya, azucar moreno, miel, maltodextrina (maiz) , arroz tostado (arroz
trillado, azicar [sacarosa] , sal [cloruro de sodio] y malta), salvado de
avena, aceites de soya y de semillas de algoddn parcialmente
hidrogenados, polisacaridos de la soya, glicerina, concentrado de
proteinas del suero, polidextrosa, fructosa, caseinato de calcio, polvo de
cocoa, sabores artificiales, aceite de canola, aceite de cartamo con alto
contenido de acido oleico, leche deshidratada y sin grasa, polvo de suero,
lecitina de soya y aceite de maiz. Las barras se manufacturan en una

planta que procese nueces.
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Vitaminas y Minerales: Fosfato Tribasico de Calcio, Fosfato Dibasico de
Potasio, Oxido de Magnesio, Sal (Cloruro de Sodio), Cloruro de Potasio,
Acido Ascérbico, Ortofosfato Férrico, Acetato de Alfa-Tocoferil,
Niacinamida, Oxido de Zinc, Pantotenato de Calcio, Gluconato de Cobre,
Suifato de Manganeso, Riboflavina, Beta Caroteno, Clorhidrato de
Piridoxina, Mononitrato de Tiamina, Acido Félico, Biotina, Cloruro de
Cromo, Yoduro de Potasio, Selenato de Sodio, Molibdato de Sodio,

Filoquinona, Vitamina D3 y Cianocobalamina.

Proteina: - Barras Honey Graham Crunch (Barras crocantes con sabor a
miel)- La fuente de proteina es una mezcla de aislado de proteina de

soya y proteinas de la leche.

Aislado de proteina de soya 74%
Proteinas de la Leche 26%

Grasa: Honey Graham Crunch — La fuente de grasa es una mezcla de
aceites se soya y de semilla de algodén parcialmente hidrogenados, aceite
de canola, aceite de cartamo con alto contenido de oleico, aceites, y

lecitina de soya.

Aceites de soya y semillas de algodén parcialmente hidrogenados 76%

Aceite de canola 8%
Aceite de cartamo con alto contenido de oleico 8%
Aceite de maiz 4%
Lecitina de soya 4%

Carbohidratos: Honey Graham Crunch — La fuente de carbohidratos es
una combinacion de jarabe de maiz con alto contenido de fructosa, azicar
morena, maltodextrina, miel, arroz tostado, glicerina, polisacarido de

soya, y salvado de avena.

Aceite de maiz con alto contenido de fructosa 24%
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Azicar moreno 21%
Maltodextrina 12%
Miel 11%
Arroz tostado 9%
Glicerina 9%
Polisacarido de Soya i 7%
Salvado de avena 7%

C. ENSURE® HIGH PROTEIN:

Uso: El ENSURE® HIGH PROTEIN (ENSURE con alto contenido de
proteinas) e¢s un alimento liquido, concentrado, con alto contenido de
proteinas disefiado para personas que requieran aportes adicionales de
calorias, proteinas, vitaminas, y minerales en sus dietas. Puede utilizarse
a manera de un suplemento nutricional oral con las comidas o entre estas
0, en cantidades apropiadas, como sustituto de las comidas. El ENSURE
con alto contenido de proteinas es un producto libre de lactosa y libre de
gluten, apropiado para su uso en personas que se recuperan de cirugias
generales o de fracturas de cadera, y para pacientes en riesgo de sufrir

ulceras por estrés.

Condiciones de los Pacientes:

~ Para pacientes que necesiten aportes adicionales de calorias, proteinas,
vitaminas, y minerales, tales como aquellos pacientes que se recuperan
de una cirugia general o de fracturas de cadera, pacientes con riesgo
de sufrir ulceras por estrés, y pacientes que siguen dietas bajas en

colesterol.

Caracteristicas:

- Bajo contenido de grasas saturadas

- Contiene 6 g de grasa total y menos de 5 mg de colesterol por porcién
- Producto delicioso, con textura y sabor cremosos.

- Excelente fuente de proteina, calcio, y otras vitaminas y minerales
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esenciales.

- Util en dietas con bajo contenido de colesterol

- Libre de lactosa, facil digestion

Ingredientes:

Producto con Sabor a Vanilla Supreme: -D Agua, Azucar (Sacarosa),
Maltodextrina (Maiz), Caseinatos de Calcio y Sodio, Aceite de cartamo
con alto Contenido de Acido Oleico, Aislado de Proteina de Soya, Aceite
de Soya, Aceite de Canola, Citrato de Potasio, Fosfato Tribasico de
Calcio, Citrato de sodio, Cloruro de Magnesio, Fosfato Dibasico de
Magnesio, Sabor Artificial, Cloruro de Sodio, Lecitina de Soya, Cloruro
de colina, Acido Ascérbico, Carragaen, Sulfato de Zinc, Sulfato Ferroso,
Acetato de alfa-tocoferil, Goma Gellan, Niacinamida, Pantotenato de
Calcio, Sulfato de manganeso, Sulfato Cuprico, Vitamina A Palmitato,
Clorhidrato del cloruro de Tiamina, Clorhidrato de piridoxina,
Riboflavina, Acido Félico, Molibdato de Sodio, Cloruro de Cromo,
Biotina, Yoduro de Potasio, Selenato de Sodio, Filoquinona, Vitamina D3

y Cianocobalamina.

- Proteina:
La fuente de proteina es una mezcla de dos proteinas de lato

valor biologico: caseina y soya.

Caseinatos de sodio y calcio 85%
Aislado de Proteina de soya 15%
Grasa:

La fuente de grasa es una mezcla de tres aceites; aceite de cartamo

con alto contenido de oleico, aceite de canola, y aceite de soya.

Aceite de cartamo con alto contenido de oleico 40%
Aceite de canola 30%
Aceite de soya 30%

El nivel de grasa presente en el ENSURE HIGH PROTEIN cumple las
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recomendaciones de la American Heart Association (AHA). Los 6
gramos de grasa en ENSURE HIGH PROTEIN representan el 24% de las
calorias totales, en donde el 2,6% de la grasa corresponde a acidos grasos
satarados y 7,9% corresponden a acidos grasos poliinsaturados. Estos
valores se encuentran dentro de los lineamientos AHA de una proporcién
< 30% de las calorias totales provenientes de grasas, < 10% de las
calorias provenientes de icidos grasos saturados, y < 10% de las calorias

totales de acidos grasos poliinsaturados.

Carbohidratos;

ENSURE HIGH PROTEIN contiene una combinacion de maltodextrina y
sacarosa. Su moderado poder edulcorante y la variedad de sus sabores
(vainilla suprema, chocolate royal, mora salvaje, y banana), mas VARI-
FLAVORS® Flavor Pacs, a nuez, cereza, frambuesa, limén, y naranja,
ayudan a prevenir el cansancio por los mismos sabores y ayuda en el

cumplimiento por parte del paciente de los tratamientos.

Los productos con sabor a vainilla y a otros sabores diferentes al

chocolate contienen:

Sacarosa 60%
Maltodextrina 40%

Con sabor a chocolate:

Sacarosa 60%
Maltodextrina 30%

D. ENSURE® LIGHT

Uso: ENSURE LIGHT (ENSURE dietético) es un alimento liquido con

bajo contenido de grasas disefiado para su uso como suplemento
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nutricional oral con o entre comidas. ENSURE LIGHT es un producto
que no contiene lactosa y libre de gluten, y es apropiado para su uso en

dietas modificadas, incluyendo las dietas con bajo colesterol.

Condiciones de los Pacientes:

- Para pacientes con sobrepeso o con peso normal que requieran una
nutriciéon extra en un suplemento que contenga 50% menos grasa y 20%
menos calorias que el ENSURE.

- Para adultos sanos que no coman bien y necesiten nutricién extra.

Caracteristicas:

- Bajo en grasa y grasas saturadas

- Contiene 3 g de grasa total por porcion y < 5 g de colesterol

- Deliciosa, sabor cremoso

- Excelente fuente de calcio y de otras vitaminas y minerales esenciales
- Util para dietas bajas en colesterol

- Libre de lactosa, y de facil digestion

Ingredientes:

Producto con Sabor a Vainilla Francesa: -D Agua, Maltodextrina (Maiz),
Azucar (Sacarosa), Caseinato de Calcio, Aceite de Cartamo con Alto
Contenido de Oleico, Aceite de Canola, Cloruro de Magnesio, Citrato de
Sodio, Citrato de Potasio, Fosfato Dibasico de Potasio, Fosfato Dibasico
de Magnesio, Sabores Naturales y Artificiales, Fosfato Tribasico de
Calcio, Gel de Celulosa, Cloruro de Colina, Lecitina de Soya, Carragaen,
Sal (Cloruro de Sodio) , Acido Ascérbico, Goma de Celulosa, Sulfato
ferroso, Acetato de Alfa-Tocoferil, Sulfato de Zinc, Niacinamida, Sulfato
de Manganeso, Pantotenato de Calcio, Sulfato Cuprico, Clorhidrato del
Cloruro de Tiamina, Vitamina A Palmitato, Clorhidrato de Piridoxina,
Riboflavina, Cloruro de Cromo, Acido Foélico, Molibdato de Sodio,
Biotina, Yoduro de Potasio, Selenato de Sodio, Filoquinona, Vitamina D3

y Cianocobalamina.
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Proteina: La fuente de proteina es Caseinato de calcio.
Caseinato de Calcio 100%

Grasa: La fuente de grasa es una mezcla de dos aceites: aceite de cartamo

con alto contenido de oleico y aceite de canola.

Aceite de cartamo con alto contenido de oleico 70%
Aceite de Canola ' 30%

El nivel de grasa en el ENSURE LIGHT satisface los lineamientos de la
American Heart Association (AHA). Los 3 gramos de grasa presentes en
el ENSURE LIGHT representan el 13,5% de las calorias totales, en
donde el 1,4% de la grasa correspondev provienen de acidos grasos
saturados y 2,6% de dacidos grasos poliinsaturados. Estos valores se
encuentran dentro de los lineamientos de la AHA: < 30% de calorias
totales provenientes de la grasa, < 10% de las calorias totales
provenientes de 4cidos grasos saturados, y < 10% de las calorias totales

provenientes de acidos grasos poliinsaturados.

Carbohidratos:

ENSURE LIGHT contiene una combinacién de maltodextrina y sacarosa.
El producto con sabor a chocolate también contiene jarabe de maiz. El
poder edulcorante moderado y su variedad de sabores (vainilla francesa,
chocolate supremo, frambuesa swirl), mas VARI-FLAVORS® Sabor Pacs,
a nuez, cereza, frambuesa, limén, y naranja, ayudan a prevenir el
cansancio por los mismos sabores y ayuda en el cumplimiento por parte

del paciente de los tratamientos.

Los productos con sabor a vainilla y otros sabores diferentes al
chocolate contienen:
Sacarosa _ 51 %
Maltodextrina 49 %

- 63 -



Con sabor a chocolate:

Sacarosa
Jarabe de maiz
Maltodextrina . 26,5 %

Vitaminas y Minerales:

Una porcion de 8 oz fluidas (238 mL) de ENSURE LIGHT proporciona
por lo menos 25% de los RDIs (Requerimiento minimos diarios) de las

vitaminas y minerales esenciales.

Cafeina: El producto con sabor a chocolate contiene 2,1 mg de cafeina/8
oz fluidas (238 mL)( 0.0089 mg/ml.)

E. ENSURE PLUS®

Uso: El ENSURE PLUS es un alimento liquido rico en calorias, y con
bajo contenido de residuos util cuando se necesite un aporte nacional de
calorias y nutrientes, pero a la vez una concentracion normal de proteina.
Se encuentra disefiado fundamental como suplemento nutricional oral que
puede utilizarse con o entre las comidas o, en cantidades apropiadas
como sustituto de los alimentos. E1 ENSURE PLUS es un producto que
no contiene lactosa y libre de gluten. Aunque fundamentalmente es un
suplemento nutricional oral, este volumen puede suministrarse a través de

una alimentacién por tubo.

Condiciones de los Pacientes:

- Para pacientes que necesiten aportes adicionales de calorias y
nutrientes, pero a la vez una concentraciéon normal de proteina, en un
volumen limitado.

- Para pacientes que necesiten subir de peso, o para mantener su peso

corporal normal




Ead

Caracteristicas:
- Producto delicioso, de sabor cremoso.

- Excelente fuente de vitaminas y minerales sociales

Ingredientes:
Producto con Sabor a Vainilla: -D Agua, Jarabe de Maiz, Maltodextrina
(Maiz), Aceite de Maiz, Caseinatos de Sodio y Calcio, Aztcar
(Sacarosa), Aislado de proteina de soya, Cloruro de Magnesio, Citrato de
Potasio, Fosfato Tribasico de Calcio, Lecitina de Soya, Sabores Naturales
y Artificiales, Citrato de sodio, Cloruro de Potasio, Cloruro de Colina,
Acido Ascérbico, Carragaen, Sulfato de Zinc, Sulfato ferroso, Acetato de
Alfa-Tocoferil, Niacinamida, Pantotenato de Calcio, Sulfato de
Manganeso, Sulfato Cuprico, Clorhidrato del Cloruro de Tiamina,
Clorhidrato de Piridoxina, Riboflavina, Vitamina A Palmitato, Acido
Folico, Biotina, Cloruro de Cromo, Molibdato de Sodio, Yoduro de

Potasio, Selenito de sodio, Filoquinona, Cianocobalamina y Vitamina D3.

Proteina:
La fuente de proteina es una mezcla de dos proteinas de alto valor

biolégico: caseina y soya.

Caseinatos de sodio y calcio 84%
Aislado de proteina de soya 16%
Grasa:

La Fuente de grasa es Aceite de Maiz.
Aceite de Maiz 100%

Carbohidratos: |
ENSURE PLUS contiene una combinacién de maltodexirina y sacarosa.
El poder edulcorante moderado y su variedad de sabores (vainilla,

chocolate, frambuesa, café, mantequilla de nuez, y ponche de leche y
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huevo), mas VARI-FLAVORS® Sabor Pacs, a nuez, cereza, frambuesa,

limén, y naranja, ayudan a prevenir el cansancio por los mismos sabores

y ayuda en el cumplimiento por parte del paciente de los tratamientos.

Productos con sabor a vainilla, frambuesa, mantequilla de nuez y café

Jarabe de Maiz 39%
Maltodextrina 38%
Sacarosa 23%

Productos con sabores de chocolate y ponche de leche y huevo:

Jarabe de Maiz 36%
Maltodextrina 34%
Sacarosa 30%

Vitaminas y Minerales:
Una porciéon de 8 oz fluidas (238 mL) de ENSURE LIGHT proporciona
por lo menos 15% de los RDIs (Requerimiento minimos diarios) de las

25 vitaminas y minerales esenciales.

Cafeina:
Los productos con sabor a chocolate contienen 3,1 mg Cafeina/8 oz fl. El

sabor de café contiene algunas trazas mas de cafeina.

F. ENSURE: PLUS® HN

Uso: El ENSURE PLUS HN es un alimento liquido nutricionalmente
completo con alto contenido de calorias y alto contenido de nitrégeno
disefiado para personas con altos requerimientos de calorias y proteinas o
que tengan una limitada tolerancia al volumen. Puede ser utilizada para
suplementacién oral o para una administracién oral total por tubo. El
ENSURE PLUS HN es un producto libre de lactosa y de gluten.

Condiciones de los Pacientes:




- Para pacientes con necesidades incrementadas de calorias y proteinas,
tales como en casos de cirugia o lesiones
- Para pacientes con una limitada tolerancia al wvolumen y que

experimenten una temprana saciedad

Caracteristicas:
- Util como suplemento o como sustituto nutricional total
- Para uso oral o para alimentacién por tubo
-~ 1,5 cal/mL,
- Alto contenido de nitrégeno

- Producto con alta densidad caldrica

Ingredientes:

Producto con sabor a vainilla:-D Agua, Maltodextrina (Maiz), Caseinatos
de Sodio y Calcio, Aceite de Maiz, Azicar (Sacarosa), Aislado de
Proteina de Soya, Cloruro de Magnesio, Citrato de Potasio, Fosfato
Tribasico de Calcio, Lecitina de Soya, Sabor Natural y Artificial, Citrato
de sodio, Cloruro de colina, Acido Ascdrbico, Taurina, L-Carnitina,
Sulfato de Zinc, Sulfato Ferroso, Acetato de Alfa-Tocoferil, Niacinamida,
Carragaen, Pantotenato de Calcio, Sulfato de Manganeso, Sulfato
Cuprico, Clorhidrato del Cloruro de Tiamina, Clorhidrato de Piridoxina,
Riboflavina, Vitamina A Palmitato, Acido Fdlico, Biotina, Cloruro de
Cromo, Molibdato de Sodio, Yoduro de Potasio, Selenito de sodio,
Filoquinona, Cianocobalamina y Vitamina D3.

G. ENSURE® POWDER:

Uso: ENSURE POWDER (ENSURE en Polvo)(para reconstituir con agua)
es un alimento liquido con bajo contenido de residuos disefiado
fundamentalmente como suplemento nutricional oral de uso con o entre
comidas. ENSURE POWDER no contiene lactosa ni gluten, y es
apropiado para uso en dietas modificadas, incluyendo dietas bajas en

colesterol.
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Condiciones de los Pacientes:

- Para pacientes que siguen dietas modificadas

- Para pacientes de edad avanzada con riesgo de desnutricién
- Para pacientes que se recuperan de enfermedades/cirugias

- Para pacientes que necesitan una dieta baja en residuos

Caracteristicas:

- Conveniente, facil de mezclar

- Bajo en grasas saturadas

- Contiene 9 g de grasa total y < 5 mg de colesterol por porcién
- Alto contenido de vitaminas y minerales

- Para dietas bajas en colesterol

- Libres de lactosa, y de facil digestion

Ingredientes: -D Jarabe de Maiz, Maltodextrina (Maiz), Azicar
(Sacarosa) , Aceite de Maiz, Caseinatos de Sodio y Calcio, Aislado de
proteina de soya, Sabor Artificial, Citrato de Potasio, Cloruro Magnesio,
Citrato de Sodio, Fosfato Tribasico de Calcio, Cloruro de Potasio,
Lecitina de Soya. Acido Ascorbico, Cloruro de Colina, Sulfato de Zinc,
Sulfato Ferroso, Acetato de Alfa-Tocoferil, Niacinamida, Pantotenato de
Calcio, Sulfato de Manganeso, Clorhidrato del Cloruro de Tiamina,
Sulfato Caprico, Clorhidrato de Piridoxina, Riboflavina, Vitamina A
Palmitato, Acido Félico, Biotina, Molibdato de Sodio, Cloruro de Cromo,
Yoduro de Potasio, Selenato de Sodid, Filoquinona, Vitamina D3 y

Cianocobalamina.

Proteina:
La fuente de proteina es una mezcla de dos proteinas de alto valor

bioldgico: caseina y soya.

Caseinatos de sodio y calcio 84%
Aislado de proteina de soya 16%
Grasa:
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La fuente de grasa es aceite de maiz.
Aceite de Maiz

Carbohidratos:
ENSURE POWDER contiene una combinacion de jarabe de maiz,

maltodextrina, y sacarosa. El poder edulcorante moderado mas VARI-

FLAVORS® Sabor Pacs, a nuez, cereza, frambuesa, limén, y naranja,

ayudan a prevenir el cansancio por los mismos sabores y ayuda en el

cumplimiento por parte del paciente de los tratamientos.

El producto con sabor a vainilla contiene:

Jarabe de Maiz
Maltodextrina

Sacarosa

H. ENSURE® PUDDING

Uso: El ENSURE PUDDING (ENSURE en Pudin) es un suplemento con
un contenido denso de nutrientes que proporciona una nutriciéon
balanceada en una forma no liquida que se puede utilizar con o entre
comidas. Resulta apropiado para las dietas en donde se modifique la
consistencia de los alimentos (v.g., alimentos suaves, en puré, o
completamente liquidos) o para personas que tengan problemas con la
deglucién o con el tragado de los alimentos. ENSURE PUDDING no

contiene gluten.

Condiciones de los Pacientes;

- Para pacientes con dietas en donde se requiera la modificacion de la
consistencia de los alimentos (v.g., alimentos suaves, en puré, o
completamente liquidos).

Para pacientes con problemas de deglucién de alimentos
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Caracteristicas:

Producto rico y cremoso, de excelente sabor

Excelente fuente de vitaminas y minerales esenciales

No necesita refrigeracion

No contiene gluten

Perfil de Nutrientes por cada S oz (aprox. 150 mL): calorias 250, Proteina
10,9%, Grasa Total 34,9%, Carbohidratos 54,2%

Ingredientes: -D Leche descremada, Agua, Azicar (Sacarosa), Aceite de
Soya Parcialmente Hidrogenado, Almidén para Alimentacién Modificado,
Sulfato de Magnesio, Estearolil Lactilato de Sodio, Fosfato Dibéasico de
Sodio, Sabor Artificial, Acido Ascorbico, Sulfato de Zinc, Sulfato
Ferroso, Acetato de Alfa-Tocoferil, Cloruro de Colina, Niacinamida,
Sulfato de Manganeso, Pantotenato de Calcio, Amarillo # 5 FD&C,
Citrato de Potasio, Sulfato Caprico, Vitamina A Palmitato, Clorhidrato
del Cloruro de Tiamina, Clorhidrato de Piridoxina, Riboflavina, Amarillo
# 6 FD&C, Acido Folico, Biotina, Filoquinona, Vitamina D3 vy

Cianocobalamina.

Proteina:

La fuente de proteina es leche descremada.

Leche descremada 100%

Grasa:

La Fuente de grasa es aceite de soya hidrogenado.
Aceite de soya hidrogenado 100 %
Carbohidratos:

El ENSURE PUDDING contiene una combinacién de sacarosa y almidén

modificado para alimentaciéon. Su moderado poder edulcorante y la
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variedad de sus sabores (vainilla, chocolate mantequilla, y yuca),

ayudan a prevenir el cansancio por los mismos sabores y ayuda en el
cumplimiento por parte del paciente de los tratamientos. El producto

contiene 9,2 gramos de lactosa por porcion.

Producto con sabor a vainilla y otros sabores diferentes al chocolate:

Sacarosa 56 %
Lactosa 27 %
Almidén modificado para alimentacion 17 %

Sabor a chocolate:

Sacarosa 58 %
Lactosa 26%
Almidon modificado para alimentacién 16 %

I. ENSURE® WITH FIBER:

Uso: ENSURE WITH FIBER (ENSURE con Fibra) es un alimento
alimenticio nutricionalmente completo que contiene fibra, disefiado para
personas que puedan beneficiarse por el alto contenido de fibra y de
nutrientes en la dieta. ENSURE WITH FIBER es apropiado para personas
que no necesiten una dieta con bajo contenido de residuos. Puede
administrarse oralmente o a través de tubo, y puede usarse como
suplemento nutricional a una dieta normal o, en cantidades apropiadas
como sustituto de los alimentos. ENSURE WITH FIBER no contiene
lactosa ni gluten, y es apropiada para dietas modificadas, incluyendo

dietas con bajo colesterol.

Condiciones de los Pacientes:
- Para pacientes que puedan beneficiarse o con dietas con alto contenido

de fibra y nutrientes
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Caracteristicas:

- Novedosa féormula baja en grasa saturada, con alto contenido de

vitaminas y minerales
- Cada porcién contiene 6 g de grasa total y < 5 mg de colesterol

- Delicioso, sabor cremoso

- Excelente fuente de fibra

- Excelente fuente de vitaminas y minerales esenciales
- Para dietas bajas en colesterol

- No contiene lactosa ni gluten

Ingredientes:

Producto con sabor a vainilla: -D Agua; Maltodextrina (Maiz), Azucar
(Sacarosa), Caseinatos de Sodio y Calcio, Fibra de Avena, Aceite cartamo
con Alto Contenido de Oleico, Aceite de Canola, Aislado de proteina de |
soya, Aceite de Maiz, Fibra de Soya, Fosfato Tribasico de Calcio,
Cloruro de Magnesio, Citrato de Potasio, Gel de Celulosa, Lecitina de
Soya, Fosfato Dibasico de Potasio, Citrato de Sodio, Sabores Naturales y
Artificiales, Cloruro de Colina, Fosfato de Magnesio, Acido Ascorbico,
Goma de Celulosa, Cloruro de Potasio, Carragaen, Sulfato Ferroso,
Acetato de Alfa-Tocoferil, Sulfato de Zinc, Niacinamida, Sulfato de
Manganeso, Pantotenato de Calcio, Sulfato Cuaprico, Vitamina A
Palmitato, Clorhidrato del Cloruro de Tiamina, Clorhidrato de Piridoxina,
Riboflavina, Acido Félico, Cloruro de Cromo, Biotina, Molibdato de
Sodio, Yoduro de Potasio, Selenato de Sodio, Filoquinona, Vitamina D3

y Cianocobalamina.

Proteina:
La fuente de proteina es una mezcla de dos proteinas de alto valor
biolégico: caseina y soya.

Caseinatos de sodio y calcio 80 %

Aislado de proteina de soya 20 %

Grasa:




La Fuente de grasa es una mezcla de tres aceites: Cartamo con Alto

Contenido de Oleico, canola y maiz.

Cartamo con Alto Contenido de Oleico 40 %
Aceite de Canola 40 %
Aceite de Maiz 20%

El nivel de grasa en el ENSURE WITH FIBER satisface las
recomendaciones de la American Heart Association (AHA). Los 6
gramos de grasa presentes en ¢l ENSURE WITH FIBER representan el
22% de las calorias totales, en donde el 2,01% de la grasa provienen de
acidos grasos saturados y 6,7% de acidos grasos poliinsaturados. Estos
valores se encuentran dentro de los lineamientos de la AHA: < 30% de
calorias totales provenientes de la grasa, < 10% de las calorias totales
provenientes de acidos grasos saturados, y < 10% de las calorias totales

provenientes de dcidos grasos poliinsaturados.

Carbohidratos:

ENSURE WITH FIBER contiene una combinaciéon de maltodextrina y
sacarosa. Su moderado poder edulcorante y la variedad de sus sabores
(vainilla, chocolate, mantequilla de nuez), mas VARI-FLAVORS® Flavor
Pacs, a nuez, cereza, frambuesa, limén, y naranja, ayudan a prevenir el
cansancio por los mismos sabores y ayuda e¢n el cumplimiento por parte

del paciente de los tratamientos.

El producto con sabor a vainilla y otro sabores distintos a chocolate

contiene:

Maltodextrina
Sacarosa
Fibra de Avena

Fibra de Soya
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Producto con sabor a chocolate contiene:

Maltodextrina 55 %
Sacarosa 36 %
Fibra de Avena 7%
Fibra de Soya 2%
Fibra:

La mezcla de fibras usadas en ENSURE WITH FIBER esta conformada
por fibra de avena y polisacirido de soya. Esta mezcla produce aprox. 4
gramos de la fibra de dieta total por cada 8 oz fluidas (238 mL). La

proporcién entre fibras insolubles vs. solubles es 95:5.

Los diferentes suplementos nutricionales descritos anteriormente y
aquellos que sean conocidos por los expertos en este campo de la
industria pueden sustituirse y/o suplementarse con los AGPIs producidos

en concordancia con la presente invencion.
] Oxepa™ - Producto Nutricional

Oxepa es un producto nutricional entérico bajo en carbohidratos, y con
alto contenido calérico disefiado para el manejo de la dieta de pacientes
con o en riesgo de sufrir ARDS. Contiene una exclusiva combinacién de
ingredientes, entre los que se incluye una mezcla de aceites patentizada
que contiene acido eicosapentaenoico (AEP del aceite de pescado),
acido y-linolénico (AGL proveniente del aceite de borraja (no me

olvides)), y niveles elevados de antioxidantes.
Distribucion Caloérica:

La densidad calérica es alta, con un valor de 3,5 cal/mL (355 cal/ 8 oz
fluidas (238 mL)), con el fin de minimizar el volumen requerido con el
fin de satisfacer las necesidades de energia. La distribucion de calorias

del producto Oxepa se ilustran en la Tabla IV.
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Tabla IV. Distribucién Calérica del Oxepa

por 8 oz fl por litro % de cal.
calorias 355 1500 -ee
Grasa (g) 22,2 93,7 55,2
Carbohidratos (g) 25 105,5 28,1
Proteinas (g) 14,8 62,5 16,7
Agua (g) 186 785 -—-

Grasa;

Oxepa contiene 22,2 g de grasa por porcion de 8 oz f1 (93,7 g/L)

La fuente de grasa es una mezcla de aceites: 31,5% de aceite de
canola, 25 % de triglicéridos de cadena media (MCTs), 20% de aceite
de borraja, 20% de aceite de pescado, y 3,2% de lecitina de soya. El
perfil de acidos grasos tipico del producto Oxepa se ilustra en la Tabla
V.

Oxepa proporciona una cantidad balanceada de 4cidos grasos
poliinsaturados, monoinsaturados, y saturados, tal como se ilustra en
la Tabla VI.

Los triglicéridos de cadena mediana (MCTs) representan el 25% de la
mezcla de grasas . Ayudan al vaciado gastrico debido a que son
absorbidos por el tracto intestinal sin que se produzca su

emulsificacién por parte de los 4dcidos biliares.

Los diferentes componentes é4cidos grasos del producto nutricional

Oxepa™ pueden sustituirse y/o suplementarse utilizando los AGPIs

producidos en concordancia con la presente invencion.
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Tabla V. Perfil Tipico de Acidos Grasos

% de Acidos g/8 oz fl g/L
Grasos Totales

Caproico 0,2 0,04 0,18
Caprilico 14,69 3,1 13,07
Caprico 11,06 2,33 9,87
Palmitico 5,59 1,18 4,89
Palmitoleico 1,82 0,38 1,62
Estearico 1,94 0,39 1,64
Oleico 24,44 5,16 21,75
Linoleico 16,28 3,44 14,49
a-Linolénico 3,47 0,73 3,09
y-Linolénico 4,82 1,02 4,29
Eicosapentanoico 5,11 1,08 4,55
Docosapentaenoico 0,55 0,12 0,49

Otros 7,55 1,52 6,72

Los acidos grasos representan aprox. al 95 % de la grasa total.

Tabla V1. Perfil de Grasas del Oxepa.

% de total calorias de la Grasa 55,2

Acidos grasos poliinsaturados 31,44 g/L

Acidos grasos monoinsaturados 25,53 g/L

Acidos grasos saturados 32.38 g/L

Proporcién de n-6 vs n-3 1,75:1

Colesterol 9,49 mg/8 oz f1 6
40,1 mg/L

Carbohidratos:

- El contenido de carbohidratos e¢s de 25,0 g por porcién de 8 oz fl
(105,5 g/L)
- Las fuentes de carbohidrato son: 45% de maltodextrina (un

carbohidrato complejo) v 55% de sacarosa (un azacar simple), los
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cuales son facilmente digeribles y absorbidos.

- El alto contenido de grasa y el bajo contenido de carbohidrato del
producto Oxepa se disefio para minimizar la produccion de didxido de
carbono (CO;). Los altos niveles de CO, pueden complicar el
abandono del uso de dispositivos de ventilacién en ciertos pacientes.
Los bajos niveles de carbohidrato también pueden ser utiles en
aquellos pacientes que presenten hiperglicemia inducida por el estrés.

- El producto Oxepa no contiene lactosa

Los carbohidratos de la dieta, los aminoacidos provenientes de proteina,
y la porcion glicqrol de las grasas pueden convertirse en glucosa dentro
del organismo. A través de este proceso, se satisfacen las necesidades de
carbohidratos de los tejidos glucosa-dependientes (tales como los del
sistema nervioso central y las células sanguineas rojas). Sin embargo,
una dieta sin carbohidratos puede conducir a la cetosis, a un excesivo
catabolismo de la proteinas tisulares, y a una pérdida de fluidos y
electrolitos. Tales efectos pueden prevenirse mediante la ingestion diaria
de 50 — 100 g de carbohidratos digeribles, en caso de que la ingesta
calorica sea la adecuada. El nivel de carbohidratos presente en el
producto Oxepa también es suficiente para minimizar la gluconeogénesis,

siempre y cuando se satisfagan las necesidades energéticas.

Proteina:

- El producto Oxepa contiene 14,8 g de proteina por cada porcién de 8
oz fluidas (62,5 g/L)

- La proporcién entre calorias totales/nitrogeno (150:1) satisface la
necesidad de pacientes estresados

- El producto Oxepa suministra suficiente proteina para promover el
anabolismo y la masa corporal magra sin que se de lugar a la aparicién
de problemas respiratorios. Una alta ingesta de proteinas constituye
una preocupacion en pacientes con insuficiencia respiratoria. Si bien

la proteina posee un pequefio efecto sobre la produccion de CO,, una
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dieta con alto contenido de proteinas puede incrementar el impulso

ventilatorio.

- Las fuentes de proteinas del producto Oxepa son: 86,8 de caseinato de
sodio y 13,2% de caseinato de calcio

- - El perfil de aminoacidos del sistema proteico del producto Oxepa
supera el estandar sobre el consumo de proteinas de alta calidad

impuesto por la National Academy de Sciences.

* Oxepa no contiene gluten.
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REIVINDICACIONES

1. Una secuencia de nucledtidos aislada que corresponde & es

complementaria aprox. a por lo menos 50% la secuencia de nucledtidos

representada por la ID SEC NO:1 (Figura 12).

2. La secuencia de nucledtidos aislada acorde con la Reivindicacién 1, en

donde dicha secuencia se representa por la ID SEC NO:1.

3 . La secuencia de nucleotidos aislada acorde con las Reivindicaciones 1
6 2, en donde dicha secuencia codifica una desaturasa funcionalmente activa

la cual utiliza un 4acido graso poliinsaturado como substrato.

4. La secuencia de nucleétidos aislada acorde con la Reivindicacién 1, en

donde dicha secuencia se obtiene a partir de un mamifero.

5 . La secuencia de nucledétidos aislada acorde con la Reivindicacién 4, en

donde dicha secuencia se obtiene de un humano.

6. Una proteina purificada codificada por dicha secuencia de nucleotidos

acorde con las Reivindicaciones 1 6 2.

7. Un polipéptido purificado el cual desatura 4cidos grasos
poliinsaturados en el carbono 5 y tiene aprox. por lo menos 50% de
similaridad en cuanto a aminoadcidos respecto de la secuencia de
aminoacidos de dicha proteina purificada codificada acorde con la

Reivindicacién 6.

8. Un método de produccion de una AS-desaturasa humana que

comprende los pasos de:
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a) aislamiento de dicha secuencia de nucleo6tidos representada por

laID SEC NO:1 (Figura 12);

b) construccion de un vector que comprende: i) dicha secuencia de

nucleotidos aislada operablemente ligado a ii) un promotor;

c) introduccidén de dicho vector dentro de una célula huésped bajo
las condiciones y durante un tiempo suficientes para la expresion

de dicha enzima AS5-desaturasa humana.

9. El método de la Reivindicacion 8, en donde dicha célula huésped es

una célula eucaridtica 6 una célula procarioética.

10 El método de la Reivindicacion 9, en donde dicha célula procaridtica

se seleciona del grupo conformado por E. Coli, Cianobacterias, y B. subtilis.

1 ]. . El método de la Reivindicacidon 9, en donde dicha célula eucaridtica se
seleciona del grupo conformado por una célula de mamifero, una célula de

insecto, una célula de planta y una célula micodtica.

12 El método de la Reivindicacion 11, en donde dicha célula micdtica es

una célula de levadura.

13 . El método de la Reivindicacién 12, en donde dicha célula de levadura

se seleciona del grupo conformado por Saccharomyces cerevisiae,

Saccharomvces carlsbergensis, Candida spp., Lipomyces starkey, Yarrowia

lipolytica, Kluyveromyces spp., Hansenula spp., Trichoderma spp. y Pichia

SpD..

14 El método de la Reivindicacién 13, en donde dicha célula de levadura

es de Saccharomyces cerevisiae.




15 Un vector que comprende a) una secuencia de nucledtidos como la

representada por la ID SEC NO:1 (Figura 12) operablemente ligado a b) un

promotor.

16 Una célula huésped que comprende dicho vector de la Reivindicacidén

15.

17 La célula huésped acorde con la Reivindicacion 16, en donde dicha

célula huésped es una célula eucariotica 6 una célula procariotica.

18 La célula huésped acorde con la Reivindicaciéon 17, en donde dicha
célula procaridtica se seleciona del grupo conformado por E. Coli,

Cianobacterias, y B. subtilis.

19 La célula huésped acorde con la Reivindicaciéon 17, en donde dicha
célula eucaridtica se seleciona del grupo conformado por una célula de

mamifero, una célula de insecto, una célula de planta y una célula micdética.

20 La célula huésped acorde con la Reivindicacion 19, en donde dicha

célula micética es una célula de levadura.

21 La célula huésped acorde con la Reivindicacion 20, en donde dicha

c€lula de levadura se seleciona del grupo conformado por Saccharomyces

cerevisiae, Saccharomyces carlsbergensis, Candida spp., Lipomyces starkey,

Yarrowia lipolytica, Kluyveromyces spp., Hansenula spp., Trichoderma spp.

0 Pichia spp..

22 La célula huésped acorde con la Reivindicaciéon 21, en donde dicha

célula de levadura es de Saccharomyces cerevisiae,

23. Una célula de planta’¢ un tejido de planta que comprende dicho vector

acorde con la Reivindicacion 15, en donde la expresion de dicha secuencia
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de nucleotidos de dicho vector da como resultado la produccién de un 4cido

graso poliinsaturado por parte de dicha célula de planta o tejido de planta.

24 La célula de planta &6 tejido de planta de la Reivindicacién 23, en
donde dicho acido graso poliinsaturado es 4cido araquiddénico (AA) 6 acido

eicosapentaenoico (AEP).

25 Uno 6 mas aceites 6 acidos de plantas expresados por dicha célula de

planta, dicha planta o dicho tejido de planta de la Reivindicacion 23.

26 Una planta transgénica que comprende dicho vector acorde con la

Reivindicacion 15, en donde la expresion de dicha secuencia de nucledtidos
de dicho vector da como resultado la producciéon de un acido graso

poliinsaturado en las semillas de dicha planta transgénica.

27 Una célula de mamifero que comprende dicho vector acorde con la
Reivindicaciéon 15, en donde la expresidon de dicha secuencia de nucledtidos
de dicho vector da como resultado la producciéon de niveles modificados de
AA 6 de AEP cuando dicha célula se hace crecer en un medio de cultivo que
comprenda un 4acido graso seleccionado del grupo conformado por un acido

graso esencial, AL (4cido linoleico) y AAL (4cido a-linolénico).

28 Un fluido producido por un mamifero transgénico no humano cuyo
genoma comprende- una secuencia de ADN que se representa por la ID SEC
NO: 1 (Figura 12) que codifica una AS-desaturasa humana operablemente
ligada a un promotor, en donde dicho fluido comprende un nivel detectable

de por lo menos una AS-desaturasa humana.

29 Un método para la produccién de un acido graso poliinsaturado que

comprende los pasos de:

a) aislamiento de dicha secuencia de nucleétidos representada por

la ID SEC NO:1 (Figura 12);




b) construccion de un vector que comprende dicha secuencia de

nucledétidos aislada;

c) introduccién de dicho vector dentro de una célula huésped bajo
las condiciones y durante un tiempo suficientes para la expresion

de dicha enzima AS5-desaturasa humana; y

d) exposicion de dicha enzima AS-desaturasa humana expresada a
un substrato acido graso poliinsaturado con el fin de convertir

dicho substrato en un producto acido graso poliinsaturado.

30 El método acorde con la Reivindicacién 29, en donde dicho substrato
acido graso poliinsaturado es el ADGL ¢ el 4cido 20:4n-3 y dicho producto

acido graso poliinsaturado es AA & AEP, respectivamente.

31 El método acorde con la Reivindicacién 29, el cual comprende
adicionalmente el paso de exposiciéon de dicho producto acido graso

poliinsaturado a una elongasa con el fin de convertir dicho producto acido

graso poliinsaturado en un segundo 4dcido graso poliinsaturado.

32 El método acorde con la Reivindicacién 31, en dicho producto acido
graso poliinsaturado es AA ¢ AEP y dicho segundo 4&cido graso
poliinsaturado es el 4acido adrénico ¢ el é4cido (n-3)-docosapentaenoico,

respectivamente.

33 . El método acorde con la Reivindicacidén 31, el cual comprende el paso
adicional de exposicion de dicho segundo acido graso poliinsaturado a una
desaturasa adicional con el fin de convertir dicho segundo 4cido graso

poliinsaturado a un acido graso poliinsaturado final.

34 El método acorde con la Reivindicacién 33, en dicho é4cido graso
poliinsaturado final es el 4cido (n-6)-docosapentaenoico &6 el acido

docosahexaenoico (ADH).

-83-



35 Una composicidén nutricional que comprende por lo menos un 4cido
graso poliinsaturado seleccionado del grupo conformado por dicho producto
dcido graso poliinsaturado obtenido de acuerdo con el método de la
Reivindicacion 29, dicho segundo dcido graso poliinsaturado producido de
acuerdo con el método de la Reivindicaciéon 31, y dicho acido graso
poliinsaturado final producido de acuerdo con el método de la

Reivindicacidon 33.

36 La composicién nutricional de la Reivindicacién 35, en donde dicho

producto acido graso poliinsaturado es AA ¢ AEP.

37. La composicién nutricional de la Reivindicacién 35, en donde dicho
segundo 4cido graso poliinsaturado es el dcido adrénico 6 el acido (n-3)-

docosapentaenoico.

38 La composicién nutricional de la Reivindicacion 35, en donde dicho

acido graso poliinsaturado final es el DHA.

39 La composicién nutricional de la Reivindicacion 35, en donde dicha
composicién nutricional se seleciona del grupo conformado por una férmula

para infantes, un suplemento de la dieta, y un substituto de la dieta.

40. La composicion nutricional de la Reivindicacién 39, en donde dicha

composicion nutricional se administra a un humano o a un animal.

41 . La composicién nutricional de la Reivindicacion 40, en donde dicha

composicion nutricional se administra por via entérica 6 por via parenteral.

42 La composiciéon nutricional de la Reivindicacion 39, en donde dicha
composicién nutricional comprende adicionalmente por lo menos un
macronutriente seleccionado del grupo conformado por aceite de coco, aceite
de coco, aceite de soya, aceite de canola, monoglicéridos, diglicéridos,
glucosa, lactosa comestible, suero electrodializado, leche descremada
electrodializada, suero de léche, proteina de soya, e hidrolizados de

proteinas.
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43 La composicion nutricional de la Reivindicacién 42, en donde dicha
composicién nutricional comprende adicionalmente por lo menos una
vitamina seleccionada del grupo conformado por Vitaminas A, C, D, E, y
complejo B y por lo menos un mineral seleccionado del grupo conformado
calcio, magnesio, zinc, manganeso, sodio, potasio, fosforo, cobre, cloruro,

yodo, selenio y hierro.

44 Una composicién farmacéutica que comprende 1) por lo menos un
acido graso poliinsaturado seleccionado del grupo conformado por dicho
producto 4cido graso poliinsaturado obtenido de acuerdo con ¢l método de la
Rei?indicacién 29, dicho segundo é4cido graso poliinsaturado producido de
acuerdo con el método de la Reivindicacién 31, y dicho é4cido graso
poliinsaturado final producido de acuerdo con el método de Ila

Reivindicacién 33 y 2) un vehiculo portador farmacéuticamente aceptable.

45 La composicién farmacéutica acorde con la Reivindicacion 44, en
donde dicha composicién farmacéutica se administra a un humano é a un

animal.

46 La composicion farmacéutica acorde con la Reivindicacidén 44, en
donde dicha composicién farmacéutica comprende ademdas un elemento
seleccionado del grupo conformado por una vitamina, un mineral, un
carbohidrato, un aminoacido, un dacido graso libre, un fosfolipido, un

antioxidante, y un compuesto fenolico.

47 Un alimento para animales que comprende por lo menos un &4cido
graso poliinsaturado seleccionado del grupo conformado por dicho producto
acido graso poliinsaturado obtenido de acuerdo con el método de la
Reivindicacién 29, dicho segundo acido graso poliinsaturado producido de
acuerdo con el método de la Reivindicacién 31, y dicho &4cido graso
poliinsaturado final producido de acuerdo con el método de la

Reivindicacion 33.

48 El alimento para animales acorde con la Reivindicacion 47, en donde

dicho producto acido graso poliinsaturado es el AA 6 el AEP.
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49 El alimento para animales acorde con la Reivindicacion 47, en donde

segundo 4cido graso poliinsaturado es el dcido adrénico 6 el acido (n-3)-

docosapentaenoico.

50. EI alimento para animales acorde con la Reivindicacion 47, en donde

acido graso poliinsaturado final es el (n-6)-docosapentaenoico 6 el 4cido

ADH.

51 Un cosmético que comprende un 4cido graso poliinsatu‘rado
seleccionado del grupo conformado por dicho producto acido graso
poliinsaturado obtenido de acuerdo con el método de la Reivindicacion 29,
dicho segundo 4cido graso poliinsaturado producido de acuerdo con el
método de la Reivindicacidén 31, y dicho é&cido graso poliinsaturado final

producido de acuerdo con el método de la Reivindicacion 33.
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Figura 1

Secciones de la Desaturasa ID del Clon con base en - Convenciones
la Base de Datos Incyte LifeSea.

151-300 delta 5 3808675 _ desaturasa de acidos grasos
301-446 delta 5 354535 delta 6 .
151-300 delta 6 3448789 delta 6
151-300 delta 6 1362863 delta 6
151 -300 delta 6 2394760 delta 6
301-457 delta 6 3350263 ] delta 6




Figura 2

Contig 2692004 Editado

GCACGCCGACCGGCGCCGGGAGATCCTGGCAAAGTATCCAGAGATAAAGTCCTTGATGAAACCTGATCCCAATTTGATATGGATTATAATTA
TGATGGTTCTCACCCAGTTGGGTGCATTTTACATAGTAAAAGACTTGGACTGGAAATGGGTCATATTTGGGGCCTATGCGTTTGGCAGTTGC
ATTAACCACTCAATGACTCTGGCTATTCATGAGATTGCCCACAATGCTGCCTTTGGCAACTGCAAAGCAATGTGGAATCGCTGGTTTGGAAT
GTTTGCTAATCTTCCTATTGGGATTCCATATTCAATTTCCTTTAAGAGGTATCACATGGATCATCATCGGTACCTTGGAGCTGATGGCGTCG
ATGTAGATATTCCTACCGATTTTGAGGGCTGGTTCTTCTGTACCGCTTTCAGAAAGTTTATATGGGTTATTCTTCAGCCTCTCTTTTATGCC
TTTCGACCTCTGTTCATCAACCCCAAACCAATTACGTATCTGGAAGTTATCAATACCGTGGCACAGGTCACTTTTGACATTTTAATTTATTA
CTTTTTGGGAATTAAATCCTTAGTCTACATGTTGGCAGCATCTTTACTTGGCCTGGGTTTGCACCCAATTTCTGGACATTTTATAGCTGAGC
ATTACATGTTCTTAAAGGGTCATGAAACTTACTCATATTATGGGCCTCTGAATTTACTTACCTTCAATGTGGGTTATCATAATGAACATCAT
GATTTCCCCAACATTCCTGGAAAAAGTCTTCCACTGGTGAGGAAAATAGCAGCTGAATACTATGACAACCTCCCTCACTACAATTCCTGGAT
AAAAGTACTGTATGATTTTGTGATGGATGATACAATAAGTCCCTACTCAAGAATGAAGAGGCACCAAAAAGGAGAGATGGTGCTGGAGTAAA
TATCATTAGTGCCAAAGGGATTCTTCTCCAAAACTTTAGATGATAAAATGGAATTTTTGCATTATTAAACTTGAGACCAGTGATGCTCAGAA
GCTCCCCTGGCACAATTTCAGAGTAAGAGCTCGGTGATACCAAGAAGTGAATCTGGCTTTTAAACAGTCAGCCTGACTCTGTACTGCTCAGT
TTCACTCACAGGAAACTTGTGACTTGTGTATTATCGTCATTGAGGATGTTTCACTCATGTCTGTCATTTTATAAGCATATCATTTAAAAAGC
TTCIAAAAAGCTATTTCGCCAGG




Figura 3

Contig 2153526 Editado

TTACCTTCTACGTCCGCTTCTTCCTCACTTATGTGCCACTATTGGGGCTGAAAGCTTCCTGGGCCTTTTCTTCATAGTCAGGTTCCTCGAAA
GCAACTGGTTTGTGTGGGTGACACAGATGAACCATATTCCCATGCACATTGATCATGACCGGAACATGGACTGGGTTTCCACCCAGCTCCAG
GCCACATGCAATGTCCACAAGTCTGCCTTCAATGACTGGTTCAGTGGACACCTCAACTTCCAGATTGAGCACCATCTTTTTCCCACGATGCC
TCUACACAATTACCACAAAGTGGCTCCCCTGGTGCAGTCCTTGTGTGCCAAGCATGGCATAGAGTACCAGTCCAAGCCCCTGCTGTCAGCCT
TCGCCGACATCATCCACTCACTAAAGGAGTCAGGGCAGCTCTGGCTAGATGCCTATCTTCACCAATAACAACAGCCACCCTGCCCAGTCTGG
AAGAAGAGGAGGAAGACTCTGGAGCCAAGGCAGAGGGGAGCTTGAGGGACAATGCCACTATAGTTTAATACTCAGAGGGGGTTGGGTTTGGG
GACATAAAGCCTCTGACTCAAACTCCTCCCTTTTATCTTCTAGCCACAGTTCTAAGACCCAAAGTGGGGGGTGGACACAGAAGTCCCTAGGA
GGGAAGGAGCT




Figura 4

Contig 3506132 Editado:

GTCTTTTACTTTGGCAATGGCTGGATTCCTACCCT
TTATGGCCACCTGTCTGTCTACAGAAAACCCAAGT
GGTGGAATCATCGCCACTTCCAGCACCACGCCAAG
GAATGGCAGCCCATCGAGTACGGCAAGA

CATCACGGCCTTTGTCCTTGCTACCTCTCAG
GGAACCACCTTGTCCACAAATTCGTCATTGG

GCCCAAGCTGGATGGCTGCAACATGA
CCACTTAAAGGGTGCCTCTGCCAACT

12




Figura S

Contig 3854933 Editado

CAGGGACCTACCCCGCGCTACTTCACCTGGGACGAGGTGGCCCAGCGCTCAGGGTGCGAGGAGCGGTGGCTAGTGATCGACCGTAAGGTGTA
CAACATCAGCGAGTTCACCCGCCGGCATCCAGGGGGCTCCCGGGTCATCAGCCACTACGCCGGGCAGGATGCCACGGATCCCTTTGTGGCCT
TCCACATCAACAAGGGCCTTGTGAAGAAGTATATGAACTCTCTCCTGATTGGAGAACTGTCTCCAGAGCAGCCCAGCTTTGAGCCCACCAAG
AATAAAGAGCTGACAGATGAGTTCCGGGAGCTGCGGGCCACAGTGGAGCGGATGGGGCTCATGAAGGCCAACCATGTCTTCTTCCTGCTGTA
CCTGCTGCACATCTTGCTGCTGGATGGTGCAGCCTGGCTCACCCTTTGGGTCTTTGGGACGTCCTTTTTGCCCTTCCTCCTCTGTGCGGTGC
TGCTCAGTGCAGTTCAGGCCCAGGCTGGCTGGCTGCAGCATGACTTTGGGCACCTGTCGGTCTTCAGCACCTCAAAGTGGAACCATCTGCTA
CATCATTTTGTGATTGGCCACCTGAAGGGGGCCCCCGCCAGTTGGTGGAACCACATGCACTTCCAGCACCATGCCAAGCCCAACTGCTTCCG
CAAAGACCCAGACATCAACATGCATCCCTTCTTCTTTGCCTTGGGGAAGATCCTCTCTGTGGAGCTTGGGAAACAGAAGAAAAAATATATGC
CGTACAACCACCAGCACARATACTTCTTCCTAATTGGGCCCCCAGCCTTGCTGCCTCTCTACTTCCAGTGGTATATTTTCTATTTTGTTATC
CAGCGAAAGAAGTGGGTGGACTTGGCCTGGATCAGCAAACAGGAATACGATGAAGCCGGGCTTCCATTGTCCACCGCAAATGCTTCTAAA




Figura 6

Contig 2511785 Editado

GCCACTTAAAGGGTGCCTCTGCCAACTGGTGGAATCATCGCCACTTCCAGCACCACGCCAAGCCTAACATCTTCCACAAGGATCCCGATGTG
AAVATUFTHPACGTCTTTHTTCTHGHCGAATGGCAUCCFATCGAGTACGCCAAUAAGAAGCTGAAATACCTUCCCTACAATCACCAUCACGA
ATACTTCTTCCTGATTGGGCCGCCGCTGCTCATCCCCATGTATTTCCAGTACCAGATCATCATGACCATGATCGTCCATAAGAACTGGGTGG
ACCTUGCCTGGGCCGTCAGCTACTACATCCGGTTCTTCATCACCTACATCCCTTTCTACGGCATCCTGGGAGCCCTCCTTTTCCTCAACTTC
ATCAGGTTCCTGGAGAGCCACTGGTTTGTGTGGGTCACACAGATGAATCACATCGTCATGGAGATTGACCAGGAGGCCTACCGTGACTGGTT
CAGTAGCCAGCTGACAGCCACCTGCAACGTGGAGCAGTCCTTCTTCAACGACTGGTTCAGTGGACACCTTAACTTCCAGATTGAGCACCACC
TCTTCCCCACCATGCCCCGGCACAACTTACACAAGATCGCCCCGCTGGTGAAGTCTCTATGTGCCAAGCATGGCATTGAATACCAGGAGAAG
CCGCTACTGAGGGCCCTGCTGGACATCATCAGGTCCCTGAAGAAGTCTGGGAAGCTGTGGCTGGACGCCTACCTTCACAAATGAAGCCACAG
CCCCCGGGACACCGTGGGGAAGGGGTGCAGGTGGGGTGATGGCCAGAGGAATGATGGGCTTTTGTTCTGAGGGGTGTCCGAGAGGCTGGTGT
ATGCACTGCTCACGGACCCCATGTTGGATCTTTCTCCCTTTCTCCTCTCCTTTTTCTCTTCACATCTCCCCCATAGCACCCTGCCCTCATGG
:GACCTGCCCTCCCTCAGCCGTCAGCCATCAGCCATGGCCCTCCCAGTGCCTCCTAGCCCCTTCTTCCAAGGAGCAGAGAGGTGGCCACCGGG
GGTGGCTCTGTCCTACCTCCACTCTCTGCCCCTAAAGATGGGAGGAGACCAGCGGTCCATGGGTCTGGCCTGTGAGTCTCCCCTTGCAGCCT
CGTVACTAGGCATCACCCCCGCTTTGGTTCTTCAGATGCTCTTGGGGTTCATAGGGGCAGGTCCTAGTCGGGCAGGGCCCCTGACCCTCCCG
GCCTGCCTTCACTCTCCCTGACGGCTGCCATTGGTCCACCCTTTCATAGAGAGGCCTGCTTTGTTACAAAGCTCGGGTCTCCCTCCTGCAGC
TCGGTTAAGTACCCGAGGCCTCTCTTAAGATGTCCAGGGCCCCAGGCCCGCGGGCACAGCCAGCCCAAACCTTGGGCCCTGGAAGAGTCCTC
CACCCCATCACTAGAGTGCTCTGACCCTGGGCTTTCACGGGCCCCATTCCACCGCCTCCCCAACTTGAGCCTGTGACCTTGGGACCAAAGGG
GGAGTCCCTCGTCTCTTGTGACTCAGCAGAGGCAGTGGCCACGTTCAGGGAGGGGCCGGCTGGCCTGGAGGCTCAGCCCACCCTCCAGCTTT
TCCTCAGGGTGTCCTGAGGTCCAAGATTCTGGAGCAATCTGACCCTTCTCCAAAGGCTCTGTTATCAGCTGGGCAGTGCCAGCCAATCCCTG
GCCATTTGGCCCCAGGGGACGTGGGCCCTG




rigura 7

Contig 2535

GTCITITACTT lGGCAATGGCTGGA'ITCC’I'ACCC’I'CATCACGGCC'I'I'I'GTCCl [GCTACCTCICAGGCCCAAGCTIGGATGGC

IQICA/\CATGAT’I‘ATGGCCACCTGTCTGTC’I'ACAGAAA ACCCAAGTGGAACCACCTFGTCCACA/\ATTCGTCATFGGCCACT
'_ll\_/_\_/_\_(IGGTGCC'I‘CTGCC/\AC'I'GGTGG/\ATCA'I'C(ICCACTTCCAGC/\('C.'/\CGCCAAGCC'I'AACATC']'I‘CCACA/\(.i(j/\'l'('CC
GATC i'I'UA/\CATGC'I'GCACG'l'G'I”['I‘G'I'I‘C’l’GGGCGAATGGCAGCCCA'I'CGAGTACGGCAAGAAGAAGC’I'GAAA'I‘ACC’I’GCC
CTACAATCACCAGCACGAATACTTCTTCCT GATTGGGCCGCCGCTGCT CATCCCCATGTATTTCCAGTAC CAGATCATCATG
/\C(.‘/\TG/\TCGTCCATAAGAACTGGGTGGACC’FGGCCTGGGCCGTCAGCFACI‘ACATCCGGTTC'I'TCATCACC’I'AC/\'['CCC'I'
'l”l’('l'ACGGCATCCTGGGAGCCCI‘CCT'I"I"I‘CCTCAAC’ITCATCAGGTTCCTGGAGAGCCACTGGTTTGTGTGGGTCACACAG
A']'(j/\/\TCACATCGTCATGGAG/\TTGACCAGGAGGCCTACCGTGACTGGTTCAGTAGCCAGC’I‘GACAGCCACCFGC/\ACGT
G(i/\(i(’/\GTCCTTC'['I’CAACGACTGGTTCAGTGGACACCTTAACTTCCAGATTGAGCACCACC’I'CITCCCCACC/\TGC('('C‘(i
UC‘/\('/\/\CI'TACACAAGATCGCCCCGCTGGTGAAG’I‘C'['CI?A'FGTGCCf\AGCA’FGGCA’ITGAA'l'ACCAGGAGAAGCCU(’."I'/\C‘
'FG./\GGGCCCI‘GCTGGACATCATCAGGTCCCTGAAGAAGTCTGGGAAGCTGTGGCTGGACGCCTACCT'I‘CACAAATGA/\GC
Cz_\('/\CRCCCCCGGGACACCGTGGGGAAGGGGTGCAGGTGGGGTGATGGCCAGAGGAATGATGGGC’FFTTG'FFC"I'(i/\GGG
('}'l'(i'I'('(.'G/\GAGGC’l‘GGT(iTATGCAC’I'GCI‘CAC.(JGACCCCATGTTGGA'I"(T'I"I'I‘CTCCC'I'I'I'C."I‘C'C'F(T'l'(‘(."l'l'l'l'l'("l'( TTCAC
ANTCTC '(»'(T(.'(.‘ATAGCAC?CC’I‘GCCCTCATGGGACC."!'(1CCCTCCCTCAGCCGTCAGCCATCAGCCATGGCCCTCCC/\G'I'(.E(TC'I'C
('l'/\(i(“(’(’f("ITC'ITCCA/\GGAGCAGAGAGGTGG(“(“ACCGGGGGTGG("l‘CTGTC‘C’TACCTC(“/\("]'CT("I‘('}(‘CC("I‘/\/\/\('i/\T(?
GGAGGAGACCAGCGGTCCATGGGTCTGGCUTC ITGAGTCTCCCCTTGCAGCCTGGTCACTAGGCATCAC Ceeeaerrraar
TC "I"l'(.'/-\GATGC’I'CI'I‘GGGGTTCATAGGGGCAGGTCC’FAGTCGGGCAGGGCCCCTGACCCTCCCGGC'(Tl'GGCT!'CAC’I‘(TC
'(‘(."l'(}/\('GGCTGCCATTGGTCCACCCTT’I‘CATAGAGAGGCCTGC'I'FTG’I'I'ACAAAGCTCGGGT(‘.’I‘CCCTCCTGCAGC"I‘( ‘GGT
TANC E'I'/\(‘CCGAGGCC'FC'I'C"I'I'AAGATGTCCAGGGC‘CCCAGGCCCGCGGGCACAGCCAGCCCAAAC(‘TTGGGC'C'C“FG(}/\A
GA(i'l'CC’I‘CCACCCCATCAC’I'AGAGTGCI‘CTGACCCTGGGCl I lCACGGGCCCCATTCCACCGCCTCCCCAAC’I'TGAG('C‘TG
TGAC(_“.T'I‘GGGACCAAAGGGGGAGTCCCTCGTC’I‘CTTGTGACTC'AGCAGAGGCAGTGGCCACGTTCAGGGAGG WGCCGGC
TGGCCTGGAGGCTCAGCCCACCCTCCAGCTTTICC FTCAGGGTGTCCTGAGGTCCAAGATTCT GGAGCAATCTGACCCTTCT
('(‘/\/\/\GG(T’!‘CTG’I"I‘ATCAGCTGGGCAGTGCCA(‘:CCAATCCC'I‘GGC‘(‘A'I'TTGGCCCCAGGGGACGTGGGCCCTG




Figura 8

Contig 253538a Editado

CAGGGACCTACCCCGCGCTACTT CACCTGGGACGAGGTGGCCCAGCGCTCAGGGTGCGAGGAGCGGTGGC’I‘AG’I’G/\TC
G/\.CCGTAAGGTGTACAACATCAGCGAGT’TCACCCGCCGGCATCCAGGGGGCTCCCGGGTC/\'I’CAGCCACTA """ SC

AGGATGCCACGCATCCCTITGTGGCCT [CCACA'FCAACAAGGGCCTI’GTGAAGAAGTATATGAACTCTCTCC'I'GATI'(JG/\G

AAL ?'l'G'I'CTCCAGAGCAGCCC/\GCTITGAGCCCACCAAGAATAAAGAGCTGACAGATG/\G’I'I'CTCGGG/\GCTG(,‘G(’}G('('/\(7
A(j'l'GGAGCGGATGGGGC’!‘CATGAAGGCCAACCATGTCT'I‘CTTCCTC}C'l'GTACC'FGC'TGCAC/\TC’]'I‘GC’I‘GC!'G(_P/\'I’U(i'l'(;
CAGCCTGGCTCACCCTTT GCGTCTTTGGGACGTCCTTTTTGCCCTICC I'CCTCTGTGCGGTGCTGC [CAGTGCAGTTICAGC
/\GUCCCAAGCTGGATGGCTGCAACATGATTATGGCCACCTGTCTGTCTACAGAAAACCCAAGTGGAACCACC'ITG'['CC/\C
f\/\/\'lTCGTCA'ITGGCCAC’ITAAAGGGTGCCTCTGCCAACTGGTGGAATCATCGCCAC’I’TCCAGCACCACGCCA/\GCC‘T/\/}(_‘
A'l'("l'l'CCACAAGGATCCCGATGTGAACATGCTGC/\CGTGTI'I‘G’I'!'C’I'GGGCGAATGGCAGCCCATCGAG’!’ACGGCA/\(i/\/\
GA/\(EC'FGAAATACC'I’GCCC']‘ACAATCACCAGCACGAATACFTCFFCC’l‘GATFGGGCCGCCGC’FGCTCATCCCCA'I"GT'/\'l'l‘l'
CCAGTACCAGATCATCATGACCATGATCGTCCATAAGAACTGGGTGGACCTGGCCTGGGCCGTCAGC'I'ACTACATCC.‘GG'I‘
'l’C'l'I‘(’/\TCACCTACATCCCTFFCTACGGCATCC’FGGGAGCCCTCC']'I'I'FCCTCAACT'TCATC/\GGT'I’CC'I'GGAGA(i(’('/\( TG
(3'I'l'l'U'l'(j'I'GGG'I'CACACA(J'/\TG/\ATCACATCG’[’CA’I’GGAGATI’GACCAGGAGGCCTACCGTGACTGG'I'I‘CAG’I'AGCCAUC
TG/\C/\GCCACCTGCAACGTGGAGCAGTCC’I’I‘CTTCAACGACTGGTTCAGTGGACACC’ITAAC'{TCCAGA'I'I‘GAGCACCACC
TCTTCCCCACCATGCCCCGGCACAAC'I"I‘ACACAAGATCGCCCCGCI‘GGTGAAGTCTCTATGTGCCAAGCATGGCATTGAAT
ACC/\GGAGAAGCCGCTACTGAGGGCCCTGCTGGACATCATCAGGTCCCTGAAGAAGTCFGGGAAGCTGTGGCTGGACGC
CTACCITCACAAATGAAGCCACAGCCCCCGGGACACCGTGGGGAA_GGGGTGCAGGTGGGGTGATGGCCAGAGGAATG/\
TGGGCTTTTGTTCT GAGGGGTGTCCGAGAGGCTGGTGTATGCACTGC ITCACGGACCCCATGTTGGATCTTTC rCcerrrer
CCI'Cl'("C'T'TTT'I‘CFCTTCACATCTCCCCCATAGCACCCTGCCCTCA'I‘GGGACCTGCCCTCCCTCAGCCGTCAGCC/\T(.‘/\G('C
ATG( i("CCTCCCAGTGCCTCCTAGCCCCTTCTTCCAAGGAGCAGAGAGGTGGCCACCGGGGGTGGCTCTGTCCTA(.'Cl'C'C‘/\
CTCTC 'I'G('CCCTAAAGATGGGAGGAGACCAGCGGTCCATGGGTC'I'GGCCTGTGAGTCTCCC‘CTFGCAGCCTGGTC‘AC’I'AG
(i('.'/\fl'(‘/\('C'CCCGC’I’T’TGG'ITCTTCAG'ATGCTCTFGGGGTTCATAGGGGCAGGTCCTAGTCGGGCAGGGCCCC’I‘GA(T('C’l'('
e iU(_'TC'I"GGC'I’]'CACTC']’C(.‘C'I‘GACGGCTGCCA’FI'GGTCCACCC’FT'I'CATAGAGAGGCCTGC'I'lTG'ITACAAAG(‘T(TGG( iT
-(.'l’('('CTCCTGCAGCTCGG'[TAAGTACCCGAGGCCTCTCTTAAGATGTCCAGGGCCCCAGGCCCGCGGGCACAG(‘("/\(i("("('
/\/\/\('('TTGGGCCCTC-_GAAG/\GTCCTCCACCCCATCACTAGAGTGC"I'(‘TGACCCTGGG( ITTCACGGGCCCCATTCCACCG
C( "l'('('('(‘AAC'ITG/\GCC’I’GTGACCTTGGGACCA/\/\GGGGGAG’I‘C(.‘CI‘(‘G'I‘C'FC'I'FG'FGA(TI'( ‘AGCAGAGGCAGTGGCCAC
(E'I'l‘(‘/\(‘]GGAGGGGC(‘GGC’I'GGCCTI‘GGAGGC"I‘('/\G(‘CCACCCTC(‘/\(;("IT'ITC(‘TCAGGG'I'(ifl'(‘.("l'(}ACB(E'I’( ‘CAAGANTTCT
(i(i/\(i('AA’I'C'I'GACC(;"I'I‘CFC(YAAAGGC'I‘C’I‘GTI’A'I'CAGCTGGGCAG'I‘GCCAGCCAATCCCI’GGCCA'I'I'I'GGCCCC/\GGGG
ACGTGGGCCCTG
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Figura 9

Cotejacion FastA entre la Ma29 y el contig 253538a

PUNTAJES Initl: 117 Imitn: 225 Opt: 256 o
Puntaje Smith-Waterman: 408  Identidad del 27,0% con superposicién en 441 aa

10 20 30 40 . 50
Ma29.pep . MGTD?(!;KT- TTTEELAA}MKDDLLIAIRGRVYDVTKFLSRHPTGVUFILIGAGRDVT
to e[ efsezs] U] s (]e)e]
253538a QGPTPRYFTNDEVAQRSGCEERWLVIDRKVYNISEFTRRHPGGSRVISHYAGQDAT
10 20 30 40 50
60 70 80 90 100 110
Ma29.pep: PVTEMYTAF ?AADAITKKYYVGTLVSNELPIFPEPTVFHKTIKTRV?GYFTDRNIDPKN
s L] s |
253538a DPFVAFHINKGLVKKYMNSLLIGEL~S PEQPSF-EPTKNKELTDEFRELRATVERMGLMK
60 70 80 90 100 110
120 130 140 150 ‘160 170
Ma29.pep RPEIWGRYALIFGSLIASYYTQLFVPFVVERTWLQVVF-AIIMGFACAQVGLNPLHDASH
|| o | 010 e
253538a ANHVF-~FLLYLLHILLLDGAAWLTLWVFGTSFLPFLLCAVLLSAVQAQAGWLQ HDYGH
120 130 140 150 160 170
180 19C 200 210 220
Ma29.pep FSVTHNTTVYKITGATTDF—-—-FNGASYLVWMYQHMLGHHPYTNIAGADPDVSTSE---
| i | T
253538a LSVYRKPK~WNHL - -VHKFVIGHLKGAS GASANWWNHRH-FQHHAKPNIFHKDPDVNMLHVEY
180 190 200 210 220
230 240 250 260 270 280
Ma29.pep ----PDVRRIKPNQKWF—VNHINQHMFV——PFLYGLLAFKVRIQDINILYFVKTNDAIRV
y s J] el [ s s oo
253538a LGEWQPI"YGKKKL!VLPYNHQHEYFTLIGPPLLIPMYFQYQI--——IMTMIVHXNWVDL
230 240 250 260 270 280
290 300 310 320 330 340
Ma29.pep NPISTYHTVMFWGG?%FTVWYRLIVD’QYLPLGKVLLLFTVADMVSSYWLALTFQATTVT
: | e | e SR
253538a -—h-AWAVSYYI---RFFITV“~—IPF-YGILG -ALLFLNF IRFLESHWEVWVTQMNHIV
290 300 310 320 330
350 360 370 380 390
Ma29.pep EEVQWPLP?ENGLIgﬂvaAMQVETT----QDY%HDSHLWTSL GSLNYQAVHHLEFPNVS
. el el LT
253538a MEIl----- DQEA[——RDWFSSQLTAT fEQQFEND——-NF;-—GHLNFQIEHHLFDTMP
340 350 360 370
400 410 420 430 440
Ma29.pep QTHYPDILAIIKNTCSEYKVPYLVKDTFWQAFASHLEHLRVLGLRPKEEX
253538a RHNLHKIAPLVKSLC%KHGIEYQEKPLLRALLDIIRSLKKSGKLVLDAYLHKX

380 390 400 410 420 430




Cotejacién FastA entre la Ma524 y el contig 253538a

PUNTAJES

Puntaje Smith-Waterman:

MzS24.pep

253538a

- Ma524.pep

253538a

MaS24.pep

253538a

Ma524.pep

253538a

MaS524.pep

253538a

Ma524.pep

253538a

Ma524.pep

95

-

(A

538a

Ma3l4.pep

253538a

Figura 10

Initl: 231 Initn: 499 Opt: 401
620  Identidad del 27,3% con superposicion en 455 aa
10 20 30 40 50 59
MAAAPSVRTTTRAETLNAEALNEGKKDAEAPFLMIIDNKVYDVREFVPDHPGGSVILTH-
L TR
QGPTPRYFTWDEV=~~~—-=-~ AQRSGCEERWLVIDRKVYNISEFTRRHPGGSRVISHY
10 20 30 40 50
60 70 80 90 100 110

VGKDGTDVFDTFHPEAAW--ETLANFYVGDIDE-—-SDRDIKNDDFAAEVRKLRTLFQSL

R : S5 | o Q1 eee | e

AGQDATDPFVAFHINKGLVKKYMNSLLIGELSPEQPSFEPTKNKELTD RELRATVERM
€0 70 80 90 100 110

120 130 140 150 160 170
GYYDSSKA!YAFFVSFNLCIWGLSTVIVAKWGQTSTLANVLSAALLGLFWQQCGWLAHDF

| 2 szziis | ] : SRR N S R Ak

GLMKANHV?FLLYLLHILLLDGAAWLTLWVFG ~TSFLPFLLCAVLLSAVQAQAGWLQHDY
120 130 140 150 - 160

180 190 200 210 220 230
LHHQVFQDRFWGDLFGAFLGGVCQGFSSSWWKDKHNTHHAAPNVHGEDPDIDTHPLLTWS

S T SO I T O N N 1 I O A N B
ANWWNHRHFQ

GHLSVYRKPKWNHLVHKFVIGHLKGAS HHAKPNIFHKDPDVN—--ML———
170 180 190 200 210 220
240 250 260 270 280 290

vEHALEMFSDVPDEELTRMWSRFMVLNQTWFYFPILS---FARLSWCLQSILFVLPNGQAH

Iy | P [l sz ]I |

-HT - TGEWQPIEYCKKKLKYLPYNHQHEYFFLIGPPLLIPMY"QYQIIMTMI—-—-VH
230 240 250 260 270
300 310 320 330 340 349
KPSGA ?VPISLVEQLSLAMHWTWYLATMFLFIK—-DPVNMLVYFLJSQAVCGNLLAIVFS
| ]
e NWVDLAWAVSYYIRFFITYIPFYGILGALLFLNFIRFLESHWFVWVTQ
280 290 300 310 320
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Figura 11

Rutas de Biosintesis de Acidos Grasos
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Figura 12

AS-Desaturasa Humana

ATGGCCCCCGACCCGGTGGCCGCCGAGACCGCGGCTCAGGGACCTACCCCGCGCTACTTCACCTGG
GACGAGGTGGCCCAGCGCTCAGGGTGCGAGGAGCGGTGGCTAGTGATCGACCGTAAGGTGTACAAC
ATCAGCGAGTTCACCCGCCGGCATCCAGGGGGCTCCCGGGTCATCAGCCACTACGCCGGGCAGGAT
GCCACGGATCCCTTTGTGGCCTTCCACATCAACAAGGGCCTTGTGAAGAAGTATATGAACTCTCTC
CTGATTGGAGAACTGTCTCCAGAGCAGCCCAGCTTTGAGCCCACCAAGAATAAAGAGCTGACAGAT -
GAGTTCCGGGAGCTGCGGGCCACAGTGGAGCGGATGGGGCTCATGAAGGCCAACCATGTCTTCTTC'
CTGCTGTACCTGCTGCACATCTTGCTGCTGGATGGTGCAGCCTGGCTCACCCTTTGGGTCTTTGGG
ACGTCCTTTTTGCCCTTCCICCTCTGTGCGGTGCTGCTCAGTGCAGTTCAGGCCCAGGCTGGCTGG
CTGCAGCATGACTTTGGGCACCTGTCGGTCTTCAGCACCTCAAAGTGGAACCATCTGCTACATCAT
TTTGTGATTGGCCACCTGAAGGGGGCCCCCGCCAGTTGGTGGAACCACATGCACTTCCAGCACCAT
GCCAAGCCCAACTGCTTCCGCAAAGACCCAGACATCAACATGCATCCCTTCTTCTTTGCCTTGGGG
AAGATCCTCTCTGTGGAGCTTGGGAAACAGAAGAAAAAATATATGCCGTACAACCACCAGCACAAA
TACTTCTTCCTAATTGGGCCCCCAGCCTTGCTGCCTCTCTACTTCCAGTGGTATATTTTCTATTTT
GTTATCCAGCGARAGAAGTGGGTGGACTTGGCCTGGATGATTACCTTCTACGTCCGCTTCTTCCTC
ACTTATGTGCCACTATTGGGGCTGAAAGCCTTCCTGGGCCTTTTCTTCATAGTCAGGTTCCTGGAA
AGCAACTGGTTTGTGTGGGTGACACAGATGAACCATATTCCCATGCACATTGATCATGACCGGAAC
ATGGACTGGGTTTCCACCCAGCTCCTGGCCACATGCAATGTCCACAAGTCTGCCTTCAATGACTGG
TTCAGTGGACACCTCAACTTCCAGATTGAGCACCATCTTTTTCCCACGATGCCTCGACACAATTAC
CACAAAGTGGCTCCCCTGGTGCAGTCCTTGTGTGCCAAGCGTGGCATAGAGTACCAGTCCAAGCCC
CTGCTGTCAGCCTTCECCGACATCATCCAC T CACTAAAGGAGTCAGGGCAGCTCTGGCTAGATGEC
TATCTTCACCAATAA
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Figura 13

AS5-Desaturasa Humana

MAPDPVAAET AAQGPTPRYF
RHPGGSRVIS HYAGQDATDP
EPTKNKELTD EFRELRATVE
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Figura 14

Contig [0023]

Sequencher™ “Secuencia del pRAE-7”
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Figura 15a

Convenciones:

TRANSLATION OF pRAE-7 MV = Traduccién del pRAE-7 MV

Gly =glicina  Trp = triptofano
Tyr = tirosina Lys = lisina

Thr = Treonina
Cys = Cisteina

Phe = fenilalanina

Secuencia Completa del pRAE-7

L3 20
CTC CTG GAG CCC GTC AGT ATC GGC
Leu Leu Glu Pro val 5er Ile Gly
a__a _a_ _a TRANSLATION OF

50 60 70

" » » w o
GCT GGC TGG CTG CAG CAT GAC TTT
Ala Gly Trp Leu Gln His Asp Phe
a__a__a___a TRANSLATION OF

100 110 120

* * »

TCA AAG TGG AAC CAT CTG CTA CAT
Ser Lys Trp Asn His Leu Leu His
a_ a a a_TRANSLATION OF

150 160

» *

GGG GCC CCC GCC AGT TGG TGG. AAC
Gly Ala Pro Ala Ser Tro Tro Asn

*

a___a a a_TRANILATION OF
200 23D
* * * b 1 *

AAG CCC AAC TGC TTC CGC AAA GAC
Lys 2ro Asn Cys Phe Arg Lys Asp
a_TRANSZATION OF

250 260
- »* - *
TTC TTT GCC TTG GGG BAG ATC CTC
“he The Ala Lsau Gly nys Ile Leu
2 a__ a a_TRANZZATIONM OF
290 e 319

AAA A2A TAT ATZI CCG TAZ AAC CAC
Lys Lyvs Tyr Met Pro Tyvz Asn His
a TRAMI_LATION OF

347 : 232 ' 360

- - - v -

SGG GGG I GCC TTG CTG CCT cCT1:
Gly 25 Pr2 Alz Leu Lew ®ro Leu

30 32
GGA ATT CCG GCA GTT CAG GCC CAG
Gly Ile Pro Ala Val Gla Ala Gln>
PRAE-7 MV (Al _a a a a >

80 90

* » » -
GGG CAC CTG TCG GTC TTC AGC ACC
Gly His Leu Ser Val Phe Ser Thr>
PRAE-T7 MV (Al _a a a a >

*

130 140
* »*

*
CAT TTT GTG ATT GGC CAC CTG AAG
His Phe Val Ile Gly His Leu Lys>
PRAE-7 MV [A]__a a a a >

*

170 180 190
w*

w* * * *

CAC ATG CAC TTC CAG CAC CAT GCC
His Met His Phe Gln His His Ala>
PRAZ-7 MV (Al _a a a a. >

229 230 240

* - * * *
CCA GAC ATC AAC ATG CAT CCC TTC
Pro Asp Ile Asn Met His Pro Phe>
PRAE-7 MV (Al _a a a a >

270 280

hd » *

TCT GTG GAG CTT GGG AX: CAG AAG

*

Ser Val Glu Leu Gly Ly: Gla Lys>
PRAZ-7 MV P&l a2 a a a >
320 333

CAG TAC AAA TAC TTC TTC CTA ATT
Gln His Lys Tyr Phe Phe Leu Ile>
PRAZ-7 MV {A}__a a a a >

370 239
C TIC CAG TGG TAT AIT TTC TaT
¥r Fhe Gla Trp Tyr Ila 2he Tyr>

MY

RAZ-7 MV { 4] a a 2 a >




Figura 15b

440 450

L +* * * -
TTC TAZ GTC CT3C 777 TTC CTC ACT
Phe Tyz Val Arg Phe 2he Leu Thr

a 3 a a_TRANSLATION OF
490 500
* * * *

GCC TTC CTG GGC CTT TTC TTC ATA
Ala Phe Leu Gly Leu Phe Phe Ile
a 'a a a_ TRANSLATION OF

530 540 550

« * »* * *
TTT GTG TGG GTG ACA CAG ATG AAC
Phe Val Trp Val Thr Gln Met Asn
a a a a_TRANSLATION OF

580 530 600

* * * - * *

GAC CGG AAC ATG GAC TGG GTT TCC
Asp Arg Asn Met Asp Trp Val Ser
a a a a_TRANSLATION OF

460 470 480

* * * * *

TAT GTG CZa TTA TTG GGG CTG AAA
Tyr vVal Pro Leu Leu Gly Leu Lys>

PRAE~7 MV (Al _a a a a >

510 520
4 L 3 ¥ * - *
GTC AGG TTC CTG GAA AGC AAC TGG
Val Arg Phe Leu Glu Ser Asn Trp>
PRAE~7 MV (Al __a a a a >

560 570
* * * * *
CAT ATT CCC ATG CAC ATT GAT CAT
His Ile Pro Met His Ile Asp His>
PRAE-7 MV [A] _a a a__a >

610 620

* * * *
ACC CAG CTC CAG GCC ACA TGC AAT
Thr Gln Leu Gln Ala Thr Cys Asn>
PRAE-7 MV (A} __a a a a >

630 643 650 660 670

»* - - *

GTC CAC AAG TCT GCC TTC AAT GAC
Val His Lys Ser Ala 2he Asn Asp
a a a a_TRANSLATICN COF

680 £90
* k4 »* * *
CACG ATT GAG CAC CAT ZTT TTT CCC
Gla Ile 5lu His His Zau Phe Pro

3 2 a a_TRAISLATION OF
730 740
v * L 4 t 4

AAA GTG GCT LCC CTG =27G CAG TCC
Lys val Ala Pro Leu “/al Gln Ser
a a a a _TRANSLATION OF

RFAS) 73

x -

790

- *
TAC CTAG TCC AAG CCC 76 CTG TCA
Tyr Gln Zer Lys Pro Leu Leu Ser
2 2 a a TR2N3LATION OF

4 O

339 ’ 339 349

U |

CT2 AAG 3G TTA GGG CAG CTT TGG
Leu ys Zlu 3er Glj ;-n Leu Trp

—— —— s i e

* * *

TGG TTC AGT GGA CAC CTC AAC TTC
Trp Phe Ser Gly His Leu Asn Phe>
PRAE-7 MV [ A] _a a a a >

700 710 720

) * * - * *

ACG ATG CCT CGA CAC AAT TAC CAC
Thr Met Pro Arg His Asn Tyr His>
PRAE-7 MV [ a] 3 a a a >

750 760
» * * . *
TTG TGT GCC AAG CAT GGC ATA GAG
Leu Cys Ala Lys His Gly Ile Glu>
PRAE-7 MV [(A] _ a a a a >

800 810
- »* - « o

GCC TTC GCC GAC ATC ATC CAC TCA
Ala Phe Ale Asp Ile Ile His Ser>
PRAE-T7 MV (& __a a__a._ a >

8323 860

* « - *
CTA GAT GCC TAT CTT CAC CAA TAA
Leu Asp Ala Tyr Leu His Gln ***>
PRAE-T7 MV [ A] a a a a >




Figura 16

Cotejacion FastA entre el Gen en el pRAE-7 y la A5-Desaturasa de

PUNTAJES
- Puntaje Smith-Waterman: 271

PRAE-7 .pep

Ma29 .pep

PRAE-7 .pep

Ma28.pep

pRAE-7 .pep

Ma29.pep

pPRAE-7 .pep

MaZ9.pep

pRAE-7 .pep

Ma29.zep

pRAE-7 .zep

Ma29.gpep

la M. alpina (Ma29) — Secuencias Traducidas

Initl: 62 Initn: 105 Opt: 245

Identidad del 28,4% con superposicién en 292 aa

10 20 30 40
LLEPVSIGGTPAVQAQAGWLQ- ;mmmsvwsmxvrmm—-m
I

|1
ASYYAQLFVPFVVERIWLQVVEAIIMGFACAQVGLNPLHDAS SVTHNPTVWKILGATH

140 150 160 170 180 190
50 60 70 80 50
HFVIGHLKGAPASWTNHMT-FQHHAKPNCFRKDPDINM—HPFFFALGKILSTELGTQKKK
| 11 1 [l ] R : 2| i
DF ~~~~FNGASYLVWMYQHMLGHHPYITNTAGADPDVSTSEP =~~~ w===- DVRRIKPNQK
200 210 220 230
100 110 120 130 140 149

YMPYNH—-QHKYF FLIGPPALLPLYFQWYIFYFVIQ----RKKWVDLAWMITFY~-VRF

s 1] s 2111 IR L

—VNHINQHMFVPFLYGLLAFKVRIQDINILYFVKTNDAIRVNPISTWHTVMFWGGKAF

240 250 260 270 280 290

150 160 170 180 190

FL’I’Y———VPL--LGLKAFLGLFFIVRFLFS‘\IWF\/WV’IQWHI PMHID-~~HDRN - ~-~MD

B NN | lzee |l aee o ]i] I

FVWYRLIVPLQYLPLGKVLLLFTVADMVSSYWLALTFQANHVVEEVQWPLPDENCIIQKD

300 310 320 330 340 350

200 210 220 - 230 240 250
WVSTQLQA’I‘CN-VHKSAFNDWFSGPENFQIE:HHLF:TMPP}W/’RPLVQSL?AIG{GIE
N | 11 L e 2] =

WAAMQVETTQDYAHDSHLWTS ITGSLNYQAVHHLF ENVSQHHYPCILAL IKNTCSEYKYP

380 370 380 390 400 410

280 270 280
YQSKPLL SAFADIIQSLKESGQLWLDAYLHQX

L

YINKIHTWQAFASHLEHLRVLGLRPKEEX

420 430 440




Figura 17

e &l Gen en el pRAE-7y la A6-Desaturasa de
la M. alpina (Ma29) - Secuencias Traducidas

578  Initn: 483 Opt: 301

Cotejacién FastA entr

con superposicién en 285 an

PUNTAJES Initl:

Puntaje Smith-Waterman: 498 Identidad del 31, 9%

278 Initn: 483 Opt: 301

SCORES Initl:
Smith-Waterman score: 498; 31.9% identity in 285 aa overlap
10 20 30 40
pRAE-7.pep ; LLEPVSIGGIPAVQAQAGWLQHDFGHLSVFSTSKWNHLLHHFVIG
| 1 Illlll ERENEN
Ma524.pep GLSTVIVAKWGQTSTLANVLSAALLGLFWQQCGWLAHDF QDRFWGDLFGAFLGG
40 150 160 170 180 190
50 60 70 80 90
pRAE-7.pep ?AP [l| | ||[ ‘TCFRKTTDTNMTPFF—-——FALGKILSV---ELGKQKKK
«f @ : | | i
MaS524.pep VCQGFSSSWWKDKHNTHHAAP DID"HPLLTWSEHALEMFSDVPDEELTRMWSR
200 210 .220 230 240 250
100 110 120 130 140
.pRAE-7.pep YMPYNHQHKYFFLIGPPAL?PLYFQWYIFYFV ————————————— IQRKKWVDLAWMITF
NN N | N
MaS24.pep —QTWFY“PILSFARLSWCLQSILFVLPNGQAHKPSGARVPISLVEQLSLAMHWTW
260 270 280 290 300 310
150 160 170 180 190 200
pRAE-7.pep YVRFFLTYV-—PLLGLKAFLGLFFIVRFLESNWFVW’TQMNHIPMHI——-DHDRNMDWVS
g | | el :
MaS24.pep YLATMFLFIKDPV---—NMLVYFLVSQAVCGNLLAIV“SLNHNGMPVISKEEAVDMDFFT
320 330 340 350 360 370
210 220 230 240 250 260
pRAE-7.pep TQLQATCNVHKSAFNDWFSGHLNF IEHHLF-’WPW:WQHCIRPLVQSLCAKHGIEYQSK
| TR e | Jeeld Qeeezis
MaS24.pep KQII“GRDVHPGLFANWFTGGLNYQILHHL:vSMPF%hrSKTQPAVETLCKKYNVRYHTT
380 390 400 410 420 430
270 280

pPRAE-7.pep PLLSAFADIIHSLKESuQLWuDAYLHQX

|
GMIEGTAEVFSRLNEVSKAASKMGKAQX

MaS24 .pep
440 . 450




Figura 18

Cotejacion FastA entre el Gen en el pRAE-7
y el contig 2535

PUNTAJES Initi: 1028 Initn: 1024 Opt: 1430
Puntaje Smith-Waterman: 1430 Identidad del 71,06% con superposiciéon en 276 aa

10 20 30 40 50
PRAE-7.pep LLEPVSIGGIPAV?AQA?WLQHDFGHLSVFSTSKWNHLLHHFVIGHLKGAPA
VLT LT L )]
2535 VFYFGNCWIPTLITAFVLATSQAQAGWLQHDYGHLSVYRKPKWNHLVHKFVIGHLKGASA
10 20 30 40 50 60

60 70 80 ’ 90 100 110
e T T T - HRFFEALGICT T T
: I R e =
2535 NWWNHRHFQHHAKPNIFHKDPDVNMLH——VFVLGEWQPIEYGKKKLKYLPYNHQHEYFFL
70 80 90 100 110

120 130 140 150 160 170

pPRAE-7 .pep TTTTALL?LTT?WYTFYFVIQRKKWVDLAWMITFYVRFFLTYVPLLT-LKAFTG?FFTVR

el 00 Tee o e [ IITI] cos e 1deltede 10 L) | I |

2535 IGPPLLIPMYFQYQIIMEMIVHKNWVDLAWAVSYYIRFFITYIPFYGILGALLFLNFI-R
120 130 140 150 160 170

180 190 200 210 220 230

PRAE-7 .pep FLE || LITTTTPMHTDHDRNMDWVSTQLQATCNVHKSAFNDWTTG?LNT?TTTTL

| R NI |

J 2535 FLES MNHIVMEIDQEAYRDWFSSQLTATCNVEQSFFNDWFSGHLNFQIEHHL
180 190 200 210 220 230

240 250 260 . 270 280
PRAE-7.pep  FPTMPRENYHKVAPLVQSLCAKHGIEY! QSKPLLSAFADITHSLKESGQLWLDAYLHQX

NIy

2535 FPTMPRHNLHKIAPLVKSLCAKHGIEYQEKPLLRALLDIIRSLKKSGKLWLDAYLHKKSH
240 250 260 270 28C 290
2535 SPRDTVGKGCRWGEGQRNEGLLFXGVSERLVYALLTDPMLDLSPFLLSFFSSHLPHSTLP

3c0 310 320 330 340 350




Figura 19

Cotejacion FastA del Gen en el pRAE-7
con el contig 38

PUNTAJES Initl: 965 Imitn: 965 Opt: 968
Puntaje Smith-Waterman: 968  Identidad del 97,0% con superposiciéon en 133 aa
10 20 30 39
PRAE-7.pep LLEPVSIGGIPAVQAQAGWIl_.QliIIIDFGHLSVF STSKWNHLL
LLEPLEEE LT
38 LHILL.LDGAAWLTLWVFGTSFLPFLLCAWLSAVQAQAGWLQHDFGHLSVF STSKWNHLL
130 140 150 160 170 180
40 50 60 70 80 90 99

pRAE-T7.pep HHFVIGHLKGAPASWWNHMHFQHHAKPNCFRKDPDINMHPEFFFALGKILSVELGKQKKKY
l

HHIIIIHH:IIIIIIIIHIIIIIIIIIHIIIIHIIIIHHIIIIII |11
FFFALGKILSVELGKQKKKY

38 HHFVIGHLKGAPASWWNHMHF QHHAKPNCFRKDPDINMHPFFF.
190 200 210 220 230 240

100 110 120 130 140 150 159

N

| | IIIIHIIIIHIII

38 MPYNHQHXYFFLIGPPALLPLYFQWY IFYFVIQRKKWVDLAWI SKQEYDEAGLPLSTANA
250 260 270 280 290 300

160 170 180 190 200 210 219

pRAE-7.pep KAFLGLFF IVRFLESNWEVWVTQMNHI FMHIDHDRNMDWVSTQLQATCNVHKSAFNDWE'S

38 SK




Figura 20

Cotejacion FastA del N-terminus del Clon A-1y del N-

terminus del Citocromo bS Humano

ID CYBS_HIMAN STANDARD; PRT; 133 AA.

P00167;

01-NOV-1988 (REL. 09, LAST SEQUENCE UPDATE)

AC
Dr 21-JUL-1986 (REL. 01, CREATED)
DT
or

01-FEB-1996 (REL. 33, LAST ANNOTATICN UPDATE)
DE CYICCHRCME B5. . . .

gUNT.AJES. Initl: 127 Initn: 127 Opt: 183 puntaje z: 226.9 E() 5.4e-06
untaje Smith-Waterman: 183 Identidad del 32,2% con superposiciéon en 90 aa

A-1.pdt

CYBS_HUMAN

A-1.pde

CYBS_HUMAN

A-1.pdt

C(B5_HUMAN

530 540 550 560 570 580
XLDLPTNMMEXRKAAAEIL XAAETAAQGPTPRYFTWDEVAQRSGCEERWLVIDRKVYNISE
efal 4|2 sgg 3 [[e2 a}|lneee
ARQSDEAVKYYTLEEIQKHNHSKSTWLITHHKVYDLTK
10 20 30

590 - 600 610 620 530 640
FTRRHPGGSRVI SHYAGODATDPFVAFHINKGLVKKYMN-SLLIGELSPEQPSFEPTKNK
R R R L N s
FLEFHPOGEEVLREQRGGDATENFE - - DVGHSTDAREMSKTF T IGELHPDD- - -RPKLNK
40 50 60 70 80 90

650 660 670 €80 690 700
ELTDEFRELRATVEQRF PVXFLTCTGAHGFF SLEVEGLPDSNKXE SWTSRP TXWNKGKRP

PPETLITTIDSSSSHWINWVIPATSAVAVAIMYRLYMAED
100 110 120 130

/&}\\



Figura 21

Cotejacién FastA de la Secuencia 5° del Clon A-1yla
Secuencia del Citocromo bS Humano

LOCUS . AC004228 170743 bp DNA HTG 26-FEB-1998
DEFINITION *** SEQUENCING IN PROGRESS *** Homo sapiens Chromosome 11ql2 pac
pDJS51903; HTGS phase 1, 18 unordered pieces.
ACCESSION  AC004228
NID g2911733
KEYWORDS HTG; HIGS_PHASEL.

PUNTAJES Initl: 913 Imitn: 1123 Opt: 916
Identidad del 94,6% con superposicion en 203 pb
389 379 369 359 349. 339 330
A-1 CCCGACCAATATGATGGAATAAAGGAAAGCGGCCGCTGAATTAT GGCCGCCGAGA?CGC
" ' P LR
ac004228 CCCGECGCGCGECGTCGCCAGGCCAGCT ATGGCCCCCGACCCGGTGGCCGCCGAGACCGT
60090 60100 60110 60120 60130 60140
329 319 309 299 289 - 279 270
A-1 CGCTCAGGGACCTACCCCGCGTTACTTC ACATGGGACGAGGTGGCCCAGCGCTCAGGGTG
LUV EEE e ey e TR AR R ARy
ac004228 CGOTCAGGGACCTACCCCGAGETACTTCACCTGGGACGAGGTGGCCCAGCGCTCAGGGTG
60150 60160 60170 - 60180 60190 60200
269 259 249 239 229 219 1210
A=l CGAGGAGCGGTGGCTTGTGATCGACCGTAAGGTGTACAACATCAGCGAGTTCACCCGCCG
: LU EET T CEVEUEC T e b e e e e |
ac004228 CGAGGAGCGGTGGCTAGTGATCGAC CGTAAGGTGTXCAACATCAGC GAGTTCACCCGCCG
60210 60220 60230 60240 50250 53260
209 199 189 179 165 139 150
A-1 GCATCCAGGGGGCTCCCGAGTCATCAGCCACTACGCCGGGCAGGATGCCACGGATCCCTT
, T R e R NN s
acO 0 4228 GCATCCAGGGGGCTCCCGGGTCATCAGCC ACTACGCCGGGCAGGA’ICCCACGGTGAGCGC
60270 60280 60290 60300 60310 50320
149 139 129 119 109 99 90
A-1 ~ATEGC T TCCACATCAAC AAGGGCCTTG TGAAGALSTATATGAACTC ZCTCCTGATTGG
ac004228 AGCCAGGCGGGGGCACAGGAGAGGGCGGGACCGGAGGC TGAGTGCAGGGGAGACAGAGTT

60330 50340 6C350 60360 £0370 50380



Figura 22

Cotejacion FastA de la Secuencia 5’ del Clon 3-5

PUNTAJES

y la Secuencia ac004228

Init1: 1365 Initn: 2510 Opt: 1377

Identidad del 98,6% con superposicion en 285 bp

3=5

ac004228

3-5

ac004228

3-5

ac004228

3-5

ac004228

3-5

ac004228

3-S5

ac004228

20 30 40 50 60 70
AATACGACTCACTATAGGGCTCGAGCGGCCGCCCGGGCAGGTCCGGACCTGCCAACGTGA

LELLLEE P LT

CCCCGCCCCACACGCCGCATCACTTACAGGGCCCGGGGCTG~-CCGGACCTGCCAACGTGA

61710 61720 61730 61740 61750 61760
80 90 1C0 110 120 130
ATCTTATCGCCATGGACCTTACCTTGCACAACCCARAGTAGCTGCCTTGGGGCAGGGGGT
O TR
ATCTTATCGCCATGGACCTTACCTTGCACAACCCARAGTAGCTGCCTTGGGGCAGGGGGT
61770 61780 61790 61800 61810 61820
140 = 150 160 170 180 190
GGCCAGAGTGCTTAGGGAAATGTGGAGCCCTACCCAGAACAACGGTGGAGGGAAAGGGAA
LT LT LT ]
GGCCAGAGTGCTTAGGGAAATGTGGAGCCCTACCCAGAACAACGGTGGAGGGAAAGGGAA
61830 61840 61850 61860 61870 61880
200 210 220 230 240 250
GAAACGCAGAAGTGCCCCAGTTCGGACGTAGGGAAGTCTTCCTCTTICGTGGTTTTTGGAG
LECCELTEE LR T
GAAACGCAGAAGTGCCCCAGTTCGGACGTAGGGAAGTCTTCCTCTICGTGGTTTTTGGAG
61890 61900 61910 61920 61930 61940
260 270 280 290 300 310

AACCCTAGCTAAGAGAGGAAAGGGACTTATTGAAAGACCCGCAAGAAGGGACGGAAGTCT

DELLLEELLE T P DT L g e i

AACCCTAGCTAAGAGAGGAAAGGGACTTATTGAAAGACCCGCAAGAAGGGACGGAAGTCT
61950 61960 61970 61980 61990 62000

320 330 349 350 350 370
CATAGCCCTGAGAGGATCCCTTTGTGGCCTTCCACATCAACAAGGGCCTTGTGAAGAAGT
LELLLLLLELLL L
CATAGCCCTGAGAGGTGAAGCCAGCTGGAGTTGATGGGTCGAATGGGGACCTAGAGAACT

62010 62020 62030 62040 52050 62050
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Figura 23

Cotejacion FastA de la Secuencia 5° del Clon A-10
v la Secuencia ac004228

PUNTAIJES Initl: 931 Initn: 1309 Opt: 934
Identidad del 97,0% con superposicién en 200 bp

30 40 50 60 70 80 89

A-10 TATAGGGCTCGAGCGGCCGCCCGGGCAGGTGCQCGGAGGCGCCTGATCAT?CCTGTTCCC

LECELEEL LR L

2c004228 CGAGCCAAACACCGACTAATTCGGAGGARAGCCCGGAGGCGCCTGATCATACCTGTTGCC
60400 60410 60420 60430 60440 60450

90 100 110 120 130 140 149

A-10 CCGTGATTGGGTGTCCTGCGGATGCGGCATGAARAGGCGGGAGAGAGGCCTGGAAAAGTG

III!IIIIIIIII|Illllsllllllllllllllllll IIIIIIIIIIIIIIII |11

2c004228 GGGATGARAAGGC TGGAGAAGTG
0460 G0aT0 60480 5010 60500 | “g0s10

150 160 170 180 190 200 209

A-10 GAGTCTGGGGAGTGGGGATGGAGGCCAACAACACGCACACACAAACAAAGGGTCCCGCCT

IIIIIIIIIIIIIIIllllllllllllllllllllllll LELVEELTTELLLELE LT

2c004228 GAGTCTGGGGAGTGGGGATGGAGGCCAACAACACGCACACACAAACAAAGGGTCCCGCCT
60520 50530 60540 60550 60560 60570

210 220, 230 . 240 250 260 269

A-10 CCCTGCCGTGCATTCCATCTGCAGCCCCGAGCCTCAGGATCCCTTTGTGGCCTTCCACAT

LCEECCLELERE LT e i 111
ac004228 CCCTGCCGTGCATTCCATCTGCAGCCCCGAGCCTCAGG -TCTCTGGGCGGGGACAGAACC

60580 6059¢C 60600 60610 60620 60630



Figura 24

Cotejacion FastA de la Secuencia 5° del Clon A-16
y la Secuencia ac004228

PUNTAJES Initl: 985 Initn: 1488 Opt: 997
Identidad del 98,1% con superposicion en 209 bp

40 S0 60 70 80 90
A-16 CGAGCGGCCGCCCGGGCAGGTCTAGAAITCAGCGGCCGCTGAAGCCGCGTCTGGACCTAG
INIINIENINInn
ac004228 AGGGAGTCACATCCTGTCTCGATGGC TAGGAGAGGCAGC -GCAGCCGCGTCTGGACCTAG
60720 60730 60740 60750 60760
100 110 120 130 140 150
A-16 GITGCCGGTCTCCACTCGCCAGCAGGAGCGGAGAGGGAGCAGGAAAGGAGCCCATTCTCGA
LLALIULLLLLE T TEE T T TIT]
ac004228 TGCCGGTCTCCAS CAGCAGGAGC GCAGGAAAGGAGCCCATTCTCGA
607/0 60780 60790 60800 60810 60820
160 170 180 190 200 210
A-16 GGATGGGGCTGAAACGGGAAGCTTGGGGAGACCGETGCCTTGGGGACCCCTGCGTCGTGT
LU T T T T
ac004228 GGATGGGGCTGAAACGGG GCTTGGGGAGACCGCTGCCTTGGGGACCCCTGCGTCGTGT
60830 60840 60850 60860 60870 60880
220 230 240 250 260 270
A-16 GAAGACTGGAGGACGCGGAAGGGACAGCGCTGGCCGGGGAGGGCAAGCGGCCGCTCCCGA
LALLELE LT TR TETE T T T T LT
ac004228 GAAGACTGGAGGACGC GCTGGCCGGGGAGGGCAAGCGGCCGCTGGCGT
60890 60900 60910 60920 60930 60940
730 290 300 310 320 330
A-16 TZCCTTTGTGGCCTTCCACATC AACAAGGGCCTTGTGAAGAAGTATATGAACTCTCTCCT
ac004228 ACATAAGGGATTGCGAATGGCATACACTTAGCGAGGACCCCCAGAGCTGTTC TCGAATCG

60950 60960 60970 60980 60990 61000




Figura 25

Cotejacion FastA de la Secuencia 5° del Clon A-19
y la Secuencia ac004228

PUNTAJES Initl: 1227 Initn: 1409 Opt: 1532

A-19

ac004228

A-19

ac004228

A-19

ac004228

A-19

ac004228

A-19

ac004223

Identidad del 94,0% con superposicion ¢n 349 bp

60 70 80 90 100 110
TTATTCCCTTATTTGTCCCTGCCCATGTCCTGCTGATTGGTCCATTTTACCTCTAGCTAG
I
ATACAGCACTGATTGGTCCATTTTACAGGGTGCTGATTGGTCCATTTTACCTCTAGCTAG
63250 63260 63270. 63280 63290 63300

120 130 140 150 160 170
CTAAAGAGCACGGATTGGTGCATTTTGCAAACCTCTGGCTACAGAGGGGTTCTCCAGGTC
IIIHHlHIlllIIIIIIIIIIH LEPLLLELE TR LT
CTAAAGAGCACGGATTGGTGCATTTTACAAACCTCTAGCTACAGAAAAGTTCTCCAAGTC

63310 63320 63330 63340 63350 63360

180 190 200 210 220 230
TGCACTCGACCCAGGAAGTCCATCTGGCTTCACCTC TCACTTCAACTTGGGTACAGCCTT
IIIHIIIHIIIIIHIIIIIIIHIIHHIIIIIIIIIHIIHIIIIIIIHIIII
TGCACTCGACCCAGGAAGTCCATCTGGC TTCACCTCTCACTTCAACTTGGGTACAGCCTT

§3370 63380 63390 63400 63410 63420

240 250 " 260 270 280 290
CTGGCGGGCAGGAAGATGGCCTTTGGTGCGAACACTGCCGGAGTCCAGGGGGCTGGCTCC
LELLLLEEL LR PR LR TR TR T
CTGGCGGGCAGGAGGATGGCCTTTGG TGCGAACAC TGCCGGAGTCCAGGGGGCTGGCTCC

63430 63440 63450 63460 63470 63480

300 310 320 330 340
CTCACCTTTCATCTTCTCCCOGCACTTSCAGGATCCCTTTGTGGNC
LELELEEEE LT T e
CTCACCTTTCRTCT”CTCCCGGC%CT’ >CAGGATCCCTTTGTGGCC

63430 63500 63510 63520 63530
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Figura 26a

Secuencia Parcial de ac004228

RETAENSEES CTETIECTAS CGCGGCGCCC CCTGGGAGCC AACGCCGCGA

TCCCCEECTG ACGTCAGGAM GTCGAATCCG GCGGCGACGC TTTTAGGGAG

CCCGCGAGGG GGCGCGTGTT GGCAGCCCAG CTGTGAGTTG CCCAAGACCC

ACCGGGGGAC GGGATCTCGC TCCCCGCGCC ACGAGGCTCG GCCAATGGGA

CGCGCGCTG CGAGGLCCGC CGGTCTGCCC TGCGGTGCTG AAAACCCGGC

GCGCAGGCGG CTGGCTCTGG GCGCGCGCCA GCAAATCCAC TCCTGGAGCC

CTGACAGCCC CTGCTGGCCC GGCGCGCGGC

CCCCGACCCG GTGGCCGCCG AGACCGCGGC

TG _GCCCAGCGCT

CGCGGACCCC GAGCACGCGC

GTCGCCAGGC CAGCTATGGC

CcC C C C

A peschyle, =GT CTAG G_ACCG T GT CA

5 CCCGCTEECA TCCAGGGGGE TCCCGGGTCA TCAGCCACTA

& CGCAC GATGC ;G TGAGCGCAGC CAGGCGGGGG CACAGGAGAG

GGCGGCGACCG GAGGCTGAGT GCAGGGGAGA CAGAGTTACG CACTCCGAGC

GAGGCGCCTG ATCATACCTG

GGGATGAAAA :GAGAG

CAACAACACS

CAAACACCGA CTAATTCGGA GGAAAGCCCG

ATTGCGTGTC ITGCGGATGC

AACTCCASTC JCGGCAGTGG GGATGGAGGC

CAAAGGEETCC "””CTCCCTG CCGTGCATTC CATCTGCAGC

CCOGAGSTTC AGGTCTCTGG ZCGGGGACAG AACCCCGAGC TGGGTAGGCT

o~ - il

ASEns

AGGA AGA TGCAGGCCGC CTGGGGAGGG AGGGGGTCAG

FEET RS R

AGGGAGTIAC ATCCTGTCTC GATGGCTAGG AGAGCCAGCG

~

TECGACZTAGE TGCCGGTCTC CACTCGCCAG CAGGAGCGGA

SAAAGGAZCC  CATTCTCGAG GATGGGGCTG AAACCGGAAG

s~

reaet SCGGACCCCT GCGTCGTGTC AAGACTGGAC

S «;--%;A,_yG

SGACAGCECT ZGCCGGCGAG GGCAAGCGCGC CGCTGGCGTA

CATAAGEEAT TEGGAATEEC ATACACTTAG CGAGGACCCC CAGASCTGTIT
STTGRRTIST IEGGGAZEIC ATTSAGCTGC AGGCTAGLGA FGTCTTCAGC

Posible inicio

Clon A-1

Clon A-13

Clon: B-17




Figura 26b

61051 TATTCCGCGG AGCGGACCGC TGTTTACGCT CTGGGGCGGT

61101 CGGGGTCCTG TCCCTTCTTC CCTTGGTCTC ACTGCGGGGT

61151 CCCAGCCCCA GGCCTGCTGC TTCCCTTTCT AGACCACAGC

61201 AAGGCCCCGG CGCCTCTCTG CTGGGTTGGA GTCCTGGGGA

61251 GGGACTCGAA AGTCGGGGCG TTCCCTTICAC CGCGTTTCCC

61301 CAGAATGGCG TCCCCTCCCC TTGCATCCCC CTCTGATCCC

61351 GCGTGATGCC CTCCACTGTC CCTATCCACT ACCCTGGCGT

61401 GCCGCGGGTC ACCAGGTTCC CATAACGTCG CAGCAGAGCT

61451 GGGGCGAAGA CCCGCCCCAC CCTCTGACGC GACCAGCCTA

61501 CCAGAGCTTG CGCGGGTCAA CCAGAGTGAC CACTCGGGAG

61551 GGCCAAGGGC GCAGGCGTGT CCCGGCGCAT GCGCAGACGA

61601 AACGCTGGAG CTTCCCGCAG TGTGATTIGG GGCCGGGGAT

61651 GGACGGCGAT TGGTCCGTAT GTGTGGTGCC ACCGGCCGCC

61701 GGCCCCCGCC CCACACGCCG CATCACTTAC AGGGCCCGGG

61751 CTGCCAACGT GAATCTTATC GCCATGGACC TTACCTTGCA

AGGCCCTTCG
CGGCGCGCGC
CCTCAGAGCT
CTCAGTCCTA
CCTTGGCGGC
GTGCCCTGCA
CCCAGAGTGT
TAGACGCTGC

GTGGGCGAGG

CCCTGACTGC'

AACAGGCACC

CCCGCGGLGG

GCTCCGLCCC

SCTGCCGGAC

CAACCCAAAG

61801 TAGCTGCCTT GGGGCAGGGG GTGGCCAGAG TGCTTAGGGA

AATGTGGAGC

51351 CCTACCCAGA ACAACGGTGG AGGGAAAGGG AAGAAACGCA

ZAAGTGCCCC

51301 AGTTCGGACG TAGGGAAGTC TTCCTCTTCG TGGTTTTICG

AGAACCCTAG

SGACGGAAGT

51951 CTAAGAGAGG AAAGGGACTT ATTGAAAGAC CCGCAAGAAG

62001 CTCATAGCCC TGAGAGGTGA AGCCAGCTGG AGTTGATGGG

62051 ACCTAGAGAA CTTTTCTGTA TCTAGAGGTT TGTAAAATGC

62101 GCTCTGTAAA AACGCACCAA TTGGCGCTCT GTAGCTAGCT

52151 AAAATGAGCC AATCAGCAGG ACGTGGGCAG GGACAACTAA

52201 GCTGGCCACC CCAGCCAGCT GCTGCAACCC GCTCCAGTTS

52251 TGTGGAAGCA TTGTICTTTT GCTCGTCACA CTAAACCTTG

62301 TTCTTTGGGT CTGCAAAGAG TGTTATTCCT TTAAGAGCTA

52351 AAGGTCCACG GCTCCATTCT TGAAGTCAGT GAGAUCATAC

52401 GAACCAACGC CCGACACAGC CCCACCCATC TCTCCTGTTT

TCGAATGGGG

ACCAATCAGT

AGAGGTTIGT

SACAATAAAA

ZZTTACAGGC

ZTGCTGCTCA

TAACAGCGGG

<ZGCCGCAAG

SCTACCTATA

Clon 3-S5




52451
62501
62551
62601
62651
62701
62751
62801
62851
62901
62951
63001
63051
63101
63151

63201

53301

531351

CTGAAATTCT
AGCZCAGGCA
CCTTGATGCA
GGACACCTGG
GTGCTTCTGT
GACGTCAAGA
CAGGTGGCGT
GCAAAGAACA
CTGCTGGACG
TTTTTGAGAC
TCTCGGCTCA
CTGCCTCAGC
CGGCTAATTT
AGGATGGTCT
AAGTGCTGGG
TTATTCCCTT
AGAGCACTGA
CTASCTAGCT
AGAAAAGTTC

CCTCTCACTT

TGGGCAAAAG
GGTGTTTCTT
TCCTTCTAAC
GAGCACCCTC
GTCAGGAGTT
ATGAAGCCAT
GGACCCAAAG
AAGCTTCCAC
TTGGGGGGTG
GGAGTCTCCC
CTGCAGGCTC

CTCCCGAGTA

TTTGTATTTT

CGATCTCCTG
ATTACAGGCG
ATTTGTCCCT
TTGGTCCATT
AAAGAGCACG

TCCAAGTCTG

CAACTTGGGT

Figura 26¢

CTGTCTGTSG
AGTGGTTCCS
TAGAGCAGAT
AAAAGGCAGC
GGTTCCTTCA
GAACCTTCGC
AGTGAGCAGC
AGCGTGGAAG
TGAGGGGGAG
TGTCGCCCAG
CGCCCCCCee
GCTGGGACTA
TAGTAGAGAC
ACCTCGTGAT
TGAGCCACCG
GCCCATGTCC
TTACAGGGTG
GATTGGTGCA
CACTCGACZC

ACAGCCTZCT

ACACACCCAG
CTCAGCCAAT
GCTCGGTGAT
TGGGCCTAGG
GGTGGGCTTG
GGTGAGTGTT
AGCAAGATTT
GGTACCCGAG
CAGCCTTTTT
GCTGGAGTGC
CCGGGGTTCA
CAGGCGCCCG
GGGGTTTCAC
CCACCCGCCT
CECCEBECHE
TGCTGATTTG
CTGATTGGTC

TTTTACAAAC

GGGAAAGGCC
GCTTCCCATT
CTTAAACTGT
GAGATGGCCT

TGGTCTCGCT

ACAGCTCTTA

ATTGTGAAGA
CAGGTTGCCG
TTTTCTITITT
AGTGGCGCGA
CGCCATTCTC
CTACCTCGCC
TGTGTTAGCC
TGGCCTCCCA
GGAGCAGCTT
TCCATTTTAT
CATTTTACCT

CTCTAGCTAC

AGGAAGTCCA TCTGGCTTCA

GGCGGGCAGG

AGGATGGCCT

TTGGTGCGAA

CACTGCCGGA

GTCCAGGGGG

CTGGCTCCCT

CACCTTTCAT

CTTCTCCCGG

CACTTGCAGS

ATCCCTTTGT

GGCCTTCCAC

ATCAACAAGG

GCITTSTGAN

AACTCTCTCC

TGATTGGAGA

ACTGTCTCCA

GAGZACCCCA

GAAGTATATG

GCTTTGAGCC

CACCAAGAAT

TGTCTZCAACT

TCTAGATGGA

ASTTTTGAGG

ATTGGTTGTT
ATCACAGTCA

TCCCTGCTTC

GAGGGGGACA

TAGTAATCAC

TCTTGCATAC

GTAAGACCCT

GAGAGGGGGT

AGTCAGTAGT

TCATGAGGTC

GTGTTTGCTA

GGAAGGAGAG

AGCTCTGGGG

ACAGGCCCAA

Clon

B-19

&



63801
63851
63901
63951
64001
64051
64101
54151
64201
64251
64301
64351

64401

GGGAGCATGG
GCTGCCATCA
CCAAGCATAA
CAGGGAGGTT
AGCAAGGACT
TCCTGTCATC
CACAGCTACC

AGTAGCATIG

CTTTGCAACC
TTGTTATCAT
ACTCATAACT
AAGCAACACA
TAGTCCCCTG
CTCATTGTCG
TCAGTGGGAG

GGGTGCAGAT

Figura 26d

TATGGCTCCC
CATTGTTATC
CTTACACATT
GCCAAGGATC
AACTCTTAGG
TGGTATCTTT
GTCCTTGAGC

GAGAAGAATA

CCAAGGCTGC CACTACCATG
ATATGAGCAC TTACTATGCA
TACAGATGAG ATAACAGGCT
ACACAGTTAG TAAATGGCAG
CACTATCCCA TGGCACCTCC
GCCTAGGACT GTGGACTTCC
CTGAGAGGGC CCTTGTCTCC

ACAGCTCCTC TTCCTCTTCT

GCAG&MQMWWE
GGATGGGGCT CATGAAGGCC AACCATGTCT TCTTCCTGCT GTACCTGCTG

CACATCTTGC TGCTGGATGG TGCAGCCTGG CTCACCCTTIT GGGTICTTTIGG

GACGTCCTTT TTGCCCTTCC TCCTCTGTGC GGTGCTGCTC AGTGCAGTTC

AGGTGAGAGC CTTTGGCTTG TCAAGTGCAC AGCAATGCTC AGCATCCCTG
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Figura 27a

Cotejacién FastA entre la AS-Desaturasa Humana
y el Contig 3381584
PUNTAJES

Initl: 4480 Initn: 4480 Opt: 4481
Identidad del 99,9% con superposicién en 898 bp

10 20 30
human AS ATGGCCCCCGACCCGGTGGCCGCCGAGACC
NN
3381584 GGLCCCGGCGCGCGGCGTCGCCAGGCCAGCTATGGCCCCCGACCCGGTGGCCGCCGAGALCC
80 S0 100 110 120 130
40 . 50 60 70 ' 80 90
human aS GCGGCTCAGGGACCTACCCCGCGCTACTTCACCTGGGACGAGGTGGCCCAGCGCTCAGGG
NN
3381584 GCGGCTCAGGGACCTACCCCGCGCTACTTCACCTGGGACGAGGTGGCCCAGCGCTCAGGG
140 150 160 170 180 190
100 110 120 130 140 150
human AS TGCGAGGAGCGGTGGCTAGTGATCGACCGTAAGGTGTACAACATCAGCGAGTTCACCCGL
WAL L LT
3381584 GGCTAGTGATCGACCGTAAGGTGTACAACATCAGCGAGTTCACCCGC
200 2_0 220 230 240 250
160 170 180 190 200 210
human a5 GGCATCCAGGGGGCTCCCGGGTCATCAGCCACTACGCCGGGCAGGATGCCACGGATCCC
NN
3381584 CGGCATCCAGGGGGCTCCCGGGTCATCAGCCACTACGCCGGGCAGGATGCCACGGATCCC
260 ‘ 270 280 290 300 310
220 230 240 250 260 270
human AS TOTGTGGCCTTCCACATCAACAAGGGCLTTGTCAAGAAGTATATGAACTCTCTCCTGATT
) COLELL LSS S LT
33351324 ToTGTGGCCTTCCACATCAACAAGGCE CTTGTCARCGAACTATATCAACTCTCTCCTZATT
320 332 340 330 368 370
280 290 300 310 320 - 330
numan AS ZGAGAACTGTCTC CAGAGCAGCCCAGC TTTGAGCCCACCAAGAATAAAGAGCTGACAGAT
| ¥ N
3381584 é;AGAACTGTCTCCAGAGCAGCCCAGCTTTGAGCCCACCAAGAATAAAGAGCTGACRCAT
380 3232 400 4190 420 430
340 350 330 370 380 390
humarn AS GAGTTCCGGGAGCTGCGGGCCACAG*‘CleGCATGuGGuTCRT’nAGGCClACCi"”TC
) NN
3381534 CAGTTCCGGGAGCTECGGGLCCA RG-;uaGCGGA“GGGG;TCR‘CAAGGCCAACCR'”TC
x40 4z2 120 4773 438 490
" 400 410 420 43¢ 440 450
human AS TTPTTCCTGCTGTAuCTGCTGuKCATC”TGCTGCTGGATGGTGCXGCCTGGCTCACCCTT
) R Rnnnmn
3331334 TTCTTCCTGLTGT":CTJuTGC‘CKTCTTGCT””TGGATGGTCCl:CCTGGCTCAC:CTT
320 S10 320 5372 sS4y 550



Figura 27b
460 470 480 490 500 510
human A5 TGGGTCTTTGGGACGTCCTTTTTGCCCTTCCTCCTCTGTGCGGTGCTGCTCAGTGCAGTT
I L T
3381584 TGGGTCTTTGGEGACGTCCTTTTTGCCCTTCCTCCTCTGTGCGGTGCTGCTCAGTGCAGTT
560 570 580 530 600 610
520 530 540 550 560 570
human a5 CAGGCCCAGGCTGGCTGGCTGCAGCATGACTTTGGGCACCTGTCGGTCTTCAGCACCTCA
LELLCLEEELEEL L LR L LT
3381584 CAGGCCCAGGCTGGCTGGCTGCAGCATGACTTTGGGCACCTGTCGGTCTTCAGCACCTCA
620 630 640 650 660 670
580 580 600 610 620 630
human AS AAGTGGAACCATCTGCTACATCATTTTGTGATTGGCCACCTGAAGGGGGCCCCCGCCAGT
CEEEECCCLE TR L TR
3381584 AAGTGGAACCATCTGCTACATCATTTTGTGATTGGCCACCTGAAGGGGGCCCCCGCCAGT
680 690 700 710 720 730
640 650 660 670 680 6390
human AS TGGTGGAACCACATGCACTTCCAGCACCATGCCAAGCCCAACTGCTTCCGCAAAGACCCA
HIIIHIIIHIIHIIIIIIIlIIllIIIIIIHIIIIIHIIIIIIIIIIIIIIIH
3381584 TGGTGGAACCACATGCACTTCCAGCACCATGCCAAGCCCAACTGCTTCCGCAAAGACC
740 750 760 770 780 790
700 710 720 730 740 750
human a5 GACATCAACATGCATCCCTTCTTCTTTGCCTTGGGGAAGATCCTCTCTGTGGAGCTTGGG
LECLLUEELE LR T T L
3381584 GACATCAACATGCATCCCTTCTTCTTTGCCTIGGGGAAGATCCTCTCTGTGGAGCTTIGGG
800 810 820 830 840 850
‘ 760 770 780 790 800 810
human a5 AnACRGAAGAAAAAATATATGCCGTACAACCACCAGCACAAATnCTTCTTCCTAATTGGG
I|| CLLELECE R DR T LT PR TELE LT
3381584 : ngRGAAGAAAAAATATATGCCGTRCAACCACCAGCRCAAATACTTCTT”CTAATTGGG
848< 870 380 890 900 910
820 830 840 850 860 870
human A5 CCCCCAGCCTTGCTGCCTCTCTACTTCCAGTGGTATATTTTCTATTTTGTTATCCAGCGA
LELELTEELL LR TP LT
3381584 CCCCCAGCCTTGCTGCCTCTCTACTTCCAGTGGTATATTTTCTA STTATCCAGCGA
820 930 940 950 960 970
' 880 890 900 91C 920 930
human A5 AAGRAGTGGGTGGACTTGGCTCTGGATGATTACCTTCTACGTCCGCTTCTTCCTCACTTAT
Doy L ]
3381534 AAGAA
233

AGTGGGTGGACTTGGCCTGGATCAGCAAACAGGAATACGATGAAGCCGGGCTTCCA
990 1000 1010 1020 1030



PUNTAJES

Figura 28

Cotejacion FastA de la AS-Desaturasa Humana

con el Contig 2153526

Iaitl: 1892 Initn: 1892 Opt: 2161

Identidad del 98,6% con superposicién en 443 bp

human aS

2153526

human AS

2153526

human AS

2153526

human AS

2153525

human AS

2153325

human A5

2153525

huma= A3

2153325

human AS

N
’—A
w
(W
th
t)
Oy

870 880 890 900 910 920
TCCAGCGAAAGAAGTGGGTGGACTTGGCCTGGATGATTACCTTCTACGTCCGCTTCTICC

|Ees LLECELLLET LT

GAATKMTTACCTTCTACGTCCGCTTCTTCC
10 20 30

930 940 950 960 970 980
TCACTTATGTGCCACTATTGGGGCTGAAAGCCTTCCTGGGCCTTTTCTTCATAGTCAGGT

CEVLEEPEEEEE LR e LR R LT

TCACTTATGTGCCACTATTGGGGCTGAAAG-CTTCCTGGGCCTTTTCTTCATAGTCAGGT
40 50 60 70 80

990 1000 1010 1020 1030 1040
TCCTGGAAAGCAACTGGTTTGTGTGGGTGACACAGATGAACCATATTCCCATGCACATTG

IIIIIIIIIIHIHIIIIIIIIIII|lIIIIlIIIIIHIIIIIHHIHIIIIIIII
TCCTGGAAAGC

TGTGGGTGACACAGATGAACCATATTCCCATGCACATTG
90 100 llO 120 130 140

1050 1060 1070 1080 1090 1100
ATCATGACCGGAACATGGACTGGGTTTCCACCCAGCTCCTGGCCACATGCAATGTCCACA
LECTEELC LTV EEL R EEE L LR EEE LT LT
ATCATGACCGGAACATGGACTGGGTTTCCACCCAGCTCCAGGCCACATGCAATGTCCACA

150 160 170 180 190 200

1110 1120 1136 1140 1150 - 1160
AGTCTGCCTTCAATGACTGGTTCAGTGGACACCTCAACTTCCAGATTGAGCACCATCTTT
]
|

ACULPLELLE L LT LT

TCTGCCTTCAATCACTGGTTCAGT””‘CAC TCAACTTCCACATTGAGCACCATCTTT
Zlu 220 230 240 250 2860

1170 1180 1192 1200 1210 1220
TTCCCACGATGCCTCGACACAATTACCACAAAGTGGCTCCCCTGGTGCAGTCCTTGTGTG

LECEECEEE LR T LT

TTCCCACGATGCCTCGACACAATTACCACAAAGTGGCTCCCCTCGTGCAGTCCTTGTGTG
27C 280 290 320 A 320 320

1230 1240 1252 1260 1270 1280
CCAAGCGTGGCATAGAGTACCAGTCCAAGCCCCTGCTGTCAGCCTTCGCCGACATCATCS
LI TR i L LT
CCAAGCATGGCATA GAGTRCCAGTCCRnuCCCCTGCTGTCAbCCTTCGCCGACATCATCC

3312 340 350 357 37¢C 330

1290 1300 1318 1320 1330
ACTCACTARAGGAGTCAGGGCAGCTCTGGCTAGATGCCTATCTTCACCAATAA
LT i T LT
ACTCACTAAAGGAGT \GGCCAGCT TGGCTAGATGCCTATCTTCACCAATAACAACAGC

332 490 10 12 423 410



Figura 29

Cotejacion FastA de la AS-Desaturasa Humana

con el Contig 253538a
PUNTAJES Initl: 1479 Initn: 2483 Opt: 2489
Puntaje Smith-Waterman: 2489  Identidad del 81,3% con superposicion en 434 aa
10 20 30 40 50 60
human a5 MAPDPVAAETAAQGPTPRYFTWDEVAQRSGCEERWLVIDRKVYNISEFTRRHPGGSRVIS
R R R R RN Ay
253538a QGPTPRYFTWDEVAQRSGCEERWLVIDRKVYNISEFTRRHPGGSRVIS
' 10 20 30 40
70 80 90 100 110 120
human A5 HYAGQDATDPFVAFHINKGLVKKYMNSLLIGELSPEQPSFEPTKNKELTDEFRELRATVE
IIIIIIHIIIIIIIIHIHIIIIIIIIIIIHIIHIIIIIIHIIIIlIlIIIHII
253538a HYAGQDATDPFVAFHINKGLVKKYMNSLLIGELSPEQPSFEPTKINKELTD
50 60 70 80 90 100
130 140 150 160 170 v 180
human AS RMGLMKANHVFFLLYLLHILLLDGAAWLTLWVFGTSFLPFLLCAVLLSAVQAQAGWLQHD
I||IIII|IIIIIHIIIIIIIHIIIIIIIHIIIIIIHIH'!IIIIIIIHIIIH
253538a RMGLMKANHVFFLL DGAAWLTLWVFGTSFLPFLLCAVLLSAVQAQAGWLQHD
llO 120 130 140 150 160
190 200 210 220 230 239
human A5 FGHLSVF STSKWNHLLHHFVIGHLKGAPASWWNHMHF QHHAKPNCFRKDPDINM-HPFFF
‘ S PR LD T T = b
253538a YGHLSVYRKPKWNHLVHKEVIGHLKGAS ANWWNHRHF QHHAKPNI FHKDPDVNMLH - ~VF
170 180 190 200 210 220
240 250 260 270 280 290 299
human a5 ALGKILSVELGKQKKKYMPYNHQHKYFFLIGPPALLPLYFQWYI?YFVIQRKKWVDLAWM
] NI Faleal g Jee o a1
253538a fLGEWQ?IEYGKFKuKYLPYVHQHL /FFLIGPPLLIPMYE YQ%L&TMIVHKNWVDLAWA
230 240 250 260 276 280
300 310 320 330 340 350
human A5 ITFYVRFFLTYVPLLG-LKAFLGLFF IVRFLESNWEVWYTQMNH I PMHIDHDRNMDWVST
| ses el DD b D 0 DIV RE L L e e 1] s
253538a VSYYIRFFITYIPFYGILGALLFLNFI~RFLESHWEVWVTQMNEIVMEIDQEAYRDWESS
290 300 310 320 33C 340
359 370 330 390 400 410
human A5 CLLATCN HKSAFNDWE SGHLNFQ I ZHHLF PTMPRAN HKVAPL /QSLCAKRGIEYQSKP
VU e D VLT L e s s e b= i 1
253538a QLTATCNVEQSFFNDWF SGHLNFQIZHHLF PTMPRHNLHKIAPLVKSLCAKHGIEYQEKP
350 320 378 380 332 400
420 430 440
human A5 LLSAFADIIHSLKESGQLWLDAYLHQX
IR BRI
253538a LLRALLCITRSLKXSGKLWLEAYLEX(SHSPROTVGKICRWG

GCRMDGLLEFXGVSERLY
2C 450

419 420 43¢ 440 4




Figura 30

Cotejacion FastA de la AS-Desaturasa Humana

con el Contig 38
PUNTAJES Initl: 2024 Initn: 2024 Opt: 2026 L
Puntaje Smith-Waterman: 2026 Identidad del 99,3% con superpesicion €n 287 aa
10 20 30 40 50 60
human A5 MAPCPVAAETAAQGPTPRYFTWDEVAQRSGCEERWLVIDRKVYNISEFTRRHPGGSRVIS
FECLLCE LR e i e |
38 QGPTPRYFTWDEVAQRSGCEERWLVIDRKVYNISEFTRRHPGGSRVIS
10 20 30 40
.70 80 90 100 110 120
human A5 HYAGQDATDPFVAFHINKGLVKKYMNSLLIGELSPEQPSFEPTKNKELTDEFRELRATVE
DT ECEE L e |
38 HYAGQDATDPFVAFHINKGLVKKYMNSLLIGELSPEQPSFEPTKNKELTDEFRELRATVE
50 60 70 80 90 100
130 - 140 150 160 170 180
human AS RMGLMKANHVFFLLYLLHILLLDGAAWL TLWVFGTSFLPFLLCAVLLSAVQAQAGWLOHD
DOV R T LT L
38 RMGLMKANHVFFLLYLLHILLLDGAAWLTLWVFGTSFLPFLLCAVLLSAVQAQAGWLQHD
110 120 130 140 150 160
190 200 210 220 230 240
human A5 FGHLSVF STSKWNHLLHHFVIGHLKGAPASWWNHMHFQHHAKPNCFRKDPDINMHPFFFA
LD R T
38 FGHLSVF STSKWNHLLHHFVIGHLKGAPASWWNHMHF QHHAK PNCFRKDPDINMHPFFFA
170 180 190 200 210 220
250 260 270 280 290 300
human A5 LGKILSVELGKQKKKYMPYNHQHKYFFLIGPPALLPLYFQWYIFYFVIQRKKWVDLAWMI
CECE L VL L)
38 LGKILSVELGKQKKKYMPYNHQHXYFFLIGPPALLPLYFQWYIFYFVIQRKKWVDLAWIS
230 240 250 260 270 280
310 320 330 340 350 360
human AS TFYVRFFLTYVPLLGLKAFLGLFF IVRFLESNWEFVWVTQMNHI PMHIDHDRNMDWVSTQL
38 KQEYDEAGLPLSTANASKRDLPRATSPGTRWPSAQGARSGGXXSTVRCTTSASSPAGIQG

290 300 310 320 330 340




Figura 31

Cotejacion FastA entre la A6-Desaturasa (Ma524)

PUNTAJES
Puntaje Smith-Waterman :

human AS

Ma524.pep

human a5

Ma524.pep

human AS
MaS24.pep
human a5

Ma524 .pep

human a5
Ma524 .pep
human aS
Ma524.pep
human 2aS

Ma524 .pep

human a5

Mas24

.pep
4

y la AS-Desaturasa humana

Initl: 280 Initn: 601 Opt: 303
697 Identidad del 30,5% con superposicion en 455 aa
10 20 30 40 50

MAPDPVAAETAAQGPTPRYFTWDEV—--—AQRSGCEER«—--WLVIDRKVYNISEFTRRH
L=l L1 [ ] : IR
MAAAPSVRTFTRAEVLNAEALNEGKKDAEAPFLMIIDNKVYDVREFVPDH

10 20 30 40 50

60 70 80 90 100 110
PGGSRVISHYAGQDATDPFVAFHINKGLVKKYMNSLLIGELSPEQPSFEPTKNKELTDEF

L zeed oo fefaf] | 2] ESEAIE] LS N | B

PGGSVILTH VCKDGTDVFDTFHPEAAW-—ETLANFYVGDIDE—-—SDRDIKNDDFAAEV
60 70 80 90 100

120 130 140 150 160 170

RELRATVERMGLMKANHVFFLLYLLHILLLDGAAWLTLWVFG -TSFLPFLLCAVLLSAVQ

[:]]: JIEINEEEEE boels e o] [ ] =] |:]):
RKLRTLFQSLFYYUSSKAYYAFKVSFNLCIWGLSTVIVAKWGQTSTLANVLSAALLGLHN
110 120 130 140 150 160

180 190 200 210 220 230
AQAGWLQHDFGHLSVFSTSKWNHLLHHFVIGHLKGAPASWWNHMHFQHHAKPNCFRKDPD

R N T N Y I L e e T L

QQCGWLAHDFLHHQVFQDRFWCDLFGAFLGGVCQGFSSSWWKDKHNTHHAAPNVHGEDPD

170 180 190 200 210 220
240 250 260 270 280
INMHPFF - -~=-FALGKILSV- - - ELGKQKKKYMPYNHQHKYFFLIGPPALLPLYFOWYIF
E II [Vl ] e eeef ] ae] ] P
;DTHPLLTWSEHnLEMF:DVPDEELTRMWSRFMVLN ~QTWF (FPILSFARLSWCLQSILF
230 240 250 260 270 280
290 300 310 320 329
2T S T IQRKKWVDLAWMITFYVRFFLTYV«—PLLGLKAFLGLFFIVRFL
e I ERE T T BN
VLPNGQAHKPSGARVPISLVEQLSLAMHWTWYLATMFLFIKDPV--—-NMLVYFLVSQAV
230 300 310 320 330
330 340 350 360 370 380

34

ECNX*"”TQMNHIDMHI-——DHBRNMDWVS“QLLATCNVH}SAFNDWFSGHLNFQIEHH

ARt e e T a e
cG NLLA’VFSLNHNGMPVISKEEAVDMDFFTKQIITGRDVHPGLFANWFTGGLNYQIEHH
i

350 360 370 380 390

33C 400 410 420 430 440

LrPTPERHNYHKVAPLVQSLCAKRGIEYQSKPLLSAFADIIHSLKESGQLWLDAYLHQY
R NN T

IPS F{NFSKIQPAVZPLCK3[NVRYHTT”MIEGmAEVFSRLNEVSKAASKMGYKQY
430

T
0C 410 420 440 450

/s %



Figura 32

Cotejacion FastA entre la A5-Desaturasa (Ma29)

PUNTAJES

y la A5-Desaturasa humana

Initl: 145 Initn: 236  Opt: 266

Puntaje Smith-Waterman : 400 Identidad del 27,5% con superposicion en 455 aa

human a5

Ma29.pep

human A5

Ma2S.pep

human AS

Ma29.pep

human AS

Ma29.pep

human AS

Ma29.gep

human A5

Ma29.pep

human a3

Ma29.pep

human 1S

Ma29.cep

10 20 30 40 50 60
MAPDPVAAETAAQGPTPRYFTDEVAQRSGCEERWLYIDRKVYNISEFTRRHPGGSRVIS
R I B N L R e L
MGTDQGKT - - ~FTWEELAAHNTKDDLLL ATRGRVYDVTKFLSRHPGGVDTLL
10 20 30 40

70 80 90 100 110
HYAGQDATDPFVAFHINKGLVKKYMNSLLIGEL - SPEQPSF - EPTKNKELTDEFRELRAT
lalel 1 sl b fee o L] ] H e |
LGAGRDVTPVFEMYHAF ~GAADATMKKYYVGTLVSNELPIF PEPTVFHKT IKTRVEGYFT
50 60 70 80 90 100

120 130 140 150 160 170
VERMGLMKANHVF - ~FLLYLIHILLLDGAAWLTLWVFGTSFLPFLLCAVLLSAVQAQAGW
;s : i ! 2: ] sl 1w fezzm o :
DRNIDPKNRPEIWGRYALIFGSLIASYYAQLFVPFVVERTWLQVVF-AIIMGFACAQVGL
110 120 130 140 150 160

180 190 200 210 220 230
LQ-HDFGHLSY~FSTSKUNHL - -LHHFVIGHLKGAPASHWNHMH - FQUHAKPNCFRKDED
el oee e | ]| ) e s ]| | 1]
NPLLADASHE SUTHNPTVWK LLGATHDF - - - - FNGASYLVWMYQHML GHHPY TN TAGADED
170 180 190 200 210 220

240 250 260 270 280
INM-HPFFFALGK ILSVELGKKKKYMPYNH - -QHK/F -FL IGPPALLPLYF QWY IFYFV
S A I L e S
VSTSEP--=====-~ DVRRIKENQKWF - VNHINGEMFVPFLYGLLAFKVRIQDINILYFV

230 240 250 260 270

290 300 310 320 330
IQ—--—RKKWVDLAVMTTFY-—VRF:LTY-——VPL—-LGL&A:LGLFFIVRFLESNWFVWV
| - : L N T T O R A I AR
K”'NDAIRVNP I ST’/\IHI"/"MFWGC KAFFVWYRLIVPLQYLPLGKVLLLFTVADMVSSYYWLAL
230 290 300 310 320 330

340 350 360 370 330
Y TCMNHIPMHID- - -HOBN- - - -MDWVSTQLLATCYN - VHKSAFNOWE SGHLNFQI EHHLF
IS 2] N S N I S B A K A
TEQANHVVEEVGWPLPDENGT - 3KDWAAMQVETTQDYAHDSHLWTS I TGSLNVQAVHHLF

340 330 350 370 330 390

390 400 458 420 430 440
PTMPRENYHKVAPLVQSLCAKEZGIEY! QSKPLL -SAFADITIHSLKESGQLWLDAYLHQX
t
HEIHEER LR [ JIERT R
EAMMVSQHHYPDILAITINTC SET.':"/'PY'LVKDI‘EWQ AFAS E{LE‘[LPVLGLP PKEEK
400 412 420 130 440
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Figura 33
Huésped (plasmido) 334(pRAE-28-5) 334(pRAE-26-1) 334(pRAE-33) 334(pRAE-35) 334(pYX242)
Substrato agregado 25 uM de ADGL 25 uM de ADGL 25 uM de ADGL 25 uM de ADGL 25 uM de ADGL
30°C/48 horas
Acido Graso (g de 4cido graso/100 g de acido graso)  lipido (ug)

C16:0 151,580 202,175 285,291 281,298 304,229
Ci6:1 406,279 485,631 552,951 569,298 608,123
C18.0 16,494 25,995 32,162 27,479 30,093
C18:1n-9 100,031 133,349 173,772 184,740 187,780
C18:2n-6 - 0,180 - - 0,946
C18:3n-6 - 0,058 0,074 - 0,074
C20:0 3,844 4,205 7,118 7,285 6,288
C20:3n-6 96,576 118,657 134,859 139,292 125,448
C20:4n-6 (0,127%) 1,204 (0,075%) 0,878 (0,062%) 0,902 (0,063%) 0,927 (0,062%) 0,958
C22:0 - 0,150 0,119 - 0,125
C22:1n-9 0,162 0,139 0,299 0,275 0,392
Lipido Total 949,0 1169,0 1 4455 1 468,0 1538,5

N
f\&g.\gj\ ‘




Figura 34a

Ise

Huésped (plasmido) | 334(pRAE-28-5) | 334(pRAE-26-1) 334(pYX242) 334(pRAE-28-5) 334(pRAE-26-1) 334(pYX242)
Substrato agregado 25 uM de ADGL | 25 uM de ADGL | 25 uM de ADGL 25 uM de AO 25 uM de AO 25 uM de AO
30/C/48 horas

Acidos Grasos (g de acido graso/100 g de 4cido graso) lipido (ug)
C16:0 49,332 106,358 93,225 84,327 37,013 51,018
Cl6:1 141,178 256,622 277,028 269,009 107,066 172,485
C18:0 9,301 14,819 12,908 11,871 8.3 9,047
C18:1n-9 39,876 87,564 72,842 106,416 52,634 71,453
C18:2n-6 - - - ND ND ND
C18:3n-6 - - - - -
C20:0 2,154 7,339 - - 3,729 -
C20:3n-6 45,395 56,346 55,306 - - -
C20:4n-6 (0,106%) 0,412 (0,060%) 0,396 (0,065%) 0,402 -
C20:5n-3 - - - - - -
Lipido Total (ug) 387 665 620 562 284 363
Huésped (plasmido) | 334(pRAE-28-5) | 334(pRAE-26-1) 334(pY X242)

Substrato agregado 25 uM de AA 25 uM de AA 25 uM de AA

30°C/48 horas

Acidos Grasos (g de acido graso/100 g de acido graso lipido (ug)
C16:0 78,471 53,685 74,099
Cl6:1 230,45 141,526 181,298
Cl18:0 11,283 9,97 10,969
C18:1n-9 61,751 42,289 46,873
Cl18:2n-6 - - -
C18:3n-6 - - -
C20.0 - 2.685 -
C20:3n-6 - - -
C20:4n-6 63,584 68,442 60,89
C20:5n-3 (0,026%) 0,139 (0,019%) 0,077 | (0,027%) 0,126
Lipidos Totales (ug) 535 404 466




Figura 34b

Huésped (pldasmido) | 334(pRAE-28-5) | 334(pRAE-26-1) 334(pYX242) 334(pRAE-28-5) 334(pRAE-26-1) 334(pYX242)
Substrato agregado 25 uM de AL 25 uM de AL 25 uM de AL Sin substrato Sin substrato Sin substrato
30|{C/48 horas
Acidos Grasos (g de dcido graso/100 g de acido graso) lipido (ug)
C16:0 56,631 45,393 74,247 174,138 25,574 33,44
Cié6:1 181,311 117,045 208,029 277,122 43,193 47,189
C18:0 9,549 9,251 11,45 22,547 5,119 8,432
C18:1n-9 48,256 46,496 51,342 134,822 21,89 32,618
C18:2n-6 | 31,91 23,221 36,821 - - -
C18:3n-6 (0,02%) 0,082 ND (0,012%) 0,056 - - -
C20:0 - 0,339 - 0,702 - -
C20:3n-6 - - - - - -
C20:4n-6 - - - - - -
C20:5n-3 0,121 - - - - -
Lipido Total (pg) 746 127 168
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EXTRACTO PARA PUBLICACION
Industria y Comercio SOLICITUD DE PATENTE DE INVENCION

SUPERINTENDENCIA

(21) No. SOLICITUD: (51) INT. CL.:
O ENTACIBN, 05-01-00 (71) SOLICITANTE: ABBOTT LABORATORIES

(30) PRIORIDAD:

(31) No. DE SOLICITUD: 09/227.613 (72) INVENTOR/ES: Pradip Mukerji, Amanda Eun-Yeong
Leonard, Yung-Sheng Huang y Jennifer
(32) FECHADE M. Parker-Barnes
PRESENTACION: 08-01-99
(33) PAIS: US (74) APODERADO:  JOSE ANTONIO LLOREDA
Al (54) TITULO: " GEN DE LA DESATURASA HUMANA Y SUS USOCS ."
(57) RESUMEN :

Reivindicacion numero 1.-

Una secuencia de nucleotidos aislada que corresponde 6 es complementaria

aprox. a por lo menos 50% la secuencia de nucledtidos representada por la

ID SEC NO:1 (Figura 12).

Reivindicacion numero 8.-

Un método de produccion de una AS-desaturasa humana que comprende los
pasos de:

a) aislamiento de dicha secuencia de nucleo6tidos representada por

la ID SEC NO:1 (Figura 12);

b) construcciéon de un vector que comprende: 1) dicha secuencia de

nucleotidos aislada operablemente ligado a ii) un promotor;

c) introduccién de dicho vector dentro de una célula huésped bajo
las condiciones y durante un tiempo suficientes para la expresion

de dicha enzima AS5-desaturasa humana.




Reivindicacion numero 15.-

Un vector que comprende a) una secuencia de nucledtidos como la
representada por la ID SEC NO:1 (Figura 12) operablemente ligado a b) un

promotor.

Reivindicacion nimero 29.-

Un método para la producciéon de un 4cido graso poliinsaturado que
comprende los pasos de:
a) aislamiento de dicha secuencia de nucleo6tidos representada por

la ID SEC NO:1 (Figura 12);

b) construccion de un vector que comprende dicha secuencia de

nucleodtidos aislada;

c) introduccién de dicho vector dentro de una célula huésped bajo
las condiciones y durante un tiempo suficientes para la expresién

de dicha enzima A5-desaturasa humana; y

d) exposicién de dicha enzima AS5-desaturasa humana expresada a
un substrato 4cido graso poliinsaturado con el fin de convertir

‘ dicho substrato en un producto acido graso poliinsaturado.
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Expediente __0-434

Fecha: 13 de enero del 2000 .

Se certifica que:

Desde fecha 19.de octubre de 1987 ’
del folio _54058 al folio 24062  del
libro de Protocolo N°__180 ; obra el poder
N° 11.700 conferido por ABBOTT
LABORATORIES

domiciliado(a) en Abbott Park - Illinois.

E.U.A,
al doctor _JOSE LLOREDA CAMACHO y/o ALFONSO
LLOREDA CHO o JOSE ONIO LLOREDA

Representante en Santafé de Bogotad D.C. Los

mismos .

Facultad para desistir _si .

Revisado

Carrera 13 N° 27-00 Pisos 5°y 10°
Conmutador 334 1221-2-3-4
Fax 281 3125
Santafé de Bogoté, D.C. - Colombia
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DIVISION DE NUEVAS CREACIO Y COMERCIO 5 t

PRIMER EXAMEN DE FORMA .
ng lox\

EXPEDIENTE 0-434
Practicado el examen juridico de acuerdo con lo establecido en el art. 21 de la Decision
344 se determind que esta solicitud de Patente de Invencion:

Sl[x] NO[ ] NO APLICABLE [ ] Presentd los poderes necesarios en
forma correcta (Decision 344, art. 14-a).

SI{x] NOI[ 1] NO APLICABLE[ ] Acreditd, en forma correcta, la
existencia y representacion de la persona juridica solicitante
(art. 14-c de la Decision 344; literal g) del art. 4 del Decreto
117194).

SI[x] NO[ ] NO APLICABLE [ ] Presentd, en forma correcta el
comprobante de pago por la tasa de presentacion establecida
(art. 13-f de la Decisién 344 y la Resolucién 02 del 4 de
enero del 2000 ).

Si[x] NOI[ ] EXTEMPORANEAMENTE [ ] Reivindicd prioridad, dentro del
_ plazo y de acuerdo con lo previsto en el Articulo 4 del
Convenio de Paris.

SI[ ] NO[x] NO APLICABLE [ ] Presenté copia, certificada su
conformidad por la Administracién que recibi6 la solicitud de la
cual reivindica prioridad, al momento de radicar la solicitud
nacional.

SI{ ] NO[x] NO APLICABLE [ ] Presenté la traduccién del capltulo
: reivindicatorio de la solicitud de la cual se reivindica prioridad
(Art. 4, D-3 Convenio de Paris; Concepto: 5 de enero de 1999
S.1.C).

SI[ ] NO[x] CUMPLE LOS REQUISITOS JURIDICOS

OBSERVACIONES JURIDICAS CONVENIO DE PARIS: En todo caso, debera presentar
copia certificada su conformidad por la Administracién que recibid la solicitud de la cual
reivindica prioridad, en cualquier momento dentro del plazo de tres (3) meses,
contados a partir de la fecha de depésito de la solicitud posterior. La omisién de esta
formalidad implicara la perdida del derecho de prioridad.

En consecuencia, se conceptda que esta solicitud:

SI[ ] NO[x] Se ajusta a los aspectos FORMALES indicados en la Decision
344 y por tanto,
SI[ ] NO[x] Se recomienda PUBLICAR el extracto correspondiente.

Santafé de Bogot4, D.C.,13 de enero del 2000

EXAMINADOR JURIDICO: Codigo 202002

Carrera 13 N° 27-00 Pisos 5° y 10°
Conmutador 334 1221-2-3-4
Fax 281 3125
Santafé de Bogota, D.C. - Colombia
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
4*"" EXAMEN DE FORMA a0

2000|0221

Radicaciéon no_000O0K3¥ .
Concepto Técnico no 298  Clasificacién Internacional de Patentes C/ZN'%B,CIZN oo

Practicado el examen de acuerdo a lo establecido en el Art. 21 de la Decisién 344 se determiné que esta
solicitud de Patente de Invencion:

SI E( No Q4 Contiene la identificacién correcta del inventor (Art.8, Art.13-a).

SI E{NO a Contiene la identificacién correcta del solicitante (Articulo 13-a).

SI E/NO a Contiene el resumen con el objeto y finalidad de la invencién en forma correcta
(Art.13-¢).

SId NO Q/ Contiene el titulo o nombre de la invencién en forma correcta (Art.13-b).

ST @/NO 4 Contiene la descripcion clara y completa de la invencion (Art.13-c).

SI @/NO d Contiene los dibujos correctos (Art.14-c junto con el literal d) del Art. 4 del Dto.
117 del 94).

ST JNO 4 Contiene las unidades de medida en el sistema exigido (Art.14-c junto con el

Decreto 3464 del 26 de diciembre de 1980).

S1d NO G/ Contiene una o mas reivindicaciones, en forma correcta, que precisen la materia
para la cual se solicita la proteccion mediante la patente (Art.13-d).

SI E{NO a Contiene el extracto de acuerdo con el literal c¢) del articulo 4 del Dto. 117 /94.

SI¥X NO & Contiene el arte final del dibujo caracteristico de acuerdo con el literal c) del
articulo 4 y el articulo 27 del Dto. 117 /94.

SI Ef NoQ Contiene la tarjeta del Archivo Tematico [formato P-104] en forma correcta
(Art.14-c junto con el literal b) del articulo 4 del Dto. 117 /94).

SI E/(NO Qa Contiene la tarjeta del Archivo de Propietarios [formato P-105] en forma correcta
(Art.14-c junto con el literal b) del articulo 4 del Dto. 117 /94).

SI1 NO w CUMPLE LOS REQUISITOS TECNICOS

OBSERVACIONES Y OTROS: SI EI/NO [ ver hoja(s) anexa(s)

Santa Fe de Bogot4, D.C., 2| <le ,[g.//gy@n) /éOOD
202016

EXAMINADOR TECNICO
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DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

PRIMER EXAMEN DE FORMA
g 237
2
CONCEPTO TECNICO: 298 ‘
EXPEDIENTE: 00000434
IPC: C15N 15/53, C12N 9/00,

Realizado el Primer Examen de Forma se hace la siguiente observacion:

1. El titulo de la invencion hace referencia a "gen de la desturasa humana y sus usos". Teniendo en
cuenta que el uso no es patentable en Colombia debido a que el articulo 1 de la Decision 344 no
lo menciona de manera explicita, se recomienda modificar el titulo de manera que corresponda
con las reivindicaciones de la solicitud pero no indique que el uso es parte de la invencion.

2. Las reivindicaciones 1 y 7 no se encuentran totalmente definidas ya que contiene palabras
subjetivas como “aproximadamente” las cuales no delimitan de manera precisa la invencion.
Ademas decir que una secuencia de nucledtidos es 50% complementaria con ofra no permite
establece cual es la secuencia que se desea proteger. Se recomienda que omita el término
aproximadamente y se elimine el segmento que se refiere a una secuencia de nucleétidos que es
50% complementaria a otra pues esto le resta exactitud a la reivindicacion.

3. De manera similar, la reivindicacion 8 no se encuentra totalmente definida ya que contiene
palabras subjetivas como “tiempo suficiente” que permite delimitar como es el método que se
desea proteger en la solicitud. Se recomienda que se mencionen exactamente cuales son dichas
condiciones.

4 Las reivindicaciones 23y 24 no son claras debido a que en ellas se hace mencion de dos objetos
de invencion: una célula de planta y un tejido de planta. Sirvase dividir en dos reivindicaciones
para que solo se reivindique un objeto por reivindicacion.

5. La reivindicacion 25 no precisa el objeto de la invencion puesto que decir que dichos aceites son
expresados por una planta o por las células de una planta recombinate no permite establecer cual
es la molécula para la cual se solicita proteccién. Se recomienda que esta reivindicacion sea
eliminada o que defina la estructura quimica del aceite que se desea proteger puesto que sin esta
informacion no es posible saber cual la invencion y que la caracteriza como novedosa y por ende
no es posible hacer el anélisis de novedad, nivel inventivo y aplicacion industrial que se requiere
para determinar si la invencion es patentable.

6. En consecuencia a lo anterior, sirvase presentar nueva tarjeta temética, nueva tarjeta para el
archivo de propietarios y nuevo extracto de publicacion.

Santa Fe de Bogota, 21 de febrero de 2000
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SUPERINTENDENC

i{%} DE INDUSTRIA :
w’ Y COMERCIO

I
EXPEDIENTE 0-434
AUTO 0044 ‘ o W)

LA JEFE DE LA DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
DISPONE

ARTICULO PRIMERO: Reconocer personeria al doctor Jose Antonio Lloreda, como
apoderado del solicitante, en los términos y para los efectos del poder conferido

ARTICULO SEGUNDO: Conforme lo establece el articulo 22 de la Decisién 344 de la
Comisién del Acuerdo de Cartagena, requiérese al solicitante, para que dentro del plazo
de treinta (30) dias habiles siguientes a la fecha de notificacion del auto, presente
respuesta a las observaciones o complemente los antecedentes sefialados en el examen
de forma.

ARTICULO TERCERO: Notificar por estado el presente auto, advirtiendo que contra el no
procede recurso alguno en la via gubernativa.

NOTIFIQUESE Y CUMPLASE 2 9 FEB. 200¢
Dado en Santafé de Bogota D.C., a los

LA JEFE DE LA DIVISION/DE NUEVAS CREACIONES,

NOTIFICADO POR ESTADO

LA

li
- -

Santafé de Bogota D.C., - - Inotificddo por anotacion en estado de esta misma

fecha.

VENCIMIENTO NOTIFICACION ESTADO
SOLICITO PRORROGA TERMINO SI NO

VENCIMIENTO TERMINO PRORROGA
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