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DESCRIPCION

Nuevos medios para prevenir la leishmaniasis.
La invencién tiene por objeto nuevos medios para prevenir la leishmaniasis en animales y en el hombre.

Se dirige en particular a moléculas de acidos nucleicos que codifican factores de virulencia o patogenicidad en
Leishmania y a su uso para producir dichos factores con el fin de producir composiciones de vacunas contra las
leishmaniasis.

Las leishmaniasis representan una de las 6 principales enfermedades parasitarias y, por este motivo, la Organiza-
ci6on Mundial de la Salud (OMS) las considera como prioritarias. Las leishmanias existen en la forma promastigoto
extracelular en el interior del tubo digestivo del insecto vector (el flebotoma), y en la forma amastigote intracelular en
el mamifero huésped. Parece que varias moléculas, entre ellas los lipofosfoglucanos (LPG) o una metaloproteasa lla-
mada gp63, tienen una funcién importante en el poder infeccioso y la patogenicidad del parasito. Mds recientemente,
una familia de glicoproteinas llamadas antigenos de superficie de promastigotos, PSA (por sus siglas en inglés “Pro-
mastigote Surface Antigens”), ha despertado un nuevo interés. Estos PSA se caracterizan por la presencia de patrones
repetidos ricos en leucina que pueden intervenir en las interacciones de tipo proteina/proteina y confieren una inmuni-
dad protectora mediada por células de tipo Th 1 en el ratén. En organismos tales como bacterias o plantas, parece que
los PSA estaban implicados en funciones como la adhesién celular, la resistencia a los patégenos y la transduccién de
sefales.

Sin embargo, no se ha descrito ni sugerido ninguna funcién biolégica en Leishmania.

Los autores de la invencién han podido estudiar esta funcién gracias a la técnica que tienen para cultivar los
promastigotos y amastigotes de Leishmania en condiciones exentas de suero y axénicas, en un medio completamente
definido, es decir, cuyos constituyentes estan todos identificados, y que es objeto de la patente FR 9305779 del 13 de
mayo de 1993 a nombre de IRD (ex. ORSTOM). El dominio de este procedimiento les permite disponer de formas
parasitarias desprovistas de contaminantes aportados hasta entonces por los medios de cultivo, y de determinantes
antigénicos en forma altamente purificada.

En dicha patente FR de la solicitante, ya se ha descrito el aislamiento y la identificacién de un PSA excreta-
do/secretado (antigeno de excrecién/secreciéon o AES de forma abreviada) de 38 kDa y de 45 kDa en el liquido
sobrenadante del cultivo de L. amazoniensis.

Los autores de la invencién ahora han aislado y clonado el ADNc que codifica esta proteina y han evaluado su
funcién en la biologia del pardsito poniendo a punto una estrategia de transgénesis adicional. Estos trabajos han
permitido poner de manifiesto la implicacién de este PSA como factor de virulencia y/o de patogenicidad y elaborar
construcciones que permiten sobreexpresar el gen de Leishmania que codifica este PSA, lo que permite desarrollar
medios para obtener composiciones de vacunas contra las leishmaniasis.

Por lo tanto, la invencion tiene como objetivo proporcionar secuencias de dcidos nucleicos capaces de codificar
PSA de formas promastigotos y de formas amastigotes de Leishmania, que constituyen factores de virulencia y/o de
patogenicidad.

Se dirige mas en particular, a proporcionar vectores de sobreexpresion de estos PSA, asi como a pardsitos genéti-
camente modificados.

La invencion se refiere ademads a los liquidos sobrenadantes de los medios de cultivo de los PSA obtenidos, asi co-
mo a los PSA aislados, purificados, y al aprovechamiento de sus propiedades para elaborar composiciones de vacunas
contra las leishmaniosis.

Las secuencias de acidos nucleicos de la invencién corresponden a los dcidos nucleicos aislados capaces de codi-
ficar un PSA de formas promastigotos y de formas amastigotes de Leishmania, respondiendo dichos dcidos nucleicos
a una de las secuencias ID SEC N° 1, ID SEC N° 2, ID SEC N° 4, ID SEC N° 5 e ID SEC N° 11 y que codifican los
PSA de las secuencias ID SEC N° 6, ID SEC N° 7, ID SEC N° 9, ID SEC N° 10 e ID SEC N° 12, respectivamente.

Las secuencias de 4cidos nucleicos de la invencién son mds en especial, secuencias de clones de ADNc que
pertenecen a una familia que responde a las caracteristicas ilustradas en la figura 2 y que comprenden en particular, un
sitio de restriccién Sall y 2 sitios de restriccién Hindlll, con un codén de parada situado secuencia abajo del primer
sitio HindlIl.

La invencién se dirige en particular a los clones de ADNc de dicha familia que constan de un sitio de restricciéon
EcoRV y/o Pstl entre los dos sitios Sall y HindlIlIl, o de un lado y otro del sitio Sall.

La invencion se dirige también a proteinas inmundgenas aisladas, caracterizadas porque presentan una secuencia
que es codificada por los 4cido nucleicos definidos anteriormente. Se refiere en particular a las proteinas que responden
a las secuencias ID SEC N° 6, ID SEC N° 7, ID SEC N° 9, ID SEC N° 10 o ID SEC N° 12.
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Estas proteinas pertenecen a dicha familia de antigenos de superficie de promastigotos (PSA de forma abreviada)
y tienen regiones caracteristicas ilustradas en las figuras 3A y 3B. Estas proteinas pueden modificarse después de
traduccion mediante N-glicosilaciones, fosforilaciones y el anclaje de un GPI. Tienen un péptido sefial hidr6fobo en
posicién carboxi terminal.

Mediante la clonacién direccional de las secuencias definidas anteriormente en un vector de expresion, los autores
de la invencion han obtenido construcciones que permiten expresarlas en posicién homosentido.

La invencién se dirige por lo tanto, a construcciones de dcidos nucleicos, caracterizadas porque constan de dcidos
nucleicos aislados en posiciéon homosentido, capaces de codificar una proteina inmundgena de formas promastigotos
y de formas amastigotes de Leishmania, respondiendo dichas proteinas a una de las secuencias ID SEC N° 6, ID SEC
N°7,ID SECN°9,ID SEC N° 10 e ID SEC N° 12.

La invencién se dirige en particular, a construcciones de dcidos nucleicos que constan de secuencias de clones
de ADNc que pertenecen a una familia que responde a las caracteristicas ilustradas en la figura 2, y que constan, en
particular, de un sitio de restriccién Sall y 2 sitios de restriccién Hindlll, con un codén de parada situado secuencia
abajo del primer sitio HindIII.

Los clones de ADNc constan de un sitio de restriccién EcoRV y/o Pstl entre los dos sitios Sall y HindlIll, o de un
lado y otro del sitio Sall.

Las construcciones particularmente ventajosas comprenden como secuencias de acidos nucleicos, una secuencia
elegida de ID SEC N° 1, ID SEC N° 2, ID SEC N° 4, ID SEC N° 5 e ID SEC N° 11, codificando dichas secuencias
respectivamente las proteinas de las secuencias ID SEC N° 6, ID SEC N° 7, ID SEC N°9, ID SEC N° 10 e ID SEC N°
12.

Las construcciones preferidas constan de dichas secuencias de acidos nucleicos en un pldsmido de multiplicacién
rdpida tal como pTex.

Se dirige igualmente a cepas de Leishmania transfectadas con dichas construcciones, que son las formas promas-
tigotos o las formas amastigotes.

Las cepas transfectadas preferidas, teniendo en cuenta las aplicaciones de vacunas a las que se dirige, son las cepas
de L. infantum.

De forma ventajosa, los PSA se producen en gran cantidad de forma constitutiva en los parasitos.

La invencidn se dirige también a un procedimiento de transfeccién de un pardsito de Leishmania, caracterizado
porque se introduce en el pardsito de Leishmania un vector como se ha definido antes que consta de un marcador,
se seleccionan los pardsitos transfectados gracias a dicho marcador, se ponen en cultivo en medio axénico y exento
de suero totalmente definido, y se recupera el liquido sobrenadante del cultivo que contiene las proteinas inmund-
genas presentes en concentraciones del orden de 10 a 20 veces superiores a las producidas por la cepa madre de
Leishmania.

La introduccién del vector en el pardsito se realiza, por ejemplo, por electroporacion.

La insercidn de estos dcidos nucleicos en los pardsitos permite aumentar el poder infeccioso de estos dltimos: su
capacidad para sobrevivir en el macréfago infectado y de multiplicarse es hasta 5 veces mayor que la del parésito no
transfectado con dichos 4cidos nucleicos.

Dichos PSA se producen en gran cantidad en el liquido sobrenadante del medio de cultivo de los pardsitos. La
invencién se dirige también, por lo tanto, a los liquidos sobrenadantes de los medios de cultivo de dichos pardsitos
genéticamente modificados, asi como a los PSA aislados a partir de estos liquidos sobrenadantes y purificados.

La invencién proporciona asi, medios que tienen mucho interés por responder a la demanda industrial de disponer
de cantidades importantes de proteinas que constituyen factores de virulencia/patogenicidad en los Leishmanias.

Gracias a su poder inmundgeno, estas proteinas permiten obtener, después de inmunizacién de animales de acuerdo
con las técnicas cldsicas, anticuerpos policlonales y producir anticuerpos monoclonales. La inmunizacién de ratones
ha permitido asf obtener anticuerpos anti-IgG2A, y la de perros los anticuerpos IgG2.

La invencion se dirige por lo tanto también a dichos anticuerpos y al aprovechamiento de sus propiedades para
elaborar a una escala exportable a la industria, composiciones de vacunas contras los leishmanias en el hombre o en
animales.

Las aplicaciones de diagnéstico de estos anticuerpos también son parte de la invencién.
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Se dardn otras caracteristicas y ventajas de la invencién en los siguientes ejemplos en los que se hard referencia a
las figuras 1 a 8 que representan, respectivamente

la fig. 1 es el alineamiento en 3’ de secuencias de nucledtidos de clones de ADNc segtn la invencion;

la fig. 2 es un esquema resumen de las secuencias de nucleétidos de los clones de ADNc obtenidas después de
seleccion inmunoldgica con anticuerpos monoclonales anti-AES de genotecas de expresion de formas promastigotos
y de formas amastigotes de L. amazonensis. Los sitios de enzimas de restriccion estdn indicados encima de cada
secuencia;

la fig. 3A es la localizacién de diferentes regiones proteicas, caracterizadas por su composicion particular de
aminodcidos, presentes en la secuencia proteica deducida del ADNc del clon A3B, y la figura 3B es una representacion
esquemdtica de la secuencia proteica deducida del ADNc del clon A3B que codifica un PSA;

la fig. 4 son los andlisis de transcritos por RT-PCR en las formas promastigotos (P) y amastigotes (A);

la fig. 5 es el nivel de produccién de la proteina por transferencia Western, con ayuda de un anticuerpo anti-PSA;

la fig. 6 es el efecto de la sobreexpresién de un PSA de L. amazonensis en el poder infeccioso de los pardsitos;

la fig. 7 son las secuencias de nucledtidos de ID SEC N° 1 a 5 y 11, respectivamente de los clones A3B, 2Cl1,
1A1, 2G1, W2, de promastigotos y amastigotes de L. amazonensis y 1J11 de promastigotos de L. infantum, y las
correspondientes secuencias de aminoacidos codificadas ID SECN°6a 10y 12;y

la fig. 8 es el indice parasitario determinado en el transcurso de la infeccién in vitro de macr6fagos caninos por una

cepa salvaje o de clones seleccionados de promastigotos de L. infantum en diferentes tiempos de incubacion.

1 - Caracterizacion molecular de los inmundgenos principales de AES de las formas promastigotos y amastigotes de
L. amazonensis. (Lma abreviado)

Esta caracterizacion se ha llevado a cabo mediante seleccion de genotecas de expresion de ADNc de las formas
promastigotos y formas amastigotes de L. amazonensis con ayuda de un anticuerpo monoclonal dirigido contra el
inmundgeno principal de los AES.

- Caracterizacion de las genotecas de ADNc

Se han realizado dos genotecas de expresion de ADNc, respectivamente de las formas promastigotos y de las
formas amastigotes de L. amazonensis. Las caracteristicas de estas genotecas se presentan en la tabla I. Los parasitos
de fase exponencial y estacionaria se han mezclado con el fin de tener acceso a diferentes transcritos que pueden ser
expresados en el transcurso de diferentes etapas de su cultivo in vitro. Después se seleccionan 5x10* fagos por genoteca
de forma inmunolégica con anticuerpos monoclonales F5 diluidos hasta 1/500. La obtencién de este anticuerpo es el
objeto del ejemplo de la patente FR mencionada anteriormente.

TABLAT
Genoteca de ADNc Lma LES D4 + D7 Promastigotos | Amastigotes
Recogidos D4 + D7 7,8.10° 7,8.10°
Valoracidén después de empaquetamiento 350.000 500.000
Valoracién después de amplificacion 8,32.10" ph/ul | 2,16.10° ph/ul
D4 + D7 = parasitos recogidos el 4° dia, en fase exponencial, y el 7° dia, en
fase estacionaria de su crecimiento

- Aislamiento y secuenciacion de los clones reconocidos por el anticuerpo monoclonal F5

Se pusieron de manifiesto 13 clones positivos de la genoteca de promastigotos y 11 clones positivos de la genoteca
de amastigotes. Todos estos clones se aislaron por seleccion secundaria y terciaria.
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El ADN plasmidico del conjunto de los clones aislados se analizé después de diferentes digestiones enzimaticas
y los ADNc que tenfan insertos de mayor tamaio, por digestion EcoRIIXhol, se retuvieron con el fin de eliminar los
ADNCc demasiado truncados en 5°. Como muestra la tabla II, los clones 1A1, 1B1, 2B3, 2C1, 2D1 y 2E1 de la genoteca
de ADNCc de promastigotos y los clones A3B, V4A, V5, W2y W3 de la genoteca de amastigotes presentan los insertos

de mayor tamafio.

El andlisis de estos clones, determinando la presencia o no de los dos sitios de enzimas de restriccion (HindlIll y

ES 2 345 824 T3

Sall) seleccionados previamente, ha mostrado que presentan una alta homologia de sus secuencias de nucleétidos.

Por digestién doble, Hindlll/Sall, se pusieron de manifiesto 3 clases de clones diferentes con un fragmento
Hindlll/Sall de un tamafio, respectivamente, inferior a 400 pb (clon 2G1), 500 pb (clones de tipo 2C1 y A3B) o
de 600 pb (clones de tipo 1A1 o W2). Por lo tanto, 5 tipos de clones elegidos segtn las caracteristicas particulares de
su ADN (el tamafo del inserto y la localizacién de determinados sitios de enzimas de restriccién) se representan en

negrita en la tabla II.

TABLAII

Genoteca de ADN de promastigotos de Lma

Clones de 1A1
ADNc

1B1

1C1 | 1D5

1F1 | 2A2

2B3

2C1

2D1

2E1

2F1

2G1

B3A

Tamafio de 2,5
los insertos
EcoRI/Xhol
(kb)

25

2- 05| 2

22

2(>)| 2,5

24

24

24

1,7-2

1,7

Mapa de
restriccion

Sall S

Hindlll 1.1

1.1

1.1

1.1

1,1

1.1

1.1

1,1

1.1

1.1

1.1

1.1

Hindlll/Sall | 600
(pb)

600

500

600

500

500

500

<400

Expresion de

proteina
recombinante

k(Da) 45

40

42,5

39

18

Genoteca de ADNc de amastigotes de Lma

Clones de ADNc

A3B | V1B

V2D

V3A

VAA

V5

WI1A

W1C

W2

W5

EcoRI/Xhol

2,3

2-22

22

23

23

2

2,3

1,7

Mapa de restriccion

Sall

Hindlll

1.1

1,1

1.1

1.1

1.1

1,1

1.1

1.1

1.1

1,1

Hindlll/Sall (pb)

505

500

500

500

500

600

500<

Expresion de proteina

recombinante

(kDa)

425 | /

36,5

/

36,5

43

/

/

45

/

/

S = 8i, para sitio presente; N = No, para sitio ausente; / = realizado; ? = resultado no obtenido.
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La tabla II da también los resultados relativos a la capacidad de los clones para expresar una proteina recombinante.
Se ha usado el IPTG como agente de induccién. Las muestras se han analizado por SDS-PAGE e inmunotransferencia
en presencia del anticuerpo anti-AES de las formas promastigotos y/o de las formas amastigotes, previamente absor-
bidas en presencia de listado de E. coli. Se obtienen resultados equivalentes. Para los clones de interés se observa la
expresion de diferentes proteinas recombinantes que van desde 42,5 kDa de peso molecular aparente (clon 2C1) hasta
43 kDa (clon A3B) 045 kDa (1A1 y W2).

En el documento “Listas de secuencias” se describen los resultados de la secuenciacion:
- de los 3 tipos de clones siguientes de la genoteca de promastigoto:

el clon de tipo 1A1 (ID SEC N° 3), que expresa una proteina de secuencia ID SEC N° 8 de mayor peso molecular.
Los clones de tipo 1B1 y 2B3 son del mismo tipo que este clon;

el clon 2C1 (ID SEC N° 2), que expresa una proteina recombinante de peso molecular inferior a la del clon
1A1, que presenta una secuencia ID SEC N° 7.

el clon 2G1 (ID SEC N°4), que tiene la particularidad de tener un fragmento pequefio HindIIl/Sall, que expresa
una protefna recombinante de peso molecular inferior al del clon 1A1, que presenta una secuencia ID SEC N°

- de los 2 clones siguientes de la genoteca de amastigote:

los clones de tipo A3B (ID SEC N° 1), que expresan una proteina recombinante de aproximadamente 43 kDa,
de secuencia ID SEC N° 6 y que tiene un fragmento HindIll/Sall de 500 pb, apareciendo idéntico el clon V5.
Los clones V2D y V4A se consideran clones truncados del mismo tipo;

el clon W2 (ID SEC N° 5), que expresa una proteina recombinante de 45 kDa, de secuencia ID SEC N° 10 y
que presenta un fragmento HindlIIl/Sall de 600 pb.

- Estudio de las 5 secuencias de ADNc

En la figura 1 se representa el alineamiento de las 5 secuencias de ADNc obtenidas, en las que las diferencias
entre estos clones se deben solamente a la presencia de una secuencia truncada en 5’ y/o la insercion de secuencias de
aproximadamente 72 nucleétidos del lado 5°. Los clones presentan, por lo tanto, una (clones 2C1 y A3B) o tres (clones
1A1 y W2) inserciones. Excepto estas zonas de inserciones, los clones presentan homologias del orden de 99%, y se
puede considerar que pertenecen a una familia de ADNc. Solo el clon A3B tiene el codén ATG de inicio, y los otros
clones estan truncados en 5°. Sin embargo, el ADNc de A3B no tiene la secuencia de 39 nt codificante del “lider de
corte y empalme” encontrado en 5° en todos los ARNm de Leishmania.

Los ADNCc de los clones A3B y 2C1 presentan una homologia casi total y por lo tanto se consideran idénticos,
correspondiendo el ADN del clon 2C1 a una parte truncada en 5° del ADNCc del clon A3B.

El clon A3B, representativo de esta familia ha sido objeto de una secuenciacién entera en los dos sentidos.
En la figura 2 se representan los sitios de las enzimas de restriccion para cada uno de estos clones.

Las secuencias ID SEC N° 1 a 5, corresponden respectivamente a las de los ADNc de A3B, 2C1, 1A1, 2G1, W2.

- Andlisis de diferentes secuencias proteicas deducidas

La traduccién de las diferentes secuencias de ADNc en secuencias proteicas se ha realizado eligiendo el marco de
lectura correspondiente al sugerido por la posicidn del codén de inicio en el pldsmido pB-SK, cuya transcripcion estd
bajo el control del promotor del gen lacZ sometido a induccién por IPTG.

La proteina A3B representa las regiones ilustradas en las figuras 3A y 3B. En el extremo NH, se identifica un
péptido hidréfobo, que puede ser escindido, que se describe en la bibliografia como un péptido sefial de la via de
secrecion. Se encuentra después el dominio repetido rico en leucina, con un niimero de 6 repeticiones para el clon
A3B. A una decena de aminodcidos del final de este dominio, se encuentra una region rica en prolina, treonina y
serina, llamada en lo sucesivo regién poli P/T/S. A esta regién le sigue una regién rica en cisteinas que puede estar
implicada en puentes disulfuro. Finalmente, la secuencia proteica termina con un péptido sefial hidréfobo.

Los ADNc de los clones A3B y 2C1 presentan una homologia casi total y por lo tanto se consideran idénticos,
correspondiendo el ADNc del clon 2C1 a una parte truncada en 5° del ADNCc del clon A3B.
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El clon A3B, representativo de esta familia, es objeto de una secuenciacién entera en los dos sentidos.

En la figura 2 se representan los sitios de las enzimas de restriccion para cada uno de estos clones, Nt = nucledtidos;
ATG = codén de inicio, TAG = coddn de parda.

El andlisis en la base de datos PROSITE muestra que la proteina A3B tiene un sitio de N-glicosilacion localizado
al final de cada dominio repetido rico en leucina, y 12 sitios potenciales de fosforilaciones.

El anélisis de la localizacion de esta proteina en el servidor PSORT predice una localizacién citoplasmaética en
un 92%, lo cual indica que la proteina es soluble. Esta proteina estd probablemente anclada en la superficie por un
Glicosil-Fosfatidil-Inositol o GPI. Por lo tanto, el péptido sefial hidréfobo puede escindirse y permitir el anclaje del
GPI a nivel de la asparagina (D).

El peso molecular teérico de la proteina del clon A3B difiere en aproximadamente 2,9 kDa con el de las proteinas
1A1 y W2, lo cual estd de acuerdo con la diferencia de 2,5 kDa observada entre las proteinas recombinantes corres-
pondientes. Esta diferencia se debe a la presencia de un nimero variable de repeticiones ricas en leucinas o LRR,
presentando cada una, una composicién particular de aminoécidos.

Los pesos moleculares aparentes y tedricos de los 4 tipos de PSA de la invencién se retnen en la siguiente tabla
III.

TABLA III

Tipo de PSA PM de la proteina | PM tedrico (no | PM sin péptido

recombinante truncado) sefal (3,2 kDa)
4 LRR (2G1) / 33,5 kDa 30,3 kDa
6 LRR (A3B) 42,5 kDa 38,5 kDa 35,3 kDa
7 LRR (1A1 y W2) 45 kDa 41,4 kDa 38,2 kDa

2 - Obtencion de pardsitos genéticamente modificados

La clonacién direccional del gen LaPSA 38s en el vector de expresion pTex ha permitido obtener una construc-
cion capaz de expresar el gen PSA en posicién homosentido. Después, el plasmido pTex-LaPSA 38s en orientacién
homosentido y el vector pTex vacio se han electroporado en la cepa salvaje de Leishmania infantum Monl Clon 1, y
después los pardsitos se han seleccionado mediante geneticina.

El estudio se ha realizado en parésitos de la especie L. infantum salvajes (Sal), en los transfectados por pTex vacio
(pTex) y los transfectados por pTex que contiene la secuencia de nucleétidos de interés (homosentido).

Caracterizacion molecular

El andlisis del ADN total por transferencia Southern muestra que la construcciéon homosentido es estable y se ha
amplificado en la cepa transformada. Los resultados se ilustran en la figura 4, que da los andlisis de los transcritos
por RT-PCR en las dos formas, promastigotos (P) y amastigotes (A). La figura 5 da el nivel de produccién de la
proteina por transferencia Western, con ayuda de un anticuerpo anti-PSA (figura SA: proteinas constitutivas; figura
5B: proteinas excretadas/secretadas).

Caracterizacion fenotipica de los mutantes

La comparacién de las cinéticas de crecimiento entre Ldi Salvaje, Ldi pTex y Ldi Homosentido, muestra que la
sobreexpresion de LaPSA 38s no interfiere con el crecimiento de los pardsitos. S6lo se observa una fase de latencia
mas larga para las cepas transformadas en relacién con la cepa salvaje.

Se ha estudiado también la sensibilidad a la lisis por el complemento humano. Recientemente, se ha demostrado
que el PSA de L. amazoniensis tenia la propiedad de inhibir la accién del complemento in vitro. Los promastigotos
“homosentido” son mds sensibles al complemento. Por lo tanto, el exceso de PSA en la superficie de los parasitos
puede conllevar una escision asi como una formacién de complejos mas importantes generando una lisis aumentada.
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Estudio del poder infeccioso de los pardsitos

Para estudiar el efecto de la sobreexpresiéon de LaPSA 38s en el poder infeccioso de los pardsitos, la primera
aproximacion ha consistido en poner en contacto los promastigotos de cepas transformadas con macréfagos de perro,
que es el reservorio doméstico natural de la leishmaniosis visceral.

Las figuras 6A y 6B dan los resultados obtenidos, respectivamente, 2 h después del contacto con los promastigotos
y 48 h después del contacto con los amastigotes en estas figuras, el indice parasitario correspondiente al % de macroé-
fagos infectados por la cepa Homosentido x el nimero de pardsitos por macréfago/% de macréfagos infectados por la
cepa testigo (pTex) x el nimero de pardsitos por macréfago.

Los promastigotos que sobreexpresan LaPSA 38s, presentan un poder infeccioso 2 veces mas importante frente a
los macréfagos de perro. Ademads, después de fagocitosis, los amastigotes expresan el transgén que tiene una capacidad
de sobrevivir y multiplicarse en la vacuola parasitéfora significativamente superior (2,5 a 5 veces) a la del testigo
transfectado por el vector vacio.

2 - Caracterizacion molecular de los AES de promastigoto de L. infantum

La secuencia de nucledétidos del clon IJ11 de promastigotos de L. infantum se da en la figura 7 (ID SEC N° 11) asi
como la secuencia correspondiente de aminodcidos (ID SEC N° 12).

En la figura 8, se representa el indice parasitario determinado en el curso de la infeccién in vitro de macré-
fagos caninos por la cepa salvaje o los diferentes clones seleccionados de formas promastigotos de L. infantum
(MHON/MA/67T/ITMAP-263, clon 2) en diferentes tiempos de incubacién. El examen de estos resultados muestra
una unién de pardsitos a los macréfagos después de 30 min, una penetracién de pardsitos después de 2 horas y la
supervivencia y multiplicacién de los amastigotes intracelulares a las 48 horas.

Referencias citadas en la descripcion

Esta lista de referencias citadas por el solicitante es s6lo para la comodidad del lector. Esto no forma parte del
documento de Patente Europea. Aunque se ha tenido cuidado al recopilar las referencias, no pueden excluirse errores
u omisiones y la EPO no asume ningin tipo de responsabilidad a este aspecto.
Documentos de patente en la descripcion

e FR 9305779 [0005]
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REIVINDICACIONES

1. Construcciones de acidos nucleicos, caracterizadas porque constan de dcidos nucleicos aislados en posicién
homosentido, capaces de codificar una proteina inmunégena de formas promastigotos o de formas amastigotes de
Leishmania, respondiendo dichos dcidos nucleicos a una de las secuencias ID SEC N° 1, ID SEC N° 2, ID SEC N° 4,
ID SEC N°5 e ID SEC N° 11, comprendiendo dichas secuencias un sitio de restricciéon EcoRV entre los dos sitios Sa/l
y HindlIll, o a un lado y otro del sitio Sall.

2. Construcciones segun la reivindicacién 1, caracterizadas porque dichas secuencias de acidos nucleicos se
clonan en posicién homosentido en un plasmido, tal como pTex.

3. Construcciones segtn la reivindicacién 1 6 2, caracterizadas porque codifican una proteina inmundgena de
formas promastigotos o de formas amastigotes de Leishmania, respondiendo estas proteinas a una de las secuencias
ID SEC N° 6, ID SEC N° 7, SEQ ID N°9, ID SEC N° 10 e ID SEC N° 12.

4. Proteinas inmundgenas aisladas, caracterizadas porque presentan una secuencia elegida entre ID SEC N° 6, ID
SEC N°7,ID SEC N°9, ID SEC N° 10 o ID SEC N° 12.

5. Cepas de Leishmania genéticamente modificadas, caracterizadas porque corresponden a formas amastigotes o
promastigotos de Leishmania transfectadas con una construccion segtin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3.

6. Cepas segtn la reivindicacion 5, caracterizadas porque se trata de cepas de L. infantum.

7. Procedimiento de transfeccion de un parasito de Leishmania, caracterizado porque se introduce en el pardasito
de Leishmania una construcciéon segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, que consta de un marcador, se
seleccionan los parasitos transfectados gracias a dicho marcador, se ponen en cultivo en medio axénico y exento de
suero totalmente definido, y se recupera el liquido sobrenadante del cultivo que contiene las proteinas inmundgenas
presentes en concentraciones del orden de 10 a 20 veces superiores a la producida por la cepa madre de Leishmania.
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IDSEC N1 A3 GACCCCTGTTGLGA
A3p ATGGCGEAGTGCLTGCGRCTGETGOTOCTOGCAGCECECTCEELSRICTHETEE G aCTOCTGTEoACA AGCAGTEEACCEATE0CCLETAETGRGS 114

IDSEC Ne2 26 TS T

. 2t ‘-OGFGGACGGGCAG K]

IDSEC N°3 1Al GACGGGGAG 10

A3B GGACGAGCGAGJTCACTGAGcechJcAGACGAACAOGCEQACGGTGCTGC,AGGCQ‘m'GCQOGmoGArcccmccaTGGQGACACGmGAccswa 21
oW

1D SEC N 4 6t -TCEECG T TS CATGEGEGA T TGGAT T ATACCHOEACOCTGEEGS AGATECCTRRG. 56
21 cmcrrr:macmGucc.AcncmchccAﬂcccccasccrt:GGcmGﬁATGGocGATmGGAnAuccocumcraccccl\m-mccmcc 42
Al cmmcrscmmcncmmmmccmcrcccccgccmccmﬁmGATG_(;OCGATchnamceccanccmccmm-sccrccc 110
AIB CGACTTCTGCTCGIGGAAGCACATEATCTGCGACTCCDCLGGCGTCGGCGIGTGRATGGGL! 7

IDSECN°5 w2 LCGGCGTCGGEGTGTGGA
261 AGCGTCGACTXCMGGACGTCATGATCACGGAALTGMCTI:CGGCGCAATGGGOCAGBGACTGAGCGGGACGCTGCCCODLTCATGGAGCICG 149
201 AGCGTCGACTACAAGGAEGTCATGATCACGGAACTGAACTICAGCORAATGAGCCAGGGGCIGAGCGGGACGCT GCCCOGCTCATGGAGCTOGETGAUGT, 213
1A} AGCGTCGACTACAAGGACGTCATGATCATGGCAGTGGAGT TCGGCGCAATGGGCCAGGGACTGAGCGGGACGCT GCCCCLCTCATGRAGCTCOGTOACGT, 210
AlB AGGGtCG}.ﬂACMGGACGtCATGATCACGGMGTGAACWCAGCQCMTGGGOCAGGGGEI GCGGGACGCchcccrcmATGGAGcrchmAcm 4
w2 Aacc-rcc:up\mcmcmc.\-mncAmcmcumuccccu‘mGGBQAGuGGCTGAsccGG._\gggoccccccrcMscAGcrmcrmcm 162
2G) — - :
2C1 CCTTGATATCACTGTGCATCGAAAAGTCTUAGAAGG TCACCGGCAY CAGTEGAGCTCE — e - 281
1AL COTGATmCACFm'GmTCGAAMGTCmAGMGGTCACCGGCACGO‘I‘GCCTADQCAGTGEAGCICGATGM GCAGETGAECCTICTGCATETOAAGGE 210
AB CCTTGATATCACTGTGCATCAAAAAGTCTGAGAAGGTCACCAGCACGCTGECTGCCCAGTGGAGCTCG a2
w2 CCTTGATATCACTGTGCATCGAAAAGTCTGAGAAGGTCACCGGCACGCTGCCTGCCCAGTGGAGETCOATGACGTCOOTGGACAACETTAACCTOCACEA 262
261 -
21 ‘TGACGTCGC‘IGQACMCCJ’TAACCTGCACGACACGGCGG’ICTCCGGCACG T ccrscc 38
143 CACTAM.‘:G‘KTIT.‘CGGCACGCTGG:GCCCGAGTGGAGTGGGATGACGTCGCIGGACGACG’YMCCTGCACGACA(BGCGGTCTCCGGCACGL‘I‘GCC‘IGCC 410
A3B T QACGTCGCTG chmuwmcmmmwmamms d 543

W2 (‘AOSGCGGTCT&ZGGCAWCFGCCGCCCGAGTGGAG'IGGGATGACLTICGC‘A‘GG

Gl

21 ng';seAagirg:q T¢ Mocmcrmccm'rcmmmmomcr
141 CAGTGGAGCTCOATGAAGCAGGTGATCGATCTGGATCTGE 'GGGCA'

AID CAGIGGAGCTCGATGAAGCAGCTGACCGTTCTGGATCT!

w2 cmsemmcﬁAwMAmrcmmaanmmecwcrucm

A3B
w2
261 CGGGTGCGJGCCCGAcrcmGGAGGGAGMGGAccschcGATmAmrcGAGGAA bccmAmGGcoAﬁGAbr GTTTGETAACGEC T
201 CGGGTGCGTGCEOGACTCOTGCAGGUAGAAGGACCGCETCGATGTGACEATCGAGG. ,Gccacuaccmmeacrcmocnccm)\ccccmccac 84
1Al CGGGTOCGTCCOGACTCOTGGAGGGAGAAGGACCGCCTOGATGFOACCATCGAGG, CACATGGOCGAGGACTGCAAGCTTGCIAACGGCTGLCGE 710
AIB CGGGTGCGTOCE0GACTCGTGGAGGGAGAAGGACCGUCTCGATGTGACCATCGAGGAATGGCACATAGGCGAGGA CTGCAAGCTTGETAACGCGIGCCGE 842
w2 CGGGTGcGrcK}ccGAcrco'roGAGGGAGAAGGA(;CGCQWATGIGMATL_GAGGMIGGCACATGGGCGAGQA_CIGCMG AAGGGITGEEGE 662
26+ \CCOGCA ACFCCTTCTCEAGEGTCRG :
2¢) ACCACCGGCACCLCAGCAQCCTCCTCTACTCCTICTCCAGGGTCGOGETGL! AGG]'GG Tz
1A CCA ccc-cnctccmm(fccm:rmcrcmcrmcrrcescmccmamoa 816
AsB ccmcrccrccrcocc—smkcucmcrmccméucc GGCACCCEAGCAGOCTCCTCTACTGCTTCTCCAGIGTCAAGATGCOAGRTOG 942
w2 ccmchmﬁmCGGGMcG.«\c_mcGAcrAAcccGccwmCGAGCGGCMCQCAGCAG@ECTCMCTCGTWCAGG@CGGGGIGcmos'xgs 62
26! 637
2Q) | 841
1A1 Qolo
AR ]M’J
W2
:at GTGCI‘GFIGAGCGFGGGGCTGGTGGCGTGAGGGTGCGGCQGG ™
at TGGCGGCGTGGCGGCGocc'rccAGCGGAGCGGTGGCTGcoacrccrcrmcﬁooamcrccrmmcccrcamecm‘comwGam GGCAGa 941
141 TGBCGQQG‘!GQCGGCGGCGTCGAGCGGAGCGGI‘GGCI‘OCOGCTGCTG[‘G[GGGCGGC!‘GI’GCI’G‘I'.I‘GAGCOTGGOGCIGGTGGCGTGAGGG‘IGCG GGC
AIB TGGCGGCGTGGLGGCGEGEGTCGAGCGGAGEGGTGGCTGULGCTGCTGTGTIGGGCAGCTGTGCTGTIGAGCGTGGGGTT
w2 mcaccmmm«mmnmm@sﬁcqmmmmmﬁmmaﬁcq&
201 CCCCTCTTCTCTOT GG TGOCCETGATGCCTGCCCTCGCOCCLG! GGCGTCETOGCTG G,
2C1 cccnmamccccmcmcccmcmwcccccGemcsccs'rcmcccracccrcmc.\ccccmcc.\cccoac.eeGGAomcaAcmq 104)
1A1 COCCTGITCTCTATGGTGCCCCTGGTGCETGCCCTCGCECCCAGCACGGOGTCGT CGCTGCCGITTC = Acwcc;\ccmccmcoca,\mccmch 1108
AIB CCCCTCTYCICTGTGGTGCCCCTGGTGCCTGCCCTOGCCEEOGGCAOGGORTCGTCACTGCOCTCTCT
w2 COCCTCTTCICTGT GA GO TGGTAC CTGCCCTEGOCCECAGCACGOUGTERTCGE,
2Gt
¢
1A} CACACGCACACACGCACGCGECTCRGEATCGOGTGTGCTITCEGCCOTTGTGECEECTGEGE GAATGCACGGGCATGCGG
A3B CACACGOGCACGEGCACACGLCGTCGTGCATCGCG TGTGCTI TCEGCOGTTGTOGAGCCTGCACGGATGCACGGOCATGCGGAGGCGTGCATGCATGTGE 1342
w2 CACACGCACACGEGEACGEGOOGTCATOCATCGOGTGTGCTTTCEGCCGTIGIGGCGCCTROGCEGATGCACGRGCAT GCGGAGGCGTGCATGCGTGTGE 116!
261 GCGTGCCAGCTCTTOTGIGTCTCTCCGTGTGGECAGCAGTEGGCACCTGCGCEGATCGAATGTGLGCGCGECGCLGGTGTETCOCCTTGRACAGEGGATG 1037
1Al GCGTGCCAGCTCTTGIGTGTCTCTOCGTGTGGCCAGCAGTCGGCACCEGCGCCGATCGAATGTGLGCGCGGCGGCGGTGTGTOGCCTTGGACAGCGGATG 1108
A8 GCGTGCCAGCTCITGTGTGTCTCTCOGTGTGGCCAGCAGTCGGEACCCGOGCCGATCGAATHTGEGCGCGGCGACGGTGTRTOGCLTISGACAGCGGATG 1442
w1 GCGTGCCAACTCTTGTGTGTCTCTCCGTGTGGCOAGCAGTOGGCACED 1209
6t CTGGCGOECGECOGTCGE-GTCTGCC-TC-GETCTGEGTGTCGTOOC COCECGAGEGACGTACGGAGTGCGETCT 1102
BN C GGCGOCOGCCOCTCGLCGTGTGCLCTGCGATCTG C-TGTGGTG-CCGEGCGAGCGACGTACGGA 131
A38 COGGLGECLGLCCCTCGCCGTGTGCCCTGCGGTCIGC-TGTGCTG-CCGCGCGAGCGACGTACGGA-TGOGCTGTCCGGCCCTCTICGACGGOGCTCGET 1439
A3B TGCGGTGCTGTECTCTCGTGGTCTGTGCCGGTGCTGCCCTGGCGGUGTGAGAGCTGGLGGGEGOGTGAGTGOGCECGCGGCAGCTCTCCGCTGCGTTUAG 1539
A3B GGCGGCCTGCCCCTGCGTOCGCGCACCGTCGCGCTCTCCTCGACGCCACTGOGCGOGCTTGTTGGCITGCTITGCTCTGTCGTGCGCACTCTCTCTTATT 1639
A3B TTCCGTTTCATTCGCCTGTATTCTCTTCTCCCACCGCACTGCGGCCTCETCACOGCGGCLGTGCGGTGEGCAGGCGGGTGATGTGOCGTTGTGCCCCCOC 1739
A8 TTTCATGGCGCGTGGGCCGAYCGCTCCTCTTGCCTCCCTCCTCOCCCTCCLCCCTCCCGCTGOTCCTGTCAATIGTATATCCGTGGACCTTATCTTCGTAC 1839
A3D TGCCTCCGCACCTCTTCCGTAAAGCTTCGTTGGCGTGT GCOGCCCCCCGBACGTCAGCGCCGCTGTGCTCGCATGCTCACAGTACGTCCCCGTGEGTGGE 1939
A3B CGTGCACGTAAGGACATGTATATATGTATGTGTATGTATATGAGTATGTATATATGTACGGTTATATATAGGAATTTGTGTATGTTGAGGTGTATGCATG 2039
A3B TGCGTGCGTATATTAGTGTGTGCGAGCACGCGT GTTGLGCCACGCTCTGCYGCCCGCCTCCGCTGTGCGTGTCACTCOCTGTGGGOGCUGTAGOGEATGE 2139
A38 CGCCGGGTGGTGGOCGTGCGGCGGGCGGGGGCTCCTCTGTGTTICTCTATTTICTCTGTTCCCTGTTGACCTCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA )
FIGURA 1 Ny
- IDSECNe°2 1
IDSECN°3 141
Alineamiento de las diferentes secuencias de ADNc obtenidas 1wsecne4 e
IDSECN°S w2
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A3B GTGCACGTAAGGACATGTATATATGTATGTGTATGTATATGAGTATGTATATATGTACGG T EATATATAGGARTTTGTGT
2¢1 GTGCAGTIAAGGACATGTATATATGTATGTGTATGTATATGAGTATGTATATATGICCGGTTATATATAGRAATTTGTGT

1a1 GTGCATGTAAGGACATGTATATATGTATGTGTAGGTATATGAGT ATGTATATATGTACGGTTATATATAGGAATTTGTGT

261 GTGCACTTAAGGACATGTATATATGTATGTGTATGTATATGAG TATGT ATATATGTACGGTTATATATAGGAATITGTGT

w2 OTGCACGTAAGGACATGTATATATGT ATGTGTAGGTATATGAGTATGT ATATATGTACGGTTATATATAGGAATITGICT

AIB ATGTTGAGGTGTATGEATGTGCGTGOGTATAT TAGTGT T ACGAGCACGEGT GTTGCGLCACGRTCTGCT GEECETEIcE

2cl1 ATGTTGAGGTGTATGCATGTGCGTGCGTATATTAGTCIGTGCGAG GTGTTGEGCCACGCT TTGCTGCECGCTTCG

1Al ATGTTGAGGIGTATGCATGTGCGTGCGTATATTAGTCTGTGOGAGCACGCGTGTTGEGCCACGCTITARCTGEO0GCCTCT

261 ATGTTGAGGTGTATGCATGTGCGTGCGTATATTAGICIGTGCGAGCACGCGTGTTGOGCCACGGTTTGCTGCGCGCCTCG

w2 ATGTTGAGGTOTATGCATGTGCGTGCGTATATTAGTGTGTGCGAGGACGCGTGTTGEGCCACGCTCTGCTGCCCGECTCT

ASH GCTGTGCGTGTCACTCOCTGTGGGCGCGGTEGEGGGTGGCGCCGGETGETGECCRIGCEGCEEECEBGAGCTTETCIGTG
201 GCTGTGCGTGTQCCTOCCTGTGGGCGCGETGCCGGETOECCCCGGATGGIGCCOGTGCGGCGGGCGGGGGTTCCTCTGTG
1Al GCTGTGCGTGTCACTCCCIGTGGGCGEGCTGGCGGETEGCGCCGEGTGCGTGGOCETGCGECGGGEGGGGGCTCCTCTGTG
3G GCTGTGGGTGTCACTCGCTUTGGGCCCGGTGGCGGGTGECCCCGRGTEETGCCCGTTICGGCGGGCGGGGGETCCTCIOIG
w2 GCTGTGCETGICACTCGCTGTGGGCACGTTOGOGGETOGEGLCGGGTGUTGHCCGTOCGGCEGGCGEGEGCTCCTCTIGIG
Al ma'crAmCTcmwccchmAcchMAMMAMAMMMAA.n A-

201 TmaAmtmmcxrmGAcccmAMMAg, ALAT

1A1 TTTCTCTATTICTCTGTICOCTGTTGACCTCAAGARAAS: v AR

261 TTTCICIA'!TICTCFGTFCCCTGTTGCCCTCCMAAMAAMAAAAMAAAMA A

w1 TFT‘CFCTATTFCTCTGTFCCCTGTTGACCTCAAGAMMAMAAAAAAAAAM

FIGURA 1 (continuacion)

Alineamiento en 3’ de las secuencias de nucledtidos de los diferentesclones de ADNc

IDSECN°1 - 38
ID SEC N° 2 1
IDSECN°3 e
ID SEC Ne 4 261
ID SEC N° 5 w1

Figura 34: Alineamiento de las secuencias de nuclettidos de los
diferentes clones aislados de las genotecas de ADNc de las formas

promastigotos y las formas amastigotes de L. amazoniensis
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Clones de la genoteca de ADNc de promastigotos Poli A
Sall Pstl Hingnt 5 'O Hindllll
2G1 je= e LT ——
2C1 Sall EcoRY Hindut ' HindlIl
!1:1:!3 L—Y——l—'r:l_L A _L_*__
(=A3B) TG
Sal Pyl Hindin ' HindiIl.
IA] Jrr T T LE 1 1! e __F_ . -
| Clones de la genoteca de ADNe de amastigotes
sl Sal EcoRV Hindtit ;Y HindIll
AgB x ! 4‘[ r—-r!'—l m! s [
Sall EcoRV Pyl Hindlll 5 Hind1ll
1 1 T . 3
W2 ! I T S
= = repeticion de 72 6 75 nt ———~ = no secuenciado

FIGURA 2
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Péptido senal de la

/ * via de secrecion

MAQCVRRLVLAAPLAAVVALLLCTSSAPVARAAGTSDFTEAQQTNTLTVLQAFARAL
PALGDTWTGSDFCSWKHIICDSPGVGVWMGDVDYTGTLPEMPASVDYKDY
MITELNFSAMGQGLSGTLPPSWSS
LTSLISLCIEKSEKVTGTLPAQWSS — —
_ Dominio repetido
MTSLDNLNLHDTAVSGTLPAQWSS - fico en leucinas
MKQLTVLDLEGTKVSGTLPSEWSG
MAKAEAVQLENCGLSGSLPPSWSA
MPKLRIVSLSGNHFCGCVPDSWRE

KDRLDVTIEEWHMGEDCKLANACR / Region poli P/T/S

PTAAPGTTTTNPPTTTGTPAASSTPSPGS

GCEVDGCEVCEGDSAARCARCREGYSLTDEKTCLANHD Regidn rica en cisteinas
GGVAAASSGAVAAAAVIVAAVLLSYGLY A
i\\~ [
T 1 Péptide sefz! hidrdfohe
FIGURA 3A

Regién codificante delN‘g“COSIIaCIOn : . Sefal _de

péptido sefial hidrofobo de Ia. Regiodn anclaje

via de secrecion Dominio LRR poli P/T/S Py de GPI

A3B = ARFEETRRES ey

Regidénrica  péptido
en cisteinas hidrofobo

FIGURA 3B
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Sal pTex  Homosentido
606 pb
Diferenciacion in vitro
Sal pTex  Homosentido

FIGURA 4
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- Proteinas constitutivas

Sal L.aSal pTex Homosentido
36 kDa

46 kDa - el

-_Proteinas_excretadas/secretadas (liquido sobrenadante de cuitivo

concentrado 200 veces);‘

Sal pTex Homosentido L. aSal
. I -

10pl 10l 10pl Spl 2ul  2ud Sul 10p

FIGURA 5
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Valor de aumento del IP
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FIGURA 6A
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FIGURA 6B
IP = indice parasitario. La variacion del IP permite evaluar el poder
infeccioso de la cepa de interés Homosentido, en funcién del
porcentaje de macréfagos infectados y del ndmero de parasitos por

macrofago, en relacion con una cepa testigo pTex

16



ES 2 345 824 T3

ID SEC N° 1 (Secuencia nucleica A3B)

GACCCCTGTTGCGA ATGGCGCAGT GCGTGCGTCGGCTGGTGCT GGCGGCGCCECT: CGCCGCTGTGG
TG GCGCTGCTGCTGTGCACGAGCAGTGCACCGGTGGCGCGTGCT GCGGGGACGAGCGACTTCACTG
AGGCG CAGCAGACGAACACGCTGACGGTGC'IZGCAGGCGT’ITG CGCGTGCGATCCCTGCGCTTGGG
GACACGTGGACGG GCAGCGAC'TTCTGCTCG GGAAGCACATCATCT GCGACTCCCCCGGCGTCGGO
'GTGTGGATGGGCGATGTGGA'ITATACCGGC CGCT GCCGGAGATGCCTGCGAGC‘GTCGACTACAA
C h

GCGCCCGCCCCTCGCCGTGTGCCCTGCGGT CIGCTGTZGCTGCCG SGCGA A 3G SAT
IGTCCGGCCCTCTTCGACGGGGCTCGCTI‘GCGGTGCTGTGCTCT CGTGGTCTGTGCCGGTGCTGCCC
TGGCGGGGTGAGAGCTGGCGGGGGCGTGGGTGCGCGCGCGGCAGCTCTCCGCTGCGTTGAGGGCG
GCCTGCCCCTGCGTCCGCGCACCGTCGCGCTCTCCTCGACGCCACTGCGCGCGCTTGTTIGGCTTGCT
TTGCTCTGTCGTGCGCACTCTCTCTTATTTTCCGTTICATTCGCCTGTATTCTCTTCTCCCACCGCACT
GCGGCCTCGTCACCGCGGCCGTOCGGTGCGCAGGCGGGTCGATGTGCCGTTIGTGLCCCCCCTITCAT
GGCGCGCTGGGCCGATCGCCCTCTTGCCTCCCTCCTCCCCCTCCCCCTCCCGCCGGTCCTGTCAATT
GTATATCCGTGGACCTTATCTTCGTACTGCCTCCGCGCCTCTTCCGTAAAGCTTCGTTIGGCGTGTGC
CGCCCCCCGGACGTCAGCGCCGCTGTGCTCGCATGCTCACGGTGCGTCCCCGTGCGTGGGCGTGCA
CGTAAGGACATGTATATATGTATGTGTATGTATATGAGTATGTATATATGTACGGTTATATATAGGA
ATTTGTGTATGTTGAGGTGTATGCATGTGCGTGCGTATATTAGTGTGTGCGAGCACGCGTGTTGCGC
CACGCTCTGCTGCCCGCCTCCGCTGTGCGTGTCACTCGCTGTGGGCGCGGTGGCGGGTGGCGCCGG
GTGGTGGCCGTGCGGCGGGCGGGGGCTCCTCTGTGTTICTCTATITCTCTGTTCCCTGTTGACCTCA
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

ID SEC N° 2 (Secuencia nucleica 2C1)

=T

CGTGGACGGGCAGCGAC'TTCTGCTCGTGGAAGCACATCATCTGCGACTCCCCGGGCGTCGGCGTGT
GGATGGGCGATGTGGATFATACCGGCACGCTGC : GGAGATGCCTGCGAGCG 2 X
GTCATGATCACGGAACTGAAG’I‘TCAG CGCAATGG GCCAGGGGCTGAG CGGGACGCTGCGCCCCT C
ATGGAGCTCGCTGACG TCCTTG ATATCACTGTGCATCGAAAAGTCTGAGAAGGTCACCGG CACGC’I‘
GCCT! GCCCAGTGGAGCTCGATGACGTCG CTGGACAACCTI‘AACCTGCACGACACGGCGGTCTCCGG
CACGCTGCCTGCCCAGTGGAGCTCGATGAAGCAGCTGACCG'ITCT GGATCTGGAGGGCACTAAGGT
GTCCGGCACGCTGCCGTCCGAGTGGAGTGGGATGGCG AAGGCCGAGGCCGTGCAGCTGGAGAACT
GCGGTCTGTCCGGGAGTCTG CCCCCCTCGTGGTCTGCGATGCCGAAGCTGCGTATCGTCT CACTGA
GCGGCAACCACTT CTGCGGGTGCGTGCCCGACTCGTGGAGGGAGAAGGACCGCC‘TCGATGTGACC
ATCGAG GAATGGCACATGGGCG AGGACTGCAAGCTTGCT: AACGCCTGCCGCCCGACTGCTGCT CCG
GGAACGACCAOG ACTAACCCGCCCACCA CCACCGGCACCCCAGCAGCCTCCTCTACT CCTTCTCCA
GGGTCGGGGTGCGAGGTGGATGGGTGTGAGGTGTGCGAGGGGGACTCCGCTG CGCGGTGCGCCAG
GTGCCGTGAGGG CTACTCCCTGACGGACGAGAAGACGTGCGTGGCGAACCACGATGGCGGCGTGG
CGGCGGCGTCGAGCGGAGCGGTGGCTGCCGCTGCTGTGIGGGCGGCTGTGCTGTI‘GAGCGTGGGGC
TGGTGGCGTGAGGGTGCGGCG GGCCCCTCTFCTCT GTGGTGCCCCTGGTGC CTGCCCICGCCCCCG
GCACGGCGTCGTCGCTGCCCTCT ‘CTCA CCCCCACCAGCCGACGGGGAGACCGACAGCCACAGGCGO
ACG CGCACACGCCGTCGTGCATCGCGTGTGC
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ID SEC N° 3 (Secuencia nucleica 1A1)

GGACGGGCAGCGACTTCTGCTCGTGGAAGCACATCATCTGCGACTCCCCCGGCGTCGGCGTGTGGA
TGGGCGATGTGGATTATACCGGCACGCTGCCGGAGATGCCTGCGAGCGTCGACTACAAGGACGTC

ATGATCATGGCACTGGACTTCGGCGCAATGGGCOAGGGACTGAGCGGGACGCTGCCCCCCTCATGG
AGCTCGCTGACGTCCTTGATGTCACTGTGGATGGAAAAGTCTGAGAAGGTCACCGGCACGCTGCCT
ACCCAGTGGAGCTCGATGAAGCAGCTGACCUTTCTGCATCTGAAGGGCACTAAGGTGTCCGGCACG
CTGCCGCCCGAGTGGAGTGGGATGACGTCGCTGGACGACCTTAACCTGCACGACACGGCGGTCTCC
GGCACGCTGCCTGCCCAGTGGAGCTCG'TGAAGCAGCTGATCGATCIGGATCTGGAGGGCACTAA
GGTGTCCGGCACGCTGCCGCCCGAGTGGAGTGGGATGGCGAAGGCCGAGGCCCTGCAGCTGA GT
ACTGCGATCTGTCCGGGAGTCTGCCCCCCTCGTGGTCTTCGATGCAGAAGCTGCGTATCGTCTCACT
GAGCGGCAACCACTTCTGCGGGTGCGTGCCCGAQTCGTGGAGGGAGAAGGACCGCCTCGAT TGN
CCATCGAGGAATGGCACATGGGCGAGGACTGC’\GCTTGCTAACGCCTGCCGCCCGACTGOTGGTC
CGGGAACGACCAGGACTAACCCGCCCA GAC ;CGGCACCCCAGCAQCCTCCTCTACTCCTBTHD
CAGGGTCGGGGTGCGAGGTGGATGGGT‘IGA GTGTGCGAGGGGGAC TGCGCGGTGCGEC
AGGTGCCGTGAGGGCTACTCCCTGACGGACG AAGACGIGC: G ( CG C

TCG‘GCACCCGCG ¢ GG
GCCCGGCCCTCGCCGTGTGCCCTGCGGTCTGCT, yeles

ID SEC N° 4 (Secuencia nucleica 2G1)

CCACTTCTGCGGGTGCGTGCCCGACTCGTGGAGGGAGAAQGACOG C CGATGTGA‘GCAT‘ .
AATGGCACATGGGCGAGGACTGCAAGCTTGCT'_ AGECCTGO GCCCGACT _,TGCTCCGGGAA G
cE, TEG ,A, 2 e

CGTOGTCGCTGCCCTCTCTCACGCCCACCAGCCGACGGGGAGACGGACAGC

CACACGCGCACGCGCACACGCCGTCGTGCATCGCGTGTGCTTTCCGCCGTTGTGGCGCCTGOACGG
ATGCACGGGCATGCGGAGGCGTGCATGCGTGTGCGCGTGCCAGCTCTTGTGTGTCTCTCCGTGTGG
CCAGCAGTCGGCACCCGCGCCGATCGAATGTGCGCGCGGCGGCGGTGTGTCGCCTTGGACAGCGG
ATGCTGGCGCCCGCCCCTCGCGTGTGCCTCGGTCTGCGTGTCGTGGCCGQQCGAGCGAQGTACGGA

GTGCGCTGTCGCCGGGTGGTGGCCGTGCGGCGGGCGGGGGCTCCTCTGTGTTTCTCTATTTCTCTGT
TCCCTGTTGACCTCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

FIGURA 7 continuacién
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ID SEC N° 5 (Secuencia nucleica W2)

CCGGCGTCGGCGTGTGGATGGG’CGATGTGGAITATACCGGCACGCTGC CGGAGAT
GCCTGCGAGCGTCGACTACAAGGACGTCATGATCACGGAACTGAACTTCAGCGC

AATGGGCCAGGGGCTGAGCGGGACGCTGCCCCCCTCATGGAGCTCGCTGACGTCC
TTGATATCACTGTGCATCGAAAAGTCTGAGAAGGTCACCGGCACGCTGCCTGCCC
AGTGGAGCTCGATGACGTCGCTGGACAACCTTAACCTGCACGACACGGCGGTCTC
' CGGCACGCTGCCGCCCGAGTGGAGTGGGATGACGTCGCTGGACGACCTTAACCTG
CACGACACGGCGGTCTCCGGCACGCTGCC’]:GCCCAGTGGAGCTCGATGAAGCAG

ﬁGATGTGA CAICGAGGAA.GFCA,ALJ Gée;GGAﬁTﬂCAAGCTvﬂﬂf

L BRI

CGTGCATGCGTGIGCGCGTGCC“NCTCTTGTGTGTCTCTC_GTi GGECAL
GGCACCC

FIGURA 7 continuacion
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ID SEC N° 11 (Secuencia nucleica 1J11 de Ldi)

GCGCTGCTGCCGCTGGCGCTGTTGTGTGTGTGCTGGGGCCGCGCCACGCA
CACGCACGGTAGTGAGGGGGAGCCGCAGCGACCGACCGEGCGGAGLGGGT
GGGCGGAGGGGGEGCGCTCCCGCCCGCTGGTCATGCTCTCTGTTITCGCTGG
CCGGCCTCTCTACGCCGCTGGCGTGGGCGGAGCTCCGCGCTGCGTATCGC
TCGCCCCTCGCTGCCCCTCCCTGCCCCTCCTCATGTGCACTGCTCCCTCT
CTCTCCCTCCCTCTACACTCCICGCTGTCCCCTCGGCCGACCTCCACGGA
CACGCAGACGTGCGTGCGCATACACACCACCCCTCACCTCGCTGCTGCTG
CTGTGACAGCTCTACGGACCCTGCCCAGTCGCTGCGCCCCCGCCACCCGL
CTCTGTCCCCCGCACGAGGGTACCTACGACGTGCCGGCCACCCCGCTCTG
CCCGATAAGCTGAGCTGGCGCTCACGCCCGAGCAATCCCCTCACGGATCT
GCTGCCGCGCCGCACTGCTCTTGACCCTGGCTGCGAATGGCGCTGTGCGT
GCGTCGGCTEGTGCTGGCGGCGACCCTCGCCGCTGTGGTGGCGCTGCTGC
TGTGCACGAGCAGTGCGCCGGTGGCGCGETGCTGCTCTGAAGGATGACTTC
BCTGCTGCGCAGCGGACGARCACGCTGGCGGTGCTGGAGGCGTTTGGGCE
TGCGATCCCTGAGCTTGGGRAGCTGTGGAAGGGCGACGACTTCTGC
TTTTGGGAGTCGGTCGTGTGCGATGTGACCGAAGTGTACTTGTGGGAA
ATCGGTGCGACGTATACCGGCACGCTGCCGGAGATGCCTGTGGACGTCGA
CTACACGGCCGTCATGGTCAAGCACCTCGACTTTTCCCARATGGGGCTGG
GGCTGAGCGGAACGCTGCCGGACAGCTGGAGCAGGCTGCAGGGACTGACC
TCACTTACGTTGTICGGGCTGCGGCGTGAGCGGTACGCTGCCCCCCTCETG.
GCGCTCGATGAAGTCTTTGGTGTCGTTGTGGATTGAGACTTGTCAAAGTG
TTACCGGCAAGCTGCCGCCTGAGTGGAGCTCGATGARATCGCTGAGAGAT
CTCCATCTGCATGGCGCGAAGGTTTCCGGCACGCTGCCGCCTGAGTGGAG
CACGATGAAATCGCTGACCCTTCTCGATCTGCAGGACACTCAGGTTACCG
GCAGTCTGCCGCCTGAGTGGAGCTCAATGARATCCATGACCATTCTCAGT
CTGAATGGCGCGAAGGTTTCCGGCACGCTGCCACCCCAGTGGAGCTCGAT
GACATCGCTGAGCCTTCTCAGTCTGGAGGGTACTCAGCTCTCCGGCALGC
TACCGCCCCAGTGGAGTGGGATGACATCGCTGGTCACGCTTTTTCTGCA
GGGTACTCAGGTCTCCGGCACTCTGCCGCCGCAGTGGAGATCGATGTTGAA
TGCCGAGTTCCTGCAGCTGGARGAACTGCGACCTGTCCGGCTGTTTGCCCCC
CGAGTGGGCTGCGATGCCGAAGCTGCGTCATGTCCGAACTTAAGGGCAACCA
GTTCGCCGGGTGTGTGCCGGACTCGTGGGCTCAGAAGGCCGGTCTCGTTGT
GGABRATCGRGGATAAGCACACGGGCAACAGCTGCATTGCTGGTGCGGACTG
CGCAACGACGACCACGACCACCACTGAACCCACGTCCACTGCGAGCCCAAL
AGCCACGCCTACCTCTGCCCCCGAGACGGAGTGCGAGGTGGATGGGTGTGA
GGTGTGCGATGGGGACTCCGLGGCGAGGTGCGCCAGGTGCCGTGAGGGCTA
CTTCCTGACGGACGAGAGGACGTGCCTGCGTGTACCGCGATGGCCGCGTTGT
GGCCGTGTCGATCGGAGCGGCTGCTGCCGCTGTTGTGTGCATGGCTGTGLT
GCTGAGCGTGGGGCTGGCGGECGETGAGGATGCCGCTGCTGTCGCGCGCAGGC
GGCGGCACCCGCTGCGTGGCACACGACTGCGTGCTTGCGTGCAGCACCGCG
CCCTGCATTGGCGTGCGTGTGCGCETCTGTGTGTGCATGGCTGCTGACGGT
GCCTTTCGTCCTGCCTCTCGCTGCCTCTGCCTCTCTCCGCGTGTGAATGCT
GTGGGCTGTGTTTGGGGCTCTCGTGCGGCGCTGCTGTACGGCTGCTGCTTC
TTCTCCACCCTCCTCTCTCGCATGCCGGCGAGGGAGGGGTGGCACGTGCGC
GTGTGCCGCTGCGCTTGCGAGTGCGTCTGTGTGTGGGCCTTCACCACGTGC

FIGURA 7 continuacion
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TACGGTCACGCCTTCTCGGCTGGCCACTCGCGGCGCTGAGGGCGGTGTGCC
CTTCCCCTCGAGCGCCGTCGCACTCTCTTCCGCGCGCCTGCGCGGGCTTCT
TCGTGCGCTGTGCTCAGCCGTGCGCTCTCACCTCTTTCCCTTTTCATTCGC
“PTGTCTTCTCTCTTCTCCCCCCGCASTGCGGTCTCCCCTCCTCTGCCGTGC
GGTGCGCAGGCGGGTGACTTGCCGTTGCGTCTCCCCCTTTCGTGGAGCGCT
GBGCCGATCCCCCTTCGGCCTCCCTCCTCCCTCCTCCCGTGGGTCCTGTCT
GTTGTACATCGTCGGACCGTCTCTTCGTGTTGCCTCTCCGCACCTTCCGCA
AATCTGCGCTCGCCTGTGCCGCCTCTCGGACTTTATCCTTACTGTGATTGT
ATTCTCACGGTGCGTCTCCGTGTGTGTGTGTGCCACGCACCGCTTCTTCCA
TCTGTGTCCTTGCTTGCTCTCGTCTGCCCCCCCCCCTCTGCCTCACACATT
CCGTGCGTGTGTGCATCACCGTTGGGCGGCGACATCGGTGCCCGTCCCTGE
CACCCTCTACTCCCTCATTCTCTTGCCACTTCGIGGGCGGTGCGTGCATGL
ATGGATGTATATACACGCATAGAGGGCGTGGGGCACGCGGGGGATCCTCTAGA
GTCGACCTGCAGGCATGCAAGCTTIGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCC
TGTGTGARATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACAACATACGAGCCGGAAG
CATRAAGTGTRAAGCCTGGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCACATTAAT

TGCGTTGCGCTC

FIGURA 7 continuacién
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ID SEC N° 6 (Secuencia proteica A3B) (sentido directo) 372 aa
MAQCVRRLVLAAPLAAVVALLLCTSSAPVARARGTSDFTEAQQTNTLTVLOAFARAT PAL
GDTWTGSDFCSWKHIICDSPGVGVWMGDVDYTGTLPEMPASVDYKDVMI TELNFSAMGQG
LSGTLPPSWSSLTSLI SLCIEKSEKVEGTLRPAQWS SMTSLONLNLADTAVSGTLPAQWSS
MKQLTVLDLEGTKVSGTLPSEWSGMAKAEAVOLENCGLSGSLPPSWSAMPKLRIVSLSGN
HFCGCVPDSWREKDRLDVTIEEWHMGE DCKLANACRPTAAPGTTTTNPPTTTGTPAASST
PSPGSGCEVDGCEVCEGDSAARCARCREGY SLTDEKTCLANHDGGVARASSGAVARRAVY
ARVLLSVGLVA*

ID SEC N° 7 (Secuencia proteica 2C1) (sentido directo) 287 aa
MGDVDYTGTLPEMPASVDYKDVMI TELNFSAMGQGLSGTLEPPSWSSLTSLISLCIEKSEK
VTGTLPAQWS SMTSLDNLNLHDTAVSGTLPAOWS SMKOLTVLDLEGTKVSGTLPSEWSGM
AKAEAVQLENCGLSGSLPPSWSAMPKLRIVSLSGNHFCGCVPDSWREKDRLDVTIEEWHM
GEDCKLANACRPTAAPGTTTTNPPTTTGTPAASSTPSPGSGCEVDGCEVCEGDSAARCAR
CREGYSLTDEKTCVANHDGGVARASSGAVARAAVWARVLLSVGLYVA*

ID SEC N° 8 (Secuencia proteica 1A1) (sentido directo) 311 aa

MGDVDYTGTLPEMPASVDYKDVMIMALDFGAMGOGLSGTLPPSWSSLTSLMSLWIEKSEK
VTGTLPTOWSSMKQLTLLHLKGTKVSGTLPPEWSGMTSLDDLNLHDTAVSGTLPAQWS SM
KQLIDLDLEGTKVSGTLPPEWSGMAKAEALQLKYCDLSGSLPPSWSSMOKLRIVSLSGNH
FCGCVPDSWREKDRLDVT IEEWHMGEDCKLANACRPTARPGTTTTNPPTTTGTPAASSTP
SPGSGCEVDGCEVCEGDSARRCARCREGYSLTDEKTCLANHDGGVARASSGAVAAARRVWA
AVLLSVGLVA*

ID SEC N° 9 (Secuencia proteica 2G1) (sentido directo) 238 as

MGDVDYTGTLPEMPASVDYKDVMI TELNFGAMGQGLSGTLPPSWSSMKQLIDLDLEGTKV
SGTLPPEWSGMAKAEALQLKYCDLSGSLPPSWSSMOKLRIVSLSGNHFCGCVPDSWREKD
RULDVTIEEWHMGEDCKLANACRPTAAPGTTTTNPPTTTGTPAASSTPSPGSGCEVDGCEY
CEGDSAARCARCREGYSLTDEKTCLANHDGGVAARSSGAVARAAVWAAVLLSVGLVA*

ID SEC N° 10 (Secuencia proteica W2) (sentido directo) 593 4,
MGDVDYTGTLPEMPASVDYKDVMI TELNFSAMGQGLSGTLPPSWSSLTSLI SLCIEKSEK
VTGTLPAQWSSMTSLDNLNLHDTAVSGTLPPERSGMTSLDDLNLADTAVSGTLPAQWS S
KQLIDLDLEGTKVSGTLPPEWSGMAKAEALOLKYCDLSGSLPPSWSSMOKLRIVSLSGNH
FCGCVPDSWREKDRLDVTIEEWHMGEDCKLANACRPTAAPGTTTTNPPTTTGTPAASSTP
SPGSGCEVDGCEVCEGDSARRCARCREGY S+

ID SEC N° 12 (Secuencia proteica 1J11 de Ldi) (sentido directo) 464 aa

MALCVRRLVLAATLAAVVALLLCTSSAPVARAAVKDDFTAAQRTNTLAVLEAFG
RAIPELGKLWKGDDFCFWESVVVRCDRSVLGGKSVRRIPARCRRCLWTSTTRPSW
SSTSTFPKWGWGWAERCRTAGAGCRDWPHLRCRAAAWAVYRCPPRGARWSLWCR
CGLRVVKVLPASCRLSGARWNRWEISICMARRFPARCRLSGARWNRWPFSICRTL
RLPAVCRLSGAQWNPWPFSVWMARRFPARCHPSGARWHRWAFSVWRVLSSPAR
YRPSGSGMTSLVTLFLQGTQVSGTLPPQWRSMLNAEFLQLENCDLSGCLPPEWAA
MPKLRHVELKGNQFAGCVPDSWAQKAGLVVEIEDKHTGNSCIAGADCATTTTTTT
EPTSTASPTATPTSAPETECEVDGCEVCDGDSAARCARCREGYFLTDERTCLVYRD
GGVVAVSIGAAAAAVVCMAVLLSVGLAA¥

FIGURA 7 continuacion
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indice parasitario

25

2
7[7 2= | di Mon1

s | EmldipTEXclon2 -

JLdiJ11
homosentido clon 3

30 minutos (10/1) 2 horas (10/1) 48 horas (10/1)
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