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DESCRIPCION

Mezcla vacunal terapéutica destinada a prevenir y tratar afecciones en mamiferos.

Mezcla vacunal terapéutica destinada a la prevencion y el tratamiento de afecciones en mamiferos, y en particular
en el hombre, los cénidos, los félidos y los équidos, cuya inmunidad protectora depende de la estimulacién de los
linfocitos T de tipo Th1, y particularmente de un estado de hipersensibilidad de tipo retardada.

Mezcla destinada igualmente al diagndstico de la inmunidad de mediacion celular dependiente de los linfocitos T
de tipo Th1 utilizando diversos procedimientos “in vivo” e “in vitro™.

En el transcurso de la respuesta inmunitaria, el linfocito T constituye una fuente importante de citocinas. Su pro-
duccién es inducida tras la estimulacién de forma especifica en presencia de antigenos, o no especifica en presencia
de mitégenos (concanavalina A, fitohemaglutinina).

Si se ha establecido claramente que los linfocitos T, y entre ellos sobre todo los linfocitos CD4+, representan
la fuente principal de citocinas, las subpoblaciones T implicadas en este fendmeno son diversas y parecen variar en
funcién del estimulo.

De forma muy esquemdtica, las respuestas inmunitarias se pueden dividir en dos grandes categorias cualitativa-
mente distintas: las respuestas humorales, en las que interviene la produccién de anticuerpos por parte de los linfocitos
B, y las respuestas celulares (reaccién de hipersensibilidad retardada, reacciones citotéxicas) para las cuales las células
efectrices son los linfocitos T. Parece que en la mayoria de los modelos experimentales y de las situaciones clinicas
estudiadas, las citocinas de origen linfocitico son producidas esencialmente por las células T auxiliares CD4+ (o cola-
boradoras) cuyo papel es modular o regular la inmunidad humoral y celular, y que reconocen el antigeno en asociacion
con las moléculas de clase II del complejo mayor de histocompatibilidad. En 1985 surgié un concepto mayor cuando
T. Mosmann y R. Coffman propusieron que los linfocitos T CD4+ que expresan funciones auxiliares eran de hecho
heterogéneos. Asi, gracias al estudio de clones linfociticos T CD4+ de ratén, cultivados a largo plazo, estos autores
han descrito la existencia de dos subpoblaciones mayores que se pueden distinguir gracias a su perfil de secrecién de
citocinas, a saber, las células Thl (de T helper de tipo 1) y las células Th2 (de T helper de tipo 2).

Tomemos como ejemplo la leishmaniosis, que es una infeccién parasitaria endémica, de hecho epidémica, de
regiones tropicales y subtropicales del mundo. Las leishmanias, protozoos flagelados de la familia Trypanosomatidae
y del género Leishmania, son los agentes patdgenos responsables de estas enfermedades.

Los numerosos estudios que se apoyan en las respuestas inmunitarias durante el transcurso de leishmaniosis muri-
nas experimentales han conducido a la demostracion del papel preponderante de la inmunidad celular y de la existencia
de una dualidad en la respuesta inmunoldgica. Fundamentalmente existen dos tipos de respuestas frente a las leish-
manias: una calificada de “sensibilidad”, y otra de “resistencia”. Es a través de las linfocinas que secretan, que las
diferentes subpoblaciones de linfocitos T (CD4+) limitan o exacerban la infeccién. Asi, se ha demostrado que la sub-
poblacién de linfocitos T auxiliares de tipo Th1 (productores de interferén y y de interleucina 2) era capaz de eliminar
las formas amastigotas intracelulares mediante la activacion de los macréfagos (Reiner, S. L., y col., Annu Rev Immu-
nol, 1995, 13, 151-177. Revisién). Por el contrario, la subpoblacién de linfocitos T auxiliares de tipo Th2 (productores
de interleucina 4) es responsable de la exacerbacién de la enfermedad.

En el hombre algunos hechos son de naturaleza comparable. En el perro (hospedador natural “reservorio” receptivo
al ciclo evolutivo de L. infantum), la dualidad de la respuesta inmunoldgica es probable. S6lo un estudio dirigido por
Pinelli y col. (Infect. Immun., 62: 229, 1994) sobre animales infectados de forma experimental y natural con L.
infantum, ha permitido mostrar que la ausencia de sintomas en el perro (estado clinico encontrado con frecuencia)
se acompaiia de la ausencia de una respuesta humoral y del desarrollo de una inmunidad celular de tipo Th1 con una
reaccion de hipersensibilidad de tipo retardada positiva y unos elevados niveles de interleucina 2 y de TNF-« circulante
en los liquidos biolégicos.

Un buen candidato vacunal se debe corresponder por tanto con uno o varios antigeno(s) parasitario(s) fuertemente
inmunégeno(s) capaces bien de bloquear la diferenciacién de los linfocitos Th2 (Gurunathan, S., y col., J. Exp Med,
6 de octubre de 1997, 186, 1137-1147) (modo de intervencién comparable a los tratamientos de “desensibilizacién”,
realizados habitualmente en los casos de alergia), o bien de favorecer la aparicién de linfocitos Thl que aseguren la
puesta en practica de una inmunidad protectora.

Considerar la vacunacién contra las leishmanias es todavia hoy en dia problematico. Las tentativas son numerosas,
pero los resultados son débiles y/o contradictorios. Podemos mencionar la utilizacién de pardsitos vivos, de parasitos
irradiados y de pardsitos muertos completos (Moreau, Y., y col., 1994, Médecine et Armées, 22, 1, 89-93) que han
dado niveles de proteccién variable en los ratones y en el hombre.

Lohman y col. (1990), Proceedings of the National Academy of Science USA 87: 8393-8397, se refieren a la
clonacién y a la secuenciacion del gen que codifica para la proteina natural GP42/M2 de la forma promastigota de
Leishmania amazonensis, y realzan el interés de esta proteina para futuros estudios vacunales debido a su implicacion
en la inmunizacién contra las leishmaniosis, particularmente de forma cutdnea, en modelos experimentales murinos.
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En los afios 80 se utilizaron en perros extractos purificados de antigenos parasitarios que inducian una exacer-
bacién de la enfermedad: fraccién LIF2 y vacuna anti-idiotipica del equipo del Dr. Montjour (CHAUVY, J., “Essais
d’immunothérapie sur une population canine en zone d’endémie leishmanienne” tesis n° 36. 1993-OGUNKOLADE
B. W. y col., Vet Parasitol.), GP63 o lipofosfoglucano (MOREAU, Y. y col., Médecine et Armées, 1994, 22,1, 89-93)
no han dado un resultado satisfactorio. Actualmente se estan ensayando varias moléculas y se estd a la espera de un
resultado final. Citemos la proteina de heat shock HSP83 de Leishmania major que estimula la via Thl y la proteina
DP72 (JAFFE, C., y col., J of Immunol, 1990, 144, 699-706). No obstante, ninguno de los actuales protocolos de
inmunizacién permite obtener un nivel suficiente de proteccion ni es, en todo caso, reproducible.

A dia de hoy no se ha realizado ningtn trabajo con péptidos sintéticos.

La presente invencion consiste en una mezcla inmunomoduladora que utiliza uno o dos péptidos con un coadyu-
vante que induce bien una inmunoestimulacién del sistema linfocitario T de tipo Th1 de forma reproducible, o bien
una inmunomodulacién de una respuesta de tipo Th2 hacia la de tipo Thl.

Es importante subrayar dos hechos esenciales. En primer lugar, las células Th1l y Th2 ejercen, a través de ciertas
citocinas que producen, un efecto de contrarregulacion reciproca, lo que explica por qué en la mayoria de los casos se
observa una alternancia de respuestas de mediacion celular y humoral. Asi, las respuestas inmunitarias que privilegian
una reaccién de los linfocitos T de tipo Thl, es decir, con organismos que inducen una inmunidad dependiente de
los linfocitos T, estdn frecuentemente asociadas a una respuesta humoral débil; este es el caso, por ejemplo, de las
infecciones por micobacterias.

Por el contrario, una respuesta que privilegia la produccién de anticuerpos se asociard mas a menudo bien a la
participacién de los linfocitos T de tipo Th2 o bien a un déficit relativo de la inmunidad celular especifica; este es
el caso de la leishmaniosis visceral. Un segundo aspecto fundamental, los linfocitos plenamente diferenciados en
células de tipo Th1 y Th2 no preexisten en el hospedador sin tratamiento previo no sensibilizado. En el transcurso
de una respuesta inmunitaria fisioldgica tras la que, con mucha frecuencia, los antigenos son eliminados rapidamente,
las células CD4* activadas, en vez de expresarse bien por un fenotipo de tipo Thl o bien por un fenotipo de tipo
Th2, secretan habitualmente citocinas especificas de tipo Thl y Th2. Esto es lo que explica que, en el hombre, la
demostracion de la existencia de una dicotomia Th1/Th2 ha requerido el estudio de una red de citocinas a partir de
linfocitos que no son de sujetos normales inmunizados normalmente, sino de pacientes que presentan enfermedades
crénicas tales como infecciones parasitarias, alergias o enfermedades autoinmunes.

La polarizacién de las respuestas inmunitarias hacia un fenotipo Th1 o Th2 se ha asociado a numerosas situaciones
patoldgicas.

Para las infecciones por Leishmania, Trypanozoma, Candida y otros organismos intracelulares tales como My-
cobacterium y Listeria, una respuesta de Thl se correlaciona con la resistencia al patégeno. Por otro lado, ciertas
afecciones tales como las dermatitis atdpicas caninas, las alergias y el asma, conducen a la exacerbacién de una res-
puesta de tipo Th2. El recurso a los inmunoestimulantes, que permiten el paso de una respuesta Th2 a una respuesta
Th1, y por tanto el paso de un estado de hipersensibilidad inmediata a un estado de hipersensibilidad de tipo retardada,
deberia inducir una recuperacion.

Tomemos como ejemplo el asma, por el que la comunidad médica se inquieta ante el creciente nimero de indi-
viduos que lo padecen: alrededor de 200 millones de personas en el mundo, y segtin la OMS, 180.000 fallecidas en
1997. En Francia, 2.000 personas mueren por asma cada afio.

El asma es un estado inflamatorio crénico de las vias respiratorias en el que intervienen numerosas células del
sistema inmunitario.

La enfermedad se hace crénica a causa de la acumulacidn casi permanente de mediadores de inflamacion, asi co-
mo el reclutamiento casi incesante de polinucleares eosinéfilos destructores: estas células se acumulan en la mucosa
bronquial y liberan proteinas bésicas que destruyen el epitelio bronquial. Los dafios que causan estas proteinas ba-
sicas implican una hiperactividad de los bronquios: las terminaciones nerviosas que inervan los bronquios quedan al
descubierto y ya no estan protegidas frente a las agresiones exteriores.

Recordemos que los linfocitos T activados liberan sobre todo interleucina 4, que desencadena la produccién de

inmunoglobulinas E. Esta “orientacién alérgica” atin denominada via Th2, se opone a las reacciones antinfecciosas
de la via Thl: en el marco de la lucha contra una bacteria (el bacilo de la tuberculosis, por ejemplo), los linfocitos T
activados liberan interleucina 2 e interferén y. El interferdn y activa las células presentadoras del antigeno quienes, a su
vez, producen interleucina 12. Asi, la interleucina 4 orienta las reacciones inmunitarias hacia las reacciones alérgicas,
mientras que el interfer6n y parece promover las reacciones de tipo defensivo.

Ahora bien, esta orientacién del sistema inmunitario estaria impresa muy pronto, en cualquier nifio pequefio. En un
lactante expuesto a un agente patdgeno, el sistema inmunitario se orienta hacia la via defensiva: aqui son los linfocitos
T productores de interleucina 2 e interferén y los que son activados los primeros y los que le quedaran. Estos nifios
tendrdn menos riesgos alérgicos.
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Por el contrario, los lactantes criados en un medio aséptico presentan el riesgo de ser enfrentados a un entorno rico
en alérgenos y pobre en microorganismos patogenos.

Si éste es el caso, el sistema inmunitario ain inmaduro va a activar los linfocitos T que segregan interleucina
4, confiriendo al sistema inmunitario una orientacion alérgica, la cual favorece el asma. Esta hipotesis, surgida de
los trabajos de Tim Mosman y Robert Coffann, del instituto de biologia molecular y celular DNAX, en Palo Alto,
explicaria el aumento de la prevalencia de la enfermedad asmadtica en los paises industrializados.

Una reorientacion de las reacciones inmunitarias de personas sensibles, limitando la via alérgica Th2 de la respuesta
inmunitaria hacia una activacién de la via Thl, seria una posibilidad de tratamiento del asma.

Podemos extender este fenémeno a otras formas de hipersensibilidad inmediata.

La hipersensibilidad inmediata es la forma de alergia mas frecuente, y es el resultado de la sintesis de inmunoglo-
bulinas E (IgE), anticuerpos especificos de los alérgenos del entorno. Estas inmunoglobulinas E se fijan sobre células,
de las que los mastocitos son los elementos clave. El contacto del alérgeno y las inmunoglobulinas E activa los masto-
citos, que liberan los mediadores de inflamacién: es la desgranulacién de los mastocitos. Agrupamos bajo el nombre
de anafilaxia y de enfermedades atépicas a todas las manifestaciones clinicas relacionadas con los fendmenos de hi-
persensibilidad inmediata que resultan de la produccién de inmunoglobulinas, las principales culpables de la alergia.
No obstante, la anafilaxia se corresponde con un mecanismo fisiopatolégico independiente de cualquier factor here-
ditario (es, por ejemplo el choque anafilactico debido a los venenos de himendpteros), mientras que la atopia traduce
una aptitud genética particular para producir un exceso de inmunoglobulinas E dirigidas contra diversas sustancias na-
turales del entorno atmosférico (los pdlenes, los mohos, los contaminantes), doméstico (los acaridos, las cucarachas,
los mamiferos) o profesional, y también contra los alimentos; da como resultado alergias respiratorias (asma, rinitis),
cutdneas (urticarias, eczema atépico), oftdlmicas y digestivas.

En estas patologias deben mencionarse dos puntos:

1- los acontecimientos en cascada desencadenados por la fijacién del complejo alérgeno - IgE sobre diferentes
poblaciones celulares, y particularmente sobre los mastocitos;

2- el papel de las citocinas, quienes mediante la sintesis de las IgE, participan en la fase de sensibilizacion,
por un lado, y en la de perennizacién de la reaccidn alérgica, por otro.

Hoy en dia, los tratamientos que refrenan los sindromes de origen alérgico forman parte del arsenal antinflamatorio
(antihistaminicos y corticoides). El lugar preponderante adquirido por las citocinas en los mecanismos fundamentales
de hipersensibilidad inmediata abre perspectivas para nuevas terapias dirigidas: especialmente esperamos hacer bas-
cular el equilibrio Th1/Th2 a favor de la via Thl y modular la sefializacién celular inducida por las citocinas cuando
se fijan sobre los receptores situados en los linfocitos, pero también en los mastocitos y en los eosindfilos.

La presente invencién es relativa a una mezcla vacunal que comprende 2 péptidos denominados A16E y A16G,
especificos del pardsito Leishmania, asociados a un coadyuvante. La invencién concierne igualmente a la utilizacién de
dichos péptidos y de dicho coadyuvante como reactivos de diagndstico in vitro e in vivo, y como reactivos que inducen
una estimulacién de los linfocitos T de tipo Th1 que asegura una inhibicién del desarrollo de los linfocitos de tipo Th2,
especialmente para la prevencion y el tratamiento de las afecciones relacionadas con un estado de hipersensibilidad
inmediata, por lo tanto, un estado inmunitario de tipo Th2.

Los dos péptidos A16E y A16G presentan las siguientes secuencias de aminodcidos:

A16E: (16 aminodcidos):

A-A-R-S-A-R-S-R-E-G-Y-S-L-T-D-E

A16G: (16 aminoacidos):
A-A-S-S-T-P-S-P-G-S-G-C-E-V-D-G
En el compuesto peptidico A16E, L puede sustituirse indiferentemente por I, y S por C. En el compuesto peptidico
A16G, C puede sustituirse indiferentemente por S,y S por C.
La mezcla segtn la invencién puede incluirse igualmente en cualquier polipéptido.
Los péptidos obtenidos sintéticamente se construyen en octopus o se hacen inmunégenos mediante uniones a
portadores (grandes moléculas de tipo KLH), y son administrados a los mamiferos en presencia de un coadyuvante,

preferiblemente el dipéptido de muramilo (MDP): esta mezcla constituye el complejo peptidico vacunal terapéutico.
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Preferentemente, la proporcién proteina/coadyuvante estd comprendida entre 1/0,1 y 116.

En el caso de una infeccion por leishmanias, los estudios realizados en el perro han permitido determinar la dosis
vacunal 6ptima de 100 ug de dipéptido de muramilo por 50 ug de proteinas inyectadas. Se observa, no obstante, un
inicio de la respuesta desde los 30 ug de proteinas inyectadas.

El mecanismo de accidn especifico del complejo peptidico obtenido segtin la invencién es verificado con la ayuda
de procedimientos cldsicos que permiten la dosificacién de los péptidos, su identificacién y con la ayuda de procedi-
mientos mas especificos que demuestran que el innovador complejo peptidico actda bien por inmunoestimulacién del
sistema linfocitario de tipo Th1, o bien mediante la inmunomodulacién de un tipo Th2 hacia un tipo Th1.

Para cada mamifero estudiado (el perro, por ejemplo) se realiza un andlisis serolégico con los péptidos A16E y/o
A16G.

Se realiza un examen parasitolégico a partir de cada muestra tomada directamente del candidato estudiado, un
perro, por ejemplo.

Se realiza un frotis sobre ldmina a partir de la puncién de médula ésea. Este frotis, una vez fijado con metanol, se
tifie con May Griimwald Giemsa y se observa al microscopio de inmersién (x 1.000).

Las muestras de médula dsea se cultivan en medio de cultivo bifdsico NNN (Novy y Mac Neal, 1904, 4. Infec. Dis.,
1: 1-30) del cual constituye la fase liquida RPMI 1640 con un 20% de suero bovino fetal descomplementado afiadido.
Cada cuatro a seis dias se realizan transplantes a ciegas. Los cultivos se observan regularmente bajo el microscopio
foténico (x 400) durante 20 min.

Las parasitemias se cuantifican como sigue:
+/-:  formas alargadas refringentes inmdviles
+: de 1 a 5 formas promastigotas méviles/campo
++: > 5 formas promastigotas méviles/campo

+++: cultivo a confluencia

Puesta en evidencia de la implicacién de una inmunidad celular de tipo Th1:

las formas promastigotas de las leishmanias se cultivan en medios de cultivo estandar. Los parasitos se recogen
al final de la fase exponencial (6-7 dias). El remanente parasitario se lava tres veces mediante centrifugacién
(2500 g, 15 min, 4°C) en tampén de PBS.

Tras haber verificado la viabilidad de los parasitos con la ayuda de un colorante vital (azul de trypan), se
inactiva una suspension que contiene 2 x 10% pardsitos por ml con tampén de PBS que contiene un 0,01% de
tiomersal (Pinelli y col., 1994, Infect. Immun. 62: 229-235). Esto constituye las leishmaninas para la prueba de
intradermorreaccién (IDR).

A continuacion se realiza el estudio de la respuesta inmunitaria de tipo Th1 sobre perros.

Los perros se colocan en dectbito lateral y se realiza una rasuracion delicada y no irritante sobre la zona tordcica
de alrededor de 5 cm por 10 cm por detrds del codo. Se delimitan cuatro circulos de 10 mm de didmetro con la ayuda
de un fieltro.

En el centro de los circulos se inyectan 0,1 ml de de disolucién mediante una inyeccién intradérmica. Dos circulos
reciben la disolucién de leishmaninas y los otros dos circulos reciben la disolucidn salina de tiomersal como controles
negativos. La lectura de la intradermorreaccion (IDR) se realiza 48 horas mas tarde mediante una regleta alergoldgica.

La prueba se considera positiva si la media observada de dos didmetros de endurecimiento es igual o superior a 5
mm. La observacién de un eritema sin endurecimiento se considerard como una prueba negativa (Pinelli y col., 1994,
Infect. Immun., 62: 229-335; Marty y col., 1994, trans. Roy. Soc. Trop. Med. Hyg., 88, 658-659).

Las IDR pueden realizarse igualmente con una disolucién de péptidos A16E y A16G o de sus derivados y de MDP,
por ejemplo, en unas proporciones de 10 ug de péptidos por 20 g de MDP.

La presente invencidn concierne por tanto igualmente a un producto de diagndstico in vivo que pone en evidencia
a un estado de hipersensibilidad retardada inmunitaria de tipo Th1 mediante la utilizacién de péptidos A16E y A16G
y sus derivados en intradermorreaccion en mamiferos.
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Igualmente se puede proceder a administrar monéxido de nitrégeno (NO) para conocer la actividad destructiva de
los monocitos de las Leishmanias. La sintesis de NO por parte de los monocitos es, en efecto, un signo de destruccién
de las leishmanias por los monocitos que hayan sido activados por las citocinas de tipo interferén y (IFNvy).

El NO posee una elevada reactividad quimica. En presencia de agua y de oxigeno, esta molécula se oxida rapida-
mente de forma estequiométrica formando asi nitritos (NO,-) segin la reaccién: 4 NO° + O, + 2 H,0 --- 4 NO,” + 4
H*.

Los nitritos se acumulan en el medio y son facilmente detectables quimicamente mediante el método de Griess.

A 50 ul de sobrenadante de cultivos de monocitos que se van a ensayar se afiaden 60 ul de Griess B (N-(1-naftil)
etilenodiamina al 0,3%). La reaccién colorimétrica se desarrolla al abrigo de la luz durante 2 minutos. Las densidades
Opticas obtenidas a 540 nm se corrigen sustrayendo las DO obtenidas de los pocillos que contienen sélo medio de
cultivo.

Los valores obtenidos se trasladan a una curva estdndar (DO = f(NO,") realizada a partir de concentraciones
conocidas de NO,".

Para esta prueba, los monocitos y los linfocitos se aislan a partir de sangre venosa de los perros. Los monocitos
se cultivan durante 3 dias a razén de 10° células por pocillo en las cdmaras de cultivo (Labtek) en un medio RPMI
1640 completo (que contiene 25 mM de HEPES; 2 mM de L-glutamina, 100 U de penicilina por ml), a 37°C en una
atmosfera himeda que contiene un 5% de CO,. Después de 3 dias de cultivo, los macréfagos se lavan con medio RPMI
completo, y se aflade medio fresco. Las células se incuban solas, en presencia de 5 ug de péptidos, o en presencia de
linfocitos autélogos.

Cuando son utilizados, los linfocitos cultivados por separado se lavan, se cuentan y se afladen a los macréfagos en
la proporcién de 2 linfocitos por macréfago.

Igualmente se realiza una prueba de proliferacién linfocitaria.

Las células mononucleares de la sangre periférica (PBMC) de los perros se separan bajo un gradiente de Ficoll
(densidad 1,078) mediante centrifugacién a 800 g durante 20 min a temperatura ambiente. Estas células se cultivan en
placas de 96 pocillos a una concentracion de 2 x 10° células por pocillo en presencia de 2 ug por ml de concanavalina
A (Sigma), de 5 pug por ml de ESP (excrecién - secrecién promastigotes) o de 20 ml de sobrenadantes de cultivo
recogidos en fase estacionaria del crecimiento de los promastigotes (SP) por pocillo, y en ausencia de cualquier
aditivo, en un volumen de 200 ml de medio RPMI 1640 que contiene un 5% de suero bovino fetal descomplementado,
2 mM de L-glutamina, 100 U de penicilina por ml, 100 mg de estreptomicina por ml. Las concentraciones 6ptimas de
antigenos y de mitégenos han sido determinadas en experimentos previos. Las PBMC se incuban durante 72 horas en
una atmdsfera himeda a 37°C en presencia de un 5% de CO,, y después durante 20 horas con 0,5 uCi de *H-timidina.
Las células se recogen sobre filtro y se determina la incorporacién de la radiactividad mediante recuento en liquido de
centelleo (contador §). Todas las pruebas se realizan por triplicado.

También se utiliza un procedimiento inmunohistoquimico mas rdpido y mds sensible que utiliza la BrdU (5-bromo-
2’-desoxiuridina), un andlogo estructural de la timidina, para medir la proliferacion celular (BrdU, kit III de deteccién
de la proliferacién celular, Boehringer Mannheim, Alemania). En nuestros experimentos, la BrdU se afiade durante
18 horas después de 72 horas de incubacién. Las células que han incorporado la BrdU en su ADN son facilmente
detectables en presencia de un anticuerpo monoclonal dirigido contra la BrdU.

Las respuestas proliferativas se expresan en indices de estimulacion, que representan la proporcion de la media de
proliferacidn tras la estimulacion con respecto a la media de proliferacion en ausencia de antigeno.

También se ha estimado la proliferacién linfocitaria mediante lecturas visuales en el microscopio foténico
(-: negativo; +/-: ligera proliferacion; +: pequefia proliferacién en menos de 5 puntos por campo microscépico; ++:
proliferacion media en mds de 5 puntos; +++: fuerte proliferacion).

Paralelamente al estudio de activacién especifica de los linfocitos T de tipo Th1l mediante intradermorreaccion,
administracién de NO (el NO es sintetizado por los monocitos activados por las citocinas de las células T de tipo Thl)
y proliferacién linfocitaria, se efectia un seguimiento serolégico mediante inmunofluorescencia cldsica utilizando
laminas recubiertas por los promastigotes (método de referencia sérologico para la leishmaniosis canina).

Para el desarrollo de los estudios han sido ttiles otras técnicas particulares.

Meétodo de la prueba infecciosa

La prueba infecciosa consiste en inyectar por via intravenosa 10° promastigotes en fase metaciclica tratados con
complemento de perro sano y 5 x 10° macréfagos peritoneales de perro sano infectados in vitro por amastigotes.
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Los promastigotes y los macréfagos infectados se diluyen en suero fisiolégico estéril hasta un volumen final de 1,5
ml. Esta mezcla se realiza justo antes de la inyeccion.

Deteccién de las inmunoglobulinas de isotipo IgG2 de perro, especificas de los péptidos A16E y A16G:

Esta deteccion se realiza mediante el método ELISA segun la técnica de microtitulacién de Kweider y col. (J.
Immunol, 1987, 138, 299) utilizando un conjugado anti-IgG2. Para este método, los péptidos son biotinilados antes
del recubrimiento en microplaca. Esta unién a moléculas grandes del tipo de la biotina tiene especialmente como
efecto hacer a los péptidos A16E o A16G o a sus derivados mds antigénicos.

Los péptidos también pueden unirse al glutaraldehido o asociarse a esqueletos de polilisina (presentacion de tipo
OCTOPUS, por ejemplo).

El caricter innovador del complejo peptidico segin la invencién no reside inicamente en la induccién de una res-
puesta celular especifica de tipo Th1, sino también en la produccién de bajas cantidades de inmunoglobulina de isotipo
IgG particulares, tales como la IgG2 en perros. Estas IgG particulares son detectables mediante diversos procedimien-
tos in vitro, por ejemplo: ELISA, INMUNOTRANSFERENCIA DOT, INMUNOTRANSFERENCIA WESTERN,
INMUNOCROMATOGRAFIA, LATEX y cualquier otro procedimiento in vitro en el que intervenga un sistema de
conjugado u otros sistemas de visualizacion de la reaccién Ag - Ac. Puede utilizarse, por ejemplo, un sistema ELISA
sobre un soporte plastico, y un sistema de INMUNOTRANSFERENCIA WESTERN sobre membranas de nitroce-
lulosa u otros polimeros en los que intervenga un conjugado enzimdtico. Igualmente pueden utilizarse soportes de
latex. Los péptidos A16E, A16G y sus derivados pueden conjugarse igualmente, por ejemplo, con radioisétopos, con
moléculas fluorescentes, con moléculas luminiscentes o con particulas de color.

En efecto, ciertos trabajos preliminares en el hombre (KAWANO, P. y col., Parasite Immunol, 1995, 17, 451-
458) y en el perro (NIETO C. G. y col., Vet Immunol and Immunopathology, 199, 67, 117-130) demuestran que los
isotipos de IgG serian marcadores de la dicotomia inmunitaria Th1/Th2. De forma mads precisa, un perro afectado por
leishmaniosis con signos clinicos evidentes presenta una elevada tasa de anticuerpos, principalmente del isotipo IgG1,
mientras que un perro asintomadtico presenta anticuerpos especificos del isotipo IgG2. Los perros que hayan recibido
nuestro complejo peptidico presentan unas bajas tasas de 1gG2 especificas de los péptidos A16E y/o A16G, lo que es
coherente con la expansién preferente de los linfocitos T de tipo Th1.

La deteccion de la presencia de isotipos de IgG particulares especificos de los péptidos A16E y A16G permite
particularmente:

- evidenciar una respuesta humoral dependiente de los linfocitos Thl y, por tanto, evidenciar un estado
inmunitario de tipo Thl

- evidenciar un estado de hipersensibilidad retardada,
- seguir la respuesta inmune en los mamiferos vacunados o tratados,
- seguir la eficacia de un tratamiento quimioterapéutico e/o inmunoterapéutico.

La mezcla que comprende los péptidos A16E y A16G y el coadyuvante, segtin la invencién, puede administrarse
de diversas formas. No obstante, se administra de forma preferente mediante cuatro vias:

- mediante inyeccién subcutidnea
- mediante inyeccién intradérmica
- mediante inyeccién intramuscular
- por via oral
Pueden emplearse otras vias de administracion, tal como la via parenteral o la intravenosa.
De forma general, una vacuna se presenta en forma de un inyectable formado por una fraccion liofilizada que
se reconstituye en una fraccion liquida o diluyente. Las dosis utilizadas para la prevencién y la inmunoterapia son
diferentes segun la via de inyeccion:

- por via subcutdnea e intramuscular:

- inyeccién de una dosis (50 ug de péptidos y 100 ug de coadyuvante) en perros de cualquier raza y
sexo para un efecto preventivo

- inyeccion de media dosis (25 ug de péptidos y 50 ug de coadyuvante) para la inmunoterapia de perros
con leishmaniosis.
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- por via intradérmica:
- inyeccién de media dosis en perros con leishmaniosis para un efecto preventivo
- inyeccion de un cuarto de dosis en los perros con leishmaniosis para un efecto terapéutico.
Los procedimientos de inyeccién se retoman en los ejemplos de inmunoterapia y de vacunacion.
Resultados en inmunoterapia

Segin especialistas como PINELLI (PINELLI, E. y col., Infect Immun, 1994, 62: 229-235) los perros con leish-
maniosis correspondiente a la activacion del sistema linfocitario de tipo Th2 presentan una respuesta elevada en anti-
CUEerpos.

Esta produccién incrementada en anticuerpos se corresponde con una hiperproteinemia e induce la aparicion de
inmunocomplejos que implican una afeccién renal (aumento de la creatinina y de la urea sanguineas).

Por tanto, hemos intentado modular hacia un estado Thl administrando a perros indudablemente afectados de
leishmaniosis, por via intradérmica, dosis de los complejos peptidicos. Antes y después del tratamiento se realiza un
seguimiento del estado inmunitario, asi como una observacién clinica.

Ejemplo 1
Perra MANON

Una perra de raza Epagneul bretén de 4 afios, perteneciente al Sr. P., presenta numerosas lesiones cutdneas acom-
pafiadas de un estado de fatiga general y un aspecto delgado, evocando en conjunto una leishmaniosis canina. El
veterinario, el Dr. LM, diagnostica una leishmaniosis. Este diagndstico es confirmado mediante la observacion directa
al microscopio de leishmanias a partir de un calco cutdneo y un andlisis serolégico que, mediante inmunofluorescencia,
da un titulo positivo para leishmaniosis a 1/3200.

El andlisis del estado inmunitario antes de cualquier infeccion permite afirmar que el perro estd efectivamente en
un estado inmunitario de tipo Th2, con un titulo en anticuerpos elevado, asi como pruebas de IDR y aplicaciones de
NO negativas. Nosotros instauramos una inmunoterapia que consiste en efectuar, por via intradérmica, dos inyecciones
de 25 ug de péptidos (V2 A16E, Y2 A16G) y 100 ug del coadyuvante dipéptido de muramilo, separando entre si cada
inyeccion 3 semanas.

Una semana después de la segunda inyeccidn, la perra MANON recobra el apetito y una cierta vitalidad. EI Dr.
LM comienza a observar una ligera mejora cutdnea.

Un mes después de la dltima infeccion, MANON ha recobrado un aspecto clinico normal, especialmente con un
aumento de peso de 1 kg y una desaparicién del 80% de todas las lesiones cutdneas. El andlisis del estado inmunitario
permite confirmar un bajo titulo en anticuerpos anti-leishmania, que desciende hasta 1/400 mediante inmunofluores-
cencia. Paralelamente, se positivan la IDR (IDR realizada con leishmaninas e igualmente con los péptidos A16E y
A16G), la administracién de NO y la proliferacion linfoblastica. Ademads, después del tratamiento, la perra MANON
presenta IgG2 especificas de los 2 péptidos, IgG2 determinadas mediante los métodos ELISA e inmunotransferen-
cia Western. Estas IgG2 especificas estaban ausentes antes de cualquier tratamiento. Una busqueda de los pardsitos
mediante el cultivo en medio NNN resulta negativa. Ocho meses después del tratamiento, la perrita MANON ya
no presenta ninguna modificacién. Los andlisis bioldgicos permiten afirmar que MANON esta todavia en un estado
inmunitario Th1.

Ejemplo 2
Perro PEPPONE

Un perro de raza Griffon, PEPPONE, de 5 afios, perteneciente al Sr. B., presenta los signos clinicos especificos de
la leishmaniosis. Segun el Dr. GH, presencia de numerosas escamas brillantes, alopecia periocular derecha, lesiones
ulcerosas en los dos codos anteriores y un marcado estado de fatiga. Los andlisis biolégicos confirman el diagndstico
clinico, especialmente con una serologia de leishmaniosis positiva a 1/400 por inmunofluorescencia. Se instaura una
inmunoterapia consistente en realizar, por via intradérmica, 3 inyecciones de 25 ug del compuesto vacunal peptidico
(Y2 A16E, V2 A16G) y 100 ug del coadyuvante dipéptido de muramilo, separando entre si cada inyeccién 10 dias. El
andlisis del estado inmunitario antes de cualquier inyeccién demuestra que el perro PEPPONE desarrolla un sistema
inmunitario de tipo Th2 con una parasitemia fuertemente positiva a partir de la médula 6sea.

Un mes después de la dltima infeccién, los signos clinicos de leishmaniosis de PEPPONE retroceden, particu-
larmente con una cicatrizacién de las lesiones ulcerosas, una importante desaparicién de las escamas, asi como una
alopecia periocular casi inexistente. La serologia presenta todavia un titulo en inmunofluorescencia igual a 1/400. Por
el contrario, el andlisis de la respuesta celular permite afirmar que PEPPONE presenta un estado Thl activo con una
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IDR (IDR realizada con leishmaninas e igualmente con los péptidos A16E y A16G), una administraciéon de NO y una
proliferacion linfobldstica positivas.

Paralelamente, se negativa la parasitemia (cultivo de médula 6sea en medio NNN).

A nivel humoral, el perro PEPPONE presenta IgG2 especificas de los péptidos A16E y A16G tras el tratamiento,
IgG2 determinadas mediante ELISA e inmunotransferencia Western.

La presente invencién consiste por tanto en una mezcla terapéutica que induce el paso de un estado inmunitario
de tipo Th2, con una importante produccién de anticuerpos que exacerba las manifestaciones clinicas, hacia un estado
inmunitario de tipo Th1, que implica la curacién.

La mezcla formada por los dos péptidos A16E y A16G y el coadyuvante dipéptido de muramilo constituye un
complejo terapéutico.

Resultados de la vacunacion

Con el fin de evaluar la eficacia de la mezcla vacunal segin la invencién, se prueba el compuesto vacunal sobre
5 perros completamente sanos. Estos 5 perros presentan una serologia negativa para leishmaniosis, una parasitemia
negativa, asi como unas pruebas de respuesta celular especifica ante leishmania completamente negativas. Ademas,
ninguno de los 5 presenta [gG2 especificos de uno o de los dos péptidos A16E y/o A16G.

Estos cinco perros viven en un ambiente exento de flebotomos. Definiremos 3 grupos de perros:

1- grupo de control (placebo)
- control negativo: perra LILI de raza Pointer, sexo hembra, edad: 3 afios

- control s6lo con coadyuvante: perra MIMI de raza Epagneul Bret6n, sexo hembra, edad: 6 afios

2- grupo de perros vacunados con los péptidos individuales (50 ug) y coadyuvante dipéptido de muramilo
(100 pg).

- perra MAMA de raza Braco de Weymar, sexo hembra, edad: 2 afios y medio => péptido A16E
- perro NUNU de raza Pointer, sexo macho, edad: 2 afios y medio => péptido A16G

3- grupo de perros vacunados con los péptidos A16E y A16G (25 ug de cada péptido) y coadyuvante dipéptido
de muramilo (100 ug).

- perro LEON de raza Espafiol Breton, sexo macho, edad: 4 afios.

El esquema de inyeccién vacunal es el siguiente:

Dia 0 Dia 28 Dia 84
primera inyeccion = 4semanas 2%inyeccion 8 semanas <= prueba infecciosa
1 dosis 1 dosis
subcutanea subcutanea

Se efectda un seguimiento clinico de los 5 perros cada dos semanas. Los andlisis biol6gicos se esquematizan de la
siguiente forma:

Dia 0 Dia 28 Dia 84 Dia 84 + 2 meses
primera v o . v prueba |
inyeccion 2" inyeccion infecciosa v
Dia 14 Dia 56
Analisis biolégicos Analisis biolégicos Analisis bioldgicos

Los andlisis bioldgicos consistan en:
- andlisis bioquimicos: urea, creatinas, transaminasas

- andlisis hematoldgicos: recuento, formula
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- serologfa de leishmaniosis: inmunofluorescencia cuantitativa anti-leishmania, determinacién mediante ELI-
SA de las IgG2 especificas de los péptidos A16E y/o A16G

- pruebas de respuesta celular: IDR (intradermorreaccion) realizada con leishmaninas e igualmente con los
péptidos A16E y A16G, administracién de NO y proliferacion linfobléstica.

A estos andlisis hay que afnadir la bisqueda de las leishmanias mediante la observacién directa al microscopio, y
el cultivo en medio NNN a partir de médula 6sea tras la prueba infecciosa.

Resultados
Seguimiento clinico

Ninguna manifestacién clinica importante aparece a lo largo de todo este estudio. Hay que mencionar un leve
adelgazamiento y la aparicion de algunas escamas en la perrita LILI, 4 meses después de la prueba infecciosa.

Seguimiento bioldgico
1- los pardmetros bioquimicos y hematolégicos permanecen normales a lo largo de todo este estudio.
2- serologia de leishmaniosis y parasitemia:
Antes de cualquier inyeccidn, los 5 perros presentan unas serologias y unas parasitemias negativas. La tabla, a

continuacién, muestra las respuestas seroldgicas obtenidas a partir de nuestros experimentos y el seguimiento de la
parasitemia (andlisis efectuados 2 meses y 12 meses después de la prueba infecciosa).

PARASITEMIA
SEROLOGIA (en puncién de médula dsea)
Perros IF ELISA Examen Cultivo en medio
cuantitativa| 1gG2 directo NNN
Perros LILI - - + +
de control MIMI - - + ++
Perros MAMA (A16E) - +(0.700) - -
inmunizados NUNU (A16G) - +(0.520) - -
LEON (A16E + ) ) )
A16G +(0.780)
Leyenda:
IF: inmunofluorescencia (considerada positiva si el titulo es = 1/100)
ELISA: corte en 0,300 de DO (densidad optica)
Parasitemia: cultivos en medio NNN:
- = ausencia
++ = mas de 5 formas promastigotas méviles/campo

Sélo los perros de inmunizados presentan anticuerpos especificos del isotipo [gG2 (ELISA para los péptidos corres-
pondientes) asi como unas parasitemias negativas. Hay que mencionar una ligera aparicién de anticuerpos totales
(1/200 en IF) en todos los perros después de la prueba infecciosa.

Sélo los perros de control (LILI y MIMI) presentan unas parasitemias positivas, asi como una ausencia de anti-
cuerpos especificos IgG2 anti-péptidos.

e Respuesta de mediacion celular
Antes de cualquier infeccion, los 5 perros presentan una respuesta de mediacién celular ante Leishmania infantum
completamente negativa. Segtin la siguiente tabla, sélo los perros inmunizados presentan pruebas de proliferacién

linfoblastica, unas IDR positivas relacionadas con la produccién de NO por parte de los monocitos.

La siguiente tabla muestra las respuestas obtenidas de tipo celular (andlisis realizados 2 meses después de la prueba
infecciosa).

10
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. . Prueba de
PERROS | Leishmaninas | JPR | a1 |Administracionde | vceracion
A16E NO (en uM) linfoblastica
Perros LILI + - - 0,3 -1,1(3)
de control MiMI - - - 0,2 -1,2(3,1)
MAMA (A16E) + + limite 2,6 +2,1(3,1)
Perros | NUNU (A16G) + limite | + 2.8 ++3.1(3,6)
inmunizados
LEO/'\\]‘I(GACQ )6E + + " + 42 +++ 3,7 (3,8)

Leyenda:

» IDR: la prueba de intradermorreaccién se considera positiva (+) si el endurecimiento es 2 5 mm 48
h después de la de inyeccion intradérmica.

¢ Administracién de NO

* Prueba de proliferacién linfoblastica: los resultados se expresan mediante lectura en microscopio
foténico y en indice de estimulacién (entre paréntesis, indice de estimulacion + concanavalina A).

A partir de este andlisis, los compuestos peptidicos con el coadyuvante inducen una inmunidad de mediacién
celular de tipo Th1 protectora, a la que hay que afiadir una induccién de anticuerpos de isotipo IgG2. La mezcla de
los dos péptidos a una concentracion igual da una respuesta celular mds acentuada (indice de NO sintetizado por los
monocitos activados elevado).

La mezcla compuesta por los dos péptidos A16E y A16G y el coadyuvante en dipéptido de muramilo constituye
un complejo vacunal.

11
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REIVINDICACIONES
1. Mezcla vacunal terapéutica destinada a la prevencién o al tratamiento de afecciones en mamiferos, y en particular
en el hombre, los cdnidos, los félidos y los équidos, cuya inmunidad protectora depende de la estimulacién de los
linfocitos T de tipo Th1, y particularmente de un estado de hipersensibilidad retardada, caracterizada porque contiene:

- un péptido con la siguiente secuencia de aminodcidos (A16E - ID. SEC. N° 1):

A-A-R-S-A-R-S-R-E-G-Y-S-L-T-D-E
secuencia en la que L puede ser sustituido por I, y S por C

-y un péptido con la siguiente secuencia de aminodcidos (A16G - ID. SEC. N° 79):

A-A-S-S-T-P-S-P-G-S-G-C-E-V-D-G
secuencia en la que C puede ser sustituido por S,y S por C

-y un coadyuvante que induce preferiblemente una respuesta de mediacién celular.

2. Mezcla vacunal terapéutica segin la reivindicacién 1, caracterizada porque las secuencias A16E y A16G estan
asociadas preferiblemente a la misma concentracién.

3. Mezcla vacunal terapéutica segun la reivindicacién 1 6 2 caracterizada porque el coadyuvante es dipéptido de
muramilo.

4. Mezcla vacunal terapéutica segun la reivindicacion 3 caracterizada porque el dipéptido de muramilo estd aso-
ciado a los péptidos A16E o A16G en una proporcién en peso de péptido con respecto al coadyuvante desde 1/0,1
hasta 1/6.

5. Mezcla vacunal terapéutica segun la reivindicaciéon 3 6 4 caracterizada porque el dipéptido de muramilo esta
asociado a los péptidos A16E o A16G en una proporcién de 50 ug de proteinas por 100 ug de dipéptido de muramilo.

6. Mezcla vacunal terapéutica segiin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, caracterizada porque los pépti-
dos A16E o A16G se construyen en octopus a o se unen a grandes moléculas del tipo de KLH o lipidos, o se incluyen
en liposomas para hacerlos inmunégenos.

7. Mezcla vacunal terapéutica segiin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, preparada de tal forma que pueda
ser administrada por diferentes vias: cutdnea, intradérmica, intramuscular, intravenosa, parenteral y oral.

8. Utilizacién de la mezcla vacunal segiin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 para la elaboracién de un
medicamento o de una vacuna o de un reactivo de diagndstico in vivo o in vitro para la induccién o el diagndstico en
un mamifero de una activacion de la inmunidad de mediacién celular dependiente de los linfocitos T de tipo Thl.

9. Utilizacién de la mezcla vacunal segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 para la elaboracién de un
medicamento o de una vacuna o de un reactivo de diagndstico in vivo o in vitro para la induccién o el diagndstico en
un mamifero del paso de un estado inmunitario de tipo Th2 hacfa un estado inmunitario de tipo Thl.

10. Utilizacién de la mezcla vacunal segiin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 para la elaboracién de un
medicamento o de una vacuna o de un reactivo de diagndstico in vivo o in vitro para la induccién o el diagndstico
en un mamifero de isotipos de anticuerpos especificos, tal como las IgG2 en el perro, de la inmunidad de mediacién
celular dependiente de los linfocitos T de tipo Thl.

11. Kit de diagndstico in vitro que comprende la mezcla vacunal segiin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a
7 caracterizado porque los péptidos A16E y A16G se unen a moléculas grandes del tipo de la biotina o la polilisina
para hacerlos mds antigénicos.

12. Kit de diagndstico in vitro que comprende la mezcla vacunal segtin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a
7 caracterizado porque los péptidos A16E y A16G estan unidos mediante glutaraldehido.

13. Kit de diagndstico in vitro segiin la reivindicacién 11 6 12, caracterizado porque los péptidos A16E y A16G
estan unidos a un soporte sélido.

12
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14. Kit de diagndstico in vitro segin la reivindicacion 13, caracterizado porque los péptidos A16E y A16G estan
unidos a membranas de nitrocelulosa o a otros polimeros, soportes de latex y diversos materiales plsticos (polimero).

15. Kit de diagnéstico in vitro seglin una cualquiera de las reivindicaciones 11 a 14 caracterizado porque los pép-
5 tidos A16E y A16G estan conjugados con radioisétopos, con moléculas fluorescentes, con moléculas luminiscentes,
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con enzimas o con particulas de color.
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LISTA DE SECUENCIAS
<110> ORIDAN INC.

<120> Complejo peptidico vacunal terapéutico destinado a la prevencion y al tratamiento de afecciones en los mami-

feros
<130>B118 12EUR 3

<140> EP02785499.1
<141>2002-09-13

<150> PCT/FR0203134
<151>2002-09-13

<160> 156
<170> PatentIn version 3.1

<210> 1

<211> 16

<212> PRT

<213> Leishmania sp.

<220>
<221> misc_feature

<223> S puede ser reemplazado por Cy L por I

<400> 1

Ala Ala Arg Ser Ala Arg Ser Arg Glu Gly Tyr Ser Leu Thr Asp Glu

1 5 10 15

<210>2

<211> 15

<212> PRT

<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> S puede ser reemplazado por Cy L por I

<400> 2

Ala Ala Arg Ser Ala Arg Ser Arg Glu Gly Tyr Ser Leu Thr Asp
1 5 10 15

<210>3

<211> 15

<212> PRT

<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> S puede ser reemplazado por C y L por [
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ES 2297 025 T3

<400> 3

Ala Arg Ser Ala Arg Ser Arg Glu Gly Tyr Ser Leu Thr Asp Glu

1 5 10

<210> 4

<211> 14

<212> PRT

<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> S puede ser reemplazado por Cy L por I

<400> 4

Ala Ala Arg Ser Ala Arg Ser Arg Glu Gly Tyr Ser Leu Thr
1 5 10

<210>5

<211> 14

<212> PRT

<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> S puede ser reemplazado por Cy L por I

<400> 5

Ala Arg Ser Ala Arg Ser Arg Glu Gly Tyr Ser Leu Thr Asp
1 5 10

<210> 6

<211> 14

<212> PRT

<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> S puede ser reemplazado por Cy L por I

<400> 6

Arg Ser Ala Arg Ser Arg Glu Gly Tyr Ser Leu Thr Asp Glu
1 5 10

<210>7

<211>13

<212> PRT

<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
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<223> S puede ser reemplazado por Cy L por 1

<400> 7

Ala Ala Arg Ser Ala Arg Ser Arg Glu Gly Tyr Ser Leu
1 5 10

<210> 8

<211> 13

<212> PRT

<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> S puede ser reemplazado por Cy L por I

<400> 8

Ala Arg Ser Ala Arg Ser Arg Glu Gly Tyr Ser Leu Thr
1 5 10

<210>9

<211> 13

<212> PRT

<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> S puede ser reemplazado por Cy L por I

<400>9

Arg Ser Ala Arg Ser Arg Glu Gly Tyr Ser Leu Thr Asp
1 5 10

<210> 10

<211>13

<212> PRT

<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> S puede ser reemplazado por Cy L por I

<400> 10
Ser Ala Arg Ser Arg Glu Gly Tyr Ser Leu Thr Asp Glu
1 5 10

<210> 11

<211>12

<212> PRT

<213> Leishmania sp.
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<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> S puede ser reemplazado por C

<400> 11

Ala Ala Arg Ser Ala Arg Ser Arg Glu Gly Tyr Ser
1 5 10

<210> 12

<211> 12

<212> PRT

<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> S puede ser reemplazado por Cy L por [

<400> 12

Ala Arg Ser Ala Arg Ser Arg Glu Gly Tyr Ser Leu
1 5 10

<210> 13

<211> 12

<212> PRT

<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> S puede ser reemplazado por Cy L por I

<400> 13

Arg Ser Ala Arg Ser Arg Glu Gly Tyr Ser Leu Thr
1 5 10

<210> 14

<211> 12

<212> PRT

<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> S puede ser reemplazado por Cy L por I

<400> 14

Ser Ala Arg Ser Arg Glu Gly Tyr Ser Leu Thr Asp
1 5 10

<210> 15
<211> 12
<212> PRT
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<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> S puede ser reemplazado por C y L por I

<400> 15
Ala Arg Ser Arg Glu Gly Tyr Ser Leu Thr Asp Glu
1 5 10

<210> 16

<211> 11

<212> PRT

<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> C puede ser reemplazado por S

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> S puede ser reemplazado por C

<400> 16

Ala Ala Arg Ser Ala Arg Ser Arg Glu Gly Tyr
1 5 10

<210> 17

<L211>11

<212> PRT

<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> C puede ser reemplazado por S

<400> 17

Ala Arg Ser Ala Arg Ser Arg Glu Gly Tyr Ser
1 5 10

<210> 18

<L211> 11

<212> PRT

<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> S puede ser reemplazado por Cy L por 1
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<400> 18

Arg Ser Ala Arg Ser Arg Glu Gly Tyr Ser Leu
1 5 10

<210> 19

211> 11

<212> PRT

<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> S puede ser reemplazado por Cy L por 1

<400> 19
Ser Ala Arg Ser Arg Glu Gly Tyr Ser Leu Thr
1 5 10
<210> 20
<211>11
<212> PRT

<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> S puede ser reemplazado por Cy L por I

<400> 20
Ala Arg Ser Arg Glu Gly Tyr Ser Leu Thr Asp
1 5 10
<210> 21
<211>11
<212> PRT

<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> S puede ser reemplazado por Cy L por I

<400> 21
Arg Ser Arg Glu Gly Tyr Ser Leu Thr Asp Glu
1 5 10
<210> 22
<211> 10
<212> PRT

<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
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<223> S puede ser reemplazado por C

<400> 22

Ala Ala Arg Ser Ala Arg Ser Arg Glu Gly
1 5 10

<210> 23

<211> 10

<212> PRT

<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> S puede ser reemplazado por C

<400> 23

Ala Arg Ser Ala Arg Ser Arg Glu Gly Tyr
1 5 10

<210> 24

<211> 10

<212> PRT

<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> S puede ser reemplazado por C

<400> 24

Arg Ser Ala Arg Ser Arg Glu Gly Tyr Ser
1 5 10

<210> 25

<211>10

<212> PRT

<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> S puede ser reemplazado por Cy L por I

<400> 25
Ser Ala Arg Ser Arg Glu Gly Tyr Ser Leu
1 5 10
<210> 26
<211> 10
<212> PRT

<213> Leishmania sp.
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<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> S puede ser reemplazado por Cy L por I

<400> 26
Ala Arg Ser Arg Glu Gly Tyr Ser Leu Thr
1 5 10
<210> 27
<211> 10
<212> PRT

<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> S puede ser reemplazado por Cy L por [

<400> 27
Arg Ser Arg Glu Gly Tyr Ser Leu Thr Asp
1 5 10
<210> 28
<211>10
<212> PRT

<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> S puede ser reemplazado por Cy L por I

<400> 28
Ser Arg Glu Gly Tyr Ser Leu Thr Asp Glu
1 5 10
<210> 29
<211>9
<212> PRT

<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> S puede ser reemplazado por C

<400> 29

Ala Ala Arg Ser Ala Arg Ser Arg Glu
1 5

<210> 30
<211>9
<212> PRT
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<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> S puede ser reemplazado por C

<400> 30

Ala Arg Ser Ala Arg Ser Arg Glu Gly
1 5

<210> 31

<211>9

<212> PRT

<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> S puede ser reemplazado por C

<400> 31

Arg Ser Ala Arg Ser Arg Glu Gly Tyr
1 5

<210> 32

<211>9

<212> PRT

<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> S puede ser reemplazado por C

<400> 32
Ser Ala Arg Ser Arg Glu Gly Tyr Ser
1 5

<210> 33

<211>9

<212> PRT

<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> S puede ser reemplazado por Cy L por I

<400> 33

Ala Arg Ser Arg Glu Gly Tyr Ser Leu
1 5

<210> 34
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<211>9
<212> PRT
<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> S puede ser reemplazado por Cy L por I

<400> 34

Arg Ser Arg Glu Gly Tyr Ser Leu Thr
1 5

<210> 35

<211>9

<212> PRT

<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> S puede ser reemplazado por Cy L por I

<400> 35

Ser Arg Glu Gly Tyr Ser Leu Thr Asp
1 5

<210> 36

<211>9

<212> PRT

<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> S puede ser reemplazado por Cy L por I

<400> 36

Arg Glu Gly Tyr Ser Leu Thr Asp Glu
1 5

<210> 37

<211>8

<212> PRT

<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> S puede ser reemplazado por C

<400> 37

Ala Ala Arg Ser Ala Arg Ser Arg
1 5

10
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<210> 38

<211>8

<212> PRT

<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> S puede ser reemplazado por C

<400> 38

Ala Arg Ser Ala Arg Ser Arg Glu
1 5

<210> 39

<211> 8

<212> PRT

<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> S puede ser reemplazado por C

<400> 39
Arg Ser Ala Arg Ser Arg Glu Gly
1 5

<210> 40

<211> 8

<212> PRT

<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> S puede ser reemplazado por C

<400> 40

Ser Ala Arg Ser Arg Glu Gly Tyr
1 5

<210> 41

<211> 8

<212> PRT

<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> S puede ser reemplazado por C

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2297 025 T3

<400> 41

Ala Arg Ser Arg Glu Gly Tyr Ser
1 5

<210> 42

<211> 8

<212> PRT

<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> S puede ser reemplazado por Cy L por 1

<400> 42

Arg Ser Arg Glu Gly Tyr Ser Leu
1 5

<210> 43

<211> 8

<212> PRT

<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> S puede ser reemplazado por Cy L por I

<400> 43

Ser Arg Glu Gly Tyr Ser Leu Thr
1 5

<210> 44

<211> 8

<212> PRT

<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> S puede ser reemplazado por Cy L por I

<400> 44

Arg Glu Gly Tyr Ser Leu Thr Asp
1 5

<210> 45

<211>8

<212> PRT

<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2297 025 T3

<223> S puede ser reemplazado por Cy L por 1

<400> 45

Glu Gly Tyr Ser Leu Thr Asp Glu
1 5

<210> 46

<211>7

<212> PRT

<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> S puede ser reemplazado por C

<400> 46

Ala Ala Arg Ser Ala Arg Ser
1 5

<210> 47

<211>7

<212> PRT

<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> S puede ser reemplazado por C

<400> 47

Ala Arg Ser Ala Arg Ser Arg
1 5

<210> 48

<211>7

<212> PRT

<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> S puede ser reemplazado por C

<400> 48

Arg Ser Ala Arg Ser Arg Glu
1 5

<210> 49

<211>7

<212> PRT

<213> Leishmania sp.

13
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<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> S puede ser reemplazado por C

<400> 49

Ser Ala Arg Ser Arg Glu Gly
1 5

<210> 50

<211>7

<212> PRT

<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> S puede ser reemplazado por C

<400> 50

Ala Arg Ser Arg Glu Gly Tyr
1 5

<210> 51

<211>7

<212> PRT

<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> S puede ser reemplazado por C

<400> 51

Arg Ser Arg Glu Gly Tyr Ser
1 5

<210> 52

<211>7

<212> PRT

<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> S puede ser reemplazado por Cy L por I

<400> 52
Ser Arg Glu Gly Tyr Ser Leu
1 5

<210> 53
<211>7
<212> PRT

14
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<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> S puede ser reemplazado por C y L por I

<400> 53

Arg Glu Gly Tyr Ser Leu Thr
1 5

<210> 54

<211>7

<212> PRT

<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> S puede ser reemplazado por C y L por [

<400> 54

Glu Gly Tyr Ser Leu Thr Asp
1 5

<210> 55

<211>7

<212> PRT

<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> S puede ser reemplazado por Cy L por I

<400> 55

Gly Tyr Ser Leu Thr Asp Glu
1 5

<210> 56

<211>6

<212> PRT

<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> S puede ser reemplazado por C

<400> 56

Ala Ala Arg Ser Ala Arg
1 5

<210> 57
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<211>6
<212> PRT
<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> S puede ser reemplazado por C

<400> 57

Ala Arg Ser Ala Arg Ser
1 5

<210> 58

<211>6

<212> PRT

<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> S puede ser reemplazado por C

<400> 58

Arg Ser Ala Arg Ser Arg
1 5

<210> 59

<211>6

<212> PRT

<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> S puede ser reemplazado por C

<400> 59

Ser Ala Arg Ser Arg Glu
1 5

<210> 60

<211>6

<212> PRT

<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> S puede ser reemplazado por C

<400> 60

Ala Arg Ser Arg Glu Gly
1 5
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<210> 61

<211>6

<212> PRT

<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> S puede ser reemplazado por C

<400> 61

Arg Ser Arg Glu Gly Tyr
1 5

<210> 62

<211>6

<212> PRT

<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> S puede ser reemplazado por C

<400> 62
Ser Arg Glu Gly Tyr Ser
1 5

<210> 63

<211>6

<212> PRT

<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> S puede ser reemplazado por Cy L por I

<400> 63

Arg Glu Gly Tyr Ser Leu
1 5

<210> 64

<211>6

<212> PRT

<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> S puede ser reemplazado por Cy L por I
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<400> 64
Glu Gly Tyr Ser Leu Thr
1 5

<210> 65

<211>6

<212> PRT

<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> S puede ser reemplazado por Cy L por I

<400> 65

Gly Tyr Ser Leu Thr Asp
1 5

<210> 66

<211>6

<212> PRT

<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> S puede ser reemplazado por Cy L por I

<400> 66

Tyr Ser Leu Thr Asp Glu
1 5

<210> 67

<211>5

<212> PRT

<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> S puede ser reemplazado por C

<400> 67

Ala Ala Arg Ser Ala
1 5

<210> 68

<211>5

<212> PRT

<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
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<223> S puede ser reemplazado por C

<400> 68

Ala Arg Ser Ala Arg
1 5

<210> 69

<211>5

<212> PRT

<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> S puede ser reemplazado por C

<400> 69

Arg Ser Ala Arg Ser
1 5

<210> 170

<211>5

<212> PRT

<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> S puede ser reemplazado por R

<400> 70

Ser Ala Arg Ser Arg
1 5

<210> 71

<211>5

<212> PRT

<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> S puede ser reemplazado por C

<400> 71

Ala Arg Ser Arg Glu
1 5

<210> 72

<211>5

<212> PRT

<213> Leishmania sp.

19



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2297 025 T3

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> S puede ser reemplazado por C

<400> 72

Arg Ser Arg Glu Gly
1 5

<210> 73

<211>5

<212> PRT

<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> S puede ser reemplazado por C

<400> 73

Ser Arg Glu Gly Tyr
1 5

<210> 74

<211>5

<212> PRT

<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> S puede ser reemplazado por C

<400> 74
Arg Glu Gly Tyr Ser
1 5

<210> 75

<211>5

<212> PRT

<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> S puede ser reemplazado por Cy L por I

<400> 75
Glu Gly Tyr Ser Leu
1 5

<210> 76
<211>5
<212> PRT
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<213> Leishmania sp.

<220>

<221> MISC_FEATURE
<223> S puede ser reemplazado por C y L por I

<400> 76

Gly Tyr Ser Leu
1

<210> 77

<211>5

<212> PRT

<213> Leishmania sp.

<220>

Thr
5

<221> MISC_FEATURE
<223> S puede ser reemplazado por C y L por [

<400> 77

Tyr Ser Leu Thr Asp

1

<210> 78

<211>5

<212> PRT

<213> Leishmania sp.

<220>

5

<221> MISC_FEATURE
<223> S puede ser reemplazado por Cy L por I

<400> 78

Ser Leu Thr Asp Glu

1

<210> 179

<211> 16

<212> PRT

<213> Leishmania sp.

<220>
<221> misc_feature

<223> C puede ser reemplazado por S, y S por C

<400> 79

Ala Ala Ser Ser Thr Pro Ser Pro Gly S

1

<210> 80

5

5

ES 2297 025 T3

10

er Gly Cys Glu Val Asp Gly
15
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<211>15
<212> PRT
<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> C puede ser reemplazado por Sy S por C

<400> 80

Ala Ala Ser Ser Thr Pro Ser Pro Gly Ser Gly Cys Glu Val Asp
1 5 10 15

<210> 81

<211>15

<212> PRT

<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> C puede ser reemplazado por Sy S por C

<400> 81

Ala Ser Ser Thr Pro Ser Pro Gly Ser Gly Cys Glu Val Asp Gly
1 5 10 15

<210> 82

<211> 14

<212> PRT

<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> C puede ser reemplazado por Sy S por C

<400> 82

Ala Ala Ser Ser Thr Pro Ser Pro Gly Ser Gly Cys Glu Val
1 5 10

<210> 83

<211> 14

<212> PRT

<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> C puede ser reemplazado por Sy S por C

<400> 83

Ala Ser Ser Thr Pro Ser Pro Gly Ser Gly Cys Glu Val Asp
1 5 10
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<210> 84

<211> 14

<212> PRT

<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> C puede ser reemplazado por Sy S por C

<400> 84

Ser Ser Thr Pro Ser Pro Gly Ser Gly Cys Glu Val Asp Gly
1 5 10

<210> 85

<211> 13

<212> PRT

<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> C puede ser reemplazado por Sy S por C

<400> 85

Ala Ala Ser Ser Thr Pro Ser Pro Gly Ser Gly Cys Glu
1 5 10

<210> 86

<211> 13

<212> PRT

<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> C puede ser reemplazado por Sy S por C

<400> 86

Ala Ser Ser Thr Pro Ser Pro Gly Ser Gly Cys Glu Val

1 5 10

<210> 87

<211>13

<212> PRT

<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> C puede ser reemplazado por Sy S por C
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<400> 87

Ser Ser Thr Pro Ser Pro Gly Ser Gly Cys Glu Val Asp
1 5 10

<210> 88

<211> 13

<212> PRT

<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> C puede ser reemplazado por Sy S por C

<400> 88

Ser Thr Pro Ser Pro Gly Ser Gly Cys Glu Val Asp Gly
1 5 10

<210> 89

<211> 12

<212> PRT

<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> C puede ser reemplazado por Sy S por C

<400> 89

Ala Ala Ser Ser Thr Pro Ser Pro Gly Ser Gly Cys
1 5 10

<210>90

<211> 12

<212> PRT

<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> C puede ser reemplazado por Sy S por C

<400> 90

Ala Ser Ser Thr Pro Ser Pro Gly Ser Gly Cys Glu
1 5 10

<210> 91

<211> 12

<212> PRT

<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
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<223> C puede ser reemplazado por Sy S por C

<400> 91

Ser Ser Thr Pro Ser Pro Gly Ser Gly Cys Glu Val
1 5 10

<210> 92

211> 12

<212> PRT

<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> C puede ser reemplazado por Sy S por C

<400> 92

Ser Thr Pro Ser Pro Gly Ser Gly Cys Glu Val Asp
1 5 10

<210> 93

<211> 12

<212> PRT

<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> C puede ser reemplazado por Sy S por C

<400> 93

Thr Pro Ser Pro Gly Ser Gly Cys Glu Val Asp Gly
1 5 10

<210> 94

211> 11

<212> PRT

<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> S puede ser reemplazado por C

<400> 94

Ala Ala Ser Ser Thr Pro Ser Pro Gly Ser Gly
1 5 10

<210> 95

211> 11

<212> PRT

<213> Leishmania sp.
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<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> C puede ser reemplazado por Sy S por C

<400> 95

Ala Ser Ser Thr Pro Ser Pro Gly Ser Gly Cys
1 5 10

<210> 96

211> 11

<212> PRT

<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> C puede ser reemplazado por Sy S por C

<400> 96

Ser Ser Thr Pro Ser Pro Gly Ser Gly Cys Glu
1 5 10

<210> 97

211> 11

<212> PRT

<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> C puede ser reemplazado por Sy S por C

<400> 97

Ser Thr Pro Ser Pro Gly Ser Gly Cys Glu Val
1 5 10

<210> 98

211> 11

<212> PRT

<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> C puede ser reemplazado por Sy S por C

<400> 98

Thr Pro Ser Pro Gly Ser Gly Cys Glu Val Asp
1 5 10

<210> 99

<211> 11
<212> PRT
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<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> C puede ser reemplazado por Sy S por C

<400> 99
Pro Ser Pro Gly Ser Gly Cys Glu Val Asp Gly
1 5 10
<210> 100
<211>10
<212> PRT

<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> S puede ser reemplazado por C

<400> 100

Ala Ala Ser Ser Thr Pro Ser Pro Gly Ser
1 5 10

<210> 101

<211>10

<212> PRT

<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> S puede ser reemplazado por C

<400> 101

Ala Ser Ser Thr Pro Ser Pro Gly Ser Gly
1 5 10

<210> 102

<211> 10

<212> PRT

<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> C puede ser reemplazado por Sy S por C

<400> 102
Ser Ser Thr Pro Ser Pro Gly Ser Gly Cys
1 5 10
<210> 103
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<211>10
<212> PRT
<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> C puede ser reemplazado por Sy S por C

<400> 103

Ser Thr Pro Ser Pro Gly Ser Gly Cys Glu
1 5 10

<210> 104

<211>10

<212> PRT

<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> C puede ser reemplazado por Sy S por C

<400> 104

Thr Pro Ser Pro Gly Ser Gly Cys Glu Val
1 5 10

<210> 105

<211>10

<212> PRT

<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> C puede ser reemplazado por Sy S por C

<400> 105

Pro Ser Pro Gly Ser Gly Cys Glu Val Asp
1 5 10

<210> 106

<211> 10

<212> PRT

<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> C puede ser reemplazado por Sy S por C

<400> 106

Ser Pro Gly Ser Gly Cys Glu Val Asp Gly
1 5 10
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<210> 107

<211>9

<212> PRT

<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> S puede ser reemplazado por C

<400> 107

Ala Ala Ser Ser Thr Pro Ser Pro Gly
1 5

<210> 108

<211>9

<212> PRT

<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> S puede ser reemplazado por C

<400> 108

Ala Ser Ser Thr Pro Ser Pro Gly Ser
1 5

<210> 109

<211>9

<212> PRT

<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> S puede ser reemplazado por C

<400> 109

Ser Ser Thr Pro Ser Pro Gly Ser Gly
1 5

<210> 110

<211>9

<212> PRT

<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> C puede ser reemplazado por Sy S por C
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<400> 110

Ser Thr Pro Ser Pro Gly Ser Gly Cys
1 5

<210> 111

<211>9

<212> PRT

<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> C puede ser reemplazado por Sy S por C

<400> 111

Thr Pro Ser Pro Gly Ser Gly Cys Glu
1 5

<210> 112

<211>9

<212> PRT

<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> C puede ser reemplazado por Sy S por C

<400> 112

Pro Ser Pro Gly Ser Gly Cys Glu Val
1 5

<210> 113

<211>9

<212> PRT

<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> C puede ser reemplazado por Sy S por C

<400> 113
Ser Pro Gly Ser Gly Cys Glu Val Asp
1 5

<210> 114

<211>9

<212> PRT

<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE

30



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2297 025 T3

<223> C puede ser reemplazado por Sy S por C

<400> 114

Pro Gly Ser Gly Cys Glu Val Asp Gly
1 5

<210> 115

<211> 8

<212> PRT

<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> S puede ser reemplazado por C

<400> 115

Ala Ala Ser Ser Thr Pro Ser Pro
1 5

<210> 116

<211> 8

<212> PRT

<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> S puede ser reemplazado por C

<400> 116

Ala Ser Ser Thr Pro Ser Pro Gly
1 5

<210> 117

<211>8

<212> PRT

<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> S puede ser reemplazado por C

<400> 117

Ser Ser Thr Pro Ser Pro Gly Ser
1 5

<210> 118

<211>8

<212> PRT

<213> Leishmania sp.
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<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> S puede ser reemplazado por C

<400> 118

Ser Thr Pro Ser Pro Gly Ser Gly
1 5

<210> 119

<211> 8

<212> PRT

<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> C puede ser reemplazado por Sy S por C

<400> 119

Thr Pro Ser Pro Gly Ser Gly Cys
1 5

<210> 120

<211>8

<212> PRT

<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> C puede ser reemplazado por Sy S por C

<400> 120

Pro Ser Pro Gly Ser Gly Cys Glu
1 5

<210> 121

<211>8

<212> PRT

<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> C puede ser reemplazado por Sy S por C

<400> 121
Ser Pro Gly Ser Gly Cys Glu Val
1 5

<210> 122
<211>8
<212> PRT
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<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> C puede ser reemplazado por Sy S por C

<400> 122

Pro Gly Ser Gly Cys Glu Val Asp
1 5

<210> 123

<211>8

<212> PRT

<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> C puede ser reemplazado por Sy S por C

<400> 123
Gly Ser Gly Cys Glu Val Asp Gly
1 5

<210> 124

<211>7

<212> PRT

<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> S puede ser reemplazado por C

<400> 124

Ala Ala Ser Ser Thr Pro Ser
1 5

<210> 125

<?211>7

<212> PRT

<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> S puede ser reemplazado por C

<400> 125
Ala Ser Ser Thr Pro Ser Pro
1 5

<210> 126
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<211>7
<212> PRT
<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> S puede ser reemplazado por C

<400> 126
Ser Ser Thr Pro Ser Pro Gly
1 5

<210> 127

<211>7

<212> PRT

<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> S puede ser reemplazado por C

<400> 127

Ser Thr Pro Ser Pro Gly Ser
1 5

<210> 128

<211>7

<212> PRT

<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> S puede ser reemplazado por C

<400> 128

Thr Pro Ser Pro Gly Ser Gly
1 5

<210> 129

<?211>7

<212> PRT

<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> S puede ser reemplazado por C 'y C por S

<400> 129

Pro Ser Pro Gly Ser Gly Cys
1 5
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<210> 130

<211>7

<212> PRT

<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> S puede ser reemplazado por Cy C por S

<400> 130

Ser Pro Gly Ser Gly Cys Glu
1 5

<210> 131

<211>7

<212> PRT

<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> S puede ser reemplazado por Cy C por S

<400> 131
Pro Gly Ser Gly Cys Glu Val
1 5

<210> 132

<211>7

<212> PRT

<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> S puede ser reemplazado por Cy C por S

<400> 132
Gly Ser Gly Cys Glu Val Asp
1 5

<210> 133

<211>7

<212> PRT

<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> S puede ser reemplazado por Cy C por S
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<400> 133
Ser Gly Cys Glu Val Asp Gly
1 5

<210> 134

<211>6

<212> PRT

<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> S puede ser reemplazado por C

<400> 134

Ala Ala Ser Ser Thr Pro
1 5

<210> 135

<211>6

<212> PRT

<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> S puede ser reemplazado por C

<400> 135

Ala Ser Ser Thr Pro Ser
1 5

<210> 136

<211>6

<212> PRT

<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> S puede ser reemplazado por C

<400> 136

Ser Ser Thr Pro Ser Pro
1 5

<210> 137

<211>6

<212> PRT

<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
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<223> S puede ser reemplazado por C

<400> 137

Ser Thr Pro Ser Pro Gly
1 5

<210> 138

<211>6

<212> PRT

<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> S puede ser reemplazado por C

<400> 138

Thr Pro Ser Pro Gly Ser
1 5

<210> 139

<211>6

<212> PRT

<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> S puede ser reemplazado por C

<400> 139

Pro Ser Pro Gly Ser Gly
1 5

<210> 140

<211>6

<212> PRT

<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> S puede ser reemplazado por C y C por S

<400> 140
Ser Pro Gly Ser Gly Cys
1 5

<210> 141

<211>6

<212> PRT

<213> Leishmania sp.
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<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> S puede ser reemplazado por Cy C por S

<400> 141

Pro Gly Ser Gly Cys Glu
1 5

<210> 142

<211>6

<212> PRT

<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> S puede ser reemplazado por C y C por S

<400> 142
Gly Ser Gly Cys Glu Val
1 5

<210> 143

<211>6

<212> PRT

<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> S puede ser reemplazado por C y C por S

<400> 143
Ser Gly Cys Glu Val Asp
1 5

<210> 144

<211>6

<212> PRT

<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> C puede ser reemplazado por S

<400> 144
Gly Cys Glu Val Asp Gly
1 5

<210> 145
<211>5
<212> PRT
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<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> S puede ser reemplazado por C

<400> 145

Ala Ala Ser Ser Thr
1 5

<210> 146

<211>5

<212> PRT

<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> S puede ser reemplazado por C

<400> 146

Ala Ser Ser Thr Pro
1 5

<210> 147

<211>5

<212> PRT

<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> S puede ser reemplazado por C

<400> 147

Ser Ser Thr Pro Ser
1 5

<210> 148

<211>5

<212> PRT

<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> S puede ser reemplazado por C

<400> 148
Ser Thr Pro Ser Pro
1 5
<210> 149
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<211>5
<212> PRT
<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> S puede ser reemplazado por C

<400> 149

Thr Pro Ser Pro Gly
1 5

<210> 150

<211>5

<212> PRT

<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> S puede ser reemplazado por C

<400> 150

Pro Ser Pro Gly Ser
1 5

<210> 151

<211>5

<212> PRT

<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> S puede ser reemplazado por C

<400> 151
Ser Pro Gly Ser Gly
1 5

<210> 152

<211>5

<212> PRT

<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> S puede ser reemplazado por C, y C por S

<400> 152

Pro Gly Ser Gly Cys
1 5
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<210> 153

<211>5

<212> PRT

<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> S puede ser reemplazado por C, y C por S

<400> 153

Gly Ser Gly Cys Glu
1 5

<210> 154

<211>5

<212> PRT

<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> S puede ser reemplazado por C, y C por S

<400> 154
Ser Gly Cys Glu Val
1 5

<210> 155

<211>5

<212> PRT

<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> C puede ser reemplazado por S

<400> 155
Gly Cys Glu Val Asp
1 5

<210> 156

<211>5

<212> PRT

<213> Leishmania sp.

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> C puede ser reemplazado por S
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<400> 156
Cys Glu Val Asp Gly
1 5

ES 2297 025 T3
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