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DESCRIPCION
Inhibidor recombinante de tipo Kunitz.

La presente solicitud describe el procedimiento de obtenciéon de una proteina recombinante con actividad inhibidora
del factor X activado de la coagulaciéon sanguinea; caracterizado como un inhibidor de tipo Kunitz, obtenido a partir
de una biblioteca de ADN de las glandulas salivales de la garrapata Amblyomma cajennense; el procedimiento de
obtencion de la secuencia de oligonucle6tidos clonica y la secuencia de aminoacidos de la proteina recombinante, el
procedimiento de determinacion de la actividad inhibidora de dicha proteina recombinante sobre el factor X activado,
el procedimiento de determinacion de la actividad anticoagulante en el plasma, el procedimiento de determinacion de
la actividad apoptésica en linajes de células tumorales, el procedimiento de determinacion de la actividad
antimetastasica en un tumor de melanoma, el procedimiento de determinacién de la actividad anticancerosa
(melanoma, colon, mama, pulmén y leucemia), in vitro e in vivo.

Antecedentes de la invencion

Los inhibidores de las proteinasas son moléculas que actiuan en los mecanismos normales de control de la actividad
enzimatica proteolitica y estan relacionados con muchos procesos fisiolégicos, como la coagulacién, la fibrindlisis, la
digestion, y también con procesos patolégicos como el cancer, los trastornos hemorragicos, la inflamacién y las
alteraciones del equilibrio de la presion arterial (DECLERCK e IMREM, 1994).

Uno de los medios mas eficientes para controlar la coagulacién es la accién de los inhibidores de las proteinasas.
Los estudios han demostrado que las glandulas salivales de la mayoria de las especies hematéfagas, como las
garrapatas, segregan diversas sustancias anticoagulantes con el fin de hacer la sangre mas fluida y de este modo
optimizar su ingesta de la misma. (RIBEIRO, 1995).

Los inhibidores del factor X activado (FXa) tienen un gran interés clinico, ya que a través de la inhibicion del FXa (en
el complejo protrombinasa) es posible controlar la activacién de la protrombina a trombina, evitdndose la formacion
de coagulos.

La inhibicion de las proteasas se desencadena tan pronto como se inicia el proceso de coagulacion. El “inhibidor de
la via del factor tisular” (TFPI) es el inhibidor principal de la via extrinseca y se ha clasificado como un miembro del
grupo de los inhibidores de la familia Kunitz del BPTI (inhibidor de la tripsina pancreatica bovina) (Broze, 1998).

El TFPI humano es una proteina compuesta por tres dominios de tipo Kunitz (K1, K2 y K3), y el K1, el primer
dominio, tiene una region acida en su parte aminoterminal, donde esta situado el sitio de unién al factor Vlla. En el
segundo dominio podemos encontrar la parte responsable de la uniéon del FXa y, finalmente, el tercer dominio
presenta una regidon basica en su parte carboxiterminal cuya funcién ain no se ha determinado, pero que
probablemente contiene un sitio de unién a la heparina (Rao, 1995).

El mecanismo de inhibicion del TFPI humano comprende dos fases. En la primera fase, el inhibidor se asocia a los
factores FXa y FVlla, aunque la inhibicion tiene lugar propiamente en la siguiente fase, en la que se observa la
formacion de un complejo cuaternario con presencia de factor tisular (TF), FXa, FVlla y TFPI humano (TFPI:
FXa:FVlla:TF) (Sandset y Bendz, 1997).

El inhibidor del factor tisular humano de tipo 2, “inhibidor de la via del factor tisular - 2” (TFPI-2), es una proteina de
32 kDa formada por tres dominios de tipo Kunitz (Chand y otros, 2004). El TFPI-2 inhibe una serie de serina
proteasas implicadas en la coagulacion y la fibrindlisis, probablemente debido al residuo de arginina que se
encuentra en la posicion 24 (R24) del primer dominio de tipo Kunitz. En el segundo y el tercer dominios se pueden
encontrar, respectivamente, residuos de glutamina y de serina. En estudios recientes se ha construido un mutante
en el que el residuo de arginina se ha modificado por un residuo de glutamina (R24Q TFPI-2), y dicha mutacion da
lugar al 90% de la pérdida de actividad inhibidora de la tripsina bovina. Este hecho demuestra la importancia de este
residuo en el mantenimiento de la actividad inhibidora (Kamei y otros, 1999).

Aspectos generales del desarrollo del cancer y sus interacciones con la coagulacién

El riesgo de que un individuo desarrolle una neoplasia viene determinado por una combinacién de diversos factores
genéticos y ambientales. Por consiguiente, en el proceso de carcinogénesis, la sustancia llamada carcinégeno (de
naturaleza bioldgica, quimica o fisica) puede actuar como iniciador o incluso promotor del proceso que se desarrolla
hasta la formacion de metéstasis (Ruoslahti E., 1996).

En el inicio del proceso neopléasico se producen alteraciones irreversibles en estructuras diana del ADN que
contribuyen a la transformacion celular. El metabolismo carcindgeno se desarrolla en dos fases llamadas fase |
(activacién) y fase Il (destoxificacion). Algunas enzimas de fase | actian no sélo como catalizadores de reacciones
oxidativas, sino que también metabolizan grandes cantidades de sustancias carcinégenas o xenobiédticos lipofilos
(Bell y otros , 1993).
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La persistencia de los dafios causados en el ADN depende de los mecanismos de reparacion y de la supervivencia
celular del tejido dafado; asi, si el dafio persiste 0 no se repara, se produce una expansion de un clon celular
mutante (Duke y otros, 1996; Wainscoat y Fey, 1990).

Es un proceso, largo muchas veces que tiene lugar en células iniciadas, que disminuye en el periodo de latencia y/o
que aumenta la susceptibilidad a las alteraciones genéticas. Por lo general, los promotores no son genotdxicos. Son
especificos de tejido y tienen mdaltiples mecanismos de accion que actian en una forma epigenética que da lugar a
alteraciones de la homeostasis tisular (Hermo y otros, 1987).

Entre los mecanismos promotores se incluyen la activacién de receptores de la superficie celular, la activacién o
inhibicion de enzimas citosdlicas, la activacion de factores de transcripcion y traduccion (por las cinasas), la
estimulacién de la proliferacion, la inhibicion de la apoptosis y la citotoxicidad directa.

En la etapa de progresion, las células tumorales también muestran capacidad para formar nuevos vasos sanguineos
que las alimenten, provocando un aumento descontrolado, ya que en un primer momento invaden los tejidos
circundantes y luego pueden penetrar en el interior de un vaso sanguineo o linfatico y, a través de éstos, extenderse
a otros 6rganos. (Meyer y otros, 1998, Matsuda y otros, 2003).

Generalmente, las células reaccionan a diversos dafnos intrinsecos generados a partir de productos intermedios del
metabolismo, de reacciones inflamatorias graves o crénicas y de procesos que generan metabolitos reactivos
inestables de oxigeno y nitrogeno. Por otro lado, existen factores dafinos extrinsecos, como por ejemplo agentes
fisicos, quimicos y bioldgicos que se eliminan por el proceso homeostatico.

La ultima etapa (llamada progresion tumoral) incluye la invasion y la metastasis. En esta fase, las lesiones
preexistentes o preneoplasicas se afaden a las alteraciones mutacionales aleatorias, incluidas la aberracion de la
secuencia especifica, la duplicacion, la delecion y/o la pérdida de heterocigosidad en genes especificos como
oncogenes, genes supresores de tumores, metastogenes y genes de reparacion.

Los oncogenes estan inactivos en condiciones fisioldgicas y se pueden activar cambiando un aminoacido o mediante
la amplificacién de un gen en un cromosoma que origina diversas copias de dicho gen, con el consiguiente aumento
de su actividad vy, finalmente, mediante la recombinacién entre genes de cromosomas distintos. La diferencia de
estos genes es que habitualmente estan activos y atentos para evitar el crecimiento descontrolado de las células
(Budillon, 1995).

Aunque la inestabilidad gendémica es la caracteristica principal de la progresién tumoral, lo que distingue los niveles
de malignidad y los convierte en canceres mortales es la ausencia de control de la duplicacién celular. Las células
tumorales, asi como las de un tejido normal, se duplican a través del ciclo celular (Fearon ER, 1997).

Sin embargo, en la comprensién del ciclo celular todavia no se ha determinado por completo el mecanismo de
regulacion de la multiplicacion celular de las células tumorales, y las caracteristicas de crecimiento de los canceres
in vivo todavia no se han dilucidado.

La naturaleza invasiva de la progresion tumoral se asocia con el aumento de la movilidad de las células tumorales,
con la capacidad proteolitica y con la pérdida de la inhibicion del contacto célula-célula y célula-matriz. Luego, las
células metastésicas se difunden a través de los sistemas circulatorio y linfatico por extensién local o incluso por un
proceso de implantacién. Por consiguiente, las ubicaciones de las metastasis varian en funcién del tipo de cancer
primario y de los érganos, ya que algunos de ellos, como los musculos, la piel, el timo y el bazo, rara vez presentan
metastasis (Goel y otros, 2004).

Algunos canceres considerados intratables o sin respuesta terapéutica repiten predominantemente el lugar del
cancer primario y ganglios linfaticos en su region. Estos tumores también pueden producir metastasis durante el
tratamiento.

La incidencia de tumores malignos representa un namero significativo y es la segunda causa de muerte en el
mundo. En general, el tratamiento del cancer se basa en la eliminacion quirdrgica de los tumores sélidos situados in
situ, la radioterapia de los tumores en pacientes sin el estado clinico adecuado o sin posibilidades técnicas para su
completa eliminacién y la quimioterapia en caso de tumores no sélidos o de diseminacion de tumores sdlidos.

La quimioterapia, la radioterapia y la cirugia se han convertido en métodos terapéuticos de administracion intensiva
asociados con otros tratamientos, y la introduccion del concepto de tratamientos adyuvantes ha supuesto una
innovacién en el proceso de control y curacién de muchos pacientes enfermos, mejorando los resultados (Tsao y
otros, 2004).

Hoy en dia, los protocolos de radioterapia mas precisos comprenden la administracion de dosis mas elevadas en la
masa tumoral y menos intensas en los tejidos sanos adyacentes; y tratamientos quimioterapicos con farmacos
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eficaces contra la neoplasia y menos efectos secundarios, lo que permite una realizacion mas amplia del tratamiento
oncoldgico y, en consecuencia, unos resultados mas alentadores en muchos casos. Sin embargo, la mayor parte de
tumores sélidos presenta respuestas modestas o ineficientes a la quimioterapia, lo que limita las indicaciones y la
eficiencia en el tratamiento adyuvante de tumores locales y en el tratamiento de las metastasis (Sekire y otros,
2004).

La elevada incidencia de metastasis que se produce en el 50% de los pacientes con cancer de pulmén avanzado
pone de manifiesto hasta qué punto es necesario desarrollar estrategias terapéuticas nuevas y mas eficaces con el
objetivo de ofrecer a dichos pacientes oportunidades reales para controlar la proliferacién y diseminacién de las
células neoplasicas.

En el siglo XX se produjo un avance extraordinario hacia dicho objetivo cuando se inventaron nuevos farmacos que
contenian amplias propiedades antineoplésicas, tales como la mostaza nitrogenada identificada en los afos
cuarenta y una variedad de otras sustancias con una eficacia parcial o completa contra algunos tipos histolégicos de
tumores. Aunque tiene lugar una rapida expansiéon de la seleccién de farmacos contra el cancer, que permite el
tratamiento de diversos tumores sélidos, como los canceres de pulmoén, colon, mama y préstata, todavia no se ha
aplicado un tratamiento sistémico que haya demostrado ser adecuado y eficiente en esa direccion. En los
carcinomas de pulmén amicrociticos y en melanomas de la piel, prevalentes en los paises desarrollados aunque
frecuentes en todo el mundo, la respuesta modesta al aplicar quimioterapia es de entre el 15% y el 20% en todos los
protocolos disponibles y de entre el 40% y el 50% en otras asociaciones terapéuticas (Sekire y otros, 2004).

Por consiguiente, resulta vital la bisqueda de nuevas alternativas farmacologicas para mejorar la eficacia
terapéutica en las enfermedades neoplasicas avanzadas. La mayor parte de las quimioterapias son conocidas por
su capacidad de controlar la proliferacion celular y recientemente se han identificado farmacos con una actividad
especifica contra algunos mecanismos metabdlicos exclusivos de las células tumorales (tratamiento diana). En estos
tratamientos, las sustancias actuan contra los tumores mediante alteraciones del ciclo celular, lo que permite una
mayor eficacia en sus mecanismos de accion.

La morbilidad del cancer relacionada con los tratamientos quimioterapicos sigue siendo un obstaculo importante, por
lo que hoy en dia parece que un objetivo es la blisqueda de farmacos antineoplasicos de facil administracién con
pocos o insignificantes efectos secundarios y mecanismos de accién selectivos para las células neoplasicas.

Una de las vias reguladoras implicadas en el crecimiento y la progresién tumoral es el sistema de coagulacion
sanguinea, donde esta respuesta esta causada principalmente por la expresion de factores procoagulantes como el
factor tisular (TF), una de las proteinas que desencadenan el proceso de coagulacion que conduce a la produccién
de trombina y a la formacién de coagulos.

En una segunda fase, las células tumorales expresan el receptor del activador del plasminégeno de tipo urocinasa
(u-PA) y los activadores del plasminogeno favorecen la activacion del plasmindégeno por conversion en plasmina.
Este sistema es responsable de la coordinacion y remodelacion tisular.

En los pacientes con neoplasias como adenocarcinomas pulmonares, carcinomas renales y melanoma maligno, se
produce una pérdida de homeostasis que provoca alteraciones fel sistema de coagulacion derivadas de la
produccion de trombina y factor X activado (Edward RL, 1993). Por otra parte, la activacién de la coagulacion
sanguinea que se produce en pacientes con neoplasias primarias o sometidos a tratamientos quimioterapicos esta
influenciada por las caracteristicas biolégicas de las células tumorales, cuyos mecanismos todavia no se han
comprendido (Rickels y otros, 1992, Schafer y otros, 2003).

La evaluacion en laboratorio de los parametros de coagulacion ha puesto de manifiesto niveles elevados
significativos en determinados tipos de tumores, haciendo posible su determinacién en la circulaciéon, como por
ejemplo la presencia de fragmentos de protrombina, de dimeros D, del factor Xlla y su correlacién de pronéstico
(Gordon SG, 1992)

El tratamiento de pacientes con tumores primarios, metastasis o que presentan lesiones durante el tratamiento
quimioterapico con anticoagulantes con anticoagulantes, como por ejemplo heparinas de bajo peso molecular o
inhibidores de la vitamina K (Hoffmal y otros, 2001) ha mostrado eficacia en la prolongacion de la vida de los
pacientes (Moussa y otros, 2003; Sutherland y otros, 2003). La patogénesis de trombosis venosas en las neoplasias
malignas es multifactorial y su mecanismo comprende la liberacion de componentes procoagulantes por parte del
tumor, factores genéticos e incluso el propio tratamiento (Sorensen y otros, 2003; Gouin-Thibaut e Samama MM,
2000).

Los estudios clinicos han demostrado que este fenémeno tromboembolico se puede prevenir mediante el uso de
heparinas de bajo peso molecular en canceres de mama eliminados quirdrgicamente (D. Bergqvist, 2002; Lee y
Levine, 2003). Se identificaron las pruebas histolégicas y funcionales de la interaccion de diversos sistemas
biol6gicos, como el sistema inmunitario, y la coagulacién en determinadas neoplasias. Se pusieron de manifiesto
importantes alteraciones, como la presencia de factores de activacion de la coagulacion asociados al infiltrado
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inflamatorio, a las células endoteliales y a la neoangiogénesis (Loreto y otros, 2000; Zacharcki D, 2003; Ornstein y
otros, 2000; Gale y Gordon 2001; Cotrino J, 1996).

Las citocinas derivadas de células tumorales, como el factor de necrosis tumoral (TNF), la interleucina 1 y el factor
de crecimiento endotelial vascular (VEGF), son quimiotacticas e inducen la formacién de vasos, ya que son capaces
de inducir la expresion de factores procoagulantes y trombdgenos, modificando el estado procoagulante en el
microambiente tumoral (Sorensen y otros, 2003, Fernandez y otros, 2004).

La presente invencion verifica y demuestra que una proteina presente en la saliva de la garrapata Amblyomma
cajennense tiene una actividad apoptosica en las células tumorales (lineas SK-MEL-28, MEL-85, MEWO, melanoma
murino B16F10, leucemia: HL60 promielocitica, K562 de eritroleucemia, células T de Jurkat de leucemia
linfoblastica, células T U937 de leucemia, linea YAC-1 de linfoma T murino; H292 de cancer de pulmén, MCF-7 y
MCF-10 de céancer de mama y SW613-12A1, SW613-B3 de cancer de colon), y actividad antitumoral in vivo
(melanoma), asi como actividad antimetastasica y antiangiogénica.

La presente invencion también pone de manifiesto que la proteina recombinante es capaz de estimular la actividad
fagocitica de los macro6fagos (tasas de diseminacion y fagocitaria mediadas por el complemento o anticuerpo) y no
tiene actividad citotéxica en las células normales, como células endoteliales humanas derivadas de cordén umbilical,
fibroblastos, plaquetas, células polimorfonucleares, linfocitos y macréfagos humanos, asi como en los 6rganos
internos, como rifones, higado, corazén, bazo y pulmones, en los que no se observé ninguna alteracion
histopatoldgica tras un tratamiento prolongado con la proteina.

Segun la presente invencion, se obtiene una proteina recombinante, un nuevo inhibidor del factor X activado, un
nuevo agente antitumoral, antimetastasico y antiangiogénico, obtenido a partir de un gen de una biblioteca de ADNc
de las glandulas salivales de la garrapata Amblyomma cajennense.

Lo que se ha obtenido mediante la presente invencion se compone de una secuencia de aminoacidos determinada a
partir del ADNc de la glandula de la Amblyomma cajennense y se puede definir como un polipéptido o proteina cuya
secuencia esta determinada por el ADNc que codifica las bases 1 a 505.

Especificamente, se compone de una proteina recombinante llamada Amblyomin-X y tiene una proteina de dos
dominios que presenta homologia con los dominios de tipo Kunitz y MAP cinasa.

En particular, la presente invencion se refiere a un acido nucleico aislado que comprende la secuencia de
nucledtidos SEC ID n®:1.

También se refiere a un polipéptido purificado que comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID n®:3.

Ademas, también se refiere a una composicion farmacéutica que comprende un polipéptido purificado que
comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID n®:3 o un polipéptido purificado que comprende la secuencia de
aminoacidos SEC ID n®:2.

La presente invencion también se refiere a una composicion farmacéutica que comprende un polipéptido purificado
que comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID n%:3 o un polipéptido purificado que comprende la secuencia
de aminoacidos SEC ID n%:2, para su utilizacion en el tratamiento del cancer en un individuo.

Otro objeto de la presente invencion se refiere al polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID
n%:3 o el polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID n®%:2 para su utilizacion en el tratamiento
del cancer en un individuo.

Otro objeto de la presente invencién se refiere a un método de obtencion de un inhibidor de tipo Kunitz del factor Xa
(FXa), comprendiendo dicho método el cultivo de una célula hospedadora que comprende un vector que comprende
el acido nucleico de SEC ID n%1 en condiciones que dan como resultado la expresién del inhibidor codificado por el
acido nucleico.

La presente solicitud da a conocer una accién contra el cancer, asi como permite el desarrollo de vacunas a partir
del ADNc.

En lineas generales, la presente invencién se basa inicialmente en una biblioteca de ADNc constituida a partir de
glandulas salivales de la garrapata Amblyomma cajennense 'y la posterior secuenciacion de genes aleatorios.

Entre las secuencias obtenidas, una se identifico como poseedora de homologia con los inhibidores de las serina
proteasas (serpinas). La secuencia completa del gen elegido se analizé en un banco de datos y mostré un 17% de
homologia con el TFPI humano de tipo 1 (inhibidor de la via del factor tisular) y un 21% de homologia con el Ixolaris
(inhibidor aislado de la garrapata Ixodes scapularis). La proteina se expresd en bacterias E. coli en forma de
corpusculo de inclusidn y se obtuvo tras la solubilizacién con urea y B-mercaptoetanol, y a continuacion se purifico
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en una columna de afinidad de Ni-Sepharose.

La proteina recombinante tiene 13,5 kDa y es capaz de inhibir el factor X activado en sistemas purificados sélo
cuando se encuentra en presencia de los fosfolipidos fosfatidilcolina y fosfatidilserina. Por otro lado, la proteina
recombinante es capaz de prolongar el tiempo de coagulacion del plasma observado en ensayos globales de
coagulacién como TTPA y TP. La proteina recombinante no mostré ningin efecto sobre las células endoteliales
normales (células endoteliales de la vena del cordon umbilical humano o HUVEC) o sobre los linajes celulares
normales de fibroblastos humanos. Sin embargo, produce la muerte celular por apoptosis en diversos linajes de
células tumorales; entre ellas, el melanoma murino (B16F10).

Se trataron ratones C57BI/6J con melanoma B16F10 con la proteina recombinante por via intraperitoneal y
subcutanea utilizando diferentes dosis y con diferentes espaciamientos temporales. Se observé que los animales
tratados mostraban una reduccion significativa de la masa tumoral (tumor dorsal). Por otro lado, los indices de
metéstasis se redujeron drasticamente cuando se llevé a cabo el tratamiento durante 14 dias tras la implantacién
tumoral. Cuando el tratamiento se llevo a cabo tras el tercer dia a partir de la implantaciéon tumoral, se observaron la
remision completa del tumor y ausencia de metastasis. La proteina parece tener actividad antiangiogénica, ya que
inhibio la formacion de vasos alrededor del tumor implantado en comparacién con el control (sin tratamiento).

La proteina también demostrd activar la actividad fagocitica de los macréfagos tanto in vitro como in vivo.

Se obtuvieron hemogramas completos de los animales de control y tratados, y los resultados preliminares sugieren
que esta proteina inhibe el estado procoagulante presente en los animales con tumores. Por otro lado, el
hematocrito y los niveles de hemoglobina estan cercanos o son idénticos a los de los animales sanos (sin tumor), lo
que demuestra que la proteina no s6lo protege al animal contra la anemia, sino que aparentemente no afecta a la
médula dsea ni provoca fendmenos hemorragicos por su capacidad de inhibicion del FXa y el tiempo prolongado de
tratamiento.

Ventajas en comparacion con los tratamientos habituales:

Se indica como agente biolégico en lugar de la quimioterapia. Por lo tanto, debe actuar sélo en las células enfermas,
no en las sanas, con lo que se evitan los efectos secundarios de la quimioterapia.

Por su potencial inhibidor del FXa, podria utilizarse como un protector de tromboembolismos (anticoagulante) en
pacientes sometidos a tratamiento quimioterapico o en pacientes con caracteristicas protrombéticas.

Como proteina recombinante, se puede obtener en grandes cantidades.

La metodologia aplicada en el proceso de obtencién y en el analisis de la proteina recombinante se puede resumir
en los siguientes procedimientos: Alimentar a las garrapatas y extraerles las glandulas salivales; Obtencion del ARN
total por el método del fenol e isotiocianato de guanidina; Cuantificacion del ARN; Electroforesis en gel de agarosa
del ADN; Electroforesis en gel de agarosa del ARN; Purificacion del ARNm en columna de afinidad de oligo (dT);
Construccién de una biblioteca de ADNc; Sintesis de la primera cadena; Sintesis de la segunda cadena; Cribado por
tamano de los fragmentos de ADNc en gel de agarosa; Union del ADNc a los adaptadores de EcoRl; Digestion con
Notl; Cribado por tamafo del ADNc en gel de agarosa; Unién del ADNc al vector; Transformacion de bacterias
competentes; Preparacion de ADN plasmidico por el método de lisis alcalina; Preparacion de muestras para la
secuenciacion; Busqueda de secuencias; Amplificacion del clon seleccionado; Sintesis del oligonucledétido iniciador
en la reaccion PCR; Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR); Seleccién de los plasmidos recombinantes en gel
de agarosa; Digestion del ADN plasmidico con enzimas de restriccion; Union al vector de expresion; Induccion de la
expresion a pequena escala; Expresion de proteinas; Estudios estructurales; Analisis de la estructura secundaria del
recombinante; Andlisis de la estructura primaria y modelo de la estructura terciaria; Ensayos bioquimicos; Inhibicion
del FXa en presencia de fosfolipidos; Pruebas de coagulacion; Cultivo del linaje tumoral humano y murino;
Tratamiento de las células tumorales con la proteina recombinante Amblyomin-X; Determinacion del contenido de
ADN por citometria de flujo; Determinacién de las fases del ciclo celular por citometria de flujo; Cultivos de linajes
tumorales e implantacion tumoral en animales; Observacion del crecimiento tumoral; Determinacién de la actividad
citotoxica; Obtencion de macréfagos peritoneales; Cultivo de fibroblastos de piel humana y analisis estadistico.

Para alcanzar la presente invencion se utilizaron preferentemente los siguientes materiales:

linaje: Escherichia coli;

1) Cepa DH5a: @80 dlacZAM15, recAl, endAl, gyrA9B, thi-1, hsdR17 (rc, mk"), SupE44, relAl, deoR A(lac ZYA - arg |)
u169.

2) Cepa BL21 (DE3): F’, ampT, hsdSB(rs, mg’), dcm, gal (DE3). El bacteriéfago DE3 contiene el gen de la ARN
polimerasa del fago T7 bajo el control del promotor lac UV5, inductivo con isopropil-tio-B-galactésido (IPTG).
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Plasmidos:

1) pGEM-IIZf(+): vector digerido con EcoRl y Notl utilizado para la construccion de la biblioteca plasmidica. Manual
técnico de Promega, 1999.

2) pGEM-T “easy”: el plasmido pGEM-T “easy” contiene los promotores T7 y SP6 que flanquean el MCS (“sitio de
clonacion mdltiple”) para la subclonacién de los productos de PCR. Manual técnico de Promega, 1999.

3) pAE: vector de expresion derivado de pRSETA (Invitrogen) y de pET3-His (Chen, 1994) construido en el
Laboratory of Molecular Biotechnology del Butantan Institute (Ramos y otros, 2003).

pPAE es un vector de expresién elevada que combina la eficacia del promotor T7 y un gran nimero de copias
plasmidicas de pRSETA, con una fusion aminoterminal de seis histidinas no extraibles de pET3-His, que permite la
purificacién de proteinas recombinantes por cromatografia de afinidad por iones metalicos inmovilizados
(“Immobilized Metal Affinity Chromatography”, IMAC). La adicién de esta pequeia fusiéon no interfiere en la actividad
de la mayor parte de las proteinas recombinantes estudiadas.

El proceso para la sintesis de oligonucledétidos iniciadores en las reacciones de PCR se inicia como sigue:

Se obtuvieron los oligonucleoétidos “sentido” (P1 y P2) sobre la base de la secuencia aminoterminal de la proteina. A
estos oligonucledtidos se afiadié preferentemente un sitio de restriccion para la clonacion unidireccional posterior.
También se utilizaron los oligonucleétidos “sentido” y “antisentido”. Todos ellos se diluyeron en tampé6n TE (Tris-HCI
10 mM, EDTA 1 mM) para una concentracién final de 10 pmol/ul (100 pM).

En lo que se refiere a la preparacion de ARNm, se llevaron a cabo los siguientes procedimientos:

Se infestaron conejos domésticos (Oryctolagus cuniculus) con garrapatas Amblyomma cajennense y, pasado el
periodo de alimentacion, se recogieron las garrapatas hembra y se les extrajo la saliva y las glandulas salivales con
materiales quirtrgicos esterilizados. Los complejos salivales de las garrapatas se disecaron, se depositaron en
“criotubos”, se congelaron inmediatamente en nitrégeno liquido y se almacenaron en el congelador a -80°C.

Extraccion de ARN total

Las glandulas salivales se sumergieron en reactivo de fenol e isotiocianato de guanidina segun la metodologia
recomendada por el manual del fabricante.

Perfil electroforético del ARN total

Los accesorios del sistema de electroforesis se trataron con perdxido de hidrégeno (H2Oz) al 3% para eliminar la
ARNasa y se lavaron con agua tratada con DEPC tratado en autoclave. Se depositd en la placa gel de agarosa al
1,5% en tampodn de fosfato sédico 10 mM, pH 7,0. Se aplicaron en el gel dos muestras que contenian 10 pl 0 15 pl
de ARN total (16,7 ng/ul), 5 yl de tampén de muestra y H>O tratada con DEPC hasta un volumen final de 25 pl. La
migracion de las muestras se llevo a cabo en 5 V/cm hasta que el bromofenol alcanz6 2/3 del gel.

Purificacién del ARNm en columna de afinidad de oligo (dT) celulosa

El ARNm se purificé en columna de afinidad de oligo dT celulosa que se lavé con NaOH 0,1 N y se equilibré con 1
ml de unién a tampon Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM, NaCl 300 mM, SDS al 0,1%, pH 7,0.

Se anadieron 3 ml de tampo6n de unién al ARN total, seguido de la incubacién a 70°C durante 5 minutos,
enfriamiento en hielo durante otros 5 minutos y aplicacion a la columna de afinidad. La columna se drené por
gravedad y se lavo con 4 ml mas de tampdn de unién para eliminar todo el ARN que no era ARNm.

El ARNm se eluy6 con 1,5 ml de tampén Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM, SDS al 0,1%, pH 7,0, y se recogi6 en un tubo
limpio tratado, se calenté a 70°C durante 5 minutos y se enfrié en hielo durante otros 5 minutos. Tras la incubacién
durante 20 minutos a temperatura ambiente, se afiadieron 90 pyl de NaCl 5 M al material y se aplicé de nuevo a la
columna reequilibrada con tampdn de unién. Tras un nuevo lavado con 4 ml de tampdn de unién y la elucién con 1,5
ml del tamp6n de elucion, el material recogido se precipitdé con 90 ul de NaCl 5 M y 3 ml de alcohol etilico absoluto a
-80°C “durante la noche”. A continuacién, el material se centrifugd a 7.000 g durante 20 minutos a 4°C y se eliminé el
sobrenadante.

El ARNm se lavé con 1 ml de alcohol etilico al 75% y se centrifugd a 7.000 g durante 2 minutos a 4°C. Tras secarlo,
el precipitado de ARNm se volvi6 a suspender en 20 ul de H2O tratada con DEPC y se almacen6 a -80°C.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2410160 T3

Cuantificacién del ARNm

Para un volumen final de 500 pl, se afiadieron 2 yl de ARNm en 498 ul de H,O Milli-Q tratada en autoclave. Las
lecturas de densidad 6ptica se llevaron a cabo a 260 y 280 nm en cubetas de cuarzo de 500 pl. La concentracién de
ARNm se calcula a partir de la siguiente ecuacion:

[ARN] = Ao x D x 40 ug/ml

Donde D = factor de dilucién. En lo que se refiere a la construccién de la biblioteca de ADNc, se llevaron a cabo los
siguientes procedimientos:

La biblioteca de ADNc se construyé sobre la base de 5,0 yg de ARNm aislado utilizando preferentemente el kit
Superscript™ Plasmid System for ADNc Synthesis and Plasmid Cloning (Life Technologies) modificado.

Sintesis de la primera cadena

Se diluyeron 5,0 yg de ARNm en 6 pl de HO tratada con DEPC, a los que se anadieron 1,5 ul de cebador del
adaptador Notl, y se calent6 a 70°C durante 10 minutos, se enfrié en bafno de hielo y se centrifugé rapidamente. Se
anadieron 4 yl de tamp6n de primera cadena 5x, 2 ul de DTT 0,1 M, 1 yl de mezcla de dNTP 10 mM y 0,5 ul de H2O.
La reaccion se homogeneiz0, se centrifugd rapidamente y se equilibré a 44°C durante 2 minutos. Se afiadieron 5 pl
de enzima Super Script Il RT y la mezcla se incubd a 44°C durante mas de 90 minutos. El proceso de enfriamiento a
4°C interrumpi6 la reaccion.

Sintesis de la segunda cadena

Se anadieron 91 pl de H>O, 30 pl de tampdn de segunda cadena, 3 pl de mezcla de dNTP 10 mM, 1 yl de ADN
ligasa de E. coli 10 U/ul, 4 ml de ADN polimerasa | de E. coli 10 U/mly 1 yl de ARNasa H de E. coli (2 U/ul) a la
mezcla de reaccion de la primera cadena. Tras agitar suavemente la mezcla, se incubd a 16°C durante 2 horas y se
anadieron 2 yl de ADN polimerasa | de T4 con 5 minutos mas de incubacién a la misma temperatura. El enfriamiento
en hielo y la adicién de 10 pl de EDTA 0,5 M interrumpié la reaccion.

Cribado por tamano de los fragmentos en gel de agarosa

La reaccion completa de segunda cadena con adicién de 17 pl de Ficoll sin xileno cianol se aplic6 al gel de agarosa
al 1% y tras 1 cm de migracion de la muestra en 80 V del sistema de electroforesis se cortaron dos bandas del gel;
una contenia fragmentos de entre 400 y 800 pb (de peso bajo, que se almacenaron en el congelador a -80°C) y la
otra fragmentos de mas de 1.000 pb (de peso elevado, que se utilizaron para proseguir con la presente invencion).

El ADN se purifico a partir del gel usando preferentemente el kit Concert Gel Extraction Systems (Life Technologies)
y el ADNc se eluyé con 50 pl de H2O calentada a 65°C y se concentré a 30 pl en un dispositivo concentrador de
vacio.

Unién del ADNc a los adaptadores de EcoRl

Se afnadieron al tubo de reaccion 10 pl de tampdn de ADN ligasa de T4 5X, 5 yl de adaptadores EcoRl y 5 ul de
ADN ligasa de T4 con incubacion posterior a 16°C durante 16 horas. A continuacion, la reaccion se calent6 a 65°C
durante 10 minutos y se enfrid en hielo. Tras la adicién de 2 pl de solucién de ATP y 2 pl de polimerasa cinasa de
T4, la reaccion se incub6 durante 30 minutos a 37°C.

El ADNc se extrajo con 55 pl de fenol/cloroformo/alcohol isoamilico (25:24:1), se agitd y se centrifugd a 14.000 g
durante 5 minutos a temperatura ambiente. La fase acuosa superior se transfirié a otro tubo y se afadieron 2
volumenes de etanol absoluto y 1 volumen de acetato de sodio 3 M, y se enfrié a -80°C durante 1 hora. Tras la
centrifugacién a 14.000 g durante 20 minutos y el lavado con 500 pl de etanol al 70%, el ADNc se secé en flujo
durante unos 5 minutos.

Digestién con Notl

Se anadieron 41 pl de H20, 5 pl de tampon especifico de reacciéon y 4 ul de Notl al precipitado, homogeneizandolo
suavemente y sometiéndolo a incubacion durante 2 horas a 37°C.

Segundo cribado por tamaio en gel de agarosa

Se aplicaron 50 pl de la reaccion del fragmento de peso molecular elevado al gel de agarosa al 1% y tras la
electroforesis las bandas se cortaron del gel y el ADNc de peso elevado se purificod y se eluy6é con 50 pl de H20, tal
como se ha descrito en el primer cribado por tamaro (apartado “Cribado por tamafo de los fragmentos en gel de
agarosa”).
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Unién unidireccional de ADNc al vector pGEM11Zf(+)

A la fraccion de peso elevado (14 pl) se le afadieron 4 pl de tampoén de ADN ligasa de T4, 1 pl de vector de
clonacion, preferentemente pGEM11Zf(+) (previamente digerido con las enzimas EcoRI-Notl) y 1 yl de ADN ligasa
de T4, y se incubd a 16°C durante 18 horas.

El proceso de transformacion bacteriana de la presente invencién sigue los procedimientos descritos a continuacion:

Transformacién de E. coli DH5a competente

Se afiadio ADN de peso elevado (2 pl) a 50 ml de bacterias competentes con calcio (DH5a) almacenadas a -80°C y
previamente descongeladas en hielo durante 15 minutos. Las soluciones se incubaron durante 30 minutos en hielo e
inmediatamente después se sometieron a un choque térmico a 42°C durante 2 minutos y se colocaron de nuevo en
hielo durante 5 minutos.

Se anadieron 350 pl de medio SOC a las bacterias transformadas y se transfirieron a tubos aireados, y se incubaron
a 37°C con agitacion (220 rpm/min) durante 90 minutos. EI ADNc se colocé en placas (2001 de ADNc de peso
molecular elevado) con medio 2YT con ampicilina, y las placas se incubaron durante 18 horas a 37°C. Se incubaron
20 colonias que contenian insertos en dos placas a 37°C en 2,5 ml de medio 2YT-ampicilina 100 pg/ml durante 18
horas con agitacion de 200 rpm. Los ADNc se purificaron utilizando preferentemente el kit miniprep (Concert Rapid
Plasmid, Life Technologies) eluido con 50 ul de TE a 65°C.

Para el analisis de la biblioteca de plasmidos, se llevaron a cabo los siguientes procedimientos: Los plasmidos (4 pl)
se digirieron a 37°C durante 2 horas en presencia de 1 pl de tampén especifico de reaccion, 4 pl de agua; 0,5 pl de
enzima EcoRI (10 U/ul). Los 0,5 pl de Hindlll (10 U/pl) y los fragmentos generados se analizaron en gel de agarosa
al 1% con bromuro de etidio. Todos los plasmidos analizados se sometieron a secuenciacion.

Con el objetivo de obtener la amplificacién de la biblioteca, las mezclas que contenian 50 pl de bacterias
competentes con calcio DH5a y 5 pl de ADN de peso molecular elevado unido al vector de clonacién se incubaron
durante 30 min en hielo, durante 2 min a 42°C, y de nuevo en hielo durante otros 5 min. A continuacién se afiadieron
10 ml de medio 2YT/ampicilina 100 pg/ml. Las soluciones se homogeneizaron suavemente y se pipetearon alicuotas
de 2,5 ml a tubos desaireados y se incubaron a 37°C durante 18 h. EI ADN plasmidico se extrajo por medio de
columnas de miniprep, se eluy6 con 50 ul de H20 a 65°C y se almacend a -20°C.

Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

Las reacciones PCR (“Polymerase Chain Reaction”) preparadas para un volumen final de 50 pl contenian 1 pl de
dNTP 10 mM, 5 pl de tamp6n de ADN polimerasa de Taq 10x, 1,5 yl de MgSQO4 50 mM, 0,5 ul de ADN polimerasa de
Taq 2,5 U. Para amplificar el ADNc que codifica el inhibidor, se utilizaron 4 pl del ADN plasmidico amplificado, 4 pl
del oligonucleétido Pl 10 pM y 2 pul del oligonucleétido SP6 10 pM. La reaccién se incubd en un termociclador en el
que se llev6 a cabo un programa de desnaturalizacion inicial a 94°C durante 3 min, 30 ciclos de desnaturalizacién
(94°C durante 45 segundos), hibridacién (50°C durante 25 segundos), extension (72°C, durante 4 min) y una
extensién final a 72°C durante 15 min. A continuacion, las muestras se aplicaron sobre un gel de agarosa al 1%.
Tras 2 h de migracion electroforética a 80 V, las bandas correspondientes a los productos de amplificacién
esperados se cortaron del gel y el ADN se extrajo y se eluy6é en 30 pl de HO para la unién a un segundo vector de
clonacion, preferentemente el “pGEM-T Easy Vector Systems” (Promega).

Para proceder a la unién del ADN al plasmido se siguié la siguiente metodologia:

Las uniones se llevaron a cabo para un volumen final de 10 yl que contenia 6 pl del producto de PCR (1.700 pb), 1
ul de vector pGEMEP T, 2 pl de tampdn de ADN ligasa de T4 5x y 1 yl de ADN ligasa de T4 1 U/ul a 16°C durante
18 horas.

Se incubaron cepas de E. coli DH5a con 5 ml de vector-inserto de reaccidén de unién y se colocaron en placas. De
las colonias formadas, 20 se recogieron para el preindculo y “miniprep”, exactamente de acuerdo con el protocolo
descrito para la transformacién de células de E. coli DH5a competentes.

Seleccion de plasmidos recombinantes en gel de agarosa

Antes de procesar las reacciones “miniprep”, 300 ul de cada preinéculo se sometieron a un proceso de purificacion
rapido en fenol:cloroformo. A continuacién, se aplicaron 20 pl de cada muestra en gel de agarosa al 1%, en tampén
TAB IX. Tras el proceso electroforético, el gel se tind con 0,1 pg/ml de solucién de bromuro de etidio para
seleccionar los plasmidos recombinantes mas grandes expuestos a la luz ultravioleta. Los clones positivos del
elemento mencionado anteriormente se trasladaron a las “minipreps” y se eluyeron con 60 ul de agua.
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Digestién del ADN plasmidico con enzimas de restriccién

Los ADN de los clones purificados amplificados por PCR utilizando los cebadores P1 y P2 se digirieron a 37°C
durante 2 h en una solucién que contenia 5 yl de ADN plasmidico, 2 pl de tamp6n especifico de reaccion, 0,5 ul de
EcoRI (10 U/ul), 0,5 de Xhol (10 U/ul) y 12 pl de H20 hasta un volumen final de 20 .

Los mismos ADN plasmidicos (5 pl) se incubaron en las mismas condiciones con 1 pl de tampdn especifico de
reaccion, 1 yl de EcoRI (10 U/ul) y 12 pl de agua.

Los productos de digestion se analizaron en gel de agarosa al 1%. Se secuenciaron los clones de la biblioteca y los
ADN subclonados en pGEM-T “easy”.

Para llevar a cabo la secuenciacion de los ADN, el método de terminacion de cadena por didesoxinucleétido se
realizé adaptandolo al secuenciador automatico. Se prepararon 400 ng de ADN plasmidico mediante la purificacion
por minipreps que se utilizaron como molde en la reaccién de secuenciacién. Se utilizaron los oligonucleotidos
descritos T7 y SPB en las reacciones. Tras el termociclado, los productos de amplificacion se separaron en gel de
secuenciacion de ADN de 36 cm de longitud (4,25% de acrilamida: bisacrilamida en una proporcién de 19:1, en TBE
IX'y urea 7 M). El sistema de deteccion de este dispositivo esta compuesto por una fuente de laser y un detector de
fluorescencia situado en la parte inferior del gel de secuenciacion. Cada dNTP emite una fluorescencia especifica
que es capturada por el detector, que envia la informacion a un ordenador, el cual registra de forma automatica la
posicion del nucleotido en el electroferograma. El proceso se llevd a cabo durante 7 horas. Todos los ADN
secuenciados se compararon con las secuencias de GenBank en los sitios www.ncbi.nim.nih.gov/, basandose en el
algoritmo para los programas BLASTx y BLASTn, o www.ebi.ac.uk/ para el programa FASTA.

El proceso de expresion de la proteina recombinante preferentemente en la cepa BL21 (DES) de E. coli descrita en
la presente solicitud sigue los procedimientos descritos a continuacion:

Unién al vector pAE

Los clones positivos en los que los insertos secuenciados confirmaron la secuencia de Amblyomin-X se incubaron
en 7 ml de LB/ampicilina a 37°C durante 18 horas y a continuacion se sometieron a minipreps y se eluyeron con 50
ul de agua.

Los ADN purificados se digirieron a 37°C durante 5 h en una solucién que contenia 20 pl de ADN plasmidico, 5 ul de
tampon especifico de reaccion, 1,0 yl de EcoRI (10 U/ul), 1,0 pl de Xhol (10 U/ul) y 23 pl de H20 hasta un volumen
final de 50 pl.

Tras la electroforesis preparativa en gel de agarosa al 1%, las bandas con aproximadamente 1.000 pb se purificaron
a partir del gel y se eluyeron con 30 pl de H2O y se secaron en vacio a 45°C durante 1 h.

El plasmido se volvié a suspender en 10 pl de H20 y 3,5 pl de dicha suspension se incubaron a 16°C durante 18 h
con 3,5 pl del vector de expresion pAE (figura 4), 2 pl de tampén 5X para la ADN ligasa y 1 yl de ADN ligasa.
También se secuenciaron los clones subclonados en el vector pAE.

Induccién de la expresién de Amblyomin-X

Con el objetivo de obtener grandes cantidades de la proteina recombinante soluble, la cepa BL21 (DE3) de la
bacteria E. coli se utilizé preferentemente para la expresion de esta proteina, ya que es una cepa que presenta un
crecimiento rapido, es facil de cultivar y mantener y proporciona una cantidad elevada de proteina recombinante.
Esta cepa de E. coli es lisogénica y no tiene sistemas de modificacion postraduccional.

Se inocularon cultivos de E. coli transformada preferentemente con el vector de expresion recombinante (PAE-clon
14.16) (figura 4) en 3 ml de medio LB/ampicilina (100 ug/pl) y se incubaron a 37°C hasta obtener una DOggo nm de
0,5. Para el control no inducido, se almacend 1 ml del preinéculo a 4°C. Se afiadié IPTG hasta una concentracion de
0,5 mM al resto del volumen y la incubacién se mantuvo durante 3 h méas. Se afnadieron 10 pl de tampon de
aplicacién de SDS-PAGE con B-mercaptoetanol 0,1 M a cada 40 pl de cultivo. Las muestras se hirvieron durante 12
min y se aplicaron sobre geles de poliacrilamida al 12,5%. A continuacion, el gel se tiié con un 0,25% de
“Coomassie Blue Brillant” en metanol al 50% durante 18 h y se decolor6 con acido acético al 10% en agua durante 3
h a temperatura ambiente.

Para obtener la expresion de la proteina (Lopap) descrita en la presente solicitud, se llevaron a cabo los siguientes
procedimientos:

Se inocularon cultivos de E. coli transformada preferentemente con el vector de expresién en 100 ml de medio

LB/ampicilina (100 pg/pl) y se incubaron a 37°C hasta obtener una DOggo nm de 0,5. Se incubaron alicuotas de 25 ml
en 4 botellas diferentes con 500 ml de LB/ampicilina (100 pg/pl) durante 90 min a 37°C. A continuacién se anadio
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IPTG hasta una concentracion final de 1 mM y la incubacién se mantuvo durante 4 h mas. A continuacion, el medio
se centrifugé a 12.000 rpm y se congelé a -70°C durante 18 h. Luego, las células de las 4 botellas se volvieron a
suspender en 70 ml de tampén de lisis de NaH>PO4 50 mM, NaCl 300 mM, imidazol 10 mM, y se traspasaron a una
prensa de émbolo a 2000 GAGE tres veces y se centrifugaron a 5.000 rpm durante 15 min a 4°C.

El sobrenadante que tenia la proteina expresada soluble se centrifugé a 15.000 rpm durante 30 min para
clarificacion y se aplicé a una columna de afinidad de Ni-Sepharose equilibrada previamente con tampén de lisis. La
columna se lavo con tampén de imidazol 80 mM, B-mercaptoetanol 5 mM, NaCl 500 mM, Tris HCI 50 mM, pH 6,8, y
se recogio el volumen de lavado. La proteina se eluy6 con Tris-HCI 50 mM, pH 8,0, imidazol 1 M, NaCl 100 mM, con
un caudal de 1 ml/5 min.

Los “pellets” (corpusculos) del medio sometido a la prensa de émbolo y centrifugados se volvieron a suspender en
20 ml de tampon Tris-HCI 50 mM, urea 1 M, Triton X-100 1%, pH 8,0, para eliminar los componentes hidréfobos, y
se centrifugaron a 5.000 rpm durante 15 min a 4 °C. El precipitado separado se incub6 a temperatura ambiente
durante la noche con 10 ml de tampén Tris-HCI 50 mM, NaCl 500 mM, urea 8 M, B-mercaptoetanol 10 mM, pH 8,0,
para la solubilizacién de los corpusculos.

Este material se centrifugd de nuevo a 4.000 rpm durante 20 min a 4°C y el sobrenadante se afadi6 gota a gota al
tampon de “replegamiento” Tris-HCI 50 mM, NaCl 500 mM, imidazol 5 mM y B-mercaptoetanol 5 mM, pH 8,0, como
alternativa para obtener la proteina con la estructura correcta; Otro enfoque para llegar a esta fase fue utilizar el
tampon con adicién de CaCl, 100 mM) con agitacién constante a temperatura ambiente durante 18 h. El material se
filtrd y se aplicé a una columna de Ni-Sepharose previamente equilibrada con tampén de lisis. La columna se lavo
con 180 ml de tampon Tris-HCI 50 mM, NaCl 500 mM, imidazol 20 mM, pH 6,8, y se eluy6 con Tris-HCI 50 mM, pH
8,0, imidazol 1 M, NaCl 100 mM, con un caudal de 1 ml/5 min.

Se analiz6 la capacidad inhibidora del factor Xa de la proteina recombinante obtenida y se llevaron a cabo pruebas
de coagulacion y de control de las células tumorales.

El depédsito de la secuencia se incluyd en bancos de datos con restricciones de acceso hasta abril de 2005 Bankit
608.848.

Los ensayos bioquimicos para determinar la inhibicion del FXa se llevaron a cabo en presencia de fosfolipidos. Las
membranas fosfolipidicas se prepararon tal como se describe en Barenholz y otros, 1977.

La inhibicion del FXa en presencia de la membrana fosfolipidica se determiné mediante la medicién de la actividad
enzimatica residual sobre el sustrato de aminometilcumarina con el sitio de hidrélisis del FXa, o un sustrato
cromogeno comercial.

Las reacciones de hidrdlisis llevadas a cabo a 37°C en tampén Tris/HCI 50 mM, pH 7,5 - 8,0, se controlaron
mediante la fluorescencia a longitudes de onda de 380 nm (excitacion) y 460 nm (emisidbn) con un
espectrofluorimetro, o con un espectrofotometro a una longitud de onda de 405 nm en el caso de sustratos
cromogenos.

La proteina recombinante segun la presente invencion, cuando se utiliza en dosis de 5 a 10 yM, inhibe la actividad
amidolitica del factor X activado humano en condiciones purificadas y en presencia de fosfatidilserina/fosfatidilcolina
y en el plasma.

En dosis de entre 0,3 y 1,2 puM, la proteina induce la apoptosis (muerte celular programada) en células de linaje
tumoral (B16FI0, SK-MEL-28) con parada del ciclo celular en G2/M.

A estas concentraciones, la proteina no induce efectos apoptésicos en las células normales (HUVEC, leucocitos
polimorfonucleares, fibroblastos humanos, plaquetas y macréfagos).

El tratamiento de ratones C57BL/6J isogénicos implantados con tumor melanico B16F10 (con un volumen tumoral
de aproximadamente 0,5 mm?® en el 122 dia) con una dosis de 1,0 mg/kg por via intradérmica durante 14 dias puso
de manifiesto que la proteina recombinante Amblyomin-X no es capaz de reducir significativamente la masa y el
volumen tumorales. También puede reducir el nimero de metastasis pulmonares, hepaticas y esplénicas.

El tratamiento con la proteina recombinante Amblyomin-X en una dosis de 0,5 mg/kg se administr6 por via
intraperitoneal durante 42 dias y se inici6 tras el tercer dia de la implantacion de las células tumorales B16F10 por
via endovenosa en los ratones C57BL/6J. La Amblyomin-X es capaz de provocar la remision total de la masa y el
volumen tumorales y de obstaculizar de forma significativa la formacion de metastasis. El analisis anatomopatolégico
de los tumores y lesiones metastasicas de los pulmones, el higado y el bazo de los animales con tumores tratados
con Amblyomin-X, y la comparacion con los de los animales no tratados, puso de manifiesto que la proteina
recombinante promueve un reconocimiento selectivo de las células tumorales, inhibiendo la capacidad proliferativa
de las rutas de senalizacién del sistema de la MAP cinasa y la neoangiogénesis que conduce a la muerte celular. El
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andlisis microscopico del parénquima de los érganos internos, como el higado, el bazo y los pulmones, no presento
alteraciones citoldgicas significativas incluso después de 42 dosis terapéuticas.

El analisis hematoldgico de los animales con tumores sometidos al tratamiento puso de manifiesto que la proteina
recombinante mejora significativamente la condicion hematolégica, manteniendo el hematocrito, la hemoglobina y la
celularidad dentro de niveles normales en comparacion con los animales no tratados con anemia grave.

Tal como se describe en la presente solicitud, se obtiene un compuesto que contiene una secuencia del ADNc de la
glandula de la Amblyomma cajennense. Dicho compuesto se compone de un polipéptido o proteina cuya secuencia
se determind a partir del ADNc que codifica de la base 1 a la base 505.

La proteina recombinante obtenida a partir del compuesto se denominé Amblyomin-X. Se trata de una proteina de
dos dominios, de tipo Kunitz y MAP cinasa, y es util en el tratamiento de tumores y para el desarrollo de vacunas a
partir del ADNc. También presenta actividad biol6gica para las proteinas factor Xa, X y VII, y también en el complejo
factor Vlla/TF, mostrandose como un candidato potencial para la modulacién de la funcién anticoagulante.

La administracién del péptido, polipéptido o proteina mejora el estado de los pacientes con enfermedades
relacionadas con complicaciones cardiovasculares y tromboembodlicas; disminuye las metastasis de los tumores
malignos; disminuye el crecimiento y la difusion de los tumores malignos; inhibe la metastasis de los tumores
malignos; tiene actividad anticoagulante en condiciones prequirlrgicas y posquirdrgicas, se puede utilizar para la
prevencion de tromboembolias en condiciones que generan cuerpos apoptosicos (moléculas ricas en fosfolipidos),
en enfermedades degenerativas y en tumores malignos se puede utilizar para mejorar la respuesta inmunitaria. Se
puede utilizar como coterapia en el tratamiento quimioterapico de los tumores malignos; como coterapia en el
tratamiento con radioterapia de los tumores malignos; como coterapia en el tratamiento quimioterapico de los
tumores malignos con complicaciones tromboembodlicas. También se puede utilizar como coterapia en el tratamiento
con radioterapia de los tumores malignos con complicaciones tromboembodlicas; puede modular la muerte celular
programada (apoptosis); puede modular la formacion de nuevos vasos sanguineos en el tumor y se puede utilizar
como agente para la terapia dirigida a diana.

Modelado de la estructura terciaria de la Amblyomin-X

A partir de la secuencia obtenida por el ADNc, se llevé a cabo un estudio para el modelado de la Amblyomin-X
utilizando el programa Swiss PDB Viewer 3.7 (b2) y el servidor Swiss-Model. La presente invencién tiene su campo
de aplicacion en los sectores médico y veterinario.

Figura 1: Electroforesis en gel de agarosa. Muestra: ARN total extraido de las glandulas salivales de A. cajennense
por el método de fenilo e isotiocianato de guanidina.

Figura 2: Electroforesis en gel de agarosa. 1 y 2: ARNm purificado por columna de oligo (dT); 3: Material no retenido
en la columna de oligo (dT); 4: ARN total.

Figura 3: Insertos de ADNc de la biblioteca de plasmidos. Electroforesis en gel de agarosa al 1-2% que muestra los
fragmentos obtenidos por 16 clones aleatorios de la biblioteca de plasmidos tras la incubacion durante 2 horas con
EcoRly Hindlll. De 1 a 16: productos de escision de los clones aleatorios; 17: marcador.

Figura 4: Secuencia completa del clon seleccionado (SEC ID n%:1).

Figura 5: Traduccion de la secuencia de nucleotidos del clon seleccionado para la secuencia proteica (SEC ID n®:2).

Figura 6: Secuencia de la proteina madura (SEC ID n®:3).

Figura 7: Secuencia 5’-3' del “cebador” construido para la amplificacion del clon seleccionado para la expresion
(SEC ID n%:4).

Figura 8: SDS-PAGE 15%. Purificacion del inhibidor recombinante en columna de Ni-Sepharose. 1) marcador de
masa molecular; 2) entrada de material para cromatografia; 3 a 8) fracciones eluidas en la purificacion.

Figura 9: Comparacion de las estructuras primarias de la Amblyomin-X'y de Ixodes.

Figura 10: Curva de inhibicién del factor Xa en presencia de fosfolipidos y concentraciones crecientes del inhibidor
recombinante.

Figura 11a: Curva de prolongacion de tiempo de tromboplastina parcialmente activada en ausencia y presencia de
concentraciones crecientes del inhibidor recombinante.

Figura 11b: Curva de inhibicion del tiempo de protrombina (TP) en ausencia (control) y con concentraciones
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crecientes del inhibidor recombinante.
Figura 12: Tiempo de coagulacion con PS: PC o cuerpos apoptdsicos en presencia y ausencia de Amblyomin-X.

Figura 13: Aspectos citoldégicos de las alteraciones provocadas por el tratamiento con Amblyomin-X (0,3 pM) en
células B16F10 después de 6 horas.

Figura 14: Aspectos citoldgicos de las alteraciones provocadas por el tratamiento con Amblyomin-X (0,3 pM) en
células B16F10 después de 12 horas.

Figura 15: Aspectos de las alteraciones citolégicas provocadas por el tratamiento con Amblyomin-X (0,3 pM) en
células B16F10 después de 24 horas.

Figura 16: Andlisis de la inhibicion de la adhesién celular de células de melanoma B16F10 tratadas con diferentes
concentraciones de Amblyomin-X.

Figura 17: Efecto de la Amblyomin-X en la viabilidad de las células de melanoma B16F10.
Figura 18: Analisis del crecimiento del melanoma dorsal B16F10 tratado con Amblyomin-X durante 14 dias.

Figura 19: Aspecto macroscopico de los tumores dorsales producidos tras la implantacion de células de melanoma
B16F10 y tratados con 1mg/kg de Amblyomin-X durante 14 dias.

Figura 20: Curva de crecimiento del peso tumoral tras el tratamiento con Amblyomin-X.

Figura 21: Numero de nédulos tumorales presentes en el parénquima pulmonar tras el tratamiento con Amblyomin-X
durante 14 dias.

Figura 22: Distribuciéon de tamafos de las lesiones pulmonares tras el tratamiento con Amblyomin-X.

Figura 23: Analisis de la tasa de supervivencia de los animales con metastasis en el parénquima pulmonar tratados
con Amblyomin-X.

Figura 24: Aspecto macroscopico de los tumores dorsales de melanoma B16F10 tratados durante 42 dias con
Amblyomin-X.

Figura 25 A: Aspecto macroscépico de melanoma dorsal B16F10 en ratones C57BL/6J del grupo de control tratado
durante 42 dias con solucion salina.

Figura 25 B: Aspecto macroscopico de los tumores dorsales de melanoma B16F10 en ratones C57BL/6J tratados
durante 42 dias con Amblyomin-X.

Figura 26: Andlisis de las fases del ciclo celular de tumores dorsales de melanoma B16F10 tratados con Amblyomin-
X.

Figura 27: Analisis de fases del ciclo celular de metastasis pulmonares de los animales tratados con Amblyomin-X.

Figura 28: Determinacion de citotoxicidad de linfocitos humanos sanos tratados con diferentes concentraciones de
Amblyomin-X.

Figura 29: Determinacién de los efectos citotoxicos de la heparina de bajo peso molecular en las células B16F10 y
SK-MEL-28.

Figura 30: Diseminacién de los macréfagos peritoneales tras 1 h de tratamiento con Amblyomin-X 0,3 uM.

Figura 31: indice fagocitico de macréfagos peritoneales tras 1 h de tratamiento con Amblyomin-X 0,3 uM, medido
con C3b del complemento.

Figura 32: indice fagocitico de macréfagos peritoneales tras 1 hora de tratamiento con Amblyomin-X mediado por la
fraccion Fc del anticuerpo.

Ejemplo 1: Obtencion de ARNm

La integridad del ARN total extraido de las glandulas salivales de la garrapata A. cajennense se verifico en gel de
agarosa en presencia de formaldehido (figura 1).
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Ejemplo 2: Aislamiento del ARNm

Para aislar el ARNm, se diluyeron 48 ul de ARN total en 500 ul de tampén de Tris 10 mM en presencia de EDTA 1
mM y se sometieron a la columna de afinidad de oligo (dT) celulosa. Se obtuvieron 17,28 ug de ARNm. La relacion
Aseorzs0 para el ARNm fue de 1,71 (ug/pl). EI ARNm extraido, desprovisto de productos de degradacion, se utilizé
para la construccién de la biblioteca de ADNc (figura 2).

Ejemplo 3: Construccion de la biblioteca de ADNc
Mediante la seleccion en gel de agarosa a partir de la biblioteca de ADNc con insertos de mas de 800 pb.

Se seleccionaron algunos clones aleatorios y se digirieron con EcoRl y Hindlll, y se presentd una variedad de
insertos de diferentes tamarnos (figura 3).

Ejemplo 4: Secuenciacion de clones para el mapeo de los transcritos mas expresados en las glandulas
salivales de las garrapatas

Sobre la base de las placas de la biblioteca de peso elevado, se prepararon 6 placas de pocillos por el método de
lisis alcalina y, de este modo, se secuenciaron 576 clones aleatorios.

Ejemplo 5: Secuenciacion de clones y esquema “cebador”

Entre las secuencias obtenidas, algunos clones presentaban una homologia elevada con “serpinas” y, entre ellos,
uno mostrd caracteristicas de masa molecular parecidas a un inhibidor de las serina proteasas que se habia
purificado anteriormente a partir de la saliva de la garrapata A. cajennense en el Laboratory of Biochemistry and
Biophysics del Butantan Institute. La secuencia completa de este clon se muestra en la figura 4.

Ejemplo 6: Traduccion de la secuencia de nucleétidos del clon en la secuencia proteica

Mediante un programa disponible en la pagina web “http://us.expasy.org/tools/dna.html”, la secuencia de nucleotidos
del clon seleccionado se tradujo en la secuencia de aminodcidos. La secuencia obtenida se representa en la figura
5.

Ejemplo 7: Secuencia de la proteina madura

La secuencia obtenida se refiere a la proteina con el péptido sefial, y a través de la pagina
http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/, fue posible la determinacion teérica de dicho péptido, que se encontré entre
las posiciones 1 y 28 de esta secuencia de aminoacidos. La secuencia de la proteina madura contiene 108
aminodcidos, con una masa molecular teérica de 12.295,6 Da y un punto isoeléctrico teérico (pl) de 4,67. La
secuencia de la proteina madura se representa en la figura 6.

Ejemplo 8: Secuencia 5’-3’ del “cebador” construido para la amplificacion_del clon

Sobre la base de la secuencia de la proteina madura, se disefié un “cebador” para la amplificacion del inhibidor de
interés, que también tenia una secuencia CTCGAG, que es un sitio para la enzima Xhol, tal como ilustra la figura 7.

Ejemplo 9: Amplificacion del ADNc que codifica el inhibidor

El producto de amplificacién obtenido con el “cebador” construido y el “cebador” SP6 presenté una banda de
aproximadamente 400 pb. Esta banda se cort6 del gel y se purificé.

El ADNc purificado se subcloné dentro del vector y se transformé en bacterias DH5a competentes. El producto se
dispuso en placas y, a partir de este procedimiento, se aislaron 20 clones seleccionados aleatoriamente y se
sometieron al proceso de extraccion con fenol-cloroformo para la evaluacion de la presencia de insertos.

Entre los clones positivos, 3 se seleccionaron para su amplificacion y purificacion, y se sometieron a ensayos de
restriccion con las enzimas Xhol y EcoRl.

Se confirm6 la secuencia del clon y el inserto liberado por la digestion se subclond dentro del vector de expresion
que inserta un extremo de seis residuos de histidina en la porcidén aminoterminal de la proteina recombinante,
expresada después de la induccion con IPTG.

La proteina de interés se encontr6 como corpusculo de inclusién que, tras la solubilizacién con urea y B-
mercaptoetanol, se purificé en una columna de afinidad de Ni, tal como demuestra el SDS-PAGE de la figura 8.

El material eluido por cromatografia en Ni-Sepharose se dializé6 frente a soluciones con concentraciones
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decrecientes de urea (hasta su ausencia). Tras la dialisis, el material se utilizé en los ensayos estructurales y en los
ensayos bioquimicos que se presentan a continuacion.

Ejemplo 10: Ejemplo comparativo de las estructuras primarias de Amblyomin-X e ixodes

Sobre la base de la estructura primaria de la Amblyomin-X (deducida de la secuencia de ADN), se llevé a cabo un
estudio tedrico estructural de la molécula.

La Amblyomin-X presenta aproximadamente un 17% de homologia cuando se compara con el TFPI-1 vy
aproximadamente un 18% con respecto al TFPI-2, en ambos casos en humanos. Por otro lado, los estudios
estructurales pusieron de manifiesto que la Amblyomin-X presenta aproximadamente un 21% de homologia con
Ixolaris, una proteina recombinante que se clon6 a partir de las glandulas salivales de la garrapata Ixodes scapularis.

Cuando se comparan las estructuras primarias de la Amblyomin-X'y la Ixolaris (GeneStream Align), se verifica que la
Amblyomin-X presenta una deplecién tanto en la parte aminoterminal, entre los residuos 3 y 13 (numerados segun la
molécula de Ixolaris) como en la parte carboxiterminal, entre los residuos 121 y 131 (11 aminoécidos). Por otro lado,
se producen depleciones de residuos en la parte interna de la molécula (18 aminodacidos), que se muestran en la
figura 9.

El TFPI humano, como ya se ha mencionado, presenta 3 dominios: el dominio D1, compuesto por los residuos 53 a
103; el dominio D2, compuesto por los residuos 124 a 174, y por ultimo el dominio D3, compuesto por los residuos
222 a 273. Por consiguiente, la estructura primaria de la Amblyomin-X (con sélo 2 dominios) se compar6 con cada
uno de los dominios de la molécula del TFPI-1 humano.

Ademas, las estructuras parciales de la Amblyomin-X se enviaron a los bancos de datos y se verificé que los
“golpes” de homologia con los inhibidores de tipo Kunitz estan altamente conservados para la parte aminoterminal
(residuos 1-61: ANSKAVCNLP KLAGDETCSN KTEIRWYYNG TACEAFIFKG CGGNDNNFDRV DDCQRLCEEQ).
Sin embargo, la parte carboxiterminal (residuos 62 a 108: THFHFESPKLI CFKVQDYWILB NDIMKKNLTGI
SLKSEEEDAD SGEID) presenta homologia con proteinas del tipo fosfatasa 2C, proteinas del sistema de cinasas, la
alfa-amilasa 3 y de los activadores de las vias MAP cinasas, datos obtenidos a través de un programa de
alineaciones multiples.

Al analizar la estructura tridimensional de la Amblyomin-X, obtenida por modelado molecular, se observé que
presentaba una homologia estructural sélo con el primero de los dominios de los inhibidores de tipo Kunitz que se
encuentran en esta familia de las serpinas (residuos 1-61). Prosiguiendo los estudios estructurales de la Amblyomin-
X, su estructura secundaria mas probable se analiz6 mediante experimentos de dicroismo circular y se pudo
observar que la Amblyomin-X presenta, de un 55% de estructuras desordenadas, un 10% de hélices alfa y
aproximadamente un 35% de estructuras beta, datos que se corroboran con el modelado de esta proteina.

Ejemplo 11: Dosificacion de la actividad inhibidora sobre el FXa

En ensayos con una mezcla de fosfolipidos y un sustrato fluorogénico se pudo comprobar la inhibicion del factor Xa
y el efecto de la dependencia de la dosis, tal como se puede ver en la figura 10.

Ejemplo 12: Ensayos para prolongar el tiempo de coagulacion

El inhibidor recombinante es capaz de prolongar el tiempo de coagulacién, ya sea el tiempo de tromboplastina
parcial activada (TTPA) o el tiempo de protrombina (TP). La figura 11a muestra que la prolongacién del TTPA fue de
43,4 segundos (control) a 137,5 segundos en presencia de 50 pg del inhibidor recombinante, lo que refleja una
inhibicion del 60%. La figura 11b muestra una prolongacién del TP de 14,3 segundos en ausencia del inhibidor a
89,3 segundos en presencia de 50 pg del inhibidor recombinante, lo que refleja una inhibicion tedrica de
aproximadamente el 85%.

Ejemplo 13: accion de la Amblyomin-X en el tiempo en presencia de fosfolipidos

También se pudo observar que, en los ensayos de coagulacion en que se sustituyeron los fosfolipidos por cuerpos
apoptosicos producidos en células CHO (derivadas de ovario de hamster chino), el tiempo de coagulacion cambi6 de
129 segundos (control) a 210 segundos en presencia de Amblyomin-X 2,5 uM, tal como se puede observar en la
figura 12. Se puede observar la capacidad de la Amblyomin-X para inhibir el efecto procoagulante de los cuerpos
apoptoésicos.

Ejemplo 14: Aspectos citologicos causados por la Amblyomin-X en células B16F10 6 horas después del
tratamiento: analisis de las alteraciones morfoldgicas y la citotoxicidad

Se cultivaron las células tumorales de melanoma B16F10 tratadas con diferentes concentraciones de Amblyomin-X
en placas de 96 pocillos. Las alteraciones citotoxicas y la pérdida de adhesion se observaron en primer lugar
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citolégicamente, y se obtuvieron imagenes mediante Capture System.

El tratamiento de los cultivos celulares de melanoma murino B16F10 con Amblyomin-X presenta un efecto citotdxico
dependiente del tiempo y la dosis. Los cultivos de células B16F10 tratados con Amblyomin-X 0,5 uM tras 6 horas
mostraron pequenas y discretas alteraciones citoplasmaticas, como aparicion de vacuolas y contracciones de los
espacios intercelulares sin presentar desprendimiento de las células tumorales. No se observé una pérdida
significativa de adhesion celular. Los datos se muestran en la figura 13.

Ejemplo 15: Aspectos de las alteraciones citologicas en células b16f10 12 horas después del tratamiento con
Amblyomin-X

Tras 12 horas de exposicion de las células de melanoma a Amblyomin-X 0,5 uM, se observaron alteraciones
moderadas consistentes en la contraccion de los espacios intercelulares con formacién de agregados celulares
dispersos en el sobrenadante de cultivo, tal como se puede observar en la figura 14.

Ejemplo 16: Aspectos de las alteraciones citoldgicas provocadas en células B16F10 24 horas después del
tratamiento con Amblyomin-X

Tras 24 horas de tratamiento de las células tumorales B16F10 con Amblyomin-X 0,5 uM, las células presentaron
alteraciones significativas de contraccion y adhesion, asi como se redujeron varios agregados celulares, tal como se
observa en la figura 15.

Ejemplo 17: Analisis de la inhibicion de la adhesion celular de células de melanoma B16F10 tratadas con
diferentes concentraciones de Amblyomin-X.

Tras 24 horas de cultivo de las células B16F10 en presencia de diferentes concentraciones de Amblyomin-X (de 0,3
UM a 0,1 nM) en placas de cultivo de 96 pocillos, se observé una pérdida del 55% de adhesion al sustrato de las
células, que se demostré dependiente de la dosis (figura 16).

Ejemplo 18: Efecto de la Amblyomin-X en la viabilidad de las células de melanoma B16F10

Se observd una pérdida de viabilidad para concentraciones comprendidas entre 0,3 pM y 0,1 nM. Se recogi6 el
sobrenadante; el niumero de células y la viabilidad celular se determinaron por el ensayo de exclusiéon con azul de
tripano. La concentracion celular se determind en una camara hemocitométrica de Malassez. A estas
concentraciones, la viabilidad también fue dependiente de la dosis, y de mas del 75% cuando se utilizaron 5 pg. Se
dio el porcentaje mas elevado de desprendimiento celular, tal como se puede observar en la figura 17.

Ejemplo 19: Analisis de melanoma dorsal B16F10 que crece en ratones C57BL/6J tratados con Amblyomin-X

Se inyectaron 2,5 x 10° células tumorales B16F10 en ratones por via subcutanea y, después del 122 dia, se inyect6
1 mg/kg de Amblyomin-X por via subcutdnea hasta el 14° dia en los animales que presentaban tumor dorsal. El
mismo volumen de solucién salina se administré por la misma via a los animales del grupo de control después del
122 dia de inoculacién de las células tumorales.

Los animales se observaron diariamente y el didmetro del tumor se determin6é con un paquimetro. Los animales
tratados con Amblyomin-X presentan una disminucion significativa del volumen tumoral dorsal en comparacién con
el grupo de control (figura 18).

En los animales tratados, que se evaluaron macroscopicamente, los tumores dorsales eran mas pequefos en
cuanto a su pigmentacion y volumen medio. Por otro lado, los tumores del grupo de control eran extremadamente
grandes, nodulares y ulcerados, y presentaban una extensa zona de necrosis. Los animales inyectados con células
tumorales y no tratados presentaron niveles elevados de caquexia durante el tratamiento (figura 19). La tasa de
supervivencia (% acumulativo) del grupo tratado en comparaciéon con el no tratado (control) fue de 13 dias de
promedio. Los animales tratados con Amblyomin-X presentaron un aspecto normal (figura 20).

Ejemplo 20: Numero de nodulos tumorales presentes en el parénquima pulmonar tras el tratamiento con
Amblyomin-X

Los grupos de ratones C57BL/6J recibieron 5 x 10* células tumorales por via endovenosa, y tras el 122 dia desde la
inyeccion se sometieron a tratamiento con Amblyomin-X 0,5 mg/kg. Este tratamiento se administré diariamente por
via intraperitoneal durante 14 dias y los animales se observaron diariamente.

Tras la necropsia, los animales tratados con Amblyomin-X presentaron una reduccién muy significativa del nimero
de nodulos tumorales presentes en el parénquima pulmonar en comparacion con el grupo de control (figura 21).
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Ejemplo 21: Distribucion de tamanos de las lesiones pulmonares tras el tratamiento con Amblyomin-X

El analisis macroscépico del parénquima pulmonar puso de manifiesto que el didmetro medio de los ndédulos
presentes en el grupo de control varié de 0,1 cm a 0,3 cm. Los animales tratados con Amblyomin-X no sélo
mostraron un nimero menor de lesiones (baja multiplicidad), sino que no presentaron lesiones de mas de 0,3 cm.
También se pudo observar que el diametro estaba comprendido entre 0,1 cm y 0,2 cm sin mostrar caracteristicas de
invasion o diseminacion (figura 22).

Ejemplo 22: analisis de la tasa de supervivencia de los animales con metastasis en el parénquima pulmonar
tratados con Amblyomin-X

La tasa de supervivencia (expresada en % acumulativo) de los animales con metastasis pulmonares tratados con
Amblyomin-X en comparacién con la del grupo de control (no tratado) fue de 15 dias (figura 23).

No se observé pérdida de peso de los animales tratados con Amblyomin-X durante el protocolo terapéutico ni
tampoco aumento de la masa tumoral tras este periodo.

Ejemplo 23: Aspecto macroscopico de tumores dorsales de melanoma en ratones B16F10 tratados durante
42 dias con Amblyomin-X

Los animales B16F10 con tumor dorsal recibieron tratamiento diario con Amblyomin-X 1 mg/kg o 0,5 mg/kg después
del tercer dia desde la inyeccion de las células tumorales. Los animales con tumor se trataron diariamente por via
subcutanea durante 42 dias consecutivos. Los resultados mostraron que el tratamiento es eficaz, con una reduccion
significativa de la masa y el volumen tumorales en los animales tratados en comparaciéon con los del grupo de
control. Se observé que los animales inyectados con células tumorales no presentaban crecimiento tumoral, o
incluso se observd desaparicion de masa tumoral, probablemente por la induccion de la remision tumoral. Se
diseccion6 un grupo de animales y se observd macroscépicamente que los tumores existentes eran pequenos,
pigmentados y no nodulares, y que no presentaban zonas de necrosis. También se pudo observar que la irrigacién
del tumor no aument6 y que no presentaba reclutamiento sistémico de vasos periféricos adyacentes a la lesion.
Tampoco se observo neoangiogénesis (figura 24).

Ejemplo 24: Aspecto macroscopico del tumor dorsal de melanoma B16F10 de ratones C57BL/6J (grupo de
control y tratados durante 42 dias)

Los aspectos histopatolégicos de los tumores dorsales del grupo de control que recibieron solucién salina durante el
protocolo terapéutico mostraron una masa tumoral de alta celularidad, similar a la masa sincicial con una extensa
area irrigada por vasos medios y pequefios, asi como vasos capilares. Alrededor de la masa tumoral se observo una
infiltracién inflamatoria discreta de leucocitos monomorfonucleares. Los tumores de los grupos tratados con
Amblyomin-X (1 mg/kg) recogidos después del 14¢ dia del tratamiento mostraron una masa tumoral con baja
actividad proliferativa, una cantidad baja de elementos fibrilares de sustentacion (poco tejido conjuntivo/estroma) sin
infiltracién inflamatoria peritumoral. Las lesiones metastasicas pulmonares de este grupo se mostraron como
tumores pequefios con celularidad baja en el parénquima pulmonar, que presentaban espesor y deposicién
alveolares y un pigmento marronoso de tipo melanina. No se observé infiltrado inflamatorio bronquial en estas
lesiones. Los tumores dorsales obtenidos de los animales tratados con Amblyomin-X durante 42 dias pusieron de
manifiesto que las células tumorales estan organizadas como en islas permeadas por extensas areas de necrosis
(figura 25 B), de manera diferente que el control (figura 25 A). Por la técnica de tincién con hematoxilina/eosina no
se detectaron vasos sanguineos de nueva formacién. Los otros érganos internos analizados, como los rifiones, el
higado, el bazo y el corazén, no presentaron alteraciones histolégicas. No se observé pérdida funcional ni efectos
directos de toxicidad en estos 6rganos provocados por el tratamiento prolongado con Amblyomin-X.

Se observé la formacion de una pequefa cantidad de material de aspecto fibrinilar o exudativo alrededor de la masa
tumoral.

Ejemplo 25: Analisis de las fases del ciclo celular de las células de tumores dorsales de melanoma B16F10
de ratones tratados con Amblyomin-X

Evaluacion de las fases del ciclo celular: Tras la necropsia de los animales con tumor dorsal o metastasis
pulmonares tratados durante 14 dias con Amblyomin-X y de los animales del grupo de control que recibieron
solucion salina, se evaluaron las fases del ciclo celular de los tumores por citometria de flujo y se determinaron los
porcentajes de células en las fases sub-G1 o apoptosica, G0/G1, la fase S y la fase G2/M. Los resultados pusieron
de manifiesto que las células tumorales obtenidas a partir del tumor dorsal de los animales que recibieron
tratamiento con Amblyomin-X se presentaban mayoritariamente en las fases de apoptosis (sub-G1) y quiescentes
(G0/G1) y con baja actividad proliferativa (G2/M) (figura 26).
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Ejemplo 26: Analisis de las fases del ciclo celular de lesiones metastasicas de melanoma B16F10 de
animales tratados con Amblyomin-X

Las células obtenidas a partir de lesiones de las metastasis pulmonares analizadas por citometria de flujo estaban
en un nimero significativo en la fase G2/M del ciclo celular, lo que indica el bloqueo de la capacidad proliferativa de
estas células y la eficacia del tratamiento (figura 27).

Ejemplo 27: Determinacion de la citotoxicidad de diferentes concentraciones de Amblyomin-X en células
humanas sanas

La exposicién de células murinas y humanas sanas a diferentes concentraciones de Amblyomin-X durante 24 horas
puso de manifiesto que, para los fibroblastos de la piel, linfocitos, macréfagos y neutréfilos, la Amblyomin-X no
presenta efectos citotdxicos, y no se observaron muerte celular ni desprendimiento celular en la placa de cultivo
(figura 28) en comparacion con el tratamiento con heparina (figura 29).

Ejemplo 28: Evaluacion de la actividad funcional de macréfagos de animales con melanoma B16F10 y
tratados con Amblyomin-X

La evaluacién de la actividad funcional de los macréfagos en animales con melanoma B16F10 tratados con
Amblyomin-X 'y en el grupo de control puso de manifiesto que el tratamiento aumenta la actividad fagocitica de los
macréfagos y que esta actividad es dependiente del fragmento C3b del sistema del complemento o del receptor de
Fc de la inmunoglobulina (figuras 30, 31y 32).

Ejemplo 29: Pruebas de coagulacion

El tiempo de tromboplastina parcial activada (TTPA) y el tiempo de protrombina (TP) se evaluaron en presencia y
ausencia de Amblyomin-X. Para la realizacién de estas pruebas se utilizaron “kits” comerciales de coagulacion.

El TTPA es la prueba en la que se evalla la ruta intrinseca de la coagulacion, es decir, se controlaron la calicreina
plasmatica y los factores XII, IX, Xl y X.

El control de la prueba se llev6 a cabo en ausencia de Amblyomin-X y consistié en una incubaciéon durante 3 min a
37°C de 100 pl de plasma humano sano, 100 pl de cefalina'y 100 yl de tampé6n Tris HCI 0,1 M, pH 8,0, seguido por
la recalcificacion del medio mediante la adicién de 100 ul de CaClz 0,025 M.

El tiempo de formacién del codgulo se midid6 con un coaguldmetro semiautomatizado. En los experimentos de
inhibicion, en lugar de tampon se utilizaron 100 pl de solucion de Amblyomin-X preparada en Tris HCI 0,1 M, pH 8,0.

Para la otra prueba de coagulacion, TP, se utilizé el mismo equipo. El TP verifica la ruta extrinseca de coagulacion,
es decir, controla los factores Il, V, VIl y X.

El control del ensayo se llevé a cabo incubando durante 2 min a 37°C 100 pl de plasma con 100 pl de tampén Tris
HCI 0,1 M, pH 8,0, y anadiendo posteriormente 100 ul del reactivo. El tiempo de formacién del coagulo se verificd
igual que en la prueba mencionada anteriormente. En lugar del tampon, se incubaron 100 pl de solucion de
Amblyomin-X preparada en tampén Tris HCI 0,1 M, pH 8,0, para evaluar la inhibicion.

También se verifico el efecto de la Amblyomin-X sobre el tiempo de coagulacion utilizando cuerpos apoptoésicos
producidos en células CHO como fuente de fosfolipidos.

Ejemplo 30: Accion de la Amblyomin-X sobre el efecto procoagulante de los cuerpos apoptésicos

Se idealiz6 una curva de calibracion de la prueba de coagulacion llamada PCA (“Pro Coagulant Activity” o actividad
procoagulante) y, para ello, se llevé a cabo una preincubaciéon de 3 min a 37°C para un volumen final de 60 ul de
factor VII activado (FVIla) 1 nM, con factor X humano (FX) 0,25 y CaCl, 8,3 mM con diferentes concentraciones de
factor tisular recombinante (r-TF) (1,56 - 12,5 ng/ml) en tampén Hepes 250 mM con albimina bovina (BSA) (1%). A
continuacion se afadieron 100 pl de una mezcla que contiene plasma humano normal (87,5 ul),
fosfatidilserina:fosfatidilcolina PS 30:PC 70 (7,5 pl) y Hepes (50 mM) y la mezcla se incubd durante otros 3 minutos.
La reaccién se inici6 mediante la adicion de 20 ul de CaCl; 250 mM.

La Amblyomin-X se preincub6 con cuerpos apoptésicos producidos en células CHO y se observé que el tiempo de
coagulacién inducida por los cuerpos apoptosicos se prolongd (Sorensen y otros, 2003).

Ejemplo 31: Evaluacion de la capacidad antitumoral de la Amblyomin-X en cultivo de linajes tumorales
humanos y murinos

Los linajes tumorales: HL-60, K562, U937, YAC-1, JURKAT, Mel-85, Mewo, MCF-7, SW613-12A1, SW613-B3, los
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linajes de cancer de colon SW613-12A1 y SW613 y el linaje de melanoma murino B16F10 se cultivaron en frascos
de cultivo de 75 cm® en medio RPMI-1640 complementado con un 10% de suero bovino fetal, L-glutamina 2 mM,
piruvato de sodio 1 mM y los antibidticos estreptomicina 0,1 mg/ml y ampicilina 0,1 mg/ml. Antes de llegar a la
confluencia (células adherentes), las células se cultivaron para la amplificacion y el mantenimiento de los linajes, se
congelaron en medio de cultivo RPMI-1640 que contenia un 10% de dimetilsulfoxido y se mantuvieron en nitrégeno
liquido.

Las suspensiones de células adherentes (B16F10, SW613-12A1, SW613-B3 y MCF-7) para todos los
procedimientos experimentales se obtuvieron mediante el tratamiento de los frascos de cultivo con tripsina al 0,2%
durante 5 minutos y la inactivacion con un 10% de suero bovino fetal. Las células desprendidas se centrifugaron dos
veces y se volvieron a suspender en medio RPMI-1640 complementado. El recuento de células se llevé a cabo en
una camara de Malassez y la concentracion celular se ajusté a 5 x 10° células/ml en medio RPMI-1640
complementado con un 10% de suero fetal bovino y 7 ug de polimixina B.

La viabilidad celular se determiné mediante el ensayo de exclusion de azul de tripano, que detecté mas del 95% de
células viables.

Ejemplo 32: Tratamiento de células tumorales con Amblyomin-X

Las células a una concentracion de 2 x 10° se cultivaron en placas de 96 pocillos y se mantuvieron durante 24 horas
en un esterilizador de CO; a 37°C. A continuacion, las placas se centrifugaron durante 5 minutos a 2.000 rpm a 4°C,
se excluy6 el sobrenadante y se afiadieron diferentes concentraciones de Amblyomin-X, de 0,3 uM a 0,3 nM, diluida
en medio de cultivo RPMI-1640 complementado con 7 pg de poliximina B. Después de 6, 12 y 24 horas, se
observaron las alteraciones citoldgicas y se documentaron graficamente en el sistema de captura de imagenes.

Ciclo Celular

La citometria de flujo aplicada al estudio del ciclo celular registra los parametros cinéticos de las células, que
muestran el indice de ADN, la ploidia, la fraccion de proliferacién celular y el porcentaje de células que se
encuentran en las fases S y G2/M, lo que indica parametros univariables o multivariables para el pronéstico y los
posibles procedimientos terapéuticos. El analisis del porcentaje de células proporciona el porcentaje de células que
sintetizan ADN (“indice de marcaje”), la duracion de la fase S (Ts) y el tiempo de duplicacién potencial (Tpot).

Ejemplo 33: Determinacion del contenido de ADN

Se congelaron inmediatamente alicuotas de las suspensiones de células tumorales tratadas y no tratadas con
Amblyomin-X en tampon de citrato (2 mM), sacarosa 25 mM y dimetilsulfoxido al 0,05%, y se mantuvieron en
nitrégeno liquido hasta el momento de su utilizacion.

Tras descongelar las muestras en un bafo de hielo, las células se incubaron con 375 ul de tripsina 0,03 g/l durante
10 minutos a temperatura ambiente y se neutralizaron con el inhibidor de la tripsina 0,5 g/l, ribonucleasa A 0,1 g/l y
espermina 1,2 g/l. Las muestras se transfirieron a tubos de citometria de flujo y se analizaron el nimero de células
en diferentes fases del ciclo, el nivel de apoptosis (sub-G1) y el contenido de ADN en la fase S.

Ejemplo 34: Determinacion de las fases del ciclo celular

Se centrifugaron dos veces suspensiones celulares (106/ml) de células normales y de los linajes tumorales a 3.000
rpm a 4°C con una solucién de PBS y se volvieron a suspender en 200 ul de solucion de yoduro de propidio (20
ul/ml) que contenia 20 pl de Triton X-100 y 4 mg de ARNasa A durante treinta minutos a temperatura ambiente
protegidas de la luz. A continuacion, las muestras se transfirieron a tubos de citometria y se capturaron imagenes en
un citdmetro de flujo. Se analizaron las fases del ciclo celular de las fases premitética y postmitética (G0-G1, fase S
y G2-M).

Ejemplo 35: Cultivo de linajes tumorales e implantacion tumoral en animales (ratones)

Las suspensiones celulares adherentes (B16F10) utilizadas para la implantacion en el flanco dorsal de los animales

se obtuvieron tras el tratamiento de los frascos de cultivo con tripsina al 0,2% durante 5 minutos y la inactivacion con

suero bovino fetal al 10%. Las células desprendidas se centrifugaron (2.000 rpm) dos veces y se volvieron a

suspender en medio RPMI-1640 complementado con un 10% de suero bovino fetal inactivado a 56°C durante 1 h, L-

glutamina 2 mM, piruvato de sodio 1 mM y los antibiéticos estreptomicina 0,1 mg/ml y ampicilina 0,1 mg/ml. EI

recuento de células se llevo a cabo en una camara de Malassez y la concentracion celular se ajusté a 5 x 10*
células/ml.

Ejemplo 36: Crecimiento de tumores dorsales primarios y evaluacion de las metastasis internas

Se utilizaron grupos de 10 ratones mantenidos en las instalaciones de cuidado de animales de laboratorio y
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pertenecientes al linaje C57BL/6J. Los animales se mantuvieron con ciclos de luz/oscuridad de 12 horas, a una
temperatura constante de 20°C, con agua filtrada y esterilizada y comida a voluntad.

Para los experimentos de crecimiento de tumores dorsales primarios, se inyectaron 2,5 x 10* células tumorales de
melanoma murino B16F10 en la parte dorsal de los ratones (grupos de 10 animales) por via subcutanea. Para
evaluar las metastasis internas, los grupos de ratones C57BL/6J recibieron 5 x 10* células tumorales B16F10 por via
endovenosa a través del plexo venoso retroorbitario ocular. Después del 12° dia desde la inoculacién, este grupo de
animales se traté con 0,5 mg/kg de Amblyomin-X administrada por via intraperitoneal, y se observaron hasta el 14°
dia de tratamiento.

Los animales que recibieron células tumorales por via subcutanea y que presentaban tumores dorsales después del
129 dia se trataron con 1 mg/kg de Amblyomin-X. Se observaron diariamente hasta que se anestesiaron y
sacrificaron, momento en que se midieron los tumores con un paquimetro. Los tumores presentaban un diametro
medio de 0,5 cm. Se inici6 el tratamiento con Amblyomin-X.

En el grupo de control, los animales recibieron solucién salina por la misma via que en el tratamiento y después del
142 dia de tratamiento. Los animales se anestesiaron y sacrificaron por dislocacion cervical. Se les practicé una
necropsia y se analizaron los tumores dorsales, y se identificaron, midieron y documentaron graficamente las
lesiones internas macroscopicas. Se analizaron muestras de los tumores de los diferentes grupos de tratamiento y
del grupo de control (sin tratar) con el fin de determinar el contenido de ADN, el ciclo celular y las caracteristicas
anatomopatolégicas.

Ejemplo 37: Observacion del crecimiento tumoral

Tras la inyeccion de las células B16F10, se midié el crecimiento tumoral con un paquimetro y se document6
graficamente a diario.

Se llevaron a cabo medidas longitudinales y transversales de los tumores (dos medidas para cada garémetro). Se
calcularon el area y el volumen medio de los tumores a través de las siguientes ecuaciones: A=TR“y V = 4/3mR%.
Los animales que recibieron células tumorales por via endovenosa se anestesiaron y sacrificaron en cada fase del
tratamiento, tras lo cual se les practicé una necropsia. Se contaron y midieron los nédulos tumorales macroscépicos
presentes en los 6rganos internos.

Ejemplo 38: Determinacion de la actividad citotoxica

La viabilidad celular de los linajes celulares y de las células tumorales tratadas con diferentes concentraciones de
Amblyomin-X comprendidas entre 0,03 nM y 0,3 uM y heparina sédica de 80 a 0,0015 pg se determin6 por el
método colorimétrico MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)2,5-difeniltetrazolio). El método se basa en la
reduccion del MTT a formazan por parte de las células vivas. La determinacién de la sensibilidad a diferentes dosis
de Amblyomin-X se optimiz6é segun las normas establecidas por el National Cancer Institute de EE.UU. (NCI). La
actividad citotéxica de la Amblyomin-X se determiné en suspensiones de los linajes celulares y de las células
tumorales (ex vivo), separadas quirirgicamente y en condiciones estériles incubadas en placas de 96 pocillos. A
estas células se le anadieron 10 pyl de MTT (5 mg/ml) y a continuacion se incubaron durante 3 horas en un
esterilizador que contenia un 5% de CO, a 37°C. A continuacion, se retir6 el medio y se anadieron 100 pl de
dimetilsulfoxido para la disolucion de los cristales de formazan formados y presentes en forma de precipitado. Se
control6 la absorbencia a 540 nm.

Ejemplo 39: Obtencion de macrofagos peritoneales

Tras tratar a los ratones con melanoma B16F10 y el grupo de control (que recibié solucion salina) con Amblyomin-X,
los animales se anestesiaron y sacrificaron por dislocacién cervical. Se diseccion6 la cavidad abdominal de los
animales tratados y de control y se inyectaron 2 ml de solucién salina que contenia 5.000 U de heparina fria. La
cavidad se masajed e inmediatamente a continuacion se recogié el lavado peritoneal y se centrifugd a 2.000 rpm
durante 10 minutos a 4°C. La suspension celular se volvid a suspender en medio de cultivo RPMI-1640
complementado con suero bovino fetal al 10% y el nimero de células se ajusté a 10%ml en camara hemocitométrica
de Malassez.

Se cultivaron alicuotas de la suspension de macrofagos en placas esféricas previamente esterilizadas, se
sumergieron en medio de cultivo RPMI-1640 y se mantuvieron en placas de 12 pocillos incubadas en presencia y
ausencia de 10° Candida albicans, 10° eritrocitos de oveja o tratados con C3bB o con la porcion Fc de la
inmunoglobulina. Tras 24 horas, las placas se fijaron y se tifieron, y se conté el nimero de células adherentes y de
particulas fagociticas.

Ejemplo 40: Cultivo de fibroblastos de piel humana

Se recogieron asépticamente fragmentos de piel humana (de aproximadamente 1 cm x 1 cm) previamente
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seleccionados y se colocaron inmediatamente en un tubo coénico estéril que contenia medio de cultivo Ham-F12 con
un 20% de suero bovino fetal. Cada fragmento se transfiri6 a una placa de Petri de 35 mm que contenia medio de
cultivo para el lavado y la eliminacion del exceso de sangre. El tejido graso y degenerativo se retir6 con tijeras y
pinzas. El fragmento “limpio” se cort6 en fragmentos mas pequefios que se distribuyeron en 3 placas de Petri (+ 15
trozos cada una) que contenia medio de cultivo Ham-F12 complementado con un 10% de suero fetal bovino.

Las placas se mantuvieron en un esterilizador humidificado a 37°C y un 5% de CO: y se examinaron en un
microscopio invertido 3 veces a la semana. El medio de cultivo se cambié con la misma frecuencia. Cuando llegaron
a la subconfluencia, las células se expusieron a tripsina (tripsina al 0,2%) durante 5 minutos y la inactivacién se llevo
a cabo con suero bovino fetal al 10%. Las células se centrifugaron durante 10 minutos a 2.000 rpm a 4°C y se
introdujeron en frascos de 25 cm?.

Tras el crecimiento y la expansion celulares se cultivaron 10° fibroblastos en placas de 96 pocillos durante 24 horas.
A continuacién, el cultivo se traté con Amblyomin-X diluida en RPMI-1640 que contenia suero bovino fetal al 10% y 7
pg/ml de polimixina B. Como control, se aplico el tratamiento con heparina sédica en las mismas concentraciones o
con medio de cultivo completo.

Analisis estadistico

El andlisis estadistico se realiz6 por el método de varianza ANOVA seguido de la prueba de comparaciones
multiples de Tukey-Kramer. Los valores se expresaron como mediana + desviacion estandar, considerandose *p <
0,05 como valores significativos.
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Listado de secuencias
<110> Uniao Quimica Farmaceutica Nacional SA; et all

<120> Procedimiento para la obtencién de un inhibidor de la proteasa de tipo Kunitz sobre la base de una biblioteca
de ADNc de las glandulas salivales de la garrapata Amblyomma cajennense: secuencia de oligonucleétidos
de clon y secuencia de aminodacidos de la proteina recombinante, proteina recombinante, procedimiento para
determinar la actividad inhibidora sobre el factor X activado, procedimiento para determinar la actividad
anticoagulante en el plasma, procedimiento para determinar la actividad apoptdsica en el linaje de células
tumorales murinas y humanas, procedimiento para determinar la actividad antimetastasica en un tumor de
melanoma, procedimiento para determinar la actividad anticancerosa, in vitro e in vivo, utilizacién de la
recombinante en diferentes mecanismos homeostaticos (coagulaciébn y respuesta inmunitaria),
antiproliferativos, antiapoptdsicos y antiangiogénicos.

<130> P10406057-1

<150> BR P10406057-1
<151>2004-09-15

<160> 4
<170> Microsoft Word 2000

<210> 1

<211> 504

<212> PRT

<213> Amblyomma cajennense

<220>

<223> Secuencia nucleotidica de un inhibidor de la proteasa de tipo Lunitz sobre la base de una biblioteca de ADNc
de las glandulas salivales de una garrapata Amblyomma cajennense. Secuencia completa del clon
seleccionado.

<400> 1
caggaaaacg ttgcactcag aaatgcgcca acttgcecgtt ctagegetcg taatcktcac 60
gggcatgtgt gttgaatcac agtcggcgaa cagcaaggéa gitttgcaact tgcccaagct 120
tgcgggagac gaaacatgca gcaacaaaac tgagattcge tggtattaca acggaacggc 180
ttgcgaaget ttcatattca agggcotgtgg tggaaacgac aataatttcg acagggtcga 240
cgactgccaa aggctgtgtyg aggagcaaac acactttcac ttcgagtcac cgaaattgat 300
ttgtttcaaa gtacaggact attggatact aaacgatatt atgaagaaaa acctcactgg . 360
aatttceccta aaaagtgagg aagaggatgc agattctgga gaaattgatt gagtttgaag 420
caattgattg agtttgaaga atgtacttta ataaacttct ttaaéatcaa aaaaaaaaaa 480
aaaaaaanaa aaaaaaaaaa azaa 504.

<210> 2

<211>129

<212> PRT

<213> Amblyomma cajennense

<220>

<223> Traduccién de la secuencia de nucledtidos de la secuencia de un inhibidor de la proteasa de tipo Kunitz sobre
la base de una biblioteca de ADNc de las glandulas salivales de la garrapata Amblyomma cajennense para la

secuencia proteica.
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<400> 2
Met Arg Gln Leu Ala Val Leu Ala Leu Val Ile Phe Thr Gly Met Cys.
5 10 15
Val Glu Ser Gln Ser Ala Asn Ser Lys Ala Val Cys Asn Leu Pro Lys
20 25 . 30
.Leu Ala Gly Asp Glu Thr Cys Ser Asn Lys Thr Glu Ile Arg Trp Tyr
35 ‘ 40 45
Tyr Asn Gly Thr Ala Cys Glu Ala Phe Ile Phe Lys Gly Cys Gly Gly
_ 50 55 ) 60
Asn Asp Asn Asn Phe Asp Arg Val Asp Asp Cys Gln Arg Leu Cys Glu
65 70 75 80
Glu Gln.Thr His Phe His Phe Glu Ser Pro Lys Leu Ile Cys Phe Lys
85 90 95 .
"Val Gln Asp Tyr Trp Ile Leu Asn Asp Ile Met Lys Lys Asn Leu Thr
100 105 110
Gly Ile Ser Leu Lys Ser Glu Glu Glu Asp Ala Asp Ser Gly Glu Ile
115 120 125
Asp
<210>3
<211>108
<212> PRT
<213> Amblyomma cajennense
<220>
<223> Secuencia de la proteina madura
<400> 3
Rla Asn Ser Lys Ala Val Cys Asn Leu Pro Lys Leu Ala Gly Asp Glu
5 10 ‘ 13
Thr Cys'Ser Asn Lys Thr Glu Ile Arg Trp Tyr Tyr Asn Gly Thr Ala
20 25 30
Cys Glu Ala Phe Ile Phe Lys Gly Cys Gly Gly Asn Asp Asn Asn Phe
35 ‘ 40 45 ‘
Asp Arg Val Asp Asp Cys Gln Arg Leu Cys Glu Glu Gln Thr His Phe
50 55 60
His Phe Glu Ser Pro Lys Leu Ile Cys Phe Lys Val Gln Asp Tyr Trp
65 70 75 80
Ile Leu Asn Asp Ile Met Lys Lys Asn Leu Thr Gly Ile Sexr Leu Lys
85 90 95
Ser Glu Glu Glu Asp Ala Asp Ser Gly Glu Ile Asp.
100 . 105
<210>4
<211> 27
<212> PRT

<213> Amblyomma cajennense

<220>

<223> Secuencia 5'-3' del cebador construido para la amplificacién del clon seleccionado para la expresién.

<400> 4

Cys Thr Cys Gly Ala Gly Gly Cys Gly Ala Ala Cys Ala Gly Cys Ala
5

10

Ala Gly Gly Cys Ala Gly Thr Thr Thr Gly Cys

20

25

24
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REIVINDICACIONES
1. Acido nucleico aislado que comprende la secuencia de nucledtidos de SEC ID ne:1.

2. Acido nucleico segun la reivindicacién 1, en el que el &cido nucleico codifica un inhibidor de tipo Kunitz del factor
Xa (FXa).

3. Polipéptido purificado que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID n®:3.

4. Polipéptido segun la reivindicacién 3, en el que el polipéptido comprende una actividad seleccionada de entre el
grupo constituido por:

(i) disminuir la coagulacién mediada por FXa, en el que la disminucion se produce en presencia de
fosfolipidos;

(i) promover la apoptosis de las células B16F10;

(iii) promover la apoptosis de las células SK-MEL-28;

(iv) disminuir la masa tumoral en un ratén C57BL/6J implantado con células tumorales B16F10;

(v) disminuir la metéstasis tumoral en un raton C57BL/6J implantado con células tumorales B16F10;
(vi) disminuir la angiogénesis en un raton C57BL/6J implantado con células tumorales B16F10; y

(vii) aumentar la actividad fagocitica de los macréfagos en un raton C57BL/6J implantado con células tumorales
B16F10.

5. Polipéptido purificado segun la reivindicacién 3, que consiste en la secuencia de aminoacidos de SEC ID n®:3.

6. Polipéptido purificado segun la reivindicacion 3 o 4, que comprende la secuencia de aminoécidos de SEC ID
n%:2.

7. Polipéptido purificado segun la reivindicacion 6, que consiste en la secuencia de aminoacidos de SEC ID n®:2.
8. Composicion farmacéutica que comprende el polipéptido segln la reivindicacién 3 o 6.

9. Composicion farmacéutica segln la reivindicacion 8, para su utilizacién en el tratamiento del cancer en un
individuo.

10. Polipéptido segun la reivindicacion 3 o 6, para su utilizacién en el tratamiento del cancer en un individuo.

11. Polipéptido segun la reivindicacion 3 o 6, para su utilizacién en el tratamiento del cancer segun la reivindicaciéon
10, en el que el tratamiento del cancer comprende ademas un tratamiento quimioterapico.

12. Polipéptido segun la reivindicacién 3 o 6, para su utilizacion en el tratamiento del cancer segin la reivindicacion
10, en el que el tratamiento del cancer comprende ademas un tratamiento de radioterapia.

13. Polipéptido segun la reivindicacion 3 o 6, para su utilizacién en el tratamiento del cancer segun la reivindicaciéon
10, en el que el tratamiento del cancer esta asociado con una angiogénesis tumoral disminuida en un individuo.

14. Polipéptido segun la reivindicacion 3 o 6, para su utilizacién en el tratamiento del cancer segun la reivindicaciéon
10, para la utilizacién en la disminucién de la progresion tumoral en un individuo.

15. Polipéptido segun la reivindicacion 3 o 6, para su utilizaciéon en el tratamiento del cancer segun la reivindicacién
10, para la utilizacién en la disminucion de la metastasis tumoral en un individuo.

16. Polipéptido segun la reivindicacion 3 o 6, para su utilizaciéon en el tratamiento del cancer segun la reivindicaciéon
10, para la utilizacién en el aumento de la actividad fagocitica en un individuo.

17. Método in vitro de produccién de un inhibidor de tipo Kunitz del factor Xa (FXa), comprendiendo el método el
cultivo de una célula hospedadora que comprende un vector que comprende el &cido nucleico segun la
reivindicacién 1 en condiciones que dan como resultado la expresién del inhibidor codificado por el acido nucleico.

18. Método segun la reivindicacion 17, que comprende ademas la purificacién del inhibidor a partir de las células
hospedadoras o del sobrenadante de cultivo de células hospedadoras.
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FIGURA 1
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FIGURA 2
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FIGURA 3

18

14 15 16 17

i3

11 12

0l 02 03 04 05 06 07 08 0% 10

28



ES 2410160 T3

FIGURA 4
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FIGURA7
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FIGURA 10
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FIGURA 12
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FIGURA 17
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FIGURA 18

* == AMBLYOMIN-X
T Control

38



ES 2410160 T3

FIGURA 19

E
R

P
IR

39



ES 2410160 T3

Peso del tumor {g)

15.0+
= Amblyornin - X
‘ k = == Controd
12.54
10.0+
*
?.5‘ f#‘\
4 *
# %
£ 3
¥ %
. # LY
I 1%
5.0+ s ==
4 L
- L
— - 2 )
f’ - “
2.5+ A \
£ %
/ 5
LY
= ] ‘\
QSS 4 . L - s
1@ . 46 7 4 8 20 o 22 23 25 28 28 =

Dias de tratamiento (14° dia)

FIGURA 21

Solucidn salina

40




ES 2410160 T3

FIGURA 22
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FIGURA 28
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FIGURA 29A
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FIGURA 30
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FIGURA 31
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