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DESCRIPCION
Vacuna contra Cooperia
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a secuencias de nucleétidos que codifican antigenos de Cooperia, asi como a
moléculas de ADN recombinante que contienen dichas secuencias de nucleotidos y células huésped que expresan
estas secuencias de nucleotidos. La invencién se refiere ademés a proteinas en Cooperia, a métodos para la
produccion de las proteinas, las secuencias de nucleétidos, las moléculas de ADN recombinante y los huéspedes.

Por otra parte, la invencion se refiere a vacunas que inducen la inmunidad protectora contra la infeccién por
nematodos parasitos tales como la especie del género Cooperiay a métodos para preparar dicha vacuna.

Antecedentes de la invencién

Los nematodos, que son ascarides no segmentados con cuerpos alargados, fusiformes o con forma de saco,
cubiertos con cuticula, son virtualmente ubicuos por naturaleza, habitando en el suelo, en el agua y en las plantas, y
estan considerablemente implicados en una amplia variedad de enfermedades parasitarias en animales y plantas.
Las infecciones por nematodos gastrointestinales son un obstaculo principal en el bienestar de los rumiantes
(ganado vacuno, ovejas, cabras, etc.) y en su produccién a escala mundial. Las infecciones por estos parasitos
pueden llevar a enfermedades graves (diarrea 0 anemia son sintomas tipicos). Entre los efectos econémicamente
importantes en el ganado estan la reduccion en la produccién de leche, de carne y de lana, el aumento de peso y la
muerte ocasional.

Los parasitos tricostrongilidos importantes en el ganado vacuno (bovino) son : Cooperia oncophora, C. punctata,
C. pectinata, C. curticeiy Ostertagia ostertagi. En rumiantes pequenos, por ejemplo, ovejas y cabras, las infecciones
por Haemonchus contortusy Teladorsagia circumcincta son las mas importantes. Aunque es considerado un
patégeno leve, el helminto Cooperia oncophora es uno de los nematodos parasitos intestinales mas comunes en el
ganado vacuno en la regiones de clima templado a escala mundial (1) y como tal conlleva un impacto econémico
sustancial ya que contribuye de manera notable a las pérdidas de la produccion (2, 3). Un estudio reciente demostro
que las infecciones por helmintos incrementaron los costes de produccion de ternera en Estados Unidos en casi 190
$ por cabeza segun los precios de mercado de 2005 (4). De manera analoga al uso de antibiéticos en seres
humanos, los antihelminticos han sido durante mucho tiempo el método elegido para tratar y prevenir las infecciones
por parasitos de una manera razonablemente eficaz y a bajo coste. Para el uso con el ganado vacuno, se dispone
en la actualidad de tres clases principales de antihelminticos, es decir, imidazotiazoles, benzimidazoles y lactonas
macrociclicas, siendo las ultimas las usadas con mas frecuencia en los tratamientos contra Cooperia oncophora. Sin
embargo, las consecuencias que esto acarrea se han hecho gradualmente evidentes durante la Ultima década ya
que han surgido numerosos informes del desarrollo de la resistencia antihelmintica por todo el mundo (5-9).
Ademas, hay preocupacion acerca de los residuos de los farmacos en la carne y en el medio ambiente. Son muy
necesarios, por consiguiente, canales mas eficaces de control de las infecciones helminticas, uno de los cuales
puede implicar el desarrollo y la administracién de vacunas profilacticas.

Como se advierten los problemas acerca de la resistencia antihelmintica para una multitud de helmintos, numerosos
grupos de investigacion han invertido en el desarrollo de vacunas recombinantes para, por ejemplo, Ancylostoma
caninum (10), Onchorcerca volvulus (11-14), Ascaris suum (15-17), Haemonchus contortus (18, 19, Patente
Internacional WQ092/13889), Necator americanus (20) y varias especies de Taenia (21-23), Echinococcus (21,
22), Fasciola (24) y Schistosoma (25-30). (10), (11-14), (18, 19, (20) y varias especies de (21-23), (21, 22), (24) y
(25-30). Sin embargo, se encontré que la eficacia de estas vacunas, medida como reduccién de los recuentos de
huevos y/o de la carga de gusanos (revisado en (59)), variaba drasticamente y, asi, es impredecible.

En la actualidad, no existe una vacuna contra Cooperia oncophora. Varios grupos de investigacion se han centrado
en las proteinas de bajo peso molecular (de 12 kDa a 16 kDa) como potenciales candidatos a vacuna, sin embargo
sin éxito (60-61; Patente Internacional WO98/01550).

Sumario de la invencién

Un objeto de la presente invencién es proporcionar vacunas para combatir las infecciones por nematodos
gastrointestinales en el ganado vacuno y mas especificamente infecciones por Cooperiaen el ganado vacuno
(bovino).

Otro objeto de la presente invencion es proporcionar polinucleétidos y proteinas (o polipéptidos) Utiles para preparar
dichas vacunas.

Un aspecto de la invencion se refiere a una proteina de Cooperia oncophora aislada o un fragmento inmunégeno de

dicha proteina, caracterizado por que dicha proteina comprende una secuencia de aminoacidos, o consiste

esencialmente en una secuencia de aminodacidos, que presenta una identidad de secuencias de al menos un 85 %,
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preferiblemente un 90 %, mas preferiblemente un 95 % para la secuencia de amino&cidos representada en SEQ ID
NO: 1.

También se incluye en la presente invencion una secuencia de acidos nucleicos aislada que codifica dicha proteina
o dicho fragmento inmundgeno, en particular una secuencia de acidos nucleicos que tiene al menos un 85 %,
preferiblemente un 90 %, mas preferiblemente un 95 % de identidad con la secuencia de &cidos nucleicos
representada en SEQ ID NO : 2.

Una realizacion mas se refiere a una molécula de ADN recombinante que comprende la secuencia de &cidos
nucleicos descrita en la presente memoria, incluyendo ademas, en particular, un promotor funcionalmente unido.

Una realizacién mas se refiere a un vector que comprende la secuencia de acidos nucleicos o la molécula de ADN
recombinante, descritas en la presente memoria, siendo en particular dicho vector un plasmido, bacteriéfago,
césmido, virus o minicromosoma.

La invencion describe, por otra parte, una célula huésped que comprende la secuencia de acidos nucleicos, la
molécula de ADN recombinante o el vector, descritos en la presente memoria, siendo en particular dicha célula
huésped una célula de animal, una célula bacteriana, una célula de levadura, una célula de insecto o una célula
vegetal.

Otro aspecto de la invencion actual se refiere a la proteina o al fragmento inmunégeno, el acido nucleico, la molécula
de ADN recombinante, el vector o la célula huésped, como se describe en la presente memoria, para uso como un
medicamento, mas especificamente para uso en la prevencion o en el tratamiento de una infeccion por Cooperia
oncophora. También el uso de la proteina o el fragmento inmundgeno, el acido nucleico, la molécula de ADN
recombinante, el vector o la célula huésped, como se describe en la presente memoria, para la fabricacion de una
vacuna contra infeccién por Cooperia oncophora es parte de la presente invencion.

Una realizacién mas se refiere a una vacuna contra infeccién por Cooperia oncophora, caracterizada por que dicha
vacuna comprende al menos una proteina o un acido nucleico, o consta esencialmente de al menos una proteina o
un acido nucleico, descritos en la presente memoria (incluyendo sus combinaciones) o un fragmento de cualquiera
de ellos, y un portador o diluyentes farmacéuticamente aceptables, comprendiendo opcionalmente dicha vacuna un
adyuvante.

Breve descripcion de los dibujos

Figura 1. A-C : Secuencias de nucleétidos codificadoras y secuencias de aminoacidos de proteinas
secretadas asociadas a activacion de doble dominio de C. oncophora; D : Secuencias de nucleétidos
codificadoras y secuencias de aminoacidos de proteinas secretadas asociadas a activacion de doble
dominio de C. oncophora incluyendo C- y N-terminales.

Figura 2. Rendimiento medio de EPG posinfeccion. Se registraron los huevos de C. oncophora por gramo
de heces como una funcion del tiempo, empezando 21 dias después de la primera infeccion, para los
grupos vacunados con adyuvante (control) y la fraccion de excretona/secretona (ES) de peso molecular alto
(PMA).

Figura 3. Respuestas de inmunoglobulina G1 y G2 en suero contra antigenos de C. oncophora. Los niveles
de IgG1 en suero (barras blancas) e IgG2 (barras grises) contra antigenos de C. oncophora, presentes en
la fraccion ES de PMA, se proporcionan como lecturas de enzimoinmunoanalisis de adsorcion (ELISA, en
inglés). Las diferencias estadisticamente significativas comparado con el grupo de control se indican por un
arterisco (*) (P < 0,01).

Figura 4. Rendimiento medio de HPG posinfeccién en la prueba préactica. Se registraron los huevos de
C. oncophora por gramo de las heces para los grupos vacunados con adyuvante (control) y la fraccién ES
de peso molecular alto (PMA).

Descripcién detallada de la invencion

La presente invencion prevé el desarrollo de vacunas profilacticas basadas en la identificacién protedmica, la
caracterizacion y la evaluacion inmunoldgica de antigenos helminticos en el excretoma/secretoma (ES) que son la
diana de una respuesta inmunitaria protectora en el huésped. En esencia, la fraccion ES es secretada del gusano
por las aberturas orales y/o su superficie externa y basicamente consiste en una mezcla de proteinas y otros
compuestos crucial en la supervivencia y en la propagacion de los helmintos, en la infeccion del huésped y en la
evasion de respuestas inmunoldégicas del huésped (31, 32).

La invencién proporciona polinucleétidos aislados que codifican proteinas excretoras-secretoras (ES) de Cooperia
oncophora (C. oncophora) de fase adulta que tienen un peso molecular aproximado de 70 kD cuando se estima por
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SDS-PAGE, y se identifican como proteinas secretadas asociadas a activacion de doble dominio (las ASP, en
inglés); incluyendo sus analogos, homologos, derivados, partes o combinaciones; proteinas que pueden conferir
inmunidad protectora a un huésped contra la infeccién por nematodos parasitos.

En un aspecto, la presente invencion se refiere a una secuencia de acidos nucleicos aislada (también referido como
polinucleétido) que comprende una secuencia de acidos nucleicos, o que consiste esencialmente en una secuencia
de acidos nucleicos, que codifica una proteina secretada asociada a activaciéon de doble dominio (ASP) de
C. oncophora o una parte de dicha secuencia de acidos nucleicos que codifica a un fragmento inmunégeno de dicha
proteina. En particular, la secuencia de acidos nucleicos o dicha parte de la misma, es al menos un 85 % idéntica a
la secuencia de acidos nucleicos del gen ASP de C. oncophora representada en SEQ ID NO : 2. Incluso mas
particular, la secuencia de acidos nucleicos de la presente invencion comprende ademas en el N- y C-terminal,
respectivamente, una de las secuencias siguientes o ambas : CTTTGCTCGCTTGATAATGGAATGACA (SEQ ID
NO : 12) y GATGAAGATTGTAAGTGCAGCTCCTGCAGATGCAGCACACAATTATCCATGT GTATCAACCCTAAC
(SEQ ID NO : 13). Los ejemplos de dichos acidos nucleicos se representan por SEQ ID NO : 19, 20 y 21. En una
realizacién particular, la secuencia de acidos nucleicos de la invencién, o una parte de la misma, es al menos un 85
% idéntica a la secuencia de &cidos nucleicos del gen ASP de C. oncophora representada en SEQ ID NO : 19.

Preferiblemente, la secuencia de acidos nucleicos segun la invencién que codifica la proteina en C. oncophora, o
una parte de esa secuencia de acidos nucleicos que codifica un fragmento inmun6geno de esa proteina, es al
menos un 90 %, preferiblemente un 93 %, mas preferiblemente un 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o incluso un
100 % idéntica a la secuencia de acidos nucleicos del gen ASP de C. oncophora representada en SEQIDNO: 2o
SEQ ID NO : 19. Los acidos nucleicos que tienen al menos un 98 % de identidad con la secuencia de acidos
nucleicos representada en SEQ ID NO : 2, se representan por SEQ ID NO : 4 y SEQ ID NO : 6. Los acidos
nucleicos que tienen al menos un 98 % de identidad con la secuencia de &cidos nucleicos representada en SEQ ID
NO : 19, se representan por SEQ ID NO : 20y SEQID NO: 21.

En una realizacion mas, la presente invencién se refiere a una proteina en C. oncophora aislada y un fragmento
inmundgeno de la misma, en donde la secuencia de aminoacidos de la proteina o del fragmento inmundégeno es al
menos un 90 %, preferiblemente un 93 %, mas preferiblemente un 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o incluso un
100 % idéntica a la secuencia de aminoacidos representada en SEQ ID NO : 1. Las proteinas que tienen al menos
un 98 % de identidad con la secuencia de aminoacidos representada en SEQ ID NO : 1, se representan por la SEQ
IDNO: 3ylaSEQID NO : 5. La invencién también incluye una proteina aislada que comprende la secuencia de
aminodcidos identificada anteriormente, o consta esencialmente de dicha secuencia, y un N-terminal y/o C-terminal
mas, preferiblemente caracterizada por los aminoacidos LCSLDNGMT (SEQ ID NO : 14) y
DEDCKCSSCRCSTQLSMCINPN (SEQ ID NO : 15), respectivamente. Los ejemplos de dichas proteinas se
representan por SEQ ID NO : 16, 17 y 18. Por lo tanto, en una realizacién especifica la presente invencion se refiere
a una proteina de C. oncophora aislada y un fragmento inmundgeno de la misma, en donde la secuencia de
aminoacidos de la proteina o el fragmento inmundgeno es al menos un 90 %, preferiblemente un 93 %, mas
preferiblemente un 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o incluso un 100 % idéntica a la secuencia de aminoacidos
representada en SEQ ID NO : 16, asi como a un acido nucleico que codifica dicha proteina, en particular
representada por SEQ ID NO : 19.

El porcentaje de identidad de secuencias de acidos nucleicos y polipéptidos puede calcularse usando algoritmos
comercialmente disponibles, que comparan una secuencia de referencia con una secuencia problema. Los
siguientes programas (proporcionados por el Centro Nacional para la Informacién Biotecnoldgica) pueden usarse
para determinar homologias/identidades : BLAST, gapped BLAST, BLASTN y PSI BLAST, que pueden usarse con
parametros por defecto.

El término «aislado» se usa para indicar que una célula, un péptido o un acido nucleico se separa de su entorno
nativo. Los péptidos y los acidos nucleicos aislados pueden estar sustancialmente puros, es decir, pueden estar
esencialmente exentos de otras sustancias con que pueden encontrarse por naturaleza.

El término «fragmento» como se usa en la presente memoria se refiere a secuencias de aminoacidos parciales (y
secuencias de acidos nucleicos codificadoras, por consiguiente) que tienen al menos una propiedad inmunolégica o
inmundgena en comun con la molécula nativa. Dichos fragmentos incluirdn al menos un epitopo (o determinante
antigénico) de la molécula nativa. Normalmente, tendran una longitud de al menos 8 aminodcidos, preferiblemente al
menos 15 0 20 aminoacidos.

Puesto que la presente invencion describe secuencias de acidos nucleicos que codifican nuevas proteinas en
C. oncophora, ahora es posible por primera vez obtener estas proteinas en suficiente cantidad. Esto puede hacerse,
por ejemplo, usando sistemas de expresion para expresar la totalidad o partes de los genes que codifican las
proteinas o sus fragmentos inmundégenos segun la invencién.

Por consiguiente, en una realizacion mas, la invencion se refiere a fragmentos de ADN que comprenden una
secuencia de acidos nucleicos segun la invencion. Un fragmento de ADN es un trecho de nucleétidos que actda
como un portador para una secuencia de acidos nucleicos segun la invencion. Dichos fragmentos de ADN pueden
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ser, por ejemplo, plasmidos, en los que se clona una secuencia de acidos nucleicos segun la invencion. Dichos
fragmentos de ADN son utiles, por ejemplo, para aumentar la cantidad de ADN para uso como cebador y para la
expresion de una secuencia de acidos nucleicos segun la invencion, como se describe a continuacién.

Segun una realizacion més de la presente invencion, la proteina ASP se produce por la expresion de un
polinucleétido como se describe en la presente memoria. Los vectores adecuados para la expresion de proteinas
son plasmidos, bacteriéfagos, césmidos, virus, minicromosomas o vectores integradores de manera estable; los
ultimos, en particular, para células vegetales o animales. En general, estos vectores tienen la propiedad de la
replicacién auténoma excepto para los vectores integradores de manera estable que se insertan ellos mismos en el
material genético de la célula huésped y se replican con material genético del huésped. Las células huésped
adecuadas para la expresion de proteinas pueden ser procariotas o eucariotas, tales como bacterias tales como
Escherichia coli, levaduras tales como Saccharomyces cerevisiae y Pichia pastoris, células vegetales, de algas, de
micoplasma, tales como Arabidopsis thaliana, células de vertebrados o baculovirus/células de insectos, pero sin
limitarse a estas; las células vegetales o animales pueden cultivarse in vifro o pueden formar parte de una planta o
un animal intactos, respectivamente. El polinucleétido recombinante puede contener como un inserto un
polinucleétido completo que codifique la ASP o un fragmento de la misma. Los sistemas de expresion de células de
bacterias, levaduras, hongos, insectos, plantas y vertebrados son sistemas usados con mucha frecuencia. Dichos
sistemas son conocidos en la técnica y generalmente estan disponibles. Los vectores también se pueden usar como
una manera de transportar la secuencia de acidos nucleicos a una célula diana. Con respecto a esto, los virus
usados con frecuencia como vectores son los virus vacuna (62), herpes virus (Patente Europea EP0473210),
adenovirus y retrovirus (69). Un ejemplo particular en el contexto de la presente invencién es un vector bacteriano.
En la presente memoria, las bacterias capaces de colonizar rumiantes se transforman para permitir que expresen la
ASP de tal manera que lleve a una respuesta inmunégena contra el parasito. En particular, para obtener una
respuesta inmunitaria local fuerte en la superficie de la mucosa del tubo digestivo donde residen normalmente estos
parasitos. Las bacterias adecuadas para este fin son, por ejemplo, las bacterias de Salmonellay Lactobacillus.

Un requerimiento esencial para la expresion de la secuencia de acidos nucleicos es un promotor adecuado unido
funcionalmente a la secuencia de acidos nucleicos, de manera que la secuencia de acidos nucleicos esté bajo el
control del promotor. Es obvio para los expertos en la materia que la eleccién de un promotor se extiende a cualquier
promotor eucariota, procariota o virico capaz de dirigir la transcripcidon génica en las células usadas como células
huésped para la expresion de las proteinas. Por consiguiente, una realizacién particular se refiere a una molécula de
ADN recombinante que comprende un fragmento de ADN y/o una secuencia de acidos nucleicos segun la invencién
en donde la secuencia de acidos nucleicos segln la invencién se pone bajo el control de un promotor unido
funcionalmente. Esto se puede obtener mediante, por ejemplo, técnicas de biologia molecular estandar, por ejemplo,
Sambrook & Russell : Molecular cloning : a laborator y manual (2001), Cold Spring Harbor Laboratory Press. Los
promotores unidos funcionalmente son promotores capaces de controlar la transcripcién de las secuencias de acidos
nucleicos a las que estan unidos. Dicho promotor puede ser el promotor nativo del gen ASP u otro promotor de
Cooperia oncophora, siempre que ese promotor sea funcional en las células usadas para expresion. También puede
ser un promotor heterdlogo. Cuando las células huésped son bacterias, las secuencias de control de expresion
utiles, que pueden usarse, incluyen el promotor y el operador Trp (63); el promotor y operador lac (64); el promotor
de proteina de membrana exterior (65); los promotores y operadores de bacteri6fago lambda (66); el promotor y
operador de [alfa]-amilasa (B. subtilis), secuencias de terminacién y otro aumento de expresién y las secuencias de
control compatibles con la célula huésped seleccionada. Cuando las células huésped son levaduras, las secuencias
de control de expresién Utiles, que pueden usarse, incluyen promotor de AOX. Cuando las células huésped son
plantas, las secuencias de control de expresion utiles, que pueden usarse, incluyen promotor de faseolina (67).

Por lo tanto, la presente invencién se refiere a un vector o una célula huésped que comprende una secuencia de
acidos nucleicos que codifica una proteina segun la invencién, y una molécula de ADN recombinante que
comprende dicha secuencia de acidos nucleicos bajo el control de un promotor unido funcionalmente. Esta forma
también se refiere a una célula huésped que contiene un vector que comprende una molécula de acido nucleico que
codifica una proteina de C. oncophora o un fragmento inmun6geno de la misma segun la invencion.

La invencion se refiere, por otra parte, a un procedimiento para transformar un huésped para proporcionar un
huésped transformado, procedimiento que comprende proporcionar un huésped, hacer al huésped competente para
la transformacion, e introducir en el huésped una molécula de ADN recombinante como se describe en la presente
memoria. La invencion también abarca la expresiéon producto de dicho huésped transformado. Preferiblemente, el
producto de expresion esta en forma purificada.

En otro aspecto, la presente invencién proporciona un método para proteger un huésped de la infeccién por un
nematodo parasito, método que comprende la administracién al huésped de al menos una proteina, un acido
nucleico o un vector, como se describe en la presente memoria.

Una realizacion particular proporciona una composicién o una vacuna para elevar la respuesta inmunitaria en un
sujeto. Las vacunas pueden usarse terapéutica o profilacticamente, es decir, para evitar la infeccion parasitaria, en
particular la infeccion con especies del género Cooperia, mas en particular Cooperia oncophora. En casos
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especificos la vacuna proporcionada por esta invencion puede usarse en un método para prevenir o reducir la
infeccion o la colonizacién de un huésped por un parasito nematodo.

En particular, los acidos nucleicos, las proteinas o los vectores como se describe en la presente memoria se usan
para fabricar una composiciéon o una vacuna, que incluye tipicamente un portador, diluyentes y/o excipientes,
farmacéuticamente aceptables, y opcionalmente un adyuvante. De acuerdo con esto, es un objeto de la presente
invencion proporcionar una composicion farmacéutica o una vacuna contra C. oncophora que comprenda

* una cantidad terapéuticamente eficaz de una secuencia de acidos nucleicos, una proteina, un vector o una
célula huésped segun la invencion,

* un portador o diluyente farmacéuticamente aceptables y

e opcionalmente un adyuvante,
que consista esencialmente en lo anterior o que conste de o anterior.

Los portadores o diluyentes farmacéuticamente aceptables, particulares, empleados son portadores o diluyentes
«aceptables desde el punto de vista veterinario» y son convencionales en la técnica. Estos incluyen todos y cada
uno de disolventes, medios de dispersion, recubrimientos, agentes estabilizantes, diluyentes, conservantes, agentes
antibacterianos y antifingicos, agentes isoténicos, agentes retardantes de la adsorcién y similares. Los diluyentes
pueden incluir agua, solucion salina, dextrosa, etanol, glicerol y similares. Los agentes isotonicos pueden incluir
cloruro sédico, dextrosa, manitol, sorbitol y lactosa. Los estabilizantes incluyen, por ejemplo, albumina.

Se sabe que los adyuvantes actian de diferentes formas para aumentar la respuesta inmunitaria. En general, los
adyuvantes inmunomoduladores producen una regulacién por incremento general de ciertas citocinas y una
regulacién por disminuciéon concomitante de otras llevando a una respuesta de Th1 celular y/o de Th2 humoral.

Como se usa en la presente invencion, «adyuvantes» incluye Quil A, ISCOM, ISCOMATRIX, el sistema adyuvante
RIBI (Ribi Inc.), alumbre, gel de hidroxido de aluminio, colesterol, emulsiones de aceite en agua, emulsiones de agua
en aceite tales como, por ejemplo, adyuvantes completos e incompletos de Freund, copolimero de bloque (CytRx,
Atlanta GA), SAF-M (Chiron, Emeryville CA), adyuvante AMPHIGENO, saponina, saponina en asociaciéon con un
esterol (véase, por ejemplo, la Patente Estadounidense US20050220814), QS-21 (Cambridge Biotech Inc.,
Cambridge MA), GPI-0100 (Galenica Pharmaceuticals, Inc., Birmingham, AL) u otras fracciones de saponina,
polimeros tales como dietilaminoetil(DEAE)-dextrano, polietilenglicol y poli(acido acrilico) (por ejemplo,
CARBOPOL®), hidroacetato de N-(2-deoxi-2-L-leucilamino-b-D-glucopiranosil)-N-octadecildodecanoilamida (también
conocida por el nombre comercial Bay R1005®), monofosforil lipido A, adyuvante de avridina lipido-amina,
enterotoxina termolabil de E. coli (recombinante o de otro modo), toxina del coélera, muramil dipéptido o
inmunomoduladores tales como citocinas y agonistas TLR, oligonucleétidos que contienen citosina-fosfato-
guanosina (CpG) y combinaciones de estos adyuvantes, pero sin limitarse a estos. Un adyuvante preferido es una
saponina o el adyuvante puede incluir una saponina, tal como Quil A. En algunas realizaciones, el adyuvante es un
adyuvante compuesto que puede comprender una saponina, y opcionalmente un esterol, al menos uno de un
polimero poliacrilico, una amina cuaternaria (por ejemplo, DDA o avridina), un estimulante de Th2 tal como N-(2-
deoxi-2-L-leucilamino-b-D-glucopiranosil)-N-octadecildodecanoilamida y/o un oligonucleétido inmunoestimulador.

Los compuestos adyuvantes descritos anteriormente pueden presentarse en forma de una emulsién de aceite en
agua, en donde se dispersan gotitas de aceite en una fase acuosa continua. En otros aspectos, el adyuvante puede
ser a base de aceite, es decir, puede contener una fase oleosa continua y gotitas de fase acuosa entremezcladas en
la misma.

Los adyuvantes de emulsion pueden ser preferiblemente microfluidizados para lograr un tamafo mas pequefio
(submicrémetro) y una mayor uniformidad entre las particulas de emulsién, dando como resultado, asi, estabilidad
de la emulsion y pueden incluso incrementar el efecto adyuvante de dicha emulsion microfluidizada.

La Patente Estadounidense n.? 5,961,970 explica aun otra emulsién de aceite en agua submicrométrica para usar
como adyuvante de vacuna. En dicha emulsion, el componente hidr6fobo se selecciona del grupo que consiste en
un aceite de triglicéridos de cadena media, un aceite vegetal y una mezcla de los mismos. El tensioactivo incluido en
esta emulsion puede ser un tensioactivo biolégicamente compatible natural tal como fosfolipido (por ejemplo,
lecitina) o un tensioactivo no natural farmacéuticamente aceptable tal como TWEEN-80.

La Patente Estadounidense n.® 5,084,269 explica que una formulacion de adyuvante que contenga lecitina en
asociacion con aceite de parafina produce una disminucion de la irritacién en el animal huésped y simultdneamente
induce una inmunidad sistémica incrementada. La formulacién de adyuvante que resulta de la Patente
Estadounidense n.2 5,084,269 se usa comercialmente en vacunas veterinarias con el nombre comercial
AMPHIGEN®. La formulacion de AMPHIGEN® esta constituida por micelas-gotitas de aceite rodeadas por lecitina.
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Asi, en diferentes realizaciones, la invencion inmediata proporciona una composicion que comprende un
componente de antigeno y un componente de adyuvante. El componente de antigeno puede comprender una
subfraccion de ES de PMA, una secuencia de aminoacidos al menos un 90 % (por ejemplo, al menos un 93 % o al
menos un 94 % o al menos un 95 % o al menos un 96 % o al menos un 97 % o al menos un 98 % o al menos un 99
% 0 un 100 %) idéntica ala SEQID NO : 1 ola SEQ ID NO : 16, o una secuencia de acidos nucleicos al menos un
90 % (por ejemplo, al menos un 93 % o al menos un 94 % o al menos un 95 % o al menos un 96 % o al menos un
97 % o al menos un 98 % o al menos un 99 % o un 100 %) idéntica ala SEQ ID NO: 2o0la SEQID NO: 190
cualquier combinacion de las mismas. El componente de adyuvante puede contener una saponina (tal como, por
ejemplo, Quil A), y opcionalmente un esterol (tal como, por ejemplo, lanosterol, ergosterol o colesterol), al menos
uno de : una amina cuaternaria (tal como, por ejemplo, DDA o avridina), un polimero de poliacrilico, el glucolipido
(por ejemplo, BayR1005®, y/o un oligonucleétido inmunoestimulador. Adicional o alternativamente, el componente
adyuvante puede contener una emulsion de aceite en agua. En otras realizaciones mas, la emulsién de agua en
aceite puede contener un oligonucledtido inmunoestimulador y DEAE dextrano. Las cantidades y las
concentraciones de adyuvantes y aditivos Utiles en el contexto de la presente invencién pueden ser determinados
facilmente por un trabajador cualificado.

Preferiblemente, la composicién como se describe en la presente memoria es una composicién inmunogena. Por
«inmundgeno» se quiere decir la capacidad para provocar una respuesta inmunitaria en un sujeto contra el
patégeno. La presente invencién proporciona, de acuerdo con esto, composiciones para uso en la obtencién de una
respuesta inmunitaria que pueda utilizarse como vacuna contra C. oncophora. La respuesta inmunitaria puede ser
una respuesta inmunitaria celular mediada principalmente por células NK, células T citotéxicas o una respuesta
inmunitaria humoral mediada principalmente por células T colaboradoras, que a su vez active las células B
conduciendo a la produccion de anticuerpos. Mas especificamente, por «obtenciéon o induccién de una respuesta
inmunitaria» se quiere decir que un antigeno estimula la sintesis de anticuerpos IgG1 especificos y/o proliferacion
celular cuando se mide, por ejemplo, por incorporacion de timidina ®H de células NK, células T y células B. La
administracion de la vacuna de la invencién obtiene una respuesta inmunitaria que da como resultado una reduccién
en el recuento de huevos fecales acumulativo medio de al menos aproximadamente un 60 % en un animal en
relacién con un animal de control no vacunado (por ejemplo, adyuvante solo). Preferiblemente, el nivel de la
disminucion es aproximadamente un 70 %, mas preferiblemente aproximadamente un 80 % y lo mas
preferiblemente aproximadamente un 90 % o mayor. Por lo tanto, la respuesta inmunitaria confiere algin efecto
protector beneficioso al sujeto frente a la exposicién subsiguiente al agente infeccioso. Mas preferiblemente, la
respuesta inmunitaria previene el comienzo de al menos un sintoma de una enfermedad asociada al agente
infeccioso, o lo alivia, o reduce la gravedad de al menos un sintoma de enfermedad asociada al agente infeccioso
con la exposicién subsiguiente. Los sintomas asociados a infecciones por C. oncophora incluyen tipicamente diarrea
y sindrome diarreico crénico, pero no se limita estos.

Por «sujeto» o «huésped» se quiere decir cualquier animal que sea susceptible a C. oncophora, tal como el ganado
vacuno. El término «ganado vacuno» se refiere a animales bovinos incluyendo bueyes, toros, vacas y terneros, pero
sin limitarse a estos.

En la practica de los presentes métodos, se administra una vacuna o composicion de la presente invencion
preferiblemente por las vias intramuscular o subcutdnea, aunque pueden usarse también otras vias de
administracion, tales como, por ejemplo, por administraciéon oral, intranasal (por ejemplo, aerosol u otra
administracion sin aguja), intralinfatica, intradérmica, intraperitoneal, rectal o vaginal o por una combinacion de vias.
La formulacién de la composicion o la vacuna puede prepararse de varias formas dependiendo de la via de
administracion. Por ejemplo, las composiciones pueden prepararse en forma de soluciones o dispersiones acuosas
estériles adecuadas para uso inyectable o prepararse en forma liofilizada usando técnicas de liofilizacion. Las
composiciones inmunogenas liofilizadas se mantienen tipicamente a aproximadamente 4 °C y pueden reconstituirse
en una solucién estabilizadora, por ejemplo, solucién salina o/y HEPES, con o sin adyuvante.

Puedan requerirse regimenes estimulantes y puede ajustarse la pauta posoldégica para proporcionar una
inmunizacién éptima. Los protocolos de inmunizacion pueden optimizarse usando procedimientos conocidos en la
técnica. Se puede administrar una sola dosis a los animales o, alternativamente, pueden efectuarse dos, tres o mas
inoculaciones con intervalos de dos a diez semanas. Dependiendo de la edad del animal, puede volver a
administrarse la composicion inmundgena o la vacuna. Por ejemplo, la presente invencién contempla la vacunacion
de terneros sanos (de 3 a 12 meses) 6 y/o 3 semanas antes de su primera estacién de pastoreo y revacunacion al
comienzo de la primera estacion de pastoreo.

El término «cantidad terapéuticamente eficaz» se refiere a una cantidad suficiente para obtener una respuesta
inmunitaria en el animal al que se administra. La respuesta inmunitaria puede comprender, sin limitacién, la
induccion de inmunidad celular y/o humoral. La cantidad de una vacuna que sea terapéuticamente eficaz puede
variar dependiendo del estado del ganado vacuno y/o el grado de infeccién y puede ser determinada por un
veterinario. La extensién y la naturaleza de las respuestas inmunitarias inducidas en el ganado vacuno pueden
valorarse usando diversas técnicas. Por ejemplo, puede recogerse suero de los animales inoculados y analizarse la
presencia de anticuerpos especificos para C. oncophora.
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Ademas de los aspectos ya descritos de la invencion e incluyendo las descripciones dadas de todas las
modificaciones y los medios de produccién y administracion, puede proporcionarse una composicion o vacuna de
proteinas ASP o polinucleétidos en C. oncophora como se describe en la presente memoria como polipéptidos o
polinucleétidos solos o usarse en combinacion.

Como tal, en algunas realizaciones, el método, el uso, la composicion o la vacuna de la presente invencion pueden
basarse en dos o mas proteinas ASP como se describe en la presente memoria, o fragmentos de las mismas. En
una realizacién especifica, se usan al menos dos, tres 0 mas proteinas ASP, o &cidos nucleicos que codifican dichas
proteinas, o fragmentos de las mismas, en una sola composicion o vacuna. Como tal, en algunas realizaciones, la
presente invencion se refiere a una composiciéon o vacuna basada en al menos dos proteinas ASP que tienen al
menos un 85 % de identidad con la secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 1 0o SEQ ID NO: 16,
a una composicién o vacuna que comprende al menos esas dos proteinas, que consiste esencialmente en al menos
esas dos proteinas o que consta de al menos esas dos proteinas; o al menos dos acidos nucleicos ASP que tienen
al menos un 85 % de identidad con la secuencia de nucleétidos representada por SEQ ID NO : 2 o SEQ ID NO :
19; o sus fragmentos. En una realizacion especifica, la composicion o la vacuna comprende dos o tres de las
proteinas seleccionadas del grupo que consiste en la secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO : 1,
3,5,16, 17y 18 y; o dos o tres de los 4cidos nucleicos que codifican estas proteinas, o como se representa por SEQ
IDNO: 2,4,6, 19, 20 y 21, respectivamente. Ejemplos de combinaciones de proteinas especificas son : SEQ ID
NO: 1y3;SEQIDNO: 1y5 SEQIDNO: 3y5;ySEQIDNO: 1,SEQIDNO: 3y SEQID NO: 5;0 los
acidos nucleicos que codifican estas proteinas y como se proporcionan en la presente memoria.

Ejemplos
1. Procedimientos experimentales
1.1 Preparacién de productos excretores y secretores de Cooperia oncophora adulta

Se infectaron terneros con 100 000 larvas infecciosas de una cepa de Cooperia oncophora propia. Se recogio
Cooperia oncophora de fase adulta del intestino delgado 21 dias p. i. Con posterioridad se pusieron los gusanos en
un aparato Baermann modificado que se llen6 con agua fisioldgica a 37 °C. Se recogieron entonces los gusanos que
migraron al fondo del embudo y se lavé un minimo de cinco veces con agua fisiolégica a 37 °C. En la siguiente
etapa, se transfirieron los helmintos y se cultivaron durante tres dias consecutivos en medio RPMI (Gibco®,
Invitrogen; Carlsbad, CA, EE. UU.) a 37 °C. Se refresco el medio sobre una base diaria y se almacené a -80 °C.
Después de este periodo de cultivo de tres dias, todos los medios almacenados a -80 °C, que contenian la fraccion
de proteinas ES, se hicieron pasar por un filtro de 0,22 um y se concentraron simultdneamente y se dializaron a PBS
a 4 °C usando una unidad de ultrafiltracién Amicon y discos de ultrafiltracion Ultracel Regenerated Cellulose (ambos
Millipore; Billerica, MA, EE. UU.). La concentracion de proteinas de la muestra ES obtenida se determiné usando el
estuche de ensayo de proteinas BCA™ (Pierce, Rockford, IL, EE. UU.) segun las instrucciones del fabricante.

1.2. Cromatografia de exclusién por tamario

El fraccionamiento por cromatografia de exclusién por tamafno (SEC, en inglés) de material ES total de Cooperia
oncophora se llevd a cabo usando una columna Superdex 200 16/70 autoempaquetada (GE Healthcare Bio-
Sciences AB; Uppsala, Suecia). Se inyectaron volimenes maximos de 0,5 ml de una solucién de proteina ES
concentrada (que correspondia a 300 ug de proteina ES) y se eluyeron en PBS a un caudal de 1 ml/min. Se siguié la
elucion de la proteina por mediciones de absorbancia a 280 nm, 254 nm y 214 nm, y cuando se recogieron
fracciones de 1,0 ml adecuadas (AKTA Explorer, GE Healthcare Bio-Sciences AB; Uppsala, Suecia). Las etapas de
lavado y de equilibrio de la columna de PBS de al menos dos volumenes de columna se llevaron a cabo previamente
a cada experimento y después de cada uno de los experimentos, respectivamente. Para obtener una cantidad
adecuada de proteinas, se realizaron multiples series de este procedimiento.

1.3. Electroforesis uni- y bidimensional y digestion triptica de proteinas ES

Se llevé a cabo electroforesis unidimensional desnaturalizante (SDS-PAGE) segin Laemmli (34), incluyendo y
omitiendo B-mercaptoetanol en SDS-PAGE reductora y no reductora, respectivamente. Se realizé electroforesis en
gel unidimensional nativa con las muestras disueltas en Tris 60 mM pH 6,8, azul de bromofenol al 0,1% y tampo6n de
muestra de glicerol al 20 % operando la electroforesis en las condiciones siguientes : los geles de separacion y
apilamiento consistieron en Tris-HCI pH 8,5 y Tris-HsPO4 pH 9,6, respectivamente, con cantidades apropiadas
anadidas de acrilamida-bisacrilamida, mientras el tamp6n que operaba era un tampén de Tris-glicina a pH 8,9 y la
tension se fijé en 90 V.

Se llevo a cabo electroforesis en gel bidimensional como sigue. Se precipit6é proteina afiadiendo cinco volumenes de
acetona enfriada en hielo a un volumen de proteina ES. Esto se traté6 brevemente con un agitador vorticial y se
incubé a -20 °C durante una hora, después de lo cual se recuperd el botén de proteina por centrifugacion a 523 rad/s
(5000 rpm) durante cinco minutos. Se desech6 el sobrenadante y se dejo que el botdn se secara al aire, después de
lo cual se volvié a solubilizar en urea 8 M, tiourea 2 M, CHAPS al 2 % p/v, DTT 20 mM, anfolitos de portador al 0,2 %
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v/v (pH 3-10; GE Healthcare Bio-Sciences AB; Uppsala, Suecia). Esto se dejé a temperatura ambiente durante una
hora, seguido por centrifugacion a 838 rad/s (8000 rpm) durante cinco minutos para retirar la proteina insoluble aun
presente. El sobrenadante restante, que correspondia a aproximadamente 150 ug de proteina ES, se aplico a tiras
de 7 cm, pH 3-10, de DryStrip IEF Immobiline™ (GE Healthcare Bio-Sciences AB; Uppsala, Suecia). Esto se dejo,
cubierto con aceite de parafina, durante la noche a temperatura ambiente para rehidratacién de la tira y absorcion de
la muestra de proteina. Se llevd a cabo isoelectroenfoque a temperatura ambiente usando un instrumento de
isoelectroenfoque Ettan IPGphor3 (GE Healthcare Bio-Sciences AB; Uppsala, Suecia) con un periodo de enfoque
inicial de tres horas a 300 V, seguido por un gradiente lineal de cinco horas de 300 a 3500 V y un largo intervalo de
tiempo final de 18 horas a 3500 V, que da una carga de tension total de aproximadamente 73 kVh. Se redujeron las
proteinas resueltas en las tiras unidimensionales y se alquilaron previamente a la electroforesis bidimensional
incubando las tiras durante 15 minutos a temperatura ambiente en una solucién de Tris-HCI 50 mM, pH 8,8, urea 6
M, glicerol al 30 % v/v, SDS al 2 % p/v, DTT al 2 % p/v seguido por otros 15 minutos en una solucién idéntica que
contenia yodoacetamida al 2,5 % p/v en vez de DTT. La electroforesis bidimensional (SDS-PAGE), con la tira de IEF
embebida en el gel de apilamiento, se llevd a cabo como se describe para «electroforesis en gel unidimensional».

Se us6 SimplyBlue™ SafeStain (Invitrogen; Carlsbad, CA, EE. UU.) para visualizar las proteinas segun las
instrucciones del fabricante. El tamaro de poro de los geles, proporcionado como porcentaje de la concentracion de
mondémero de acrilamida-bisacrilamida total, es de 13,5 %.

Previamente a la digestion triptica, las bandas de proteina y/o los lugares de interés se escindieron del gel, se
lavaron dos veces durante 20 minutos a 30 °C usando una mezcla de acetonitrilo al 50 % (ACN) - bicarbonato de
amonio 200 mM y después se secaron al aire. La tripsina de grado secuenciacién (Promega; Madison, WI, EE. UU.)
se afnadi6 a una cantidad final de 0,1 ug y se mantuvo después en hielo la mezcla de tripsina-rodajas de gel durante
45 minutos, después de lo cual se afadi6 bicarbonato de amonio 50 mM hasta que la rodajas de gel se sumergieron
completamente. Se realiz6 digestién por incubacién durante la noche a 37 °C. Se extrajeron los péptidos por adicién
de ACN al 60 % - acido formico al 0,1 % dos veces a los lugares del gel. Se evaporé el tampdn de extraccion en un
aparato Speedvac redisolviéndose los péptidos restantes en 8 pl de acido férmico al 0,1%.

1.4. Analisis por espectrometria de masas

Se detectaron péptidos tripticos en una placa objetivo de ionizacidon/desorcién mediante laser asistida por matriz
(MALDI) de acero inoxidable y se cubrieron con una matriz de acido a-ciano-4-hidroxicinamico (7 mg/ml en ACN al
50 %, acido trifluoroacético al 0,1 %, citrato de amonio 1 mM) en una relacién 1 : 1. Previamente a cada conjunto de
andlisis, se llevd a cabo calibracion de los instrumentos usando Cal Mix (Applied Biosystems; Foster City, CA,
EE. UU.) segln las instrucciones del fabricante. Se obtuvo identificacién de proteinas por medicién de PMF (huella
peptidica, por sus siglas en inglés) en un sistema de MALDI con espectrometria de masas con analizador de tiempo
de vuelo en tandem (MALDI-TOF/TOF MS) (analizador proteémico modelo 4800; Applied Biosystems; Foster City,
CA, EE. UU.) en modo MS de iones positivos. Se realizaron MS/MS para verificar las secuencias de ciertos péptidos.

1.5. Identificacion de proteinas

Para el analisis de huella peptidica en masa, se inspeccionaron los espectros obtenidos frente a la base (33) de
datos del transcriptoma basado en EST de Cooperia oncophoraque consistia en 31 774 secuencias de
aminoacidos, suplementadas con deposiciones de NCBI existentes para C. oncophora, usando la plataforma
informatica GPS Explorer™ V2 (Applied Biosystems; Foster City, CA, EE. UU.) que hace uso del buscador Mascot
(Matrix Science Inc.; Boston, MA, EE. UU.). Se inspeccionaron los espectros usando una masa de péptidos de 200
ppm y una tolerancia de 0,8 Da MS/MS, con carbamidometilacién (Cys) y oxidacién con metionina como parametros
de modificacion variables y con una tolerancia maxima de dos acontecimientos de division perdidos durante la
digestion con tripsina de la proteina.

1.6. Analisis de las secuencias

Después de su identificacion por MS, se sometieron las secuencias de aminoacidos con una longitud parcial a
algoritmos de busqueda NemaBLAST (33), que dio varias secuencias de aminoacidos adyacentes y/o solapadas.
Con posterioridad se alinearon usando el software MegAlign (DNASTAR, Inc.; Madison, WI, EE. UU.), empleando el
algoritmo de alineamiento ClustalW, conduciendo en la mayoria de los casos a un incremento significativo en el
cubrimiento de secuencias y mayormente proporcionando secuencias de aminoacidos de longitud completa de las
proteinas identificadas. Después se sometieron estas secuencias a andlisis BLASTP (35) empleando una base de
datos de secuencias de proteinas no redundantes para asignar una identificacion basandose en la identidad de las
secuencias.

Se determiné la secuencia de longitud completa de ASP de doble dominio como sigue: se disefiaron dos cebadores
degenerados (directo, ATGYAACAGKAYTGGGTGAGG (SEQ ID NO: 7) e inverso,
ATACACATGGAYAAYTGTGTGCT (SEQ ID NO : 8), Y y K representando T/C y G/T, respectivamente) basandose
en las regiones conservadas en la secuencia ASP de doble dominio putativa. Se llevé a cabo reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés) usando la enzima GoTag® (Promega; Madison, WI, EE. UU.)

9



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES2717441 T3

mezclando 1 pl de ADNc de Cooperia oncophora de fase adulta con 1 uM de los cebadores tanto directo como
inverso y una unidad de GoTag® en tampdén de reaccion conteniendo 0,2 mM de cada uno de dNTP y MgCl, 1,2
mM. Se llevaron a cabo experimentos de PCR en un instrumento Mastercycler® Ep (Eppendorf; Hauppauge, NY,
EE. UU.) donde dos minutos a una temperatura de desnaturalizacion del 95 °C fueron seguidos por 35 minutos de
desnaturalizaciéon (30 segundos a 95 °C), hibridacion (30 segundos a 58 °C) y elongacién (sintesis de ADN durante
90 segundos a 72 °C). Después, se incluy6 una etapa de elongacién final a 72 °C durante cinco minutos, después de
lo cual se mantuvieron las mezclas de PCR a 10 °C. Los productos de la PCR obtenidos se ligaron, con
posterioridad, en pGEM®-T Easy (Promega; Madison, WI, EE. UU.) segun las instrucciones del fabricante, después
de lo cual se transformaron células competentes de DH5a (Invitrogen; Carlsbad, CA, EE. UU.) con estas
construcciones de vector como describia el fabricante y se pusieron en placas en medio que contenia X-gal (5-
bromo-4-cloro-indolil-B-D-galactopiranésido). Se recolectaron cincuenta y tres colonias blancas y se analizaron
mezclando 15 pl de suspensién de clones (en agua) con cantidades idénticas de los reactivos ya mencionados.
También se duplicaron las condiciones de la PCR de las mencionadas, ya sea que solo se llevaron a cabo 32 ciclos
de desnaturalizacién, hibridacion y elongacién. Los fragmentos de la PCR obtenidos se secuenciaron (en la Unidad
de Servicio de Genética, Hospital Universitario de Ghent), seguido por emparejamiento de los datos obtenidos para
los espectros de MS y MS/MS registrados previamente.

1.7. Caracterizacion de proteinas in silico

Después de la valoracion de las secuencias de aminoacidos de longitud completa de las proteinas identificadas, se
determinaron los valores del peso molecular y el punto isoeléctrico usando las correspondientes herramientas de
célculo ExPASYy (SIB Bioinformatics Resource Portal), al tiempo que se predijeron las secuencias sefial N-terminales
usando SignalP 3.0 (Centro de Andlisis de Secuencias Bioldgicas en la Universidad Técnica de Dinamarca) (36) o,
en su ausencia, se valoraron las proteinas secretoras no clasicas usando SecretomeP 2.0 (37). Teniendo en cuenta
las predicciones de SignalP 3.0, se consideraron identificaciones positivas cuando tanto la red neural como los
algoritmos del modelo de Markov ocultos ofrecian estimaciones corroborativas. Se predijo que las proteinas
secretadas no clasicas daban una puntuacion de red neural que excedia del umbral normal de 0,5; pero no
contenian un péptido sefal.

1.8. Liberacion, purificacion y derivatizacion de restos de N- y O-glucano

El material ES total asi como las fracciones ES obtenidas por cromatografia de exclusién por tamafo separadas, es
decir, las fracciones de PMA, PMM y PMB (pesos moleculares alto, medio y bajo, respectivamente), se sometieron a
tratamiento en serie con PNGase F y PNGase A para obtener N-glucanos liberados. Con ese fin, se redisolvieron
proteinas liofilizadas en PBS con SDS al 1,3 % y B-mercaptoetanol al 0,1 % y se incubaron a 95 °C durante 10
minutos, seguido por adicién de NP-40 al 1,3 %. Se incubaron después las muestras con Sepharose acoplada a
tripsina durante 16 horas a 37 °C con agitacion. Se hicieron girar abajo las perlas, se transfirié el sobrenadante a un
tubo fresco y se anadié PNGase F, seguido por incubacion durante 24 horas a 37 °C con agitacién. Después se
aplicé la mezcla a un cartucho Cig RP (500 mg; JT Baker, Philipsburg, NJ, EE. UU.), y las fracciones del flujo y el
lavado (2 ml, acetonitrilo al 10 % (ACN) y 4 ml de agua, respectivamente) se aplicaron con posterioridad a cartuchos
de carbono (150 mg Carbograph; Grace, Deerfield, IL, EE. UU.). Después de lavar con 6 ml de agua, se eluyeron los
glucanos con 3 ml de ACN al 25 % y 3 ml de ACN al 50 % que contenian TFA al 0,1 %. Los (gluco)-péptidos que
quedaban en el cartucho C1g RP se eluyeron por aplicacion de 5 ml de ACN al 30 % / TFA al 0,1 % y 5 ml de ACN al
60 % / TFA al 0,1 %, y estos eluatos combinados se secaron a vacio con posterioridad. Se disolvieron los (gluco)-
péptidos en acetato sédico (NaAc) pH 4,5 y, después de adicion de PNGase A (Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim, Alemania), incubacion durante 24 horas a 37 °C. Se aplicd la mezcla a un cartucho Cyg RP y un cartucho
de carbono como se explicd en lineas generales anteriormente. Cada uno de los N-glucanos liberados con PNGase
F- y PNGase A purificados en los eluatos del cartucho de carbono se sometié a etiquetado con &cido 2-
aminobenzoico (2-AA) como se describié previamente (38). Para la limpieza, se cargaron restos de glucano
etiquetados en Biogel P-10 (BioRad, Veenendaal, Paises Bajos) en ACN al 75 % y después de lavado con ACN al
80 % se eluyeron con agua. En paralelo, para obtener O-glucano alditoles, se trataron muestras ES con NaOH 0,1 M
/ NaBH4 1 M a 40 °C durante 24 horas. Después se neutralizaron las muestras en hielo usando &acido acético 4 My
se retird acido bérico por evaporacion repetida y adicién de acido acético al 1 % en MeOH. Se purificaron los O-
glucanos liberados usando cartuchos de Cqg y de carbono como se describié anteriormente. Para permetilacién, se
disolvieron O-glucanos secados en DMSO, después de lo cual se afiadié NaOH (punta de espatula con polvo) y se
dejo la muestra a temperatura ambiente durante 10 minutos con agitacién regular. Después, se afiadieron 100 pl de
yodometano, seguido por 10 minutos de agitacién regular y la adicién, con posterioridad, de 400 pl de diclorometano
y 500 pl de agua. La agitacién por inversion, la eliminacién de la capa acuosa y la adicion de capa fresca se
repitieron cinco veces antes de que se secara la capa organica restante en un flujo de nitrégeno.

1.9. Analisis de glucano de excretoma/secretoma por espectrometria de masas

Empleando las secuencias de aminoacidos ensambladas de las proteinas identificadas, se realizaron andlisis de
glucano unido a N in silico usando NetNGlyc 1.0 Server (Universidad Técnica de Dinamarca). Se llevaron a cabo
andlisis de glucanos experimentales como sigue: se analizaron mezclas de N-glucano 2-AA-etiquetado y O-glucano
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permetilado con un espectrometro de masas Ultraflex I| MALDI-TOF (Bruker Daltonics, Bremen, Alemania) operando
en modo reflectron de iones negativos (N-glucanos) o iones positivos (O-glucano) usando DHB (Bruker Daltonics)
como matriz. Se incubé una muestra de N-glucanos de PMM con Jack bean «

xmanosidasa (Sigma) en NaAc pH 4,5 durante 16 horas a 37 °C y se analiz6 por MALDI-TOF MS después de
aplicacién a Zip-Tip Cqg y elucién directa en placa objetivo con una solucion de 20 mg/ml de DHB en ACN al 30 %.
Para andlisis de glucopéptidos, una muestra de la mezcla de glucopéptido/péptido triptico extraida de la rodaja de
gel se aplic6 a una columna de fase inversa (PepMap, 3 um, 75 um-100 mm; Dionex /LC Packings, Amsterdam,
Paises Bajos) usando un sistema Ultimate 3000 nano-LC (Dionex /LC Packings). Se equilibré la columna a
temperatura ambiente con eluyente A (acido féormico al 0,1 % en agua) a un caudal de 200 nl/min. Después de
inyeccién de la muestra, las condiciones de elucion se cambiaron a 10 % de disolvente B (95 % de acetonitrilo, 0,1
% de acido férmico) seguido por un gradiente a 60 % de B en 45 min y una elucién isocratica posterior con una
duracién de 10 minutos. La columna LC se acoplé a un Esquire HCT-Ultra ESI-Trampa de iones-MS (Bruker-
Daltonics, Bremen, Alemania) equipada con una fuente de nanopulverizacion online que operaba en el modo iones
positivos. Para electropulverizacion (1100-1250 V), se usaron emisores LC/MS de acero inoxidable electropulidos
(D. E. 150 pm, D. I. 30 um) de Proxeon A/S (Odense, Dinamarca). Se evapor6 el disolvente a 175 °C empleando
una corriente de nitrégeno de 7 I/min. Se registraron iones desde m/z500 a m/z 1800 en el modo MS. Cuando se
operd en el modo auto MS/MS, registrandose iones desde m/z 140 a 2200, cada barrido de MS fue seguido por la
adquisicion de espectros MS/MS de hasta tres de los iones mas abundantes en el espectro MS.

1.10. Prueba de vacunacién

Se aleatorizaron catorce terneros MontBéliard macho de 7 meses al comienzo del experimento, en dos grupos de
siete animales. El alojamiento de los animales, la alimentacion, las inmunizaciones con la fraccion de PMA, las
infecciones por exposicion, los recuentos de huevos fecales y las valoraciones de la longitud de los gusanos se
llevaron a cabo como se describié previamente (39), excepto que en este estudio se inmunizaron los animales con
30 pg de proteina y 750 pug de adyuvante en cada inmunizacion. Se extrajo sangre de los animales antes del
comienzo de la prueba y una semana después de las inmunizaciones segunda y tercera. Se realizaron en modo
ciego todas las técnicas parasitolégicas, esto es, sin conocimiento del grupo de tratamiento al que pertenecia el
animal.

1.11. Respuestas de anticuerpos

Se empled un enzimoinmunoanalisis de adsorcidon (ELISA) para determinar los niveles en suero de inmunoglobulina
IgG1 e IgG2 contra C. oncophora. Las fracciones en ES adultas de PMA se recubrieron por separado (1 pug/ml) en
una placa de 96 pozos para ELISA, durante la noche, en tampén de carbonato (0,025 M, pH 9,6), después se
bloquearon durante la noche en una solucién salina tamponada con fosfato (PBS) con Tween 80 al 0,2 % y se
anadié albumina de suero bovino al 2 % (BSA), seguido por incubacion con suero del grupo de control (solo
adyuvante) o el correspondiente grupo inmunizado (antigeno con adyuvante) (series de dilucion en serie de 1/200 en
PBS con Tween 80 al 0,2 % y BSA al 2 %). Las IgG1 y IgG2 antibobinas de oveja acopladas a peroxidasa de rabano
(HRP; Sigma-Aldrich; St. Louis, MO, EE. UU.) se usaron como conjugados (todos diluidos 1 : 200 en PBS con
Tween 80 al 0,2 % y BSA al 2 %), con ABTS como el sustrato. Se midi6 la densidad 6ptica a 405 nm sirviendo la
sefal a 492 nm como blanco.

1.12. Analisis estadistico

Los datos se presentan como medias aritméticas. La significancia de las diferencias entre los grupos vacunados y el
grupo de control de adyuvante se valor6 por pares usando un ensayo U de Mann-Whitney de una cola. Las
diferencias entre grupos se consideraron estadisticamente significativas siempre que el correspondiente valor P
fuera menor que 0,05.

1.13. Expresion en Pichia pastoris

La proteina que codifica la secuencia se multiplica por PCR a partir de ADNc de C. oncophoray se inserta, con
posterioridad, como un fragmento Xhol-Notl en el vector de expresion de Pichia pPIC9 (Invitrogen Ltd, Paisley, R.
U.). El plasmido de expresion resultante, pPIC9-OoASP1, se us6 para transformar una cepa de Pichia
pastoris GnM5 (68) por electroporacion. Los clones individuales que crecieron en placas minimas se aislaron y se
ensayaron en cuanto a la secrecion de proteinas recombinantes por SDS-PAGE seguido por tincién con azul
brillante Coomassie e inmunoblot. La glucoforma de las proteinas secretadas se valora usando elaboracion de
perfiles de glucanos DSA-FACE (68). Los clones individuales se seleccionan, con posterioridad, en placas YPD que
contienen nourseotricina y se ensaya la secrecién de proteinas recombinantes y se usan para inocular un cultivo en
matraz de agitacion con medio BMGY. Después de 48 horas de crecimiento a 28 °C, se forma un botén de células
por centrifugacién durante 5 minutos a 1519 x g después de lo cual se vuelven a suspender las células en BMMY y
después se cultivan adicionalmente a 28 °C. Cada 12 horas se afiade metanol extra (0,5 %) al cultivo y después de
48 horas de induccion se forma un boton de células finalmente. Se recoge el medio celular y se filtra por una
membrana de 0,2 microdmetros. Con la adiciéon de sulfato de amonio a saturacion al 50 % a 4 °C, se precipitan los
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recombinantes y se concentran en una fraccién de botén por centrifugacion a 18 000 x g durante 15 minutos. Se
disolvio este botdn en tampdn de acetato de sodio 40 mM (pH 4,4) y se retird el sulfato de amonio restante por
filtracion en gel usando una columna Sephadex G25 (GE Healthcare Bio-Sciences AB; Uppsala, Suecia). Después
se aplicd esta fraccion a una columna de SP-Sepharose (GE Healthcare Bio-Sciences AB; Uppsala, Suecia)
equilibrada en tampén de acetato de sodio 40 mM (pH 4,4) y se eluyeron los recombinantes enlazados empleando
un gradiente a cloruro sédico (NaCl) 1 M en el mismo tampdn. Se mezclaron las fracciones que contenian proteina
recombinante, se dializaron a Tris-HCI 25 mM (pH 7,5) y se cargaron en una columna aMonoQ (GE Healthcare Bio-
Sciences AB; Uppsala, Suecia). Los recombinantes se eluyeron de esta columna usando un gradiente a NaCl 1 M
en el mismo tampon. Se mezclaron las fracciones que contenian ASP recombinantes y se intercambi6 el tampén a
PBS por filtracién en gel en una columna Sephadex G25 (GE Healthcare Bio-Sciences AB; Uppsala, Suecia).

1.14. Prueba practica

La prueba consistié en dos grupos de 12 terneros Holstein-Friesian cada uno. Se dividieron de manera aleatoria
veinticuatro terneros sin helmintos de 7 a 9 meses, divididos en doce pares. Cada par se asign6é de manera aleatoria
a un grupo de tratamiento (control o vacunado). Las inmunizaciones con la fraccion de PMA y los recuentos de
huevos fecales se llevaron a cabo como se describio en la prueba de vacunacion. Se vacuné un grupo tres veces
con un intervalo de tres semanas con la vacuna contra C. oncophora de PMA/Asp junto con QuilA mientras que al
otro se le inyectd tres veces solo QuilA. Después de la ultima vacunacion, se pusieron todo los animales en un pasto
que estaba contaminado de manera natural con larvas infecciosas de Cooperia oncophora y que se dividié en 12
parcelas idénticas. Se asignaron de manera aleatoria dos animales que pertenecian al mismo grupo (control o
vacunado) a una parcela, asi, seis parcelas para los animales de control y 6 parcelas para los animales vacunados.
Se recogieron semanalmente muestras fecales de los animales para determinar la produccién de huevos de
C. oncophora.

2. Resultados
2.1. Excretoma/secretoma de Cooperia oncophora de fase adulta

Para obtener una resolucion en gel adecuada y por separacién de las proteinas por otra parte, sin comprometer la
sensibilidad, se buscé la deteccién mas especifica de proteinas poco abundantes, por otra parte, para aplicar dos
técnicas complementarias. En el primer caso, la separacion electroforética en gel bidimensional (2D-GE) de la
fraccion de proteinas ES en Cooperia oncophora de fase adulta revel6 veinticinco lugares de proteinas visibles
claramente, agrupados en tres agrupaciones denominadas PMA, PMM y PMB que representaban las mezclas de
proteinas de peso molecular alto, medio y bajo, a las que pertenecian, respectivamente. Todos los lugares se
escindieron y se sometieron a identificacion dirigida por espectrometria de masas con ionizacién-desorcién mediante
laser asistida por matriz (MALDI-MS) dando como resultado una anotacion exitosa de veintidos lugares (relaciéon de
éxito del 88 %). Como se resume en la tabla 1 (y en la tabla S1), mas del 90 % de la fraccién de PMA consistia en
una proteina tipo proteina secretada asociada a activacion de doble dominio (ASP) que muestra alguna
heterogeneidad en términos de valores de punto isoeléctrico (pl). En cuanto al contenido en proteinas, las
agrupaciones de proteinas de PMM y PMB parecian contener un rango mas amplio de proteinas. Mas en particular,
se encontr6 que la fraccion de PMM contenia tres proteinas distintas, es decir, inexina, tiorredoxina peroxidasa y una
proteina secretada asociada a activacién (ASP), aqui en una conformacién de un solo dominio [40]. La mezcla de
proteinas de PMB, por otra parte, a pesar de mostrar una multitud de lugares de proteinas, de hecho cubria dos
proteinas con funciones aun desconocidas y tres antigenos/proteinas ES de bajo peso molecular previamente
documentadas, conocidas como antigeno ES de 14 kDa, antigeno ES 1 y antigeno ES 2 (Tabla 1). Dado el alto
grado de complejidad en términos de nimero de lugares y distribucién 2D-GE, lo Ultimo se espera que soporte una
extensa variacion de secuencias de aminoacidos y/o modificaciones quimicas, dando de ese modo un considerable
numero de isoformas proteinicas ambas en términos de valores de masa molecular y de pl.

En paralelo al andlisis electroforético 2D se eligié fraccionar el proteoma ES de C. oncophora adulta por
cromatografia de exclusion por tamafo (SEC) principalmente por dos razones: i) por aplicacién de dicho flujo de
trabajo preparativo, se obtuvieron suficientes cantidades de las tres fracciones (PMA, PMM y PMB) y ii) por analisis
electroforético en gel unidimensional (1D-GE) de las proteinas poco abundantes de las fracciones obtenidas por
SEC, que podian haber sido no detectadas o podian haber sido enmascaradas en 2D-GE, deberian hacerse mas
visibles y por lo tanto podian extender el conjunto de datos obtenido. Por supuesto, mientras se observaba una
distribucion de proteinas similar en comparacion con las dos metodologias, el fraccionamiento por SEC seguido por
andlisis 1D-GE reveld la presencia de una serie de proteinas ES adicionales. Como se resume en la tabla 1 (y la
tabla S2), la identificacion por espectrometria de masas de las bandas de las proteinas demostré que, ademas de la
ASP de doble dominio, la porcion de PMA soporta adicionalmente cantidades muy bajas de una «proteina
hipotética», que curiosamente se observé solo en condiciones reductoras. De manera similar, nuestra propuesta de
cromatografia de exclusién por tamafos desenmascaré dos proteinas adicionales en la mezcla de proteinas de
PMM, en particular aldosa reductasa y la proteina 2 especifica de la fase parasitaria, la Ultima sin informacion
funcional adicional actualmente disponible. Por el contrario a las fracciones de PMA y PPM, la mezcla de peso
molecular bajo no reveld que contuviera proteinas adicionales a las reveladas en el andlisis 2D-PAGE.
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Concretamente, se observo que las ASP tanto de dominio doble como de un solo dominio migraban como dobletes
en la separacion electroforética en gel unidimensional de las fracciones de PMA y PMM, respectivamente (datos no
mostrados).

Tabla 1
Anotacion dirigida por MS de excretoma/secretoma de Cooperia oncophora de fase adulta

Las partes superior, media e inferior de la tabla reflejan las fracciones de ES de PMA, PMM y PMB,

respectivamente.
ID basada en homologia® Lugares Bandas agg:r. prev.”/ N-gluc. ;\/I,/pl“(kDa /-
ASP de doble dominio 1-4 1-3 SP/S (2) 53,2/7,67
Proteina hipotética 4 - -
Aldosa reductasa 5 N/S (2) 35,5/8,32
ASP de un solo dominio 5 6,7 SP/S (1) 30,3/6,26
Inexina 6 - -
Tiorredoxina peroxidasa 7 N/N 21,8/6,90
Proteina 2 especifica de fase parasitaria 8 NC /N 16,4/7,14
Proteina ES de 14 kDa 10,24 11 NC/S (1) 14,5/8,54
Proteina de antigeno ES 2 11,12, 19 NC /N 13,2/5,49
Antigeno 1 de ES 5113 - 16, 18, 20,|/10,12 |SP/N 13,9/5,30
Desconocido 1 (isotig32303) 8 9 SP/N 12,3/4,69
Desconocido 2 (isotig10739) 9,23 SP/N 14.7 / 8.22

®Basado en busqueda con BLASTP

®Prediccion de secrecion de proteinas usando las secuencias de proteinas completas como se determina en
este estudio o cuando estan disponibles en GenBank (indicado con un asterisco). SP : Presencia de un
péptido senal cuando se determina por SignalP 3.0; NC : Proteina secretora no clasica cuando se determina
por SecretomeP 2.0; N : No secretada

°La presencia de posibles sitios de N-glucosidacion cuando se determina por andlisis NetNGlyc 1.0 usando
las secuencias de proteinas completas como se determina en este estudio (S: si; N: no) (el numero de sitios
de consenso encontrados en la secuencia de aminoacidos se da entre paréntesis)

M, y los valores de pl se determinaron usando el peso molecular de ExXPAS y la herramienta de célculo del
punto isoeléctrico. Se proporcionan los valores que corresponden a las proteinas completas. No se tuvo en
cuenta la escisién de posibles péptidos senal.
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2.2. Complejos multiproteina en el proteoma ES adulto

Mientras las condiciones reductoras aplicadas en 2D-GE obstaculizaban su observacion, asombrosamente, cuando
se compararon perfiles de migracion 1D-GE reductores a no reductores, se mostré que habia trazas de especies
oligbmeras a base de puente disulfuro en la fraccion de proteinas de PMA. Este hallazgo se corrobor6 por analisis
por electroforesis en gel nativo unidimensional ademas. Como no se observaron péptidos distintos de los que se
originaron a partir de ASP de doble dominio en el analisis MALDI-MS (tabla S2) y la electroforesis en gel de
poliacrilamida de porcentaje menor de esta especie oligdmera demostré su peso molecular de aproximadamente
140 kDa, se concluye una conformacion de ASP de doble dominio dimera para esta poblacién de proteinas de
abundancia baja.

2.3. Vacunacioén de terneros con subfraccién ES de PMA

Cuando se efectuaba la prueba de vacunacion se registré la evolucion del recuento medio de huevos por gramo
(EPG) en heces dependiendo del tiempo para el grupo de PMA, como se muestra en la figura 2. Cuando se
compara con el grupo de control, los recuentos de huevos para el grupo vacunado de PMA fueron drasticamente
inferiores (P < 0,01) para la duracion total del experimento, dando niveles medios de reduccién de EPG tan altos
como un 91 % (tabla 2). Mientras se encontré que la carga de gusanos posnecropsia no diferia significativamente
entre los grupos de PMA y de control, el grupo de PMA no mostr6 porcentajes significativamente mayores de larvas
L4 inhibidas (29,4 %) (tabla 2). Finalmente, se valoré la longitud de los gusanos adultos hembras y machos, con la
encontrada en los animales tratados con PMA que resultaron considerablemente mas pequefios cuando se compard
con el grupo de control (P < 0,05; tabla 2).

La figura 4 muestra los recuentos de huevos de C. oncophora acumulativos para la prueba practica después de un
periodo de 5 meses en pasto y de nuevo se demuestra que los recuentos de huevos para el grupo vacunado con
PMA son significativamente menores (reduccion del 70 %) comparado con el grupo de control. Los datos
individuales para la prueba practica son como sigue :

Controles Vacunados
1519 5673
11246 3278
9011 138
13167 7311
10533 3022
7505 1776
Tabla 2

Sinopsis de parametros parasitoldgicos obtenidos durante la prueba de vacunacion y
después.

n, niumero de animales; EPG, recuentos acumulativos medios de huevos; % L4, porcentaje de
gusanos L4 observado en recuento de gusanos posnecropsia. Todos los valores representan
medias aritméticas (+ rango observado experimentalmente).

Grupo n EPG Recuento de | % L4 Longitud de los
gusanos gusanos (mm)
Control |7 |7110 (1100 - |6600 (550 -11,68(0-8,43) |H: 12,5(10,7 - 13,2)
13 200) 12 200)
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Sinopsis de parametros parasitologicos obtenidos durante la prueba de vacunacion y
después.

n, niumero de animales; EPG, recuentos acumulativos medios de huevos; % L4, porcentaje de
gusanos L4 observado en recuento de gusanos posnecropsia. Todos los valores representan
medias aritméticas (+ rango observado experimentalmente).

Grupo n EPG Recuento de | % L4 Longitud de los
gusanos gusanos (mm)

M: 9,50 (8,52 - 10,1)

PMA 7 656 (0-1380)** 3370 (200 -6050) |29,4 (6,61 -|H: 10,4(9,66-124)
100)**

M : 8,40 (7,50 - 9,68)*

*P < 0,05, **P < 0,01; H, hembra; M, macho.

2.4. Respuestas inmunitarias

Cuando se compar6 con el grupo de control, se encontr6 que la subfraccion de ES de PMA producia niveles
significativamente mayores de niveles de IgG1 especificos de Cooperia en suero de los animales inmunizados
correspondientes (P < 0,01) (figura 3). Adicionalmente, aunque los niveles de IgG2 eran consistentemente mucho
menores (aprox. 15 veces) cuando se comparaba con intensidades de IgG1, la fraccién de PMA soportaba, sin
embargo, cantidades significativamente mayores de 1IgG2 (P < 0,01), respecto al grupo de control.

2.5. Determinacion y caracterizacion in silico de secuencias de aminoacidos completas

Si bien el genoma de Cooperia oncophora completo aun tiene que ser desentrafiado totalmente, la base [33] de
datos del transcriptoma de C. oncophora obtenida recientemente ofrecia una alternativa mas que adecuada ya que,
después de haberla empleado en identificacion de proteinas directas con MS, se pudo extender esas secuencias
contig/isotig obtenidas alineandolas a unas solapadas, continuando hasta que se alcanzaron los codones de inicio y
de parada. Esta propuesta demostrd éxito para nueve de las eventualmente doce proteinas diferentes presentes en
el excretoma/secretoma de C. oncophora adulta (tabla 1). Para las dos proteinas, mas especificamente la proteina
hipotética de PMA (isotig27828; la mas alta homologia a la proteina hipotética Caenorhabditis remanei; nimero
acceso GenBank XP_003114672) e inexina (isotig12080; la mas alta homologia a la inexina C. remanei; numero
acceso GenBank XP_003096841.1), no se pudieron extender sus secuencias en su totalidad y basandose en la
homologia en otras especies, se esperaba que carecieran de los aminoacidos 733 y 160 en sus N-terminales,
respectivamente. Por dltimo, mientras los andlisis por espectrometria de masas identificaban inicialmente solo
péptidos del dominio del C-terminal de la ASP de doble dominio, aplicando técnicas de PCR se pudo revelar su
secuencia hasta casi completa, esto es, basandose en su homoéloga Cooperia punctata (AAK35199.1), aparte de un
péptido sefial de 21 residuos. El N- y C-terminal de la ASP de doble dominio identificada consistié en los
aminodcidos LCSLDNGMT (SEQ ID NO : 14) y DEDCKCSSCRCSTQLSMCINPN (SEQ ID NO : 15),
respectivamente.

Como una caracterizacion in silico bruta inicial, la predicciéon de la secuencia sefal basada en el software junto con
busquedas de sitios de consenso de glucosilacién unidos a N, reveld solo los ASP de doble dominio y de un solo
dominio y los antigenos ES de PMB que potencialmente transportaban restos azlcar (tabla 1). Ademas, el andlisis in
silico de las secuencias completas obtenidas dio valores de peso molecular que correspondian a los observados en

gel.

2.6. Andlisis de glucanos del proteoma de ES de Cooperia oncophora

Se estudio la glucosilacion de ES global por analisis MALDI-TOF MS en la liberacién de restos glucano unidos a Ny
O. Mientras se detect6 un conjunto claro de glucanos liberados de PNGase F, no podian detectarse sefiales en la
liberacion especifica de PNGase A (datos no mostrados), indicando de ese modo que no habia cantidades
significativas de N-glucanos con modificaciones de fucosa unidas en 1-3 de la N-acetilglucosamina unida a
asparagina (GIcNAc) en el excretoma/secretoma de C. oncophora adulta. Considerando la preparacién de O-
glucano, se detectaban solo sefales minoritarias (datos no mostrados). Para obtener mas informacion sobre la
presencia de restos glucano en proteinas especificas en la fracciéon ES de C. oncophora, los N- y O-glucanos,
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liberados de las agrupaciones de proteinas de PMB, PMM y PMA, se analizaron por MALDI con espectrometria de
masas con analizador de tiempo de vuelo (TOF). Mientras no podian detectarse cantidades significativas de N-
glucanos en las fracciones de PMB y PMA, también se encontré que las principales sefales de N-glucano
observadas en la mezcla de ES total existian en el espectro del N-glucano de PMM. Por otra parte, los niveles
marginales de sefiales de O-glucano se detectaron en la fraccion de PMA exclusivamente. Sin embargo, estas
sefiales no podian asignarse a estructuras de O-glucano comunes (ni incluso putativas) y, por lo tanto, no se
investigaron mas.

Usando la masa monoisotopica de cada uno de los picos del N-glucano observados, se asignaron las composiciones
de monosacaridos y se dedujeron estructuras putativas. Las sefiales principales detectadas en el espectro de los
N-glucanos de PMM que también aparecian en el espectro de N-glucano de ES total se derivaron de restos glucano
con las composiciones F1H3N2, H5N2, HEN2 y H7N2 a los valores de m/z 1176,4; 1354,4; 1516,5 y 1678,5 [M-HJ,
respectivamente (F, fucosa, Fuc; H, hexosa, Hex; N, N-acetilhexosamina, HexNAc). Estas composiciones son
indicativas para un glucano (F1H3N2) ndcleo-fucosilado, paucimanosidico y una serie de glucanos de oligomanosa
Mans.7GlcNAc> (Man, manosa). Para confirmar estas asignaciones se incub6 una muestra de los N-glucanos de
PMM con o-manosidasa, conduciendo a un espectro que contenia sefiales detectables solo en m/z 706,3 y 852,3
para H1IN2 (Man1GIcNAc2) y FIH1N2 (Fuc1Man1GlcNAc2), confirmandose de ese modo la presencia de las
extensiones de manosa en la muestra no tratada.

Motivado por la presencia de un sitio de N-glucosilacion putativa en la ASP de un solo dominio en la agrupacién de
proteinas de PMM (tabla I), se sometieron los glucopéptidos tripticos derivados de la correspondiente rodaja de gel
de ASP de un solo dominio a analisis MS/MS y cromatografia nanoliquida (LC). Con los datos obtenidos se
cuestiond la presencia de péptidos glucosilados por busqueda de espectros MS/MS que contuvieran los iones de
fragmentos de glucano comunes H1N1 (m/z 366,1 [M+H]") y H2N1 (m/z 528,2 [M+H]"). Curiosamente, se detectd
una serie de iones precursores que podia asignarse a las glucoformas H5N2, HBN2 y H7N2 del péptido triptico de la
ASP de un solo dominio WNCTLEAK (1021,5 [M+H]*, con cisteina como carbamidometilderivado) basado en: i) la
masa total del glucopéptido, y ii) los espectros de fragmentos de disociacion inducida por colision mostrando los
patrones de fragmentacion de las uniones glucosidicas en cada glucoforma peptidica. Se proporciona una sinopsis
de los restos de glucopéptidos detectados y fragmentados derivados de la misma rodaja de gel en la tabla S3. A
partir del ion precursor m/z 1201,1 [M+2H]** una serie clara de iones de fragmentos [M+H]** indica la pérdida de seis
restos hexosa y uno N-acetilhexosamina (HexNAc), dejando el correspondiente ion fragmento peptidico con un Gnico
resto N-acetil-glucosamina (GlcNAc) unido al resto asparagina en m/z 612,8. Se obtuvieron espectros similares (pero
menos intensos) para las glucoformas H5N2 y H7N2 del mismo péptido, indicando que los N-glucanos
Mans.7GlcNAc; liberados de las proteinas de PMM existen en un Unico sitio de glucosilacion de la ASP de un solo
dominio.

Tabla S3

Variantes de glucopéptidos detectadas en el digesto triptico de la ASP de un solo dominio,
analizado por MS/MS. Se detectaron diferentes glucoformas en linea con el perfil de N-glucano
de ES de PMM, dando lugar las glucoformas H5N2 y H6N2 a las intensidades mas altas de los

iones.

lon precursor |Carga iénica | Péptido Seq Escisiones Glucano
detectado ID omitidas

727,7 [M+3H]** LRWNCTLEAK 9 1 H3N2
800,7 [M+3H]** WNCTLEAK 10 0 HBEN2
836,4 [M+3H]** LRWNCTLEAK 9 1 H5N2
876,4 [M+3H]** WNCTLEAKAR 11 1 HB6N2
890,4 [M+3H]** LRWNCTLEAK 9 1 HB6N2
957,4 [M+2H]** WNCTLEAK 10 0 H3N2
1038,4 [M+2H]** WNCTLEAK 10 0 H4N2
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Variantes de glucopéptidos detectadas en el digesto triptico de la ASP de un solo dominio,
analizado por MS/MS. Se detectaron diferentes glucoformas en linea con el perfil de N-glucano
de ES de PMM, dando lugar las glucoformas H5N2 y H6N2 a las intensidades mas altas de los

iones.
lon precursor |Carga iénica | Péptido Seq Escisiones Glucano
detectado ID omitidas
1119,9 [M+2H]** WNCTLEAK 10 0 H5N2
1200,0 [M+2H]** WNCTLEAK 10 0 HBEN2
1281,5 [M+2H]** WNCTLEAK 10 0 H7N2

3. Discusién

La combinacién de las identificaciones obtenidas por MALDI-MS a partir de fraccionamiento por electroforesis en gel
bidimensional y cromatografia de exclusién por tamafos del excretoma/secretoma de Cooperia oncophora de fase
adulta dio doce proteinas diferentes distribuidas en tres agrupaciones de distinto peso molecular (tabla 1). Mientras
un total de doce proteinas puede aparecer como modesto cuando se compara con las fracciones ES de otros
helmintos tales como Ascaris suum (41), Schistosoma japonicum (42) y Haemonchus contortus (43), que revelan
con frecuencia hasta cien o mas proteinas diferentes en su excretoma/secretoma, dichas diferencias cuantitativas
pueden surgir de una combinacion de: i) la interfase huésped-gusano que difiere sustancialmente entre parasitos y
asi que planteen exposiciones especificas durante la infeccién y ii) el excretoma/secretoma de algunos helmintos
que ya han sido desarrollados ademas, con proteinas potencialmente redundantes eliminadas y/o proteinas de alta
actividad cruciales que han sido enriquecidas. Sin embargo, aunque se identificé una serie de proteinas con
funciones desconocidas, el excretoma/secretoma de C. oncophora adulta también lleva un conjunto de proteinas
que se han observado previamente en otros nematodos/helmintos y cuyas funciones se han elucidado
(parcialmente). Entre ellas encontramos aldosa reductasa y tiorredoxina peroxidasa, dos proteinas que se sabe que
estan implicadas en mecanismos de desintoxicacion, convirtiendo la primera el metilglioxal mutagénico y toxico, un
subproducto de la glucolisis, en acetol (44), y actuando la Ultima como un antioxidante que elimina las especies
reactivas de oxigeno generadas durante el metabolismo con oxigeno, procedimientos oxidativos y respuestas
inmunitarias del huésped (45). Otra proteina documentada que se identific6 de la fraccion ES de C.
oncophora adulta es la inexina (Pfam : PF00876), un equivalente invertebrado a la familia de moléculas de
conexina. Estas son proteinas de union intercelular comunicante que, en la oligomerizacién, forman canales
intercelulares por los que pueden pasar iones y pequefias moléculas, permitiendo de ese modo la comunicacion
intercelular (46).

Aparte de dos hasta ahora moléculas no anotadas (isotig32303 e isotig10739), se revel6 adicionalmente la
agrupacioén del lugar de peso molecular bajo (PMB) que consistia esencialmente en tres proteinas diferentes, es
decir, proteina ES de 14 kDa, proteina ES de antigeno 1 y proteina ES de antigeno 2. Sorprendentemente, aunque
funcionalmente aln poco caracterizada, este conjunto de proteinas se ha observado previamente sus equivalentes
de Cooperia punctata sugeridos como candidatos potenciales a vacuna (47), sin embargo, no se ha publicado
ningun informe sobre un resultado exitoso. Por qué muestran estas proteinas dicha extensa diversidad, como se
observa en su perfil de lugares 2D-GE, sigue siendo impreciso, pero se ha propuesto la hipdtesis de que esto puede
crear una diversidad antigénica y/o un conjunto de proteinas redundantes que puede eliminarse por la respuesta
inmunitaria del huésped sin efectos perjudiciales serios sobre la viabilidad parasitaria (47).

Curiosamente, se encontré que las dos fracciones tanto de PMA como de PMM presentaban un tipo de proteina en
comun, es decir, cada una albergaba una proteina secretada asociada a activacion (ASP). Dichas proteinas
constituyen un subgrupo especifico de Strongylida de la superfamilia de proteinas CAP (también denominadas
proteinas de glucoproteina de espermatozoide /Tpx-1/Ag5/PR-1/Sc7 (SCP/TAPS); Pfam PF00188), que muestra una
extrema diversidad tanto en incidencia, alcanzando procariotas y eucariotas, y funcién, que se ha demostrado que
esta implicado en procedimientos tan diversos como la reproduccion, el cancer y la regulacion inmunitaria [48].
Hasta la fecha, sin embargo, la verdadera funcién biol6gica de las ASP sigue siendo un enigma, a pesar de los
esfuerzos sustanciales que se han hecho recientemente [49-54], e incluso aunque la investigacién en ese campo
particular esta aun en sus inicios, algunas ASP se han ensayado en pruebas de vacunacion, tanto en sus formas
nativa como recombinante [55-58]. Hasta ahora, se han encontrado ASP en tres configuraciones: i) como ASP de
doble dominio, formadas por dos dominios CAP distintos pero relacionados, ii) como ASP de un solo dominio de tipo
C y iii) como ASP de un unico dominio de tipo N, soportando el segundo y el dltimo la homologia mas alta para el C-
y N-terminal de la ASP de doble dominio, respectivamente [51]. Nuestro estudio del excretoma/secretoma de C.
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oncophora adulta dio una ASP de doble dominio como parte de la agrupacion de PMA y una ASP de un solo
dominio, perteneciendo al grupo de PMM (tabla 1). Mientras se prevé que la ASP de doble dominio transporte una
secuencia sefal y soporte dos sitios aceptores de consenso para glucosilacion unida a N, se revelé que no
transportaba ninguno de esos restos. Por otra parte, en el analisis 2D-GE se observéd un tren de cuatro lugares
distintos, todos los cuales corresponden a este ASP de doble dominio, reflejando un nivel de diversidad de
secuencias, como se describe ademas en la presente memoria. Si bien no se observé en el analisis 2D-GE, el
patron de migracion en gel unidimensional para ASP de doble dominio mostré6 un doblete en condiciones tanto
reductoras como no reductoras. Puesto que no transporta ningun resto azucar, esta observaciéon puede atribuirse al
tratamiento parcial del péptido sefal. Quiza la observacion mas sorprendente teniendo en cuenta esta ASP de doble
dominio fue que migrara una pequefia porcion como un dimero, exclusivamente en electroforesis en gel no
reductora, implicando de ese modo que se basa en puente disulfuro. Si bien se sabe que las ASP de un solo
dominio se dimerizan en solucién [49], estas son las primeras indicaciones de una ASP de doble dominio que imita
este comportamiento.

A diferencia de su contrapartida de doble dominio, la ASP de un solo dominio, como se encuentra en la agrupacion
de proteinas de PMM, no mostr6 sefiales signos de diversidad de secuencias detectables u oligomerizacion.
Curiosamente, la corroboracion de las predicciones in silico en términos de secuencia sefial y sitios de consenso de
N-glucosilacion, se demostré por supuesto que la ASP de un solo dominio transportaba un resto de glucano unido a
N en Asn93. Aunque su impacto general en la estructura de la proteina y la inmunogenicidad aun tiene que
determinarse de manera concluyente, se encontr6 que la estructura del grupo glucano se parecia a la de la ASP de
un solo dominio de Ostertagia ostertagi [53], cuya estructura cristalina se resolvié recientemente y sugiere una
funcién estructural modesta para el resto glucano. De manera analoga a la ASP de doble dominio, en el analisis por
electroforesis en gel unidimensional de la ASP de un solo dominio se observé un doblete de bandas con la banda de
peso molecular inferior mucho menos abundante cuando se compara con la situacion de la ASP de doble dominio,
donde las dos bandas del doblete eran casi igualmente intensas. Posiblemente, la banda de ASP de un solo dominio
inferior representa la proteina desprovista de su resto glucano unido a Asn93.

Nuestra prueba de vacunacién demostr6 que la fraccion de proteinas de PMA, consistente esencialmente en la ASP
de doble dominio, es particularmente Util para desarrollo de vacunas, con niveles de reduccion de EPG que
sobrepasan el 90 %, inhibe drasticamente las larvas L4 y disminuye sustancialmente las longitudes de los gusanos
cuando se compara con el grupo de control (tabla 2). Es mas, en el suelo de terneros inmunizados, los niveles de
IgG1 se elevan con su administracién, con también una respuesta marginal de IgG2 (figura 3). Finalmente, la
vacunacion con la fraccién de PMA confirid proteccion contra una infeccion natural con Cooperia oncophora en una
prueba practica.

En conclusion, la ASP de doble dominio da niveles sustanciales de proteccion y muestra baja complejidad en
términos de modificaciones postraduccionales, facilitando de ese modo su procedimiento a mayor escala
recombinante. Como se observd anteriormente, la fraccion de PMA eficaz empleada en la prueba de vacuna
consisti6 mayormente en ASP de doble dominio y es un componente de vacuna contra Cooperia
oncophera preferido.
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<400> 4
gatgagatca ggaaagtctt ccttgacaag cacaatgagt atcggtcact cgttgctaaa 60
ggacaggctc cgaatccaca gtttggcgga tctactccaa aggccgctag aatgctcaaa 120
gcgatgtacg attgcgatgt tgaagaagac atgacgaagt gggctcaage gcagtgcacg 180
tacgcaccat tcaaaagtag caaacattac ggccggaaca catggggcat gggtgtcecct 240
aactacaaca agacagcagc tgcagaatcg agtgtttacg actggttctce cgaactacgg 300
cgctatggtg ttcctcaaga taacgtgtat acaagagatg ttgactacag tgcttatcaa 360
tacgctcaga tggtttggca agacagttac aaaattggat gtgtegtgge atggtgtcecca 420
agcgtgacct gggtagcgtg cggatacagt ccagcaggag ataatatcgg atccctaatt 480
tacgagcttg gagaaccgtg tacgaagaat gaagactgta aatgcaccga ctgcacatgt 540
agtgaaggag aagctctttg tatacctcect ggaggaccaa aacccgctac cactgcaagce 600
accacaacca agacaacgac cactacaaag cctacgacga cgacgacgaa actttcgacc 660
actacggcga agccaacgac gaccttcgat agagctgegt gggaggagtc ggtcaagagg 720
ccagtagcge gttgcactct tgacaacgga atgacagacg aggccaggca ggttttccectt 780
gacaagcaca acgagtaccg acaactagtt gcaagaggag aagctaaaaa caagacagga 840
ttggctcege cggcagctag aatgctacaa atgaggtacg attgcgacct tgaggcacat 900
gttatggagc acgttaaaca atgtaaaggc ggacattcat catttgatgt gcttaaaggt 960
agggggcaga acatatgggc cataactgtc cctaacttgg acaaggctga tgctgcaaac 1020
cggagtgtcc atgactggta catcgaatta acgaaatatg gtataactgc agataacaag 1080
atatcaatgg acaatgctgc aaacactggt cattactcgec aggtagtttg gcaaaagtcg 1140
aacagacttg gatgtgcagc ggtgtcctgt ccagaacaag gaaaactctt tgtaggttgce 1200
gaatatttac caggagggaa cacacttcac catctgattt acgatatcgg agagccatge 1260
aaacgg 1266
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gatgagatca
ggacaggctc
gcgaggtacg
tacgcaccat
aactacaaca
cgctatggtg
tacgctcaga
agcatgacct
tacgagcttg
agtgaaggag
accacgacca
actacggcga
ccagtagcge
gacaagcaca
ttggctececge
gttatggagc
agggggcaga

cggagtgtcce

gaaaagtctt
cgaatccaca
attgcgatgt
tcaaaagtag
agatagcagc
ttcctcaaga
tggtttggca
gggtagegtg
gagaaccgtg
aagctctttg
agacaacgac
agccaacgac
gttgcactct
acgagtaccg
cggcagctag
acgttaaaca
acatatgggce

atgactggta
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ccttgacaag
gtttggcggg
tgaagaagac
caaacgttac
tgcagaatcg
taacgtgtat
agacagttac
cggatacagt
tacaaagaat
tatacctcct
cactacagag
gaccttcgat
tgacaacgga
gcaactagtt
aatgctacaa
atgtaaaggc
cataactgtc

catcgaatta

cacaatgagt
tctactccaa
atgacgaagt
ggccggaaca
agtgttgacg
acaagagatg
aaaattggat
ccagcaggag
gaagactgta
ggagaaccga
cctacgacaa
agagctgcgt
atgacagacg
gcaagaggag
atgaggtacg
ggacattcat
cctaacttgg

acgaaatatg

40

atcggtcact
aggccgctag
gggctcaagc
catggggaat
actggttctt
ttgactacag
gtgtecgtgge
ataatatcgg
aatgcaccga
aacccgctac
cgacgacgga
gggaggagtc
aggccaggca
aagctaaaaa
attgcgacct
catttgatgt
acaaggctga

gtataactgc

cgttgctaaa
aatgctcaaa
gcagtgcacg
gggtgtccecct
cgaactacgg
tgcttatcat
atggtgtcca
atccctaatt
ctgcacatgt
cactgcaagc
accgtcgacce
ggtcaagagg
ggtttcecctce
caagacagga
tgaggcacat
gcttaaaggt
tgctgcaaac

agataacaag

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080
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atatcaatgg acaatgctgc aaacactggt cattactcge aggtagtttg gcaaaagtcg 1140
aacagacttg gatgtgcagc ggtgtcctgt ccagaacaag gaaaactctt tgtaggttge 1200

gaatatttac caggagggaa cacacttcac catctgattt acgatatcgg agagccatge 1260
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Leu Arg Trp Asn Cys Thr Leu Glu Ala Lys
1 5 10
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<213> Cooperia oncophora
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Trp Asn Cys Thr Leu Glu Ala Lys
1 5

<210> 11
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Trp Asn Cys Thr Leu Glu Ala Lys Ala Arg

1 5 10
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Asp

Ala

Gly

80

Ala

Gly

Tyr

Val

Pro

160

Cys

Gly

Ala

Thr

Arg

240

Leu

His

Thr

Cys



Asp

305

His

Ile

His

Lys

Val

385

Glu

Thr

Glu

Cys

290

Leu

Ser

Thr

Asp

Ile

370

Trp

Gln

Leu

Asp

Ile
450

<210> 18
<211> 453
<212> PRT

<213> Cooperia oncophora

<400> 18

Glu

Ser

Val

Trp

355

Ser

Gln

Gly

His

Cys

435

Asn

Ala

Phe

Pro

340

Tyr

Met

Lys

Lys

His

420

Lys

Pro

His

Asp

325

Asn

Ile

Asp

Ser

Leu

405

Leu

Cys

Asn

Val

310

vVal

Leu

Glu

Asn

Asn

390

Phe

Ile

Ser
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295

Met

Leu

Asp

Leu

Ala

375

Arg

Val

Tyr

Ser

Glu

Lys

Lys

Thr

360

Ala

Leu

Gly

Asp

Cys
440

His

Gly

Ala

345

Lys

Asn

Gly

Cys

Ile

425

Arg

Val

Arg

330

Asp

Tyr

Thr

Cys

Glu

410

Gly

Cys

47

Lys

315

Gly

Ala

Gly

Gly

Ala

395

Tyr

Glu

Ser

300

Gln

Gln

Ala

Ile

His

380

Ala

Leu

Pro

Thr

Cys

Asn

Asn

Thr

365

Tyr

Val

Pro

Cys

Gln
445

Lys

Ile

Arg

350

Ala

Ser

Ser

Gly

Lys

430

Leu

Gly

Trp

335

Ser

Asp

Gln

Cys

Gly

415

Arg

Ser

Gly

320

Ala

Val

Asn

Val

Pro

400

Asn

Asp

Met



Leu

Leu

Pro

Lys

Cys Ser

Asp Lys

Asn Pro

35

Ala Arg

Leu

His

20

Gln

Tyr
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Asp Asn Gly Met Thr
5

Asn Glu Tyr Arg Ser
25

Phe Gly Gly Ser Thr
40

Asp Cys Asp Val Glu

Asp Glu Ile Arg Lys Val Phe
10 15

Leu Val Ala Lys Gly Gln Ala
30

Pro Lys Ala Ala Arg Met Leu
45

Glu Asp Met Thr Lys Trp Ala
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Gln

65

Arg

Ala

Val

His

Val

145

Ala

Thr

Glu

Ser

Thr

225

Ala

Asp

Asn

Gly

50

Ala

Asn

Glu

Pro

Tyr

130

Ala

Gly

Lys

Ala

Thr

210

Glu

Ala

Asn

Glu

Leu
290

Gln

Thr

Ser

Gln

115

Ala

Trp

Asp

Asn

Leu

195

Thr

Pro

Trp

Gly

Tyr

275

Ala

Cys

Trp

Ser

100

Asp

Gln

Cys

Asn

Glu

180

Cys

Thr

Ser

Glu

Met

260

Arg

Pro

Thr

Gly

85

Val

Asn

Met

Pro

Ile

165

Asp

Ile

Lys

Thr

Glu

245

Thr

Gln

Pro

Tyr

70

Met

Asp

Val

Val

Ser

150

Gly

Cys

Pro

Thr

Thr

230

Ser

Asp

Leu

Ala

55

Ala

Gly

Asp

Tyr

Trp

135

Met

Ser

Lys

Pro

Thr

215

Thr

val

Glu

val

Ala
295
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Pro

Val

Trp

Thr

120

Gln

Thr

Leu

Cys

Gly

200

Thr

Ala

Lys

Ala

Ala

280

Arg

Phe

Pro

Phe

105

Arg

Asp

Trp

Ile

Thr

185

Glu

Thr

Lys

Arg

Arg

265

Arg

Met

Lys

Asn

90

Phe

Asp

Ser

Val

Tyr

170

Asp

Pro

Thr

Pro

Pro

250

Gln

Gly

Leu

49

Ser

75

Tyr

Glu

vVal

Tyr

Ala

155

Glu

Cys

Lys

Glu

Thr

235

Val

val

Glu

Gln

60

Ser

Asn

Leu

Asp

Lys

140

Cys

Leu

Thr

Pro

Pro

220

Thr

Ala

Phe

Ala

Met
300

Lys

Lys

Arg

Tyr

125

Ile

Gly

Gly

Cys

Ala

205

Thr

Thr

Arg

Leu

Lys

285

Arg

Arg

Ile

Arg

110

Ser

Gly

Tyr

Glu

Ser

1390

Thr

Thr

Phe

Cys

Asp

270

Asn

Tyr

Tyr

Ala

95

Tyr

Ala

Cys

Ser

Pro

175

Glu

Thr

Thr

Asp

Thr

255

Lys

Lys

Asp

Gly

80

Ala

Gly

Tyr

Val

Pro

160

Cys

Gly

Ala

Thr

Arg

240

Leu

His

Thr

Cys



Asp

305

His

Ile

His

Lys

Val

385

Glu

Thr

Glu

Cys

Leu

Ser

Thr

Asp

Ile

370

Trp

Gln

Leu

Asp

Ile
450

<210> 19
<211> 1359
<212> ADN

<213> Cooperia oncophora

<400> 19
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Ser

Val

Trp

355

Ser

Gln

Gly

His

Cys

435

Asn

Ala

Phe

Pro

340

Tyr

Met

Lys

Lys

His

420

Lys

Pro
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Asp

325

Asn

Ile

Asp

Ser

Leu

405

Leu

Cys

Asn

Val

310
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Leu

Glu

Asn

Asn

390

Phe

Tle

Ser
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Met

Leu

Asp

Leu

Ala

375

Arg

Val

Tyr

Ser

Glu

Lys

Lys

Thr

360

Ala

Leu
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Cys
440

His

Gly

Ala

345

Lys

Asn

Gly

Cys

Ile

425

Arg

50

Val

Arg

330

Asp

Tyr

Thr

Cys

Glu

410
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Cys

Lys

315
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Gly
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Ala

395

Tyr
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Gln

Gln

Ala

Ile

His

380

Ala
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Thr

Cys

Asn
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Thr

365

Tyr
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Cys

Gln
445

Lys
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350

Ala

Ser

Ser
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Lys

430

Leu
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Trp
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Cys
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Pro

400

Asn
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ctttgctege ttgataatgg aatgacagat gagatcagaa aagtcttcct tgacaagcac 60
aatgagtacc ggtcactcgt tgctaaagga caggctctga atccacagtt tggegggtct 120
actccaaagg ccgcetagaat getcaaageg aggtacgatt gegatgttga agaagacatg 180
acgaagtggg ctcaagcgca gtgcacgtac gcaccattca aaagtagcaa acgttacgge 240
cggaacacat ggggcatggg tgtccctaac tacaacaaga cagcagctge agaatcgagt 300
gtttacgact ggttcttcga actacggcgce tatggtgttc ctcaagataa cgtgtataca 360
agagatgttg actacagtgc ttatcattac gctcagatgg tttggcaaga tagttacaaa 420
attggatgtg tcgtggcatg gtgtccaagc atgacctggg tagcatgegg atacagtcca 480
gcaggagata atatcggatc cctaatttac gagcttggag aaccgtgtac aaagaatgaa 540
gactgtaaat gcaccgactg cacatgtagt gaaggagaag ctctttgtat acctcctgga 600
ggaccgaaac ccgctaccac tgcaagcacc acgaccaaga caacgaccac tacaaagcct 660
acgacgacga cgacggaacc ttcgaccact acggcgaagc caacgacgac cttcgataga 720
gctgcegtggg aggagtcggt caagaggcca gtagcegegtt gcactcttga caacggaatg 780
acagacgagg ccaggcaggt tttccttgac aagcacaacg agtaccggca actagttgca 840
agaggagaag ctaaaaacaa gacaggattg gctccgccgg cagctagaat gctacaaatg 900
aggtacgatt gcgaccttga ggcacatgtt atggagcacg ttaaacagtg taaaggcgga 960
cattcatcat ttgatgtgct taaaggtagg gggcagaaca tatgggccat aactgtccct 1020
aacttggaca aggctgatgc tgcaaaccgg agtgtccatg actggtacat cgaattaacg 1080
aaatatggta taaccgcaga taacaagata tcaatggaca atgctgcaaa cactggtcat 1140
tactcgcagg tagtttggca aaagtcgaac agacttggat gtgcageggt gtcecctgtcca 1200
gaacaaggaa aactctttgt aggttgcgaa tatttaccag gagggaacac acttcaccat 1260
ctgatttacg atatcggaga gccatgcaaa cgggatgaag attgtaagtg cagctcctge 1320
agatgcagca cacaattatc catgtgtatc aaccctaac 1359

<210> 20

<211> 1359

<212> ADN

<213> Cooperia oncophora

<400> 20

51



ES2717441 T3

ctttgectege tggataatgg aatgacagat gagatcagga aagtcttcct tgacaagcac 60
aatgagtatc ggtcactcgt tgctaaagga caggctccga atccacagtt tggcggatct 120
actccaaagg ccgctagaat gctcaaagcg atgtacgatt gcgatgttga agaagacatg 180
acgaagtggg ctcaagcgca gtgcacgtac gcaccattca aaagtagcaa acattacggce 240
cggaacacat ggggcatggg tgtccctaac tacaacaaga cagcagctgc agaatcgagt 300
gtttacgact ggttctccga actacggcge tatggtgttc ctcaagataa cgtgtataca 360
agagatgttg actacagtgc ttatcaatac gctcagatgg tttggcaaga cagttacaaa 420
attggatgtg tcgtggcatg gtgtccaage gtgacctggg tagcgtgcgg atacagtcca 480
gcaggagata atatcggatc cctaatttac gagcttggag aaccgtgtac gaagaatgaa 540
gactgtaaat gcaccgactg cacatgtagt gaaggagaag ctctttgtat acctcctgga 600
ggaccaaaac ccgctaccac tgcaagcacc acaaccaaga caacgaccac tacaaagcct 660
acgacgacga cgacgaaact ttcgaccact acggcgaagc caacgacgac cttcgataga 720
gctgegtggg aggagtcecggt caagaggcca gtagegegtt gcactcettga caacggaatg 780
acagacgagg ccaggcaggt tttccttgac aagcacaacg agtaccgaca actagttgca 840
agaggagaag ctaaaaacaa gacaggattg gctccgeccgg cagctagaat gctacaaatg 900
aggtacgatt gcgaccttga ggcacatgtt atggagcacg ttaaacaatg taaaggcgga 960
cattcatcat ttgatgtgct taaaggtagg gggcagaaca tatgggccat aactgtccct 1020
aacttggaca aggctgatgc tgcaaaccgg agtgtccatg actggtacat cgaattaacg 1080
aaatatggta taactgcaga taacaagata tcaatggaca atgctgcaaa cactggtcat 1140
tactcgcagg tagtttggca aaagtcgaac agacttggat gtgcagcggt gtcctgtcca 1200
gaacaaggaa aactctttgt aggttgcgaa tatttaccag gagggaacac acttcaccat 1260
ctgatttacg atatcggaga gccatgcaaa cgggatgaag attgtaagtg cagctcctge 1320
agatgcagca cacaattatc catgtgtatc aaccctaac 1359

<210> 21

<211> 1359

<212> ADN

<213> Cooperia oncophora

<400> 21
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ctttgetege
aatgagtatc
actccaaagg
acgaagtggg
cggaacacat
gttgacgact
agagatgttg
attggatgtg
gcaggagata
gactgtaaat
gaaccgaaac
acgacaacga
gctgegtggyg
acagacgagg
agaggagaag
aggtacgatt
cattcatcat
aacttggaca

aaatatggta

tactcgcagg tagtttggca
gaacaaggaa aactctttgt
ctgatttacg atatcggaga

agatgcagca cacaattgtc

tggataatgg
ggtcactcgt
ccgctagaat
ctcaagcgca
ggggaatggg
ggttcttcga
actacagtgce
tcgtggcatg
atatcggatc
gcaccgactg
ccgetaccac
cgacggaacc
aggagtcggt
ccaggcaggt
ctaaaaacaa
gcgaccttga
ttgatgtgct
aggctgatgce

taactgcaga
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aatgacagat
tgctaaagga
gctcaaagcg
gtgcacgtac
tgtccctaac
actacggcgce
ttatcattac
gtgtccaagce
cctaatttac
cacatgtagt
tgcaagcacc
gtcgaccact
caagaggcca
ttcecctegac
gacaggattg
ggcacatgtt
taaaggtagg
tgcaaaccgg

taacaagata

aaagtcgaac
aggttgcgaa
gccatgcaaa

catgtgtatc

gagatcagaa
caggctccga
aggtacgatt
gcaccattca
tacaacaaga
tatggtgttc
gctcagatgg
atgacctggg
gagcttggag
gaaggagaag
acgaccaaga
acggcgaagce
gtagcgegtt
aagcacaacg
gctccgeecgg
atggagcacg
gggcagaaca
agtgtccatg

tcaatggaca

aaccctaac
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aagtcttcct
atccacagtt
gcgatgttga
aaagtagcaa
tagcagctge
ctcaagataa
tttggcaaga
tagcgtgegg
aaccgtgtac
ctctttgtat
caacgaccac
caacgacgac
gcactcttga
agtaccggca
cagctagaat
ttaaacaatg
tatgggccat
actggtacat

atgctgcaaa

tgacaagcac
tggcgggtcet
agaagacatg
acgttacggce
agaatcgagt
cgtgtataca
cagttacaaa
atacagtcca
aaagaatgaa
acctcectgga
tacagagcct
cttcgataga
caacggaatg
actagttgca
gctacaaatg
taaaggcgga
aactgtccct
cgaattaacg

cactggtcat

agacttggat gtgcagcggt gtcctgtcca
tatttaccag gagggaacac acttcaccat

cgggatgaag attgtaagtg cagctcctgce

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1359
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REIVINDICACIONES

1. Una proteina de Cooperia oncophora, o un fragmento inmunoégeno de dicha proteina, aislados, caracterizada por
que dicha proteina, o su fragmento inmunégeno, comprende una secuencia de aminoacidos que presenta una
identidad de secuencias de al menos un 85 % para la secuencia de aminoacidos representada en SEQ ID NO : 1.

2. La proteina, o su fragmento inmunogeno, aislados segun la reivindicacién 1, en donde dicha proteina o dicho
fragmento comprende una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de secuencias de al menos un 90 %
para la secuencia de aminodcidos representada en SEQ ID NO : 1.

3. Una secuencia de acidos nucleicos aislada que codifica la proteina o el fragmento inmundgeno segun las
reivindicaciones 1 o 2.

4. La secuencia de acidos nucleicos segun la reivindicacion 3, que tiene al menos un 85 % de identidad con la
secuencia de acidos nucleicos representada en SEQ ID NO : 2.

5. La secuencia de acidos nucleicos segun la reivindicacion 3, que tiene al menos un 90 % de identidad con la
secuencia de acidos nucleicos representada en SEQ ID NO : 2.

6. Una molécula de ADN recombinante que comprende una secuencia de &cidos nucleicos segun las
reivindicaciones 3 0 4, y un promotor unido funcionalmente.

7. Un vector que comprende una secuencia de acidos nucleicos segun las reivindicaciones 3 0 4, o una molécula de
ADN recombinante segun la reivindicacion 6.

8. El vector segun la reivindicacion 7, siendo dicho vector un plasmido, bacteri6fago, cdsmido, virus o
minicromosoma.

9. Una célula huésped que comprende una secuencia de acidos nucleicos segun las reivindicaciones 3 o 4, una
molécula de ADN recombinante segun la reivindicacién 6, o un vector segln las reivindicaciones 7 u 8.

10. La célula huésped segun la reivindicacion 9, siendo dicha célula huésped una célula animal, una célula
bacteriana, una célula de levadura, una célula de insecto o una célula vegetal.

11. La proteina o el fragmento inmundgeno segun las reivindicaciones 1 o 2, el &cido nucleico segun las
reivindicaciones 3 o 4, la molécula de ADN recombinante segun la reivindicacion 6, el vector segun las
reivindicaciones 7 u 8, o la célula huésped segun las reivindicaciones 9 o 10, para uso como medicamento.

12. La proteina o el fragmento inmundgeno segun las reivindicaciones 1 o 2, el &cido nucleico segun las
reivindicaciones 3 o 4, la molécula de ADN recombinante segln la reivindicacion 6, el vector segin las
reivindicaciones 7 u 8, o la célula huésped segun las reivindicaciones 9 o 10, para uso en la prevencion o en el
tratamiento de una infeccidn por Cooperia oncophora.

13. El uso de una proteina o un fragmento inmundégeno segun las reivindicaciones 1 o 2, el acido nucleico segun las
reivindicaciones 3 o 4, la molécula de ADN recombinante segun la reivindicacion 6, el vector segun las
reivindicaciones 7 u 8, o la célula huésped segun las reivindicaciones 9 o 10, para la fabricacion de una vacuna
contra infeccién por Cooperia oncophora.

14. Una vacuna contra infeccion por Cooperia oncophora, caracterizada por que dicha vacuna comprende al menos
una proteina o un acido nucleico segln una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, y un portador o diluyente
farmacéuticamente aceptable.

15. La vacuna segun la reivindicacion 14, caracterizada por que dicha vacuna comprende ademas un adyuvante.
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Figura 1
A. Variante A de ASP de doble dominio

DEIRKVFLDKHNEYRSLVAKGQALNPQFGGSTPKAARMLKARYDCDVEEDMTKWAQAQCTYAPFKSSKRYGRNT
WGMGVPNYNKTAAAESSVYDWFFELRRYGVPQDNVYTRDVDYSAYHYAQMVWQDSYKIGCVVAWCPSMTWV
ACGYSPAGDNIGSLIYELGEPCTKNEDCKCTDCTCSEGEALCIPPGGPKPATTASTTTKTTTTTKPTTTTTEPSTTTA
KPTTTFDRAAWEESVKRPVARCTLDNGMTDEARQVFLDKHNEYRQLVARGEAKNKTGLAPPAARMLQMRYDC
DLEAHVMEHVKQCKGGHSSFDVLKGRGQNIWAITVPNLDKADAANRSVHDWYIELTKYGITADNKISMDNAANT
GHYSQVVWQKSNRLGCAAVSCPEQGKLFVGCEYLPGGNTLHHLIYDIGEPCKR (SEQ ID NO: 1)

GATGAGATCAGAAAAGTCTTCCTTGACAAGCACAATGAGTACCGGTCACTCGTTGCTAAAGGACAGGCTCTGAAT
CCACAGTTTGGCGGGTCTACTCCAAAGGCCGCTAGAATGCTCAAAGCGAGGTACGATTGCGATGTTGAAGAAGAC
ATGACGAAGTGGGCTCAAGCGCAGTGCACGTACGCACCATTCAAAAGTAGCAAACGTTACGGCCGGAACACATGG
GGCATGGGTGTCCCTAACTACAACAAGACAGCAGCTGCAGAATCGAGTGTTTACGACTGGTTCTTCGAACTACGG
CGCTATGGTGTTCCTCAAGATAACGTGTATACAAGAGATGTTGACTACAGTGCTTATCATTACGCTCAGATGGTT
TGGCAAGATAGTTACAAAATTGGATGTGTCGTGGCATGGTGTCCAAGCATGACCTGGGTAGCATGCGGATACAG
TCCAGCAGGAGATAATATCGGATCCCTAATTTACGAGCTTGGAGAACCGTGTACAAAGAATGAAGACTGTAAAT
GCACCGACTGCACATGTAGTGAAGGAGAAGCTCTTTGTATACCTCCTGGAGGACCGAAACCCGCTACCACTGCAA
GCACCACGACCAAGACAACGACCACTACAAAGCCTACGACGACGACGACGGAACCTTCGACCACTACGGCGAAGC
CAACGACGACCTTCGATAGAGCTGCGTGGGAGGAGTCGGTCAAGAGGCCAGTAGCGCGTTGCACTCTTGACAACG
GAATGACAGACGAGGCCAGGCAGGTTTTCCTTGACAAGCACAACGAGTACCGGCAACTAGTTGCAAGAGGAGAA
GCTAAAAACAAGACAGGATTGGCTCCGCCGGCAGCTAGAATGCTACAAATGAGGTACGATTGCGACCTTGAGGCA
CATGTTATGGAGCACGTTAAACAGTGTAAAGGCGGACATTCATCATTTGATGTGCTTAAAGGTAGGGGGCAGAA
CATATGGGCCATAACTGTCCCTAACTTGGACAAGGCTGATGCTGCAAACCGGAGTGTCCATGACTGGTACATCGA
ATTAACGAAATATGGTATAACCGCAGATAACAAGATATCAATGGACAATGCTGCAAACACTGGTCATTACTCGC
AGGTAGTTTGGCAAAAGTCGAACAGACTTGGATGTGCAGCGGTGTCCTGTCCAGAACAAGGAAAACTCTTTGTA
GGTTGCGAATATTTACCAGGAGGGAACACACTTCACCATCTGATTTACGATATCGGAGAGCCATGCAAACGG
(SEQID NO: 2)

B. Variante B de ASP de doble dominio

DEIRKVFLDKHNEYRSLVAKGQAPNPQFGGSTPKAARMLKAMYDCDVEEDMTKWAQAQCTYAPFKSSKHYGRN
TWGMGVPNYNKTAAAESSVYDWFSELRRYGVPQDNVYTRDVDYSAYQYAQMVWQDSYKIGCVVAWCPSVTWV
ACGYSPAGDNIGSLIYELGEPCTKNEDCKCTDCTCSEGEALCIPPGGPKPATTASTTTKTTTTTKPTTTTTKLSTTT

AKPTTTFDRAAWEESVKRPVARCTLDNGMTDEARQVFLDKHNEYRQLVARGEAKNKTGLAPPAARMLQMRYD

CDLEAHVMEHVKQCKGGHSSFDVLKGRGQNIWAITVPNLDKADAANRSVHDWYIELTKYGITADNKISMDNAAN
TGHYSQVVWQKSNRLGCAAVSCPEQGKLFVGCEYLPGGNTLHHLIYDIGEPCKR (SEQ ID NO: 3)
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Figura 1 (continda)

GATGAGATCAGGAAAGTCTTCCTTGACAAGCACAATGAGTATCGGTCACTCGTTGCTAAAGGACAGGCTCCGAAT
CCACAGTTTGGCGGATCTACTCCAAAGGCCGCTAGAATGCTCAAAGCGATGTACGATTGCGATGTTGAAGAAGAC
ATGACGAAGTGGGCTCAAGCGCAGTGCACGTACGCACCATTCAAAAGTAGCAAACATTACGGCCGGAACACATGG
GGCATGGGTGTCCCTAACTACAACAAGACAGCAGCTGCAGAATCGAGTGTTTACGACTGGTTCTCCGAACTACGG
CGCTATGGTGTTCCTCAAGATAACGTGTATACAAGAGATGTTGACTACAGTGCTTATCAATACGCTCAGATGGTT
TGGCAAGACAGTTACAAAATTGGATGTGTCGTGGCATGGTGTCCAAGCGTGACCTGGGTAGCGTGCGGATACAGT
CCAGCAGGAGATAATATCGGATCCCTAATTTACGAGCTTGGAGAACCGTGTACGAAGAATGAAGACTGTAAATG
CACCGACTGCACATGTAGTGAAGGAGAAGCTCTTTGTATACCTCCTGGAGGACCAAAACCCGCTACCACTGCAAG
CACCACAACCAAGACAACGACCACTACAAAGCCTACGACGACGACGACGAAACTTTCGACCACTACGGCGAAGCC
AACGACGACCTTCGATAGAGCTGCGTGGGAGGAGTCGGTCAAGAGGCCAGTAGCGCGTTGCACTCTTGACAACGG
AATGACAGACGAGGCCAGGCAGGTTTTCCTTGACAAGCACAACGAGTACCGACAACTAGTTGCAAGAGGAGAAG
CTAAAAACAAGACAGGATTGGCTCCGCCGGCAGCTAGAATGCTACAAATGAGGTACGATTGCGACCTTGAGGCAC
ATGTTATGGAGCACGTTAAACAATGTAAAGGCGGACATTCATCATTTGATGTGCTTAAAGGTAGGGGGCAGAAC
ATATGGGCCATAACTGTCCCTAACTTGGACAAGGCTGATGCTGCAAACCGGAGTGTCCATGACTGGTACATCGAA
TTAACGAAATATGGTATAACTGCAGATAACAAGATATCAATGGACAATGCTGCAAACACTGGTCATTACTCGCA
GGTAGTTTGGCAAAAGTCGAACAGACTTGGATGTGCAGCGGTGTCCTGTCCAGAACAAGGAAAACTCTTTGTAG
GTTGCGAATATTTACCAGGAGGGAACACACTTCACCATCTGATTTACGATATCGGAGAGCCATGCAAACGG (SEQ
ID NO: 4)

C. Variante C de ASP de doble dominio

DEIRKVFLDKHNEYRSLVAKGQAPNPQFGGSTPKAARMLKARYDCDVEEDMTKWAQAQCTYAPFKSSKRYGRNT
WGMGVPNYNKIAAAESSVDDWFFELRRYGVPQDNVYTRDVDYSAYHYAQMVWQDSYKIGCVVAWCPSMTWVA
CGYSPAGDNIGSLIYELGEPCTKNEDCKCTDCTCSEGEALCIPPGEPKPATTASTTTKTTTTTEPTTTTTEPSTTTAK
PTTTFDRAAWEESVKRPVARCTLDNGMTDEARQVFLDKHNEYRQLVARGEAKNKTGLAPPAARMLQMRYDCD
LEAHVMEHVKQCKGGHSSFDVLKGRGQNIWAITVPNLDKADAANRSVHDWYIELTKYGITADNKISMDNAANTG
HYSQVVWQKSNRLGCAAVSCPEQGKLFVGCEYLPGGNTLHHLIYDIGEPCKR (SEQ ID NO: 5)

GATGAGATCAGAAAAGTCTTCCTTGACAAGCACAATGAGTATCGGTCACTCGTTGCTAAAGGACAGGCTCCGAAT
CCACAGTTTGGCGGGTCTACTCCAAAGGCCGCTAGAATGCTCAAAGCGAGGTACGATTGCGATGTTGAAGAAGAC
ATGACGAAGTGGGCTCAAGCGCAGTGCACGTACGCACCATTCAAAAGTAGCAAACGTTACGGCCGGAACACATGG
GGAATGGGTGTCCCTAACTACAACAAGATAGCAGCTGCAGAATCGAGTGTTGACGACTGGTTCTTCGAACTACGG
CGCTATGGTGTTCCTCAAGATAACGTGTATACAAGAGATGTTGACTACAGTGCTTATCATTACGCTCAGATGGTT
TGGCAAGACAGTTACAAAATTGGATGTGTCGTGGCATGGTGTCCAAGCATGACCTGGGTAGCGTGCGGATACAGT
CCAGCAGGAGATAATATCGGATCCCTAATTTACGAGCTTGGAGAACCGTGTACAAAGAATGAAGACTGTAAATG
CACCGACTGCACATGTAGTGAAGGAGAAGCTCTTTGTATACCTCCTGGAGAACCGAAACCCGCTACCACTGCAAG
CACCACGACCAAGACAACGACCACTACAGAGCCTACGACAACGACGACGGAACCGTCGACCACTACGGCGAAGCC
AACGACGACCTTCGATAGAGCTGCGTGGGAGGAGTCGGTCAAGAGGCCAGTAGCGCGTTGCACTCTTGACAACGG
AATGACAGACGAGGCCAGGCAGGTTTCCCTCGACAAGCACAACGAGTACCGGCAACTAGTTGCAAGAGGAGAAGC
TAAAAACAAGACAGGATTGGCTCCGCCGGCAGCTAGAATGCTACAAATGAGGTACGATTGCGACCTTGAGGCACA
TGTTATGGAGCACGTTAAACAATGTAAAGGCGGACATTCATCATTTGATGTGCTTAAAGGTAGGGGGCAGAACA
TATGGGCCATAACTGTCCCTAACTTGGACAAGGCTGATGCTGCAAACCGGAGTGTCCATGACTGGTACATCGAAT
TAACGAAATATGGTATAACTGCAGATAACAAGATATCAATGGACAATGCTGCAAACACTGGTCATTACTCGCAG
GTAGTTTGGCAAAAGTCGAACAGACTTGGATGTGCAGCGGTGTCCTGTCCAGAACAAGGAAAACTCTTTGTAGGT
TGCGAATATTTACCAGGAGGGAACACACTTCACCATCTGATTTACGATATCGGAGAGCCATGCAAACGG (SEQ ID
NO: 6)
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D. Variantes de ASP de doble dominio incluyendo N- y C-terminales

Variante A

LCSLDNGMTDEIRKVFLDKHNEYRSLVAKGQALNPQFGGSTPKAARMLKARYDCDVEEDMTKWAQAQCTYAPF
KSSKRYGRNTWGMGVPNYNKTAAAESSVYDWFFELRRYGVPQDNVYTRDVDYSAYHYAQMVWQDSYKIGCVVA
WCPSMTWVACGYSPAGDNIGSLIYELGEPCTKNEDCKCTDCTCSEGEALCIPPGGPKPATTASTTTKTTTTTKPTT
TTTEPSTTTAKPTTTFDRAAWEESVKRPVARCTLDNGMTDEARQVFLDKHNEYRQLVARGEAKNKTGLAPPAA
RMLQMRYDCDLEAHVMEHVKQCKGGHSSFDVLKGRGQNIWAITVPNLDKADAANRSVHDWYIELTKYGITADN
KISMDNAANTGHYSQVVWQKSNRLGCAAVSCPEQGKLFVGCEYLPGGNTLHHLIYDIGEPCKR
DEDCKCSSCRCSTQLSMCINPN (SEQ ID NO: 16)

CTTTGCTCGCTTGATAATGGAATGACAGATGAGATCAGAAAAGTCTTCCTTGACAAGCACAATGAGTACCGGTCA
CTCGTTGCTAAAGGACAGGCTCTGAATCCACAGTTTGGCGGGTCTACTCCAAAGGCCGCTAGAATGCTCAAAGCG
AGGTACGATTGCGATGTTGAAGAAGACATGACGAAGTGGGCTCAAGCGCAGTGCACGTACGCACCATTCAAAAG
TAGCAAACGTTACGGCCGGAACACATGGGGCATGGGTGTCCCTAACTACAACAAGACAGCAGCTGCAGAATCGAG
TGTTTACGACTGGTTCTTCGAACTACGGCGCTATGGTGTTCCTCAAGATAACGTGTATACAAGAGATGTTGACTA
CAGTGCTTATCATTACGCTCAGATGGTTTGGCAAGATAGTTACAAAATTGGATGTGTCGTGGCATGGTGTCCAAG
CATGACCTGGGTAGCATGCGGATACAGTCCAGCAGGAGATAATATCGGATCCCTAATTTACGAGCTTGGAGAACC
GTGTACAAAGAATGAAGACTGTAAATGCACCGACTGCACATGTAGTGAAGGAGAAGCTCTTTGTATACCTCCTG
GAGGACCGAAACCCGCTACCACTGCAAGCACCACGACCAAGACAACGACCACTACAAAGCCTACGACGACGACGA
CGGAACCTTCGACCACTACGGCGAAGCCAACGACGACCTTCGATAGAGCTGCGTGGGAGGAGTCGGTCAAGAGGC
CAGTAGCGCGTTGCACTCTTGACAACGGAATGACAGACGAGGCCAGGCAGGTTTTCCTTGACAAGCACAACGAGT
ACCGGCAACTAGTTGCAAGAGGAGAAGCTAAAAACAAGACAGGATTGGCTCCGCCGGCAGCTAGAATGCTACAA
ATGAGGTACGATTGCGACCTTGAGGCACATGTTATGGAGCACGTTAAACAGTGTAAAGGCGGACATTCATCATTT
GATGTGCTTAAAGGTAGGGGGCAGAACATATGGGCCATAACTGTCCCTAACTTGGACAAGGCTGATGCTGCAAAC
CGGAGTGTCCATGACTGGTACATCGAATTAACGAAATATGGTATAACCGCAGATAACAAGATATCAATGGACAA
TGCTGCAAACACTGGTCATTACTCGCAGGTAGTTTGGCAAAAGTCGAACAGACTTGGATGTGCAGCGGTGTCCTG
TCCAGAACAAGGAAAACTCTTTGTAGGTTGCGAATATTTACCAGGAGGGAACACACTTCACCATCTGATTTACGA
TATCGGAGAGCCATGCAAACGGGATGAAGATTGTAAGTGCAGCTCCTGCAGATGCAGCACACAATTATCCATGTG
TATCAACCCTAAC (SEQID NO: 19)

Variante B

LCSLDNGMTDEIRKVFLDKHNEYRSLVAKGQAPNPQFGGSTPKAARMLKAMYDCDVEEDMTKWAQAQCTYAPF
KSSKHYGRNTWGMGVPNYNKTAAAESSVYDWESELRRYGVPQDNVYTRDVDYSAYQYAQMVWQDSYKIGCVVA
WCPSVTWVACGYSPAGDNIGSLIYELGEPCTKNEDCKCTDCTCSEGEALCIPPGGPKPATTASTTTKTTTTTKPTT
TTTKLSTTTAKPTTTFDRAAWEESVKRPVARCTLDNGMTDEARQVFLDKHNEYRQLVARGEAKNKTGLAPPAA
RMLQMRYDCDLEAHVMEHVKQCKGGHSSFDVLKGRGQNIWAITVPNLDKADAANRSVHDWYIELTKYGITADN
KISMDNAANTGHYSQVVWQKSNRLGCAAVSCPEQGKLFVGCEYLPGGNTLHHLIYDIGEPCKR
DEDCKCSSCRCSTQLSMCINPN (SEQ ID NO: 17)
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CTTTGCTCGCTGGATAATGGAATGACAGATGAGATCAGGAAAGTCTTCCTTGACAAGCACAATGAGTATCGGTCA
CTCGTTGCTAAAGGACAGGCTCCGAATCCACAGTTTGGCGGATCTACTCCAAAGGCCGCTAGAATGCTCAAAGCG
ATGTACGATTGCGATGTTGAAGAAGACATGACGAAGTGGGCTCAAGCGCAGTGCACGTACGCACCATTCAAAAG
TAGCAAACATTACGGCCGGAACACATGGGGCATGGGTGTCCCTAACTACAACAAGACAGCAGCTGCAGAATCGAG
TGTTTACGACTGGTTCTCCGAACTACGGCGCTATGGTGTTCCTCAAGATAACGTGTATACAAGAGATGTTGACTA
CAGTGCTTATCAATACGCTCAGATGGTTTGGCAAGACAGTTACAAAATTGGATGTGTCGTGGCATGGTGTCCAAG
CGTGACCTGGGTAGCGTGCGGATACAGTCCAGCAGGAGATAATATCGGATCCCTAATTTACGAGCTTGGAGAACC
GTGTACGAAGAATGAAGACTGTAAATGCACCGACTGCACATGTAGTGAAGGAGAAGCTCTTTGTATACCTCCTGG
AGGACCAAAACCCGCTACCACTGCAAGCACCACAACCAAGACAACGACCACTACAAAGCCTACGACGACGACGAC
GAAACTTTCGACCACTACGGCGAAGCCAACGACGACCTTCGATAGAGCTGCGTGGGAGGAGTCGGTCAAGAGGCC
AGTAGCGCGTTGCACTCTTGACAACGGAATGACAGACGAGGCCAGGCAGGTTTTCCTTGACAAGCACAACGAGTA
CCGACAACTAGTTGCAAGAGGAGAAGCTAAAAACAAGACAGGATTGGCTCCGCCGGCAGCTAGAATGCTACAAA
TGAGGTACGATTGCGACCTTGAGGCACATGTTATGGAGCACGTTAAACAATGTAAAGGCGGACATTCATCATTTG
ATGTGCTTAAAGGTAGGGGGCAGAACATATGGGCCATAACTGTCCCTAACTTGGACAAGGCTGATGCTGCAAACC
GGAGTGTCCATGACTGGTACATCGAATTAACGAAATATGGTATAACTGCAGATAACAAGATATCAATGGACAAT
GCTGCAAACACTGGTCATTACTCGCAGGTAGTTTGGCAAAAGTCGAACAGACTTGGATGTGCAGCGGTGTCCTGT
CCAGAACAAGGAAAACTCTTTGTAGGTTGCGAATATTTACCAGGAGGGAACACACTTCACCATCTGATTTACGAT
ATCGGAGAGCCATGCAAACGGGATGAAGATTGTAAGTGCAGCTCCTGCAGATGCAGCACACAATTATCCATGTGT
ATCAACCCTAAC (SEQID NO: 20)
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Variante C

LCSLDNGMTDEIRKVFLDKHNEYRSLVAKGQAPNPQFGGSTPKAARMLKARYDCDVEEDMTKWAQAQCTYAPF
KSSKRYGRNTWGMGVPNYNKIAAAESSVDDWFFELRRYGVPQDNVYTRDVDYSAYHYAQMVWQDSYKIGCVVA
WCPSMTWVACGYSPAGDNIGSLIYELGEPCTKNED CKCTDCTCSEGEALCIPPGEPKPATTASTTTKTTTTTEPTT
TTTEPSTTTAKPTTTFDRAAWEESVKRPVARCTLDNGMTDEARQVFLDKHNEYRQLVARGEAKNKTGLAPPAA
RMLQMRYDCDLEAHVMEHVKQCKGGHSSFDVLKGRGQNIWAITVPNLDKADAANRSVHDWYIELTKYGITADN
KISMDNAANTGHYSQVVWQKSNRLGCAAVSCPEQGKLFVGCEYLPGGNTLHHLIYDIGEPCKR
DEDCKCSSCRCSTQLSMCINPN (SEQ ID NO: 18)

CTTTGCTCGCTGGATAATGGAATGACAGATGAGATCAGAAAAGTCTTCCTTGACAAGCACAATGAGTATCGGTCA
CTCGTTGCTAAAGGACAGGCTCCGAATCCACAGTTTGGCGGGTCTACTCCAAAGGCCGCTAGAATGCTCAAAGCG
AGGTACGATTGCGATGTTGAAGAAGACATGACGAAGTGGGCTCAAGCGCAGTGCACGTACGCACCATTCAAAAG
TAGCAAACGTTACGGCCGGAACACATGGGGAATGGGTGTCCCTAACTACAACAAGATAGCAGCTGCAGAATCGAG
TGTTGACGACTGGTTCTTCGAACTACGGCGCTATGGTGTTCCTCAAGATAACGTGTATACAAGAGATGTTGACTA
CAGTGCTTATCATTACGCTCAGATGGTTTGGCAAGACAGTTACAAAATTGGATGTGTCGTGGCATGGTGTCCAAG
CATGACCTGGGTAGCGTGCGGATACAGTCCAGCAGGAGATAATATCGGATCCCTAATTTACGAGCTTGGAGAACC
GTGTACAAAGAATGAAGACTGTAAATGCACCGACTGCACATGTAGTGAAGGAGAAGCTCTTTGTATACCTCCTG
GAGAACCGAAACCCGCTACCACTGCAAGCACCACGACCAAGACAACGACCACTACAGAGCCTACGACAACGACGA
CGGAACCGTCGACCACTACGGCGAAGCCAACGACGACCTTCGATAGAGCTGCGTGGGAGGAGTCGGTCAAGAGGC
CAGTAGCGCGTTGCACTCTTGACAACGGAATGACAGACGAGGCCAGGCAGGTTTCCCTCGACAAGCACAACGAGT
ACCGGCAACTAGTTGCAAGAGGAGAAGCTAAAAACAAGACAGGATTGGCTCCGCCGGCAGCTAGAATGCTACAA
ATGAGGTACGATTGCGACCTTGAGGCACATGTTATGGAGCACGTTAAACAATGTAAAGGCGGACATTCATCATT
TGATGTGCTTAAAGGTAGGGGGCAGAACATATGGGCCATAACTGTCCCTAACTTGGACAAGGCTGATGCTGCAAA
CCGGAGTGTCCATGACTGGTACATCGAATTAACGAAATATGGTATAACTGCAGATAACAAGATATCAATGGACA
ATGCTGCAAACACTGGTCATTACTCGCAGGTAGTTTGGCAAAAGTCGAACAGACTTGGATGTGCAGCGGTGTCCT
GTCCAGAACAAGGAAAACTCTTTGTAGGTTGCGAATATTTACCAGGAGGGAACACACTTCACCATCTGATTTACG
ATATCGGAGAGCCATGCAAACGGGATGAAGATTGTAAGTGCAGCTCCTGCAGATGCAGCACACAATTGTCCATGT
GTATCAACCCTAAC (SEQID NO: 21)
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Figura 3
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Figura 4

Produccion de huevos acumulativa por parcela
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