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DESCRIPCION
Vacuna multivalente para filariasis
Introduccion

Esta solicitud de patente reclama el beneficio de prioridad de Solicitud Provisional de los Estados Unidos Numero de
Serie 61/413,681, presentada el 15 de noviembre de 2010; Solicitud Provisional de Estados Unidos Numero de Serie
61/449,954, presentada el 7 de marzo de 2011y de Solicitud Provisional de Estados Unidos Numero de Serie
61/522,079, presentada el 10 de agosto de 2011.

Esta invencion se realizé con el apoyo del gobierno bajo el nimero de contrato 5R01Al064745-04 otorgado por los
Institutos Nacionales de Salud. El gobierno tiene determinados derechos con respecto a la invencion.

Antecedentes de la invencion

La filariasis linfatica causada por los nematodos filariales Wuchereria bancrofti, Brugia malayiy Brugia timori, afecta a
mas de 120 millones de personas en todo el mundo (OMS (1992) World Health Organ. Tech. Rep. Ser. 821: 1-71). El
programa de administracion masiva de medicamentos de la Organizacién Mundial de la Salud esta reduciendo
significativamente la tasa de incidencia de filariasis linfatica en muchas partes del mundo (Hotez (2009) Clin.
Pharmacol. Elr. 85 (6): 659-64). Sin embargo, se ha informado que la falta de efectividad en la administracion masiva
de medicamentos en varias regiones endémicas se debe principalmente a no conformidad (Babu & (2008) Trans. R.
Soc. Trop. Med. Hyg. 102(12): 1207-13; El-Setouhy, y col. (2007) Am. J. Trop. Med. Hyg. 77(6): 1069-73). Ademas,
se ha informado de resistencia a los medicamentos al menos a uno de los medicamentos en la combinacion de
medicamentos en masa (Horton (2009) Ann. Trop. Med. Parasitol. 103(1): S33-40; Schwab, y col. (2007) Parasitology
134(Pt 7): 1025-40). Dado que se requiere la administracion anual de los medicamentos en masa para un control
efectivo, existe una preocupacion alarmante por seleccionar parasitos resistentes a los medicamentos. Por lo tanto,
existe una necesidad inmediata de una estrategia multiple para controlar esta infeccion transmitida por mosquitos.

La vacunacion es una estrategia para controlar esta infeccion y se han probado varios antigenos vacunales candidatos
a subunidades en animales de laboratorio con resultados variables (Bottazzi, y col. (2006) Expert Rev. Vaccines 5 (2) ):
189-98; Chenthamarakshan, y col. (1995) Parasite Immunol. 17 (6): 277-85; Dissanayake, y col. (1995) Am. J. Trop.
Med. Hyg. 53 (3): 289-94; Li, y col. (1993) J. Immunol. 150 (5): 1881-5; Maizels y col. (2001) Int. J. Parasitol. 31 (9):
889-98; Thirugnanam, y col. (2007) Exp. Parasitol 116 (4): 483-91; Veerapathran, y col. (2009) PLoS Negl. Trop. Dis.
3(6): e457). La filariasis linfatica es un organismo multicelular con un ciclo de vida complejo y produce una gran
variedad de moléculas moduladoras del huésped. Por lo tanto, luchar contra esta infeccién con una sola vacuna
antigénica puede ser dificil. Mediante el cribado de una biblioteca de expresion de ADNc de fago del parasitoB.
malayicon sueros de individuos inmunes, se identificaron varios posibles candidatos a vacuna (Gnanasekar, y col.
(2004) Infect. Immun. 72(8): 4707-15). Sin embargo, se logré un grado variable de proteccion con cada uno de los
antigenos vacunales candidatos cuando se administr6 como una vacuna de ADN, proteina o refuerzo principal
(Veerapathran, y col. (2009) supra).

Anand y col. ,2008 describe una vacuna de coctel basada en plasmidos que codifican el transcrito larvario abundante
de Brugia malayi (BmALT-2) especifico de la etapa (L3) y la enzima de desintoxicacion antioxidante B. malayi
tioredoxina peroxidasa (BmTPX) para inducir anticuerpos, eficacia protectora y respuesta inmune mediada por células
en ratones. Los ratones administrados con la vacuna céctel indujeron hasta un 78 % de citotoxicidad contra B. malayi
mf. Esta citotoxicidad fue alta en comparacion con el 34 % inducido por el pVAX-ALT2 o el 37 % por pVAX-TPX.

Gnanasekar y col. ,2008 describe una molécula similar a la tetraspanina (TSP) en los parasitos filariales linfaticos.
El gen de longitud completa clonado de B. malayi mostré una similitud significativa con el TSP de Caenorhabditis
elegans y el TSP humano y, por lo tanto, el gen se denominé TSP de B. malayi (BmTSP).

Samykutty y col. ,2010 describe una vacuna multivalente basada en ADN que comprende los antigenos BmALT-2 y
BmHSP de la filariasis linfatica. Se puede lograr una proteccion de casi el 90 % utilizando la formulacién multivalente
en una estrategia de refuerzo de proteina principal de ADN.

Resumen de la Invencion
La presente invencion presenta una vacuna multivalente compuesta de una proteina de fusiéon que comprende tres o
mas antigenos aislados unidos covalentemente de uno o mas nematodos filariales donde los antigenos comprenden

Transcripcion Larval Abundante (ALT-2), Tetraspanina, y proteina de choque térmico pequefia (HSP) 12. 6, o
fragmentos de la misma, donde el fragmento se selecciona del grupo de SEQ ID NO: 39, SEQ ID NO: 63 y SEQ ID
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NO: 64. En ciertas realizaciones, los nematodos filariales se seleccionan del grupo deBrugia malayi, Wuchereria
Bancroft, Brugia timori, Onchocerca volvulusylLoa loa. En una realizacion, los antigenos estan basados en proteinas,
basados en ADN o una combinaciéon de los mismos. Los antigenos estan unidos covalentemente. Los antigenos
incluyen Transcripcion Larval Abundante (ALT-2), Tetraspanina, proteina de choque térmico pequefia (HSP) 12,6, o
fragmentos de los mismos que incluyen, por ejemplo, SEQ ID NO: 39, SEQ ID NO: 63, SEQ ID NO: 64, SEQ ID NO:
65, SEQ ID NO: 66, SEQ ID NO: 67, SEQ ID NO: 68 y SEQ ID NO: 69. Los vectores recombinantes que contienen
uno o0 mas antigenos de uno o mas nematodos filariales también se describen como células huésped recombinantes
que contienen los mismos.

También se describe un procedimiento para inmunizar a un animal contra la filariasis administrando a un animal que
lo necesite una vacuna multivalente de la presente invencion.

Breve descripcion de los Dibujos

La Figura 1 muestra el titulo de anticuerpos IgG anti-BmHSP y anti-BmALT-2 en los sueros de ratones vacunados. Se
inmunizaron ratones balb/c de 6 semanas de edad utilizando una estrategia de refuerzo principal con una vacuna
monovalente (Bmhsp principal y rBmHSP refuerzo oBmalt-2principal y rBmALT-2 refuerzo) y una vacuna multivalente
(Bmhsp/Bmalt-2principal y rBmHSP y rBmALT-2 refuerzo). El titulo de anticuerpos IgG se midié en el suero usando
un ELISA indirecto. Los datos presentados son el titulo de anticuerpos 2 semanas después del ultimo refuerzo. Los
resultados muestran que las vacunas bivalentes y multivalentes inducen anticuerpos IgG significativos contra cada
uno de los antigenos componentes. Los resultados también muestran que los antigenos en las formulaciones
monovalentes y multivalentes actiian sinérgicamente para aumentar las respuestas inmunes. N=5. Estadisticamente
significativo ** p <0,001, * p <0,05. Los valores representados son la media + DE.

La Figura 2 muestra el numero de células secretoras de IL-4 (Figura 2A) e IFN-y (Figura 2B) en el bazo de ratones
vacunados con vacuna monovalente (BmHSP o BmALT-2) o multivalente. Se realizé un ensayo ELISPOT después de
estimular las células con rBmHSP o rBmALT (1 ug/ml). Las preparaciones de células individuales de células de bazo
se estimularon con antigenos respectivos durante 48 horas y se contaron las células formadoras de manchas. Los
resultados muestran que tanto la vacuna monovalente como la multivalente promovieron las células secretoras de IL-
4. La vacunacion multivalente indujo el mayor nimero de células productoras de IL-4 que los controles. Las células
productoras de IFN-y fueron comparativamente bajas. Estos resultados confirman ademas que BmHSP y BmALT-2
aumentan sinérgicamente las respuestas inmunes en animales vacunados después de una vacunacion multivalente.
N=5. Los resultados se expresan como el nimero medio de unidades formadoras de manchas por 3 x 10%células +
DE.

La Figura 3 muestra el grado de proteccion conferido por una vacuna multivalente en un modelo de ratén. La cepa
Balb/c de ratones se inmunizé con ADN hibrido HAT (HSP/ALT-2/TSP), con proteina HAT recombinante o una
combinacién de ambos utilizando una estrategia de refuerzo principal. Se usé ADN hibrido HAT para el cebado. Dos
semanas después del cebado, los ratones fueron reforzados con proteina hibrida HAT. Otro grupo de ratones se
inmunizé con ADN hibrido HAT o con proteina hibrida HAT. Los grupos de control de ratones recibieron solo vector
blanco o adyuvante de alumbre. Dos semanas después de la ultima inmunizacion, los ratones fueron expuestos a 20
larvas infecciosas de Brugia malayi colocandolas en una camara de microporos en la cavidad peritoneal de los ratones
inmunizados. Después de 48 horas, se midi6é la muerte larval para determinar el éxito de la vacunacion.

La Figura 4 muestra un western blot de BmTSP recombinante (carril 1) y dos fracciones diferentes de O. volvulus TSP
recombinante aislado (carriles 2 y 3) sondeados con sueros de ratones vacunados con cHAT.

Descripcion Detallada de la Invenciéon

Se ha desarrollado una vacuna multivalente para la filariasis. Se prepararon combinaciones de antigenos, transcripcion
larval abundante (ALT-2), tetraspanina (TSP), proteina de choque térmico pequefia (HSP) 12. 6, en un antigeno de
ADN hibrido o un antigeno de proteina de fusién. Cuando se probd en animales experimentales (es decir, raton,
meriones, mastomys), la combinacién de ADN hibrido mas vacunacion de proteina hibrida proporcioné una proteccion
del 100 %. La vacuna hibrida de proteina sola dio > 80 % de proteccion. Por consiguiente, la presente invencion
presenta vacunas basadas en proteinas y ADN multivalentes compuestas de antigenos de nematodos filariales como
se define en las reivindicaciones o acidos nucleicos que codifican los mismos y el uso de las vacunas para prevenir o
controlar la filariasis en humanos y animales.

Para los propositos de la presente invencién, una vacuna multivalente o polivalente se refiere a una vacuna preparada
a partir de tres o mas antigenos unidos covalentemente como se define en las reivindicaciones. Segun algunas
realizaciones, el antigeno es una molécula de acido nucleico, que se denomina en esta invencion antigeno "basado
en ADN". Segun oftras realizaciones, el antigeno es una proteina o polipéptido, al que se hace referencia en esta
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invencion como antigeno "basado en proteinas”. Una vacuna multivalente de la invencion puede estar compuesta de
tres antigenos como se define en las reivindicaciones o sus fragmentos en varias combinaciones de permutacion. En
algunas realizaciones, la vacuna multivalente esta compuesta Unicamente por antigenos proteicos. En otras
realizaciones, la vacuna multivalente estd compuesta Unicamente de antigenos basados en ADN. La vacuna
multivalente también puede estar compuesta de una mezcla de antigenos basados en proteinas y ADN.

Los antigenos descritos en esta memoria se pueden proporcionar o expresan a partir de una molécula de acido
nucleico sencilla que contiene, por ejemplo, sitios de entrada de ribosoma interno entre los antigenos. Ademas, los
antigenos de la vacuna multivalente de esta invencién pueden unirse covalentemente para formar una molécula hibrida
o quimérica, donde los antigenos son inmediatamente adyacentes entre si(por ejemplo, una fusion en marco con o sin
un espaciador corto). Alternativamente, los antigenos se pueden proporcionar como una mezcla de antigenos
individuales. Ademas, se contempla que la vacuna instantanea pueda estar compuesta de una molécula hibrida.

En una realizacion, los antigenos de la vacuna multivalente, como se define en las reivindicaciones, son proteinas
diferentes de una especie de nematodo filarial. Como ejemplo de esta realizacion, la vacuna multivalente esta
compuesta de antigenos ALT-2, TSP y HSP aislados de una o mas cepas deB. malayi. . En ofra realizacion adicional,
la vacuna multivalente como se define en las reivindicaciones de una combinacién de diferentes antigenos de
diferentes especies de nematodos filariales.

Para preparar vacunas de ADN multivalente o vacunas de ADN recombinante multivalente, la secuencia de ADN
del gen de interés (también usado indistintamente como molécula de ADN) no necesita contener la longitud completa
del ADN codificando la proteina correspondiente. Del mismo modo, cuando se preparan vacunas basadas en proteinas
multivalentes o vacunas de proteinas recombinantes multivalentes, la secuencia proteica no necesita contener la
proteina de longitud completa. En la mayoria de los casos, un fragmento de la proteina o gen que codifica una region
del epitopo es suficiente para la inmunizacién. La secuencia de ADN/proteina de una region de epitopo se puede
encontrar secuenciando la parte correspondiente del gen de varias cepas o especies y comparandolas. Es probable
que los principales determinantes antigénicos sean los que muestran la mayor heterologia. Ademas, es probable que
estas regiones se encuentren de manera accesible en la estructura conformacional de las proteinas. Uno o mas de
dichos fragmentos de proteinas o genes que codifican los determinantes antigénicos pueden prepararse mediante
sintesis quimica o mediante tecnologia de ADN recombinante. Estos fragmentos de proteinas o genes, si se desea,
se pueden unir entre si 0 con otras proteinas o moléculas de ADN, respectivamente.

Como se describe en esta invencion, los antigenos ALT-2, TSP y HSP se identificaron como protectores contra la
infeccion por larvas de filaria. Por consiguiente, en realizaciones particulares, la vacuna multivalente instantanea
incluye una proteina de fusiéon compuesta de antigenos o fragmentos de proteina ALT-2, TSP y HSP como se define
en las reivindicaciones o un acido nucleico que codifica dicha proteina de fusion como también se define en las
reivindicaciones. Las secuencias de proteinas y acidos nucleicos para estos antigenos estan disponibles en la técnica
con los nimeros de acceso GENBANK enumerados en la Tabla 1.

TABLA 1
, , SEQID - . SEQID
Antigeno| Fuente Proteina NO: Acido Nucleico NO:
. P90708 BMUB84723
B.malayi | yp 001896203 3739 XM_001896168 38 40
ALT-2 w. AAC35355 41 AF084553 42
bancrofti
L. loa XP_003151340 43 XM_ 003151292 44
TSP B. malayi ABN55911 45 EF397425 46
L. loa XP_003136177 47 XM_003136129 48
B. malayi AAU04396 49 AY692227 50
HSP | 0. volvulus CAA48633 51 X68669 52
L. loa XP_ 003139338 53 XM_ 003139290 54
B. malayi AAB97283 55 AF042088 56
VAL-1 w. . AAD16985 57 AF109794 58
bancrofti
O. volvulus AAB69625 59 AF020586 60
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. . SEQID Ao . SEQID
Antigeno| Fuente Proteina NO: Acido Nucleico NO:
L. loa XP_003146897 61 XM_003146849 62

Ademas, la secuencia de nucleétidos que codificaO. volvulusTSP se puede encontrar en GENBANK Num. de acceso
JN861043. Los antigenos proteicos y las moléculas de acido nucleico de la invencion pueden usarse como moléculas
de longitud completa o menos que moléculas de longitud completa. A este respecto, la presente invencion incluye
ademas el uso de fragmentos de los antigenos proteicos y moléculas de acido nucleico mencionados anteriormente y
también se definen en las reivindicaciones. Los ejemplos de fragmentos de acido nucleico pueden incluir
20,30,40,50,60,70,80,90,100,150 o 200 porciones de residuos de aminoacidos de antigenos proteicos de longitud
completa (p. ej. , los enumerados en la Tabla 1) o 60,90,120,150,180,210,240,270,300,350 o 600 porciones de
nucledtidos de moléculas de acido nucleico de longitud completa (p. €j. , las listadas en la Tabla 1). Fragmentos de
proteinas ejemplares incluyen el dominio del lazo extracelular (ECL) de TSP (ver, por ejemplo, el dominio ECL de W.
bancrofti TSP de SEQ ID NO: 63) y la delecion N-terminal de HSP 12. 6 (cHSP; ver, por ejemplo, el fragmento W .
bancrofti HSP de la SEC ID NO: 64). Una vacuna puede incluir ademas otros antigenos conocidos a partir de W.
bancrofti, B. malayi, O. volvulus, L. loay B. timori Los ejemplos de otros antigenos adecuados incluyen, pero no se
limitan a, glutation peroxidasa (ver Cookson, y col. (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 5837-5841; Maizels, y col.
(1983) Parasitology 87: 249-263; Maizels, y col. (1983) Clin, Exp. Immunol 51: 269-277); antigeno recombinante
(BmR1; ver Noordin, y col. (2004) Filaria J. 3: 10); clase Il aminoacil-ARNt sintetasa (verKron, y col. (1995) FEBS Lett.
374: 122-4); analogo de proteina de choque térmico 70 (hsc70) (verSelkirk, y col. (1989) J. Immunol. 143: 299-308); y
paramiosina (verLi, y col. (1991) Mol. Biochem. Parasitol 49: 315-23). El antigeno se puede obtener de un nematodo
filarial seleccionado del grupo deW. bancrofti, B. malayi, O. volvulus, L. loa yB. timori.

Como se describe en esta invencion, los antigenos de la vacuna multivalente se aislan de un nematodo filarial. A este
respecto, una molécula o proteina de acido nucleico aislada es una molécula o proteina de acido nucleico que se ha
eliminado de su medio natural (es decir, que ha sido sometida a manipulacién humana). Como tal, "aislado" no refleja
el grado en que la molécula o proteina de acido nucleico ha sido purificada (por ejemplo, purificada a mas del 95 %
de homogeneidad). Una molécula o proteina de acido nucleico aislada y opcionalmente purificada como se describe
en esta invencion puede obtenerse a partir de su fuente natural o producirse usando tecnologia de ADN recombinante
(por ejemplo, amplificacion o clonacion de la reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR)) o sintesis quimica. Las
moléculas y proteinas de acido nucleico aisladas también pueden incluir, por ejemplo, variantes alélicas naturales o
isdmeros que inducen una respuesta inmune en el huésped.

Una realizacion de la presente invencion incluye un vector recombinante, que incluye al menos una molécula de acido
nucleico aislada de la presente invencion, insertada en un vector capaz de administrar el acido nucleico molécula en
una célula huésped. Tal vector contiene secuencias de acido nucleico heterélogo, que son secuencias de acido
nucleico que no se encuentran naturalmente adyacentes a las moléculas de acido nucleico de la presente invencion y
que preferiblemente derivan de una especie distinta de la especie de la que se encuentran las moléculas de acido
nucleico. derivado. El vector puede ser procariota o eucariota, y tipicamente es un virus o un plasmido. Los vectores
recombinantes pueden usarse en la clonacion, secuenciacion y/o manipulacion de las moléculas de acido nucleico de
la presente invencion.

La presente descripcion también incluye un vector de expresion, que incluye una molécula de acido nucleico de la
presente invencién en un vector recombinante que es capaz de expresar la molécula de acido nucleico cuando se
transforma en una célula huésped. Preferiblemente, el vector de expresion también es capaz de replicarse dentro de
la célula huésped. Los vectores de expresion pueden ser procariotas o eucariotas, y tipicamente son virus o plasmidos.
Los vectores de expresion descritos en esta invencidon incluyen cualquier vector que funcione (es decir,
expresion génica directa) en células recombinantes de la presente invencion, incluidas células bacterianas, fungicas,
de parasitos, insectos, otros animales y plantas. Por ejemplo, los vectores de expresidon pueden dirigir la
expresion génica en células bacterianas, de levadura, de helmintos u otros parasitos, insectos y mamiferos.

Alternativamente, pueden contener secuencias reguladoras tales como secuencias de control de transcripcion,
secuencias de control de traslacion, origenes de replicacion y otras secuencias reguladoras que son compatibles con
la célula recombinante y que controlan la expresion de moléculas de acido nucleico de la presente invencion. También
pueden incluir secuencias de control de transcripcion. Las secuencias de control de la transcripcién son secuencias
que controlan el inicio, el alargamiento y la terminacién de la transcripcion. Las secuencias de control de la
transcripcién particularmente importantes son aquellas que controlan el inicio de la transcripciéon, como las secuencias
promotoras, potenciadoras, operadoras y represoras. Las secuencias de control de la transcripcion adecuadas
incluyen cualquier secuencia de control de la transcripcion que pueda funcionar en al menos una de las células
recombinantes de la presente invencion. Los expertos en la técnica conocen una variedad de tales secuencias de
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control de la transcripcion. Las secuencias de control de transcripcion preferidas incluyen aquellas que funcionan en
bacterias, levaduras, helmintos u otro endoparasito, o células de insectos y mamiferos, tales como, pero sin limitacion,
tac, lac, trp, trc, oxi-pro, omp/lpp, rrnB, bacteriéfago lambda (como lambda p. y lambda pry fusiones que incluyen tales
promotores), bacteriéfago T7, T7lac, bacteriéfago T3, bacteriéfago SP6, bacteriéfago SP01, metalotioneina, factor de
apareamiento alfa, alcohol de Pichiaoxidasa, promotor subgenémico de alfavirus, gen de resistencia a antibidtico,
baculovirus, virus de insecto Heliothis zea, virus vaccinia, virus herpes, poxvirus de mapache, otros poxvirus,
adenovirus, citomegalovirus (como promotor temprano inmediato), virus simio 40, retrovirus, actina, repeticion terminal
larga retroviral, virus del sarcoma de Rous, choque térmico, secuencias de control de transcripcion de fosfato y nitrato,
asi como otras secuencias capaces de controlar la expresion génica en células procariotas o eucariotas. Secuencias
de control de transcripcion adecuadas adicionales incluyen promotores y potenciadores especificos de tejido, asi como
promotores inducibles por linfocina (por ejemplo, promotores inducibles por interferones o interleucinas). Secuencias
de control de transcripcion de la presente invencién también pueden incluir secuencias de control de transcripcion de
origen natural asociadas naturalmente con helmintos parasitos, tales como secuencias de control de transcripcién de
B. malayi.

Moléculas recombinantes de la presente invencion también pueden contener (a) sefiales secretoras (es decir,
secuencias de acido nucleico de segmento de sefial) para permitir que una proteina expresada de la presente
invencion sea secretada por la célula que produce las proteinas y/o (b) secuencias de fusion que conducen a la
expresion de moléculas de acido nucleico de la presente invencion como proteinas de fusion. Ejemplos de segmentos
de sefial adecuados incluyen cualquier segmento de sefial capaz de dirigir la secrecion de una proteina de la presente
invencion. Segmentos de sefial preferidos incluyen, pero no se limitan a, activador de plasmindgeno tisular (t-PA),
interferon, interleucina, hormona del crecimiento, histocompatibilidad y segmentos de sefial de glicoproteina de
envoltura viral. Ademas, una molécula de acido nucleico de la presente invencién puede unirse a un segmento de
fusion que dirige la proteina codificada al proteosoma, tal como un segmento de fusion de ubiquitina. Moléculas
recombinantes eucariotas también pueden incluir secuencias intermedias y/o no trasladadas que rodean y/o estan
dentro de las secuencias de acido nucleico de las moléculas de acido nucleico de la presente invencion.

Otra realizacién de la presente invencion incluye una célula huésped recombinante que alberga una o mas moléculas
recombinantes de la presente invencién. La transformacién de una molécula de acido nucleico en una célula se puede
lograr mediante cualquier procedimiento mediante el cual se pueda insertar una molécula de acido nucleico en la
célula. Las técnicas de transformacion incluyen, entre otras, transfeccion, electroporacion, microinyeccion, lipofeccion,
adsorcion y fusion de protoplastos. Una célula recombinante puede permanecer unicelular o puede crecer en un tejido,
6rgano u organismo multicelular. Las moléculas de acido nucleico transformadas de la presente invencion pueden
permanecer extracromosomicas o pueden integrarse en uno o mas sitios dentro de un cromosoma de la célula
transformada (es decir, recombinante) de tal manera que se retenga su capacidad de expresarse.

Células huésped adecuadas para transformar incluyen cualquier célula que pueda transformarse con una molécula de
acido nucleico de la presente invencion. Células huésped pueden ser células no transformadas o células que ya se
han transformado con al menos una molécula de acido nucleico (por ejemplo, moléculas de acido nucleico que
codifican una o mas proteinas de fusion de la presente invencion y/u otras proteinas Utiles en la produccién de vacunas
multivalentes). Células huésped de la presente invencion pueden ser enddgenas (es decir, naturalmente) capaces de
producir proteinas de fusion de la presente invencion o pueden ser capaces de producir tales proteinas después de
transformarse con al menos una molécula de acido nucleico de la presente invencion. Células huésped de la presente
invencion pueden ser cualquier célula capaz de producir al menos una proteina de la presente invencion, e incluyen
bacterias, hongos (incluida la levadura), parasitos (incluidos helmintos, protozoos y ectoparasitos), otros insectos,
otras células animales y vegetales. . . Células huésped preferidas incluyen células bacterianas, micobacterianas, de
levadura, de helmintos, de insectos y de mamiferos. Células huésped mas preferidas incluyen Salmonella, Escherichia,
Bacillus, Listeria, Saccharomyces, Spodoptera, Mycobacteria, Trichoplusia, células BHK (rifidn de hamster bebé),
células MDCK (linea celular de rifion canino Madin-Darby), células CRFK (linea celular de rifion felino Crandell),
Células CV-1 (linea celular de rifidn de mono africano utilizada, por ejemplo, para cultivar poxvirus de mapache),
células COS (por ejemplo, COS-7) y células Vero. Células huésped particularmente preferidas son Escherichia coli,
queincluyen derivados deE. coliK-12; Salmonella typhi; Salmonella typhimurium; Spodoptera frugiperda; Trichoplusia
ni; células BHK; células MDCK; células CRFK; células CV-1; células COS; células Vero; y células mioblastos de raton
no tumorigénicas G8 (por ejemplo, ATCC CRL 1246). Huéspedes de células de mamiferos apropiados adicionales
incluyen otras lineas celulares de rifidn, otras lineas celulares de fibroblastos (por ejemplo, lineas celulares de
fibroblastos de embriones humanos, murinos o de pollo), lineas celulares de mieloma, células de ovario de hamster
chino, células NIH/3T3 de ratdn, células LMTK3'y/o Células HelLa. En una realizacion, las proteinas pueden expresarse
como proteinas heterdlogas en lineas celulares de mieloma que emplean promotores de inmunoglobulina.

Una célula recombinante se produce preferiblemente transformando una célula huésped con una o mas moléculas

recombinantes, cada una de las cuales comprende una o mas moléculas de acido nucleico de la presente invencién
y una o mas secuencias de control de la transcripcion, ejemplos de los cuales se describen en esta invencion.
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Tecnologias de ADN recombinante pueden usarse para mejorar la expresion de moléculas de acido nucleico
transformadas mediante manipulacion, por ejemplo, del nimero de copias de las moléculas de acido nucleico dentro
de una célula huésped, la eficiencia con la que esas moléculas de acido nucleico se transcriben, la eficiencia con la
que se traducen las transcripciones resultantes y la eficiencia de las modificaciones postraslacionales. Técnicas
recombinantes Utiles para aumentar la expresion de moléculas de acido nucleico de la presente invencion incluyen,
pero no se limitan a, unir operativamente moléculas de acido nucleico a plasmidos de alto nimero de copias,
integracion de moléculas de acido nucleico en uno o mas cromosomas de células huésped, ademas de secuencias
de estabilidad de vector a plasmidos, sustituciones o modificaciones de sefiales de control de la transcripcion (por
ejemplo, promotores, operadores, potenciadores), sustituciones o modificaciones de sefiales de control de traslacion
(por ejemplo, sitios de unién a ribosomas, secuencias de Shine-Dalgarno), modificacién de moléculas de acido
nucleico de la presente invencién para corresponder con el uso de codones de la célula huésped, delecion de
secuencias que desestabilizan las transcripciones y el uso de sefiales de control que separan temporalmente el
crecimiento de células recombinantes de la producciéon de enzimas recombinantes durante la fermentacion. La
actividad de una proteina recombinante expresada de la presente invencion puede mejorarse fragmentando,
modificando o derivatizando moléculas de acido nucleico que codifican dicha proteina. Ademas, mientras que las
secuencias no optimizadas con coddén pueden usarse para expresar proteinas de fusion en células huésped tales
como E. coli(ver Tabla 1), en las realizaciones relacionadas con vacunas de ADN, la molécula de acido nucleico puede
optimizarse con codon para facilitar la expresion en células de mamiferos. A este respecto, las secuencias de codones
optimizados para BmALT-2, N-terminal borraron HSP 12. 6 (cHSP) de W. bancroftiy el dominio ECL de W. bancrofti
Tetraspanin se exponen en SEQ ID NO: 67, SEQ ID NO: 68, y SEQ ID NO: 69, respectivamente.

Antigenos basados en proteinas aisladas como se describen en esta invencion o la proteina de fusion de la presente
invencion pueden producirse de diversas maneras, incluyendo la produccion y recuperacion de proteinas naturales,
produccion y recuperacion de proteinas recombinantes y sintesis quimica de las proteinas. En una realizacion, la
proteina de fusion de la presente invencién se produce cultivando una célula capaz de expresar la proteina de fusion
en condiciones efectivas para producir la proteina, y recuperando la proteina de fusién. Una célula preferida para
cultivo es una célula recombinante de la presente invencion. Condiciones de cultivo efectivas incluyen, entre otras,
medios efectivos, biorreactor, temperatura, pH y condiciones de oxigeno que permiten la produccion de proteinas. Un
medio efectivo se refiere a cualquier medio en el que una célula se cultiva para producir una proteina de la presente
invencion. Dicho medio incluye tipicamente un medio acuoso que tiene fuentes asimilables de carbono, nitrogeno y
fosfato, y sales, minerales, metales y otros nutrientes apropiados, tales como vitaminas. Las células de la presente
invencion pueden cultivarse en biorreactores de fermentacion convencionales, matraces de agitacion, tubos de ensayo,
placas de microtitulacion y placas de Petri. El cultivo puede llevarse a cabo a una temperatura, pH y contenido de
oxigeno apropiados para una célula recombinante. Tales condiciones de cultivo estan dentro de la experiencia de un
experto en la materia.

Dependiendo del vector y del sistema huésped usado para la produccion, las proteinas resultantes de la presente
invencion pueden permanecer dentro de la célula recombinante; ser secretada en el medio de fermentacion; ser
secretada en un espacio entre dos membranas celulares, como el espacio periplasmico enE. coli; o ser retenida en la
superficie externa de una célula o membrana viral.

recuperacion de proteinas de la invencién puede incluir la recoleccion del medio de fermentacion completo que
contiene la proteina y no necesita implicar pasos adicionales de separacion o purificacion. Las proteinas de la presente
invencion pueden purificarse usando una variedad de técnicas de purificacion de proteinas estandar, tales como, pero
sin limitacién, cromatografia de afinidad, cromatografia de intercambio iénico, filtracion, electroforesis, cromatografia
de interaccion hidréfoba, cromatografia de filtracion en gel, cromatografia de fase inversa, cromatografia de
concanavalina A, cromatofocalizacion y solubilizacién diferencial. Las proteinas de la presente invencion se recuperan
preferiblemente en forma sustancialmente pura, permitiendo de ese modo el uso eficaz de la proteina como
composicion terapéutica. Una composicion terapéutica para animales, por ejemplo, no deberia presentar toxicidad
sustancial y preferiblemente deberia ser capaz de estimular la produccién de anticuerpos en un animal tratado.

Una realizacion de la presente invenciéon es la vacuna multivalente como se describe en las reivindicaciones que,
cuando se administra a un animal de manera efectiva, es capaz de proteger a ese animal de la filariasis causada por
un nematodo filarial. Como se usa en esta invencién, la vacuna de la invencién es protectora porque, cuando se
administra a un animal de manera efectiva, es capaz de tratar, mejorar y/o prevenir la enfermedad causada por un
nematodo filarial que incluye, entre otros, W Bancrofti, B. malayi, O. volvulus, L. loa, Mansonella streptocerca,
Dracunculus medinensis, M. perstans, M. ozzardi y/o B. timori. Las vacunas de la presente invencion se pueden
administrar a cualquier animal susceptible a dicha terapia, preferiblemente a mamiferos, y mas preferiblemente a
humanos, mascotas como gatos, y animales de alimentaciéon econdémica y/o animales de zooldgico. Los animales
preferidos para protegerse contra la elefantiasis son los humanos.
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A de la presente invencion cuando se administra al huésped puede desarrollar anticuerpos que pueden matar a los
parasitos en el vector en el que se desarrolla el nematodo filarial, como en un mosquito cuando alimentan al huésped.

Con el fin de proteger a un animal de una enfermedad causada por un nematodo filarial, una composicion
inmunogénica de la presente invencidon es adecuada para administrarse al animal de una manera efectiva de tal
manera que la composicion sea capaz de proteger a ese animal de una enfermedad causada por el nematodo filarial.
Las composiciones de la presente invencion pueden administrarse a animales antes de la infeccién para prevenir la
infeccion (es decir, como una vacuna preventiva) y/o pueden administrarse a animales después de la infeccion para
tratar la enfermedad causada por el nematodo filarial (es decir, como una vacuna terapéutica).

composiciones de la presente invencién pueden formularse en un excipiente que el animal a tratar puede tolerar.
Ejemplos de tales excipientes incluyen agua, solucion salina, soluciéon de Ringer, solucion de dextrosa, solucion de
Hank y otras soluciones salinas acuosas fisioldgicamente equilibradas. También se pueden usar vehiculos no acuosos,
como aceites fijos, aceite de sésamo, oleato de etilo o triglicéridos. Otras formulaciones utiles incluyen suspensiones
que contienen agentes potenciadores de la viscosidad, tales como carboximetilcelulosa de sodio, sorbitol o dextrano.
Los excipientes también pueden contener pequefias cantidades de aditivos, como sustancias que mejoran la
isotonicidad y la estabilidad quimica. Los ejemplos de tampones incluyen tampén fosfato, tampoén bicarbonato y
tampon Tris, mientras que los ejemplos de conservantes incluyen timerosal, m- u o-cresol, formalina y alcohol bencilico.
Las formulaciones estandar pueden ser inyectables liquidas o sélidas que se pueden absorber en un liquido adecuado
como suspension o solucion inyectable. Por lo tanto, en una formulacion no liquida, el excipiente puede comprender
dextrosa, albumina sérica humana, conservantes, etc. , a los que se puede agregar agua estéril o solucion salina antes
de la administracion.

La vacuna de la presente invencién puede incluir un adyuvante. Los adyuvantes son agentes capaces de mejorar la
respuesta inmune de un animal a un antigeno especifico. Adyuvantes adecuados incluyen, entre otros, citocinas,
quimiocinas y compuestos que inducen la produccién de citocinas y quimiocinas (por ejemplo, factor estimulante de
colonias de granulocitos y macréfagos (GM-CSF), factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF), colonias de
macrofagos factor estimulante (M-CSF), factor estimulante de colonias (CSF), eritropoyetina (EPO), interleucina 2 (IL-
2), interleucina-3 (IL-3), interleucina 4 (IL-4), interleucina 5 (IL- 5), interleucina 6 (IL-6), interleucina 7 (IL-7), interleucina
8 (IL-8), interleucina 10 (IL-10), interleucina 12 (IL-12), interferon gamma, factor inductor de interferén gamma | (IGIF),
factor de crecimiento transformante beta, RANTES (regulado por la activacion, células T normales expresadas y
presumiblemente secretadas), proteinas inflamatorias de macréfagos (p. €j. , MIP-1 alfa y MIP-1 beta) y factor iniciador
de elongacion de Leishmania (LEIF )); componentes bacterianos (por ejemplo, endotoxinas, en particular
superantigenos, exotoxinas y componentes de la pared celular); agonistas de receptores de tipo toll (por ejemplo,
agonistas de TLR4); sales a base de aluminio; sales a base de calcio; silice; polinucleétidos; toxoides; proteinas séricas,
proteinas de cubierta viral; adyuvantes de copolimero de bloque (por ejemplo, adyuvante TITERMAX de Hunter
(VAXCEL, Inc. Norcross, GA), adyuvantes de Ribi (Ribi ImnmunoChem Research, Inc. , Hamilton, MT); y saponinas y
sus derivados (por ejemplo, QUIL A (Superfos Biosector A/S) , Dinamarca). Adyuvantes proteicos de la presente
invencion pueden administrarse en forma de la propia proteina o de moléculas de acido nucleico que codifican tales
proteinas usando las técnicas descritas en esta invencion.

Una vacuna de la presente invencion puede incluir un vehiculo. Los portadores incluyen compuestos que aumentan
la vida media de una composicion terapéutica en el animal tratado. Los vehiculos adecuados incluyen, entre otros,
vehiculos de liberacion controlada polimérica, implantes biodegradables, liposomas, bacterias, virus, otras células,
aceites, ésteres y glicoles.

La presente descripcion también cubre una formulacién de liberacién controlada que es capaz de liberar lentamente
una composicion de la presente invencién en un animal. Como se usa en esta invencion, una formulacion de liberacion
controlada puede incluir una composicion de la presente invencion en un vehiculo de liberacién controlada. Vehiculos
de liberacién controlada adecuados incluyen, entre otros, polimeros biocompatibles, otras matrices poliméricas,
capsulas, microcapsulas, microparticulas, preparaciones de bolo, bombas osméticas, dispositivos de difusion,
liposomas, liposferas y sistemas de administracion transdérmica. Otras formulaciones de liberacién controlada como
se describen en esta invencion incluyen liquidos que, tras la administraciéon a un animal, forman un sélido o un gel in
situ. Formulaciones de liberacion controlada preferidas son biodegradables (es decir, bioerosionables).

Una formulacién de liberacion controlada preferida es capaz de liberar una vacuna en la sangre del animal tratado a
una velocidad constante suficiente para alcanzar niveles de dosis terapéutica de la composiciéon para proteger a un
animal por enfermedad causada por un nematodo filarial. La vacuna se libera preferiblemente durante un periodo de
tiempo que varia de aproximadamente 1 a aproximadamente 12 meses. Una formulacion de liberacion controlada
como se describe en esta invencién es capaz de efectuar un tratamiento preferiblemente durante al menos
aproximadamente 1 mes, mas preferiblemente durante al menos aproximadamente 3 meses, incluso mas
preferiblemente durante al menos aproximadamente 6 meses, incluso mas preferiblemente durante al menos
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aproximadamente 9 meses, e incluso mas preferiblemente durante al menos aproximadamente 12 meses.

Vacunas de la presente invencion pueden administrarse a animales antes de la infeccion para prevenir la infeccion y/o
pueden administrarse a animales después de la infeccidn para tratar la enfermedad causada por un nematodo filarial.
Por ejemplo, las proteinas, los acidos nucleicos y sus mezclas pueden usarse como agentes inmunoterapéuticos.
Protocolos aceptables para administrar composiciones de manera efectiva incluyen el tamafio de la dosis individual,
el nimero de dosis, la frecuencia de administracion de la dosis y el modo de administracion. La determinacion de tales
protocolos puede ser realizada por los expertos en la materia. Una dosis Unica adecuada es una dosis que es capaz
de proteger a un animal de la enfermedad cuando se administra una o mas veces durante un periodo de tiempo
adecuado. Por ejemplo, una dosis Unica preferida de una vacuna basada en proteinas es de aproximadamente 1
microgramo (pg) a aproximadamente 10 miligramos (mg) de vacuna basada en proteinas por kilogramo de peso
corporal del animal. Las vacunas de refuerzo pueden administrarse desde aproximadamente 2 semanas hasta varios
afos después de la administracion original. Las administraciones de refuerzo se administran preferiblemente cuando
la respuesta inmune del animal se vuelve insuficiente para proteger al animal de la enfermedad. Un programa de
administracion preferido es uno en el que se administran de aproximadamente 10 pug a aproximadamente 1 mg de la
vacuna por kg de peso corporal del animal de aproximadamente una a aproximadamente dos veces durante un periodo
de tiempo de aproximadamente 2 semanas a aproximadamente 12 meses. Modos de administraciéon pueden incluir,
entre otros, rutas subcutanea, intradérmica, intravenosa, intranasal, oral, transdérmica e intramuscular.

Donde la vacuna incluye una molécula de acido nucleico, la vacuna puede administrarse a un animal de una manera
que permita la expresion de esa molécula de acido nucleico en una proteina protectora en el animal. Las moléculas
de acido nucleico pueden administrarse a un animal en una variedad de procedimientos que incluyen, entre otros,
administrar un acido nucleico desnudo (es decir, no empaquetado en una capa viral o membrana celular) como una
vacuna genética (por ejemplo, como moléculas de ADN desnudo, tal como se ensefia, por ejemplo enWolff, y col.
(1990) Science 247: 1465-1468); o administrar una molécula de acido nucleico empaquetada como una vacuna de
virus recombinante o como una vacuna de células recombinantes (es decir, la molécula de acido nucleico es
administrada por un vehiculo viral o celular).

Una vacuna genética (es decir, acido nucleico desnudo) de la presente invencién incluye una molécula de acido
nucleico de la presente invencion. Una vacuna genética de la presente invencion puede incluir una o mas moléculas
de acido nucleico de la presente invencion en forma de, por ejemplo, una molécula recombinante dicistronica.
Vacunas genéticas preferidas incluyen al menos una porciéon de un genoma viral (es decir, un vector viral). Vectores
virales preferidos incluyen aquellos basados en alfavirus, poxvirus, adenovirus, herpesvirus, picornavirus y retrovirus,
con aquellos basados en alfavirus (tales como sindbis o virus del bosque Semliki), siendo particularmente preferidos
los herpesvirus y poxvirus especificos de la especie. Se puede usar cualquier secuencia de control de transcripcion
adecuada, incluidas las descritas como adecuadas para la produccion de proteinas. Las secuencias de control de la
transcripcion particularmente preferidas incluyen el citomegalovirus inmediato temprano (preferiblemente junto con
Intron-A), la repeticion terminal larga del virus del sarcoma de Rous y las secuencias de control de la transcripcion
especificas del tejido, asi como las secuencias de control de la transcripcion endogenas a los vectores virales si se
usan vectores virales. También se prefiere la incorporacién de una sefial de poliadenilacion "fuerte”.

Las vacunas genéticas de la presente invencion se pueden administrar de varias maneras, incluyendo vias de
administracion intramuscular, subcutanea, intradérmica, transdérmica, intranasal y oral. Ademas, se contempla que la
vacuna puede administrarse mediante pistola genética, parche cutaneo, electroporacion o administracion basada en
nano. A este respecto, las vacunas basadas en ADN y en proteinas pueden administrarse al mismo tiempo. Una dosis
Unica preferida de una vacuna genética varia de aproximadamente 1 nanogramo (ng) a aproximadamente 600 ug,
dependiendo de la ruta de administracion y/o procedimiento de administracién, como pueden determinar los expertos
en la materia. Procedimientos de suministro adecuados incluyen, por ejemplo, por inyeccion, como gotas, en aerosol
y/o tépicamente. Las vacunas genéticas de la presente invencion pueden estar contenidas en un excipiente acuoso
(por ejemplo, solucion salina tamponada con fosfato) solas o en un vehiculo (por ejemplo, vehiculos basados en
lipidos).

Una vacuna de virus recombinante puede incluir una molécula recombinante de la presente invencién que se envasa
en una cubierta viral y que se puede expresar en un animal después de la administracion. Preferiblemente, la molécula
recombinante es deficiente en empaquetamiento o replicacion y/o codifica un virus atenuado. Se pueden usar varios
virus recombinantes, incluidos, entre otros, los basados en alfavirus, poxvirus, adenovirus, herpesvirus, picornavirus y
retrovirus. Las vacunas de virus recombinantes preferidas son aquellas basadas en alfavirus (como el virus Sindbis),
poxvirus de mapache, herpesvirus especificos de la especie y poxvirus especificos de la especie. Ejemplos de
procedimientos para producir y usar vacunas de virus recombinantes de alfavirus se describen enPublicacion PCT No.
WO 94/17813.

Cuando se administra a un animal, dicha vacuna de virus recombinante infecta las células dentro del animal
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inmunizado y dirige la produccion de una proteina protectora que es capaz de proteger al animal de la filariasis causada
por nematodos filariales. A modo de ilustracién, una dosis Unica de una vacuna de virus recombinante de este tipo
puede ser de aproximadamente 1X10* a aproximadamente 1x108 unidades formadoras de placa de virus (pfu) por
kilogramo de peso corporal del animal. Los protocolos de administracion son similares a los descritos en esta invencion
para las vacunas basadas en proteinas, con vias de administraciéon subcutanea, intramuscular, intranasal y oral.

Una vacuna de células recombinantes como se describe en esta invencién puede incluir células recombinantes de la
presente invencion que expresan una proteina de fusion de la presente invencidon. Ejemplos de tales células
recombinantes incluyen Salmonella, E. coli, Listeria, Mycobacterium, S. frugiperda, levadura (incluyendo
Saccharomyces cerevisiae y Pichia pastoris), BHK, CV-1, mioblastos G8, COS (p. €j. , COS-7), Vero , Células
recombinantes MDCK y CRFK. Las vacunas de células recombinantes como se describen en esta invencion pueden
administrarse de diversas maneras, pero tienen la ventaja de que pueden administrarse por via oral, preferiblemente
a dosis que varian de aproximadamente 108 a aproximadamente 10'2 células por kilogramo de peso corporal. Los
protocolos de administracién son similares a los descritos en esta invencién para las vacunas basadas en proteinas.
Las vacunas de células recombinantes pueden incluir células enteras, células despojadas de las paredes celulares o
lisados celulares.

Como se sabe en la técnica, hay tres grupos de nematodos filariales, clasificados segun el nicho dentro del cuerpo
que ocupan: filariasis linfatica, filariasis subcutanea y filariasis de cavidad serosa. La filariasis linfatica es causada por
los gusanosW. bancroftiB. malayiy B. timori. Estos gusanos ocupan el sistema linfatico, incluidos los ganglios linfaticos,
y causan fiebre, linfadenitis (inflamacion de los ganglios linfaticos), linfangitis (inflamacién de los vasos linfaticos en
respuesta a la infeccion) y linfedema (elefantiasis). La filariasis subcutanea es causada por Loaloa(gusano ocular
africano), Mansonella stretocerca, O. volvulusy Dracunculus medinensis. Estos gusanos ocupan la capa subcutanea
de la piel, en la capa de grasa, y se presentan con erupciones cutaneas, papulas urticariales y artritis, asi como con
maculas de hiperpigmentacion e hipopigmentacion. Onchocerca volvulus semanifiesta en los ojos, causando "ceguera
de los rios". La filariasis de la cavidad serosa es causada por los gusanos M. perstans y M. ozzardi, que ocupan la
cavidad serosa del abdomen. La filariasis de la cavidad serosa se presenta con sintomas similares a la filariasis
subcutanea, ademas del dolor abdominal, porque estos gusanos también son habitantes de los tejidos profundos.

La eficacia de una vacuna de la presente invencion para proteger a un animal de la filariasis causada por nematodos
filariales puede probarse de varias maneras, incluyendo, pero sin limitarse a, deteccion de anticuerpos protectores
(usando, por ejemplo, proteinas de fusion de la presente invencién) o las proteinas descritas en esta invencion,
deteccion de inmunidad celular dentro del animal tratado, o exposiciéon del animal tratado a un nematodo filarial para
determinar si el animal tratado es resistente a la enfermedad y no exhibe uno o mas signos de enfermedad. Los
estudios de exposicion pueden incluir la implantacién de camaras que incluyen larvas de nematodos filariales en el
animal tratado y/o la administracion directa de larvas al animal tratado. Por ejemplo, las composiciones terapéuticas
pueden ensayarse en modelos animales tales como ratones, meriones (Meriones unguiculatus) y/lo mastomys (por
efemplo, Mastomys natalensis). Dichas técnicas son conocidas por los expertos en la materia. La invencion se describe
con mayor detalle mediante los siguientes ejemplos no limitantes.

Ejemplo comparativo 1: Vacuna de proteina de choque térmico pequeino

Parasitos. B. malayiL3 se obtuvieron del NIAID/NIH Filariasis Research Reagent Resource Center (FR3) en la
Universidad de georgia, Atenas, GA.

Muestras de sueros humanos. Se recogieron aproximadamente 10 ml de muestras de sangre de los siguientes grupos
clinicos de sujetos (1) sujetos endémicos normales (EN), estos eran individuos asintomaticos y no microfilaremicos;
(2) sujetos microfilaremicos asintomaticos (Mt) que tenian microfilarias circulantes en su sangre y fueron identificados
por examen microscopico de sus frotis de sangre nocturnos; (3) pacientes con Patologia crénica (PC) incluyen aquellos
sujetos que exhibieron edema linfatico y otros sintomas clinicos crénicos de filariasis y (4) sujetos normales no
endémicos (NEN) que vivian en areas no endémicas y no tenian parasitos o anticuerpos circulantes y no mostré
evidencia de alguna enfermedad filarial. Los sueros se separaron de estas muestras de sangre y se almacenaron a -
80 °C hasta su uso.

Expresion y purificaciéon de la proteina de choque térmico B. malayi recombinante. Para producir la proteina
recombinante dechoque térmico pequefio B. malayi 12. 6 (rBmHSP), la secuencia del gen de longitud completa se
clon6 en pRSET-A (con una etiqueta de hexahistidina N-terminal) y se transformé en BL21 (DE3) que contiene pLysS
(Invitrogen, Carlsbad, CA) para minimizar la toxicidad debida a la proteina. Cuando la absorbancia de los cultivos
alcanzo un valor de 0,6 OD, se aiadi6 1 mM de IPTG (isopropiltio-d-galactopiranosido) a los cultivos y se incubd
durante 3 horas adicionales para inducir la expresion génica. Después de lisar las células, las proteinas totales se
separaron en una SDS-PAGE al 15 % para confirmar la expresion de la proteina etiquetada con his. Posteriormente,
la proteina recombinante etiquetada con histidina se purificé usando una cromatografia en columna de afinidad de
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metal cobalto inmovilizado (Clontech, Mountain View, CA) segun las recomendaciones del fabricante. La proteina
recombinante se separo luego en una SDS-PAGE al 15 % y se tifid con COOMASSIE azul brillante R250. Se obtuvo
una sola banda después de la purificacion en columna.

Modelo tridimensional de BmHSP. Se construyé un modelo tridimensional de proteina BmHSP por modelado de
homologia. Se realizaron busquedas de homologia de secuencia BLAST para identificar proteinas de plantilla en la
base de datos PDB. La alfa-cristalina A humana, una proteina recientemente cristalizada, mostré una identidad de
secuencia significativa y, por lo tanto, se eligi6 como plantilla para modelar BmHSP. La construccion del modelo se
realizé utilizando MODELLER 9v6 (Sali y Blundell (1993) J. Mol. Biol. 234: 779-815). La estructura 3-D obtenida se
validé posteriormente utilizando el programa PROCHECK (Laskowski, y col. (1993) J. Appl. Cryst 26: 283-29). El mejor
modelo predicho por PROCHECK tenia una puntuacion de -0,46 y fue elegido para modelar mas y para generar la
estructura 3-D usando el programa Rasmol.

Anélisis de la estructura de BmHSP. La estructura secundaria y el sitio de interaccién proteina-proteina de BmHSP se
predijeron en PDBsum y el servidor Predict Protein E-Mail en el Laboratorio Europeo de Biologia Molecular, Heidelberg
(Roos, y col. (1995) Parasitol. Today 11: 148-150). El escaneo de motivos se realizé a través del analisis de patrones
PROSITE para identificar los motivos funcionales en BmHSP. Los epitopos de células B, células T y CTL en
secuencias BmHSP se predijeron usando la Base de datos de epitopos inmunes y el recurso de analisis (IEDB).

Anédlisis filogenético de BmHSP. Las secuencias de aminoacidos de BmHSP se compararon con miembros de otras
pequenias familias de proteinas de choque térmico de diferentes organismos. Se analizaron las siguientes secuencias.
Los numeros de acceso se dan entre paréntesis. Aconthocheilonema vitae (CAA48631); Archaeoglobus fulgidus
(028308); Artibeus jamaicensis (P02482); Aspergillus fumigatus (Q4WV00); Arabidopsis thaliana (081822); Artemia
persimilis (DQ310578); Azotobacter vinelandii (P96193); Brugia pahangi (CAA61152), Brugia malayi (AAU04396);
Buchnera aphidicola (P57640); Bombyx mori (AF315318_1); Bradyrhizobium japonicum (P70918); Caenorhabditis
elegans (Q7JP52); Coccidioides immitis (Q1E6R4); Carica papaya (Q69BI7); Caenorhabditis remanei (AAZ42349);
Dictyostelium discoideum (Q54191); Escherichia coli (ibpA; POC054); Escherichia coli (ibpB; POC058); Homo sapiens
(P02489); Haemonchus contortus (AAN05752); Lygodactylus picturatus (QBEWIQ); Onchocercara volvulus
(CAA48633), Ostertagia ostergi (CAG25499); Macaca mulatta (P02488); Mycobacterium tuberculosis (POA5B7); Mus
musculus (AAA37861); Nippostrongylus brasiliensis (BAI81970); Plasmodium falciparum (Q8IB02); Rattus raftus
(CAA42910); Saccharomyces cerevisiae (P15992); Solanum lycopersicum (082545); Streptococcus thermophilus
(P80485); Trichinella spiralis (ABJ55914); Trypanosoma brucei (Q57V53); Toxoplasma gondii (Q6DUAS8). El dominio
de alfa-cristalina de todas las secuencias de sHSP se aline¢ utilizando el algoritmo ClustalW y el conjunto de datos se
utilizé para construir un arbol filogenético con el software PHYLIP. Los arboles se hicieron usando el procedimiento de
unioén vecino, con distancias de aminoacidos corregidas por Poisson.

Ensayo de Chaperona. Una de las caracteristicas tipicas de la chaperona es que pueden unirse y proteger a las
proteinas celulares del dafo por calor. Cuando las proteinas estan expuestas al dafio por calor, se agregan
(agregacion térmica). Las chaperonas previenen esta agregacion. Para determinar si BmHSP podria prevenir la
agregacion térmica, se usé un ensayo de agregacion térmica de citrulina sintasa (CS) (Sigma, St. Louis, MO). CS fue
seleccionado porque esta proteina es altamente sensible a la desnaturalizaciéon por calor. Se utilizé un procedimiento
establecido (Gnanasekar, y col. (2009) Biochem. Biophys. Res. Commun. 386: 333-337). Brevemente,1 uM de CS se
expuso a 45 °C en presencia o ausencia de BmHSP (2 uM) suspendido en 50 mM de fosfato de sodio pH 7,4 tampdn
que contiene NaCl 100 mM. Se usé BSA como control. CS se incub6 con BmHSP a una relacion molar de (1: 2)
durante varios intervalos de tiempo de 0 a 40 minutos. La desnaturalizacion térmica (agregacion) se monitorizé
espectrofotométricamente a 360 nm.

Ensayo de unién a péptido in vitro para la actividad de chaperona. Otra caracteristica de las proteinas de choque
térmico es que pueden unirse a una variedad de proteinas. Para determinar si BmHSP también tiene esta funcién, CS
y otra proteina, la luciferasa, se desnaturalizaron quimicamente con clorhidrato de guanidina 6M segun procedimientos
conocidos (Gnanasekar, y col. (2009) supra). Las proteinas nativas y quimicamente desnaturalizadas se revistieron
sobre placas de 96 pocillos durante la noche a 4 °C. Después de lavar con PBS, los pocillos se bloquearon con BSA
al 3 % a temperatura ambiente. Después de un lavado adicional, los pocillos se incubaron con rBmHSP marcado con
his durante 1 hora a 37 °C. Después de lavar nuevamente con PBS, se afiadio conjugado de HRP anti-his etiquetado
optimamente diluido y se incubd a 37 °C durante 1 hora. Después del lavado final, se desarroll6 el color con ABTS
[2,2'-azinobis (acido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico)] y se midié la DO a 405 nm.

Niveles de anticuerpos anti-BmHSP en sueros humanos. Se analizé un total de 20 muestras de suero pertenecientes
a diferentes grupos clinicos como Mf, CP, EN y NEN para determinar la presencia y el titulo de anticuerpos IgG anti-
BmHSP utilizando un ELISA indirecto (Cheirmaraj, y col. (1992) J. Trop. Med. Hyg. 95: 47-51). Brevemente, los pocillos
de una placa de microtitulacion de 96 pocillos se revistieron con rBmHSP (1 pg/ml) en tampdn de carbonato, pH 9,6,
durante la noche a 4 °C y se bloguearon con BSA al 3 % durante 1 hora a 37 °C. Se agregaron muestras de suero a

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 800984 T3

los pocillos y las placas se incubaron durante la noche a4 °C. Después de lavar los pocillos, se afiadié IgG antihumana
de raton marcada con HRP (1: 5000) y se incub¢ adicionalmente durante 1 hora a 37°C. El color se desarroll6 utilizando
sustrato ABTS. La absorbancia se midié a 405 nm en un lector de microplacas (BIO-RAD, Hercules, CA). El isotipo de
anticuerpos IgG anti-BmHSP en el suero de los sujetos también se determind usando un ELISA especifico de isotipo.
Se usaron IgG1, 1gG2, 1IgG3 e IgG4 antihumanos monoclonales de ratén biotinilados como anticuerpos secundarios y
se desarrolld color con conjugado avidina-HRP (Sigma, St. Louis, MO) como anticuerpos secundarios.

Clonacién de BmHSP con coddén optimizado en el vector pVAX para la vacuna de ADN. LosgenesBmhspoptimizados
concodoén se clonaron en el vector de expresion eucariota pVAX (Invitrogen) usando cebadores especificos de inserto
(cebador directo,5-CGC GGA TCC ATG GAA GAG AAG GTG GTG-3'(SEC ID NO: 1) que contiene el sitio BamHI
y cebador inverso,5-CCG GAA TTC TCA CTT GTC GTT GGT G-3 '(SEQ ID NO: 2) que contiene el sitio EcoRl).
Los parametros de PCR fueron los siguientes: 94 °C de desnaturalizaciéon durante 30 segundos,50 °C de recocido del
cebador durante 30 segundos,72 °C de extension del cebador durante 30 segundos durante 30 ciclos; y se realizé una
extension final de 5 minutos a 72 °C. El inserto de ADN fue secuenciado para asegurar la autenticidad de la secuencia
de nucledtidos clonada en ambas cadenas. Los plasmidos se mantuvieron y se propagaron en células E. coliTOP10F'.
Posteriormente, los plasmidos se purificaron usando un kit de extraccion de plasmidos sin endotoxina (Qiagen, Hilden,
Alemania). EI ADN se analiz6 por electroforesis en gel de agarosa y se cuantificd por espectrofotometria (DO 260/280,
relacion> 1,8).

Inmunizacién de ratones. Se usaron ratones Balb/c machos de seis semanas de edad comprados en Charles River
Laboratories en estos experimentos. El uso humano de animales en este estudio y el protocolo fue aprobado por el
comité de IACUC en la Facultad de Medicina de la Universidad de lllinois Rockford. Cada grupo estaba compuesto
por cinco (5) ratones y todos los ratones fueron inmunizados por via intraperitoneal usando tres regimenes de
inmunizacion diferentes. Los ratones del grupo A se inmunizaron usando un régimen de refuerzo principal. Los ratones
se cebaron dos veces a intervalos de dos semanas con 100 ug de ADN de pVAXBmhsp libre de endotoxina, optimizado
con codon, suspendido en un volumen de 50 pl. Después del cebado, todos los ratones recibieron dos dosis de
refuerzo de 15 ug de proteina rBmHSP (50 pl cada una) suspendidas en alumbre a intervalos de dos semanas. Los
ratones del grupo B se inmunizaron con proteina rBmHSP sola. Estos ratones recibieron cuatro dosis de 15 ug de
proteina rBmHSP suspendidas en alumbre administradas a intervalos de dos semanas. Los ratones del grupo C se
inmunizaron con ADN solo. Los ratones recibieron cuatro dosis de 100 ug of pVAX Bmhsp ADN dadas con intervalos
de dos semanas. Los animales del grupo D recibieron 100 ug de control de vector pVAX y adyuvante en el mismo
intervalo y permanecieron como controles negativos. Se recogieron muestras de sangre de cada raton antes de la
inmunizaciéon y un mes después de la ultima dosis de refuerzo. Después de separar los sueros, se determinaron el
titulo de anticuerpos IgG anti-BmHSP circulantes y los isotipos respectivos. Se usaron sueros que mostraron un alto
titulo de anticuerpos contra BmHSP en el ensayo de citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC) descrito
en esta invencion.

Niveles de Anticuerpos Anti-BmHSP en los Sueros de Ratones. Los niveles de anticuerpos IgG anti-BmHSP en los
sueros de grupos de ratones inmunizados y de control se determinaron usando un ELISA indirecto (Veerapathran, y
col. (2009) PLoS Negl. Trop. Dis. 3: e457). Los niveles de anticuerpos anti-BmHSP IgG1, IgG2a, IgG2b e IgG3 también
se determinaron usando un kit ELISA de isotipado de anticuerpos de ratén (ThermoFisher Scientific, Rockford, IL). Se
desarroll6 el color con sustrato cromégeno ABTS (acido 2,2-azinobis (acido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico) y se midié
la absorbancia a 405 nm en un lector ELISA (BIO-RAD).

Anticuerpos anti-BmHSP de Reduccion de Sueros Humano y de Ratones. Los anticuerpos anti-BmHSP se redujeron
de sueros agrupados de sujetos EN y ratones inmunizados incubando los sueros agrupados con resina IMAC de
cobalto junto con rBmHSP marcado con his segun los procedimientos establecidos (Veerapathran, y col. (2009)supra).
Brevemente,1 mg de rBmHSP marcado con his se acopl6 a 2 ml de volumen de lecho de resina IMAC durante 2 horas
a 37 °C. Después de lavar la resina una vez con 10 ml de PBS (pH 8), se afiadieron 200 ul de sueros agrupados y se
incubaron durante la noche a 4 °C. Después de la incubacion, la mezcla de resina se centrifugd durante 2 minutos a
750 rpm y se recogi6 el sobrenadante. ELISA confirmd la reduccion de anticuerpos anti-BmHSP en el sobrenadante
como se describe en esta invencion.

Anticuerpos Anti-BmHSP 1gG1, anti-BmHSP 1gG2a, anti-BmHSP 1gG2b, anti-BmHSP 1gG3 y anti-BmHSP IgG4 de
sueros agrupados de sujetos EN y sueros agrupados de ratones inmunizados se redujeron usando resina NHS (N-
hidroxisuccinimidilo) (Thermo Fisher Scientific). Brevemente,1 ug de los anticuerpos monoclonales respectivos se
acoplaron a la columna de resina NHS. Después de lavar la resina dos veces con PBS (pH 8), se pasaron 100 ul de
suero a través de la columna. El flujo a través se recogié a medida que el anticuerpo reducia los sueros. La reduccion
del isotipo especifico de anticuerpo se confirmé mediante un ELISA especifico de isotipo como se describe en esta
invencion. Después de lavar la columna tres veces con PBS (pH 7,4), los anticuerpos unidos se eluyeron usando
tampon glicina-HCI (pH 2,7) de la resina y el pH se ajusté a 7,4 con tampén Tris 1 M (pH 8). El eluido recuperado
contenia el anticuerpo especifico segun confirmado nuevamente por un ELISA. Los sueros reducidos por anticuerpos
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también se reconstituyeron con los anticuerpos eluidos. Una parte alicuota de sueros agotados se reconstituyé con
los anticuerpos eluidos a su concentracion original usando valores determinados por un ELISA anterior en las muestras
de suero puro. Los sueros reducidos por anticuerpos, los anticuerpos eluidos y las muestras de sueros reconstituidos
se usaron en un ensayo de ADCC.

Ensayo de Citotoxicidad Celular Dependiente de Anticuerpos (ADCC). El ensayo in vitrode ADCC se realizd segun
procedimientos conocidos (Chandrasekhar, y col. (1985) Parasite Immunol. 7: 633-641). Brevemente, se incubaron
diez (10) L3 deB. malayicon 2 x 10%células peritoneales (PEC) recogidas de ratones normales,50 ul de muestras de
suero de raton agrupadas y 50 pl de medio RPMI 1640 en una placa de cultivo de 96 pocillos ( Thermo Fisher Scientific).
Después de 48 horas de incubacion a 37 °C y 5 % de CO,, se determiné la viabilidad larval a 400X usando un
microscopio optico. Las larvas limpidas y dafiadas se contaron como muertas. Ademas, las larvas muertas también
tenian grupos de células adheridas y eran mas transparentes que las vivas. Las larvas que estaban activas, enrolladas
y transllcidas se contaron como vivas. EI ADCC se estim6 como el porcentaje de muerte larval calculado con la
férmula:

Numero de larvas muertas + Numero total de lavas x 100ye

Elensayo ADCC también se realizé con muestras de suero humano agrupadas como se describe en esta invencion,
excepto que las muestras de suero humano se incubaron con 2 x 10°PBMC recogidas de sujetos sanos normales y 6-
12B. malayil.3 para 48 horas a 37 °Cy 5 % de CO.. La viabilidad y la muerte larval se determinaron como se describio
anteriormente.

Estudios de Proteccion en Ratones. El potencial de vacuna de BmHSP se evalué en un modelo de ratén de infeccion
por exposicion. Los ratones se inmunizaron como se describié anteriormente usando la estrategia de refuerzo principal,
ADN solo o proteina sola. El grupo de vectores y alumbre sirvié como controles negativos. Los animales inmunizados
y de control se expusieron usando un procedimiento de camara de microporos como se conoce en la técnica (Abraham,
y col. (1986) Immunology 57: 165-169). Brevemente, se ensamblaron camaras de microporos usando anillos PLEXI
de 14 x 2 mm (Millipore Corporations, Bedford, MA) y membranas de policarbonato de nucleoporos de 5,0 um (Millipore
Corporations). Las membranas se unieron a los anillos PLEXIGLASS con adhesivo cianoacrilico y cemento dental.
Las camaras se sumergieron durante la noche a 37 °C en medio RPMI estéril que contenia gentamicina y solucion
antimicotica. Antes de los experimentos de exposicion, se introdujeron 20 L3 infecciosas vivas suspendidas en medio
RPMI 1640 suplementado con 15 % de suero de ternera fetal inactivado por calor (FCS) en las camaras de microporos
y la abertura se sell6 con cemento dental. La camara de microporos conteniendo los L3 se implant6 quirdrgicamente
en la cavidad peritoneal de cada ratén bajo anestesia. Se siguieron condiciones asépticas para los procedimientos
quirargicos. Después de 48 horas de implantacion, los animales fueron sacrificados y las camaras se recuperaron de
la cavidad peritoneal. El contenido de cada camara se vacid y las larvas se examinaron microscopicamente para
determinar la adherencia de las células y la muerte de las larvas. Las larvas muertas y vivas se identificaron como se
describié anteriormente en ADCC. El porcentaje de proteccion se expres6é como el nimero de parasitos muertos +
numero de parasitos totales recuperados x 100.

Ensayo de proliferacion de esplenocitos. Se recogieron bazos de todos los ratones del experimento anterior y se
preparo la suspension unicelular de células de bazo. Aproximadamente 2 x 105células/pocillo en suspension en RPMI
completo 1640 suplementado con inactivado por calor al 10 % de FCS se incubaron a 37 °C y 5 % de CO.durante 72
horas con rBmHSP (1 pg/ml), ConA (1 pg/ml) o con medio solo. Después de la incubacion, se determiné la proliferacion
celular usando el kit de conteo celular (CCK-8) adquirido de Dojindo Molecular Technologies, Inc. (Gaithersburg, MD).
El indice de estimulacion de la proliferacion de células del bazo se calculé utilizando la férmula: Absorbancia de las
células estimuladas + Absorbancia de las células no estimuladas.

Andlisis de citoquinas. Las células del bazo de ratones inmunizados y control se cultivaron a 37 °C y 5% de
CO.durante 72 horas con rBmHSP (1u g/ml), ConA (1 pg/ml) o con medio solo como se describié anteriormente.
Después de 72 horas, los sobrenadantes de cultivo y los sedimentos celulares se recogieron por separado para el
analisis de citocinas. Para medir el ARNm de citocina, se suspendieron los sedimentos celulares en el reactivo TRIZOL
(GIBCO-BRL, Life technologies, Carlsbad, CA) y se extrajo el ARN total segun las instrucciones del fabricante.
Después del lavado con etanol, los sedimentos de ARN se disolvieron en agua libre de ARNasa (Sigma) y se trataron
con DNasa | antes de determinar la concentracién total de ARN utilizando un espectrofotémetro Beckman a 260 nm.
La transcripcion inversa del ARN total se realizé utilizando el kit de sintesis de ADNc de primera cadena
(SABiosciences, Frederick, MD) segun las recomendaciones del fabricante. La cuantificacion relativa de la expresion
de genes de interés se midié en una maquina de PCR en tiempo real Applied BioSystem 7300 (Applied BioSystems,
Foster City, CA). Las amplificaciones por PCR se realizaron con la mezcla LightCycler-DNA SYBR green
(SAbiosciences). La reaccion se realizé usando las siguientes condiciones de PCR: etapa de activacion de 15 minutos
a 95 °C durante un ciclo, etapa de desnaturalizacion de 15 segundos a 95 °C, recocido de cebadores durante 20
segundos a 50 °C y etapa de alargamiento durante 15 segundos a 72 °C. El ADN se amplificé durante 50 ciclos. Se
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monitorizo el colorante fluorescente de union a ADN SYBR green. El conjunto de matriz de datos RT-PCR se generd
y analizo utilizando el sistema de andlisis de datos basado en web SABiosciences.

Los sobrenadantes de cultivo se recogieron de cultivos de esplenocitos 72 horas después de la incubacion con
rBmHSP (1 pug/ml), ConA (1 pg/ml) o con medio solo. Los niveles secretados de proteina IL-2, IL-4, IFN-y e IL-10 en
los sobrenadantes de cultivo se determinaron usando un kit ELISA sandwich adquirido de ThermoFisher Scientific. La
concentracion de cada citocina se determind a partir de una curva estandar trazada usando IL-2, IL-4, IFN-y o IL-10
de raton recombinante.

Anélisis Estadistico. El analisis estadistico se realizé con el software XL STAT v. 7. 5. 2 (Kovach Computing Services,
Anglesey, Reino Unido). La significacion estadistica entre grupos comparables se estimé utilizando pruebas no
paramétricas apropiadas, con el nivel de significacion establecido en p <0,05.

Expresion de BmHSP12. 6 recombinante (BmHSP). BmHSP se clon6 en el vector pRSET A y se expresd como una
proteina de fusién marcada con histidina (etiquetada con his) en E. colBL21 (DE3) PLysS. La proteina BmHSP
recombinante se purificé posteriormente usando una columna IMAC. Se descubrié que la masa molecular de la
proteina de fusién recombinante his-tag purificada era de aproximadamente 18 kDa. La proteina recombinante
purificada en columna aparecié como una sola banda en SDS-PAGE.

Estructura tridimensional prevista de BmHSP. Las secuencias de aminoacidos de la cadena A alfa cristalina humana
comparten un 42 % de similitud con BmHSP. Como la estructura cristalina de la cadena A alfa cristalina humana ya
esta disponible, se utilizé como plantilla para modelar la estructura putativa de BmHSP utilizando el programa Modeller
9v6. El analisis PROCHECK se utilizd para seleccionar el mejor modelo que mostré una puntuacion de -0,41 en
comparacion con la plantilla (Laskowski, y col. (1993) J. Appl. Cryst. 26: 283-29). También se realiz6é un analisis de la
trama de Ramachandran en la secuencia BmHSP. Estos analisis mostraron que el 92 % de los residuos estaban en
la region mas favorable sin impedimento estérico. Se encontraron aproximadamente 6. 7 % de residuos en la region
permitida adicional. Los modelos que mostraron mas del 90 % de residuos en las regiones mas favorecidas se
predijeron como el modelo tridimensional mas ideal segun lo predicho el diagrama de Ramachandran (Balazs, y col.
(2001) Protein Eng. Des. Sci. 14: 875-880). El analisis de prediccion de estructura secundaria también se realizé en la
proteina BmHSP usando el servidor PDBsum en EMBL. Este analisis mostré que cada dominio alfa-cristalino del
monoémero BmHSP tenia un ndcleo de inmunoglobulina compuesto por siete cadenas (3 dispuestas en dos laminas
antiparalelas. La prediccion de la estructura secundaria de BmHSP mostré dos laminas, cuatro horquillas beta, una
protuberancia beta, siete cadenas, dos hélices, siete vueltas beta y una vuelta gamma en la estructura de BmHSP.

Estudios anteriores mostraron que BmHSP se une a la cadena a del receptor de IL-10 humano | (Gnanasekar, y col.
(2008) Mol. Biochem. Parasit. 159: 98-103). Para identificar el sitio de union al receptor de IL-10 en BmHSP, se realizé
un analisis predictivo de interaccion proteina-proteina (Ofran & Rost (2007) Bioinformatics 23: e13-e16). Los resultados
del analisis de prediccion mostraron que el fragmento N-terminal de BmHSP (aminoacidos de Metl a Asn26) tenia una
region de interaccion proteina-proteina fuerte. El analisis adicional de la secuencia de esta regidon mostr6é que las
secuencias de aminoacidos de Val5 a Glu42 tenian una identidad de secuencia significativa con la region de union a
IL-10R humana de IL-10 humana. Estos resultados confirman que la region N-terminal de BmHSP puede estar
involucrada en la unién de BmHSP a la cadena a | del receptor de IL-10 humano.

Anaélisis de motivo y filogenético en BmHSP. El analisis de motivo realizado en PROSITE mostro varios sitios de
modificacion post-traslacion putativa, como los sitios de N-glicosilacion (residuos 11 a 14 y 98 a 101), sitios de
fosforilacion de proteina quinasa-c (residuos 83 a 85y 100 a 102), sitios de fosforilacion de caseina quinasa ll (residuos
68 a 71y 88 a 91) y sitios de N-miristilacion (residuos 40 a 45) en BmHSP. También se observaron motivos similares
en IL-10 humana, lo que indica que BmHSP puede imitar la funcién de la IL-10 humana (Gnansekar, y col. (2008)
supra). El mapeo de epitopos en BmHSP revel6 la presencia de regiones de epitopos de células B, células Ty CTL,

lo que indica que BmHSP es potencialmente una proteina altamente inmunogénica (Tabla 2).
TABLA 2
Epitopo predicho Pos.,icic'?n'del epitopo en la secuencia de Sgcqencia de SEQ ID
aminoacidos Péptidos NO:
12-23 WSAEQWDWPLQH |3
Epitopos de |26 - 35 EVIKTNTNDK 4
Células B 67 -74 SRAEHYGE 5
84 -94 KLPSDVDTKTL 6
Epitopos de (45 - 53 FTPKEIEVK 7
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Epitopo predicho Pos.,icic'?n'del epitopo en la secuencia de Sgcqencia de SEQ ID
aminoacidos Péptidos NO:

Células T 50 - 57 IEVKVAGD 8
38-45 VGLDASFF 9
39 -47 GLDASFFTP 10
52 - 60 VKVAGDNLV 11
84 -92 KLPSDVDTK 12
92 - 100 KTLTSNLTK 13
27 -35 VIKTNTNDK 14
90 - 98 DTKTLTSNL 15
44 - 52 FFTPKEIEV 16
38 -46 VGLDASFFT 17
100 - 108 KRGHLVIAA 18
73 -81 GEIKREISR 19
43 - 51 SFFTPKEIE 20
78 - 86 REISRTYKL 21

Epitopos CTL 74 - 82 GEIKREISR 22
70-78 AEHYGEIKR 23

Un analisis filogenético realizado usando secuencias representativas de sHSP de diferentes grupos de organismos
mostré que BmHSP, C. elegansHSP yC. remaniHSP forman un grupo monofilético, separado de los otros grupos de
organismos.

BmHSP es una Chaperona. La mayoria de las proteinas de choque térmico informadas hasta la fecha tienen funcion
de chaperona. Para determinar si BmHSP también tiene una funcién de chaperona similar, se realizé una reaccién de
agregacion térmica utilizando un sustrato modelo, Citrulina sintasa (CS). La incubacion de CS a 42 °C dio como
resultado el despliegue de la proteina y la agregacion posterior en 10 minutos. La adicion de BmHSP a la proteina CS
(en una relacion molar de 1: 2), antes del tratamiento térmico, inhibié significativamente (P <0,01) la agregacion térmica
de la proteina CS. Una proteina de control no chaperona, BSA, no tuvo ningun efecto sobre la agregacion inducida
por el calor de la proteina CS.

Otra funcion de las proteinas chaperonas es que pueden unirse especificamente a proteinas desnaturalizadas. Para
determinar si BmHSP puede unirse especificamente a proteinas desnaturalizadas, se incubé rBmHSP con CS nativos
y desnaturalizados o sustratos de luciferasa nativos y desnaturalizados. Estos estudios mostraron que rBmHSP se
une preferentemente a sustratos de proteinas desnaturalizadas en comparacién con las proteinas nativas o de control.
Estos resultados confirmaron que BmHSP puede actuar como una chaperona molecular que potencialmente protege
las proteinas celulares del parasito de los efectos dafinos del huésped.

Respuestas de anticuerpos en humanos. Los resultados presentados en esta invenciéon indican que BmHSP tiene
varios epitopos de células T y células B. Por lo tanto, se evalué si las personas infectadas con filariasis tienen
anticuerpos contra BmHSP. Por consiguiente, se midié el titulo de anticuerpos IgG anti-BmHSP en los sueros de
sujetos EN, CP, Mfy NEN. Los resultados mostraron que los sujetos con EN tenian los niveles mas altos de anticuerpos
anti-BmHSP (p <0,001). El analisis de isotipo posterior de los anticuerpos IgG mostré6 que, en comparacion con
los grupos infectados (Mf y CP) de individuos, los sueros de sujetos EN tenian titulos elevados de anticuerpos IgG1 e
IgG3 anti-BmHSP. Los portadores de Mf tenian solo niveles significativos de anticuerpos anti-BmHSP IgG2 en sus
sueros. Del mismo modo, individuos con PC solo tenian niveles significativos de anticuerpos anti-BmHSP IgG4 en sus
sueros. Los niveles de IgG1 e IgG3 anti-BmHSP fueron muy bajos en los sueros de estos individuos con Mf y CP. Los
anticuerpos anti-BmHSP no fueron detectables en el suero de sujetos NEN.

Resultados del ensayo ADCC. Dado que los anticuerpos contra BmHSP estaban presentes en todos los grupos de
individuos infectados (Mf y CP) y sujetos EN, se determind si estos anticuerpos eran funcionales. Utilizando un ensayo
de citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos, se probé si los anticuerpos IgG anti-BmHSP12. 6 tenian alguna
funcién protectora contra B. malayi. Estos estudios mostraron que los sueros EN agrupados promovieron la adherencia
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de PBMC" a L3 e indujeron la muerte significativa (77. 37 %) de B. malayiL3in vitro(Tabla 3), mientras que los sueros
agrupados de Mfy CP no pudieron participar en la funcion ADCC. Estos resultados indicaron que los sueros EN tienen
actividades antiparasitarias. Para determinar si esta funcion esta asociada con anticuerpos, se realizaron estudios de
reduccion de anticuerpos. La reduccién de los anticuerpos anti-BmHSP de los sueros EN resulté en una reduccion

significativa (21. 42 %) en la muerte larval (Tabla 3) confirmando que los anticuerpos anti-BmHSP en los sueros de
los sujetos EN, pero no los sujetos Mf o CP, participan en la muerte de las larvas.
TABLA 3
Grupos Muerto |Vivo |L3 % de muerte larval (Media
P L3 L3  |total |+ DE¥)
. 1 6
Sueros endémicos normales (EN) 5 2 - 77,37 £ 8,41
i i i- 2 5 7
Sueros EN reducidos de anticuerpos anti 21,42 £10.12
rBmHSP 1 6 7
. 5 6
Sueros normales no endémicos (NEN) 2 - 5 '19. 44+3. 92

* Los valores representan la media + DE de tres pocillos.

Otros estudios de reduccion mostraron que el efecto antiparasitario de los anticuerpos anti-BmHSP estaba asociado
con el isotipo de anticuerpos IgG1. La reduccion de anticuerpos IgG1 de los sueros EN inhibié significativamente (40 %)
la funcion ADCC (Tabla 4). La reconstitucion de sueros EN reducidos con anticuerpos anti-BmHSP con anticuerpos
IgG1 anti-BmHSP eluidos recuperd la funcion ADCC (Tabla 3). Estos resultados indicaron que los anticuerpos anti-

BmHSP 1gG1 son criticos para la funciéon ADCC.
TABLA 4
Sueros EN % de muerte larval
Sueros puros 72
IgG1 40
. IgG2 71,43
Reducido de:
IgG3 60
IgG4 62,5
IgG1 70
o IgG2 69,23
Reconstituido con:
IgG3 66,67
IgG4 54,55

* Valores representan la media de tres pocillos.

Respuestas de Anticuerpos en Ratones. Los ratones inmunizados con rBmHSP desarrollaron niveles significativos de
anticuerpos IgG anti-BmHSP. Mas especificamente, el régimen de vacuna de refuerzo principal indujo un titulo
significativamente mas alto de anticuerpos IgG en comparacién con el grupo de vacuna de ADN solo (p <0. 05). Sin
embargo, la vacuna de proteina rBmHSP indujo el titulo mas alto de anticuerpos IgG. El analisis del isotipo de los
anticuerpos anti-BmHSP IgG mostré6 que predominantemente los anticuerpos anti-BmHSP 1gG1, 1gG2a e 1gG2b
estaban presentes en los sueros de los animales vacunados. El ensayo ADCC también se realizd con suero de raton.
Estos estudios mostraron que los sueros de ratones vacunados con BmHSP promovieron la adherencia de las células
del exudado peritoneal a L3 y participaron en la funcién ADCC (83. 02 % de eliminacion de larvas) en comparacion
con los sueros de control (13 %) (p <0. 002) (Tabla 5).

TABLA 5
Régimen de Inmunizacién % de muerte larval

BmhspADN principal y rBmHSP refuerzo de proteina 83,02 + 3,62
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Régimen de Inmunizacién % de muerte larval
Bmhsp ADN 43,7 +8,12
proteina rBmHSP 55,08 + 1,15

pVAX & control de alumbre 13+2,35

* Valores representan la media + DE de tres pocillos.

Similar a sueros humanos, el isotipo individual de los anticuerpos IgG se redujeron de los sueros de los ratones
vacunados para determinar el isotipo de los anticuerpos anti-BmHSP que participan en la funcién ADCC. Los
resultados de estos estudios mostraron que, de forma similar a la observada con los sueros EN, los anticuerpos anti-
BmHSP IgG1 también participaron en la muerte de L3 mediada por ADCC en ratones (Tabla 6).

TABLA 6
Ratones inmunizados Sera % de muerte larval
Sueros puros de BmHSP refuerzo principal 80,16
IgG1 37
. IgG2a 72
Reducido de:
IgG2b 71
IgG3 80
IgG1 80
o IgG2a 63
Reconstituido con:
IgG2b 87
IgG3 71

* Valores representan la media de tres pocillos.

Potencial de vacuna de BmHSP en ratones. El potencial de vacuna de BmHSP se evalué en ratones Balb/c utilizando
un procedimiento de camara de microporos. Los resultados mostraron que los ratones inmunizados usando el régimen
de vacunacion de refuerzo principal y la vacuna de proteina de BmHSP exhibieron casi un 72 % y 58 % de mortalidad,
respectivamente, de L3 implantados en la cavidad peritoneal de los ratones inmunizados (Tabla 7). Si bien las camaras
implantadas en los grupos de animales de control mostraron solo un 7 % de mortalidad del parasito, la diferencia entre
la proteccion del grupo de control de los ratones y los ratones vacunados fue significativa (P <0,001). Por otro lado,
los ratones inmunizados solo con la vacuna de ADN indujeron solo un 31 % de proteccién. Por lo tanto, el régimen de
vacunacion de refuerzo principal parecia ser altamente eficiente para conferir proteccién inducida por la vacuna contra
una infeccién por exposicién en comparacion con los protocolos de inmunizacién de ADN solo o proteina sola.

TABLA 7
Régimen de Inmunizacién % de muerte larval
BmhspADN principal y rBmHSP refuerzo de proteina 72 £10,22
Bmhsp ADN 31+5,23
proteina rBmHSP12. 6 58 +7,76
pVAX & control de alumbre 7+52

Valores representan media + DE. N=5. Los datos provienen de uno de dos experimentos similares
que muestran resultados comparables.

Respuestas inmunes en ratones vacunados con BmHSP. Para determinar las respuestas inmunes celulares a BmHSP
en los ratones vacunados, se cultivaron células de bazo de ratones vacunados y de control en presencia de proteina
rBmHSP y se evaluaron sus respuestas proliferativas y los perfiles de citocinas. La respuesta proliferativa de las células
del bazo de los animales inmunizados con el régimen de vacuna de refuerzo principal fue significativamente (P> 0,05)
mayor (indice de estimulacion de 3,35 + 0,176) en comparacioén con el grupo de vacunacioén de proteina sola rBmHSP
(indice de estimulacion de 2,22 + 0. 018) o Bmhsp grupo de vacunacion de ADN solo (indice de estimulacién de 3,53
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+ 0,102). Las células de bazo del grupo de control de animales no proliferaron en respuesta a rBmHSP (indice de
estimulacion de 0,98 + 0,013) y fue similar a los controles de medio solo. Dado que las células del bazo de los animales
vacunados proliferaban significativamente para recordar la respuesta a rBmHSP, se midieron los niveles de citocinas
en los sobrenadantes del cultivo. Estos resultados mostraron que IFN-y era la citocina predominante secretada por las
células del bazo de los animales vacunados a las 72 horas después de la estimulacién con rBmHSP. Se realizé una
matriz de genes de citocinas de PCR en tiempo real en ARNm recogido de las células del bazo estimuladas con
rBmHSP. Estos resultados mostraron que los genes de citocinas Th1 (IFN-y, CD-28, IL-12, IL-2) y Th2 (IL-4, IL-5, IL-
1R) aumentaron significativamente en los animales vacunados.

Ejemplo comparativo 2: rBmALT-2 + rBmHSP Vacuna multivalente

Parasito. L3 de Brugia malayi se obtuvieron del NIAID/NIH Filariasis Research Reagent Resource Center (FR3) en la
Universidad de georgia, Atenas, GA.

Construccion de vacunas de ADN monovalentes y multivalentes. La vacuna de ADN monovalente estaba compuesta
de Bmhsp o Bmalt-2 en el vector pVAX1. Para preparar la vacuna monovalente, los genes Bmhsp o Bmalt-2
optimizados con codoén se clonaron en el vector de expresion eucariota pVAX1 (Invitrogen, Carlsbad, CA) usando
cebadores especificos de inserto (Gnanasekar, y col. (2004) supra). La vacuna multivalente estaba compuesta
de genes Bmhsp y Bmalt-2 en el mismo vector pVAX1. El gen Bmhsp optimizado con codén se cloné primero en el
vector pVAX1 sin coddn de parada en el cebador inverso (5-CCG GAATTC TCACTT GTC GTT GGT G-3'; SEQ
ID NO: 24) pero contenia un sitio Pstl. Luego se insert6é el gen Bmalt-2 optimizado con coddn en este clon usando
cebadores especificos del gen (Gnanasekar, y col. (2004) supra). Los parametros de PCR para todas las tres
construcciones eran: 94 °C de desnaturalizaciéon durante 30 segundos,50 °C de recocido del cebador durante 30
segundos,72 °C de extension del cebador durante 30 segundos durante 30 ciclos; y se realizé una extension final de
5 minutos a 72 °C. EI ADN del inserto finalmente fue secuenciado para asegurar la autenticidad de la secuencia de
nucledtidos clonada en ambas cadenas. Los plasmidos se mantuvieron y se propagaron en células E. coliTOP10F'.
Los plasmidos se purificaron usando un kit de extraccion de plasmidos sin endotoxina (Qiagen, Valencia, CA). El ADN
se analizé mediante electroforesis en gel de agarosa y se cuantificé en un espectrofotometro (DO 260/280, relacion >
1,8).

Expresion y Purificacion de Proteinas Recombinantes. Todos los genes fueron clonados en el vector pRSET-A (con
una etiqueta de hexahistidina N-terminal) para producir proteinas recombinantes. Las construcciones Bmhsp y Bmalt-
2 se transformaron en BL21 (DE3) que contiene pLysS E. colihuésped (Invitrogen) para minimizar la toxicidad debida
a la proteina. Cuando la absorbancia de los cultivos alcanzé un valor de 0,6 OD, se afiadié 1 mM de IPTG (isopropil
tio-d-galacto piranosido) a los cultivos y se incubd durante 3 horas adicionales para inducir la expresion génica.
Después de lisar las células, las proteinas totales se separaron en SDS-PAGE al 15 % y al 12 % para confirmar la
expresion de las proteinas recombinantes BmHSP (rBmHSP) y rBmALT-2 his-tag. Las proteinas recombinantes se
purificaron luego usando una cromatografia en columna de afinidad de metal cobalto inmovilizado (Clontech, Mountain
View, CA) seguin las recomendaciones del fabricante. Las proteinas recombinantes se separaron luego en SDS-PAGE
y se tifieron con azul brillante de COOMASSIE R250 y tincidn con plata. Estos estudios mostraron que se obtuvo una
sola banda después de la purificacion de la columna. Las endotoxinas, si hay alguna en las preparaciones
recombinantes, se eliminaron pasando las proteinas recombinantes a través de columnas de afinidad de polimixina B
(Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL) y los niveles de endotoxina en las preparaciones finales se determinaron
usando un kit E-TOXATE (Sigma, St Louis, MO) segun las instrucciones del fabricante. Los niveles de endotoxina
estaban por debajo de los limites de deteccion en estas preparaciones de proteinas recombinantes.

Inmunizacién de Ratones. En estos experimentos se usaron ratones Balb/c machos de seis semanas de edad
comprados en Charles River Laboratories. El uso humano de animales en este estudio y el protocolo fue aprobado
por el comité de IACUC en la Facultad de Medicina de la Universidad de lllinois Rockford. Los ratones se dividieron
en cuatro (4) grupos de cinco (5) animales cada uno. Todos los ratones se inmunizaron por via subcutanea usando
un régimen de vacuna de refuerzo de proteina de ADN prime. Todos los grupos experimentales de ratones se
prepararon con dos inyecciones de ADN optimizado con coddn libre de endotoxina administrado en un volumen de
50 yl y se potenciaron con dos dosis de proteinas recombinantes suspendidas en alumbre (50 pyl cada una)
administradas a intervalos de dos semanas.

Los ratones del grupo A fueron cebados con 100 ug de pVAXBmhsp y reforzados con 15 ug de rBmHSP; los ratones
del grupo B se cebaron con 100 pg de pVAX Bmalt-2 y se potenciaron con 15 ug de rBmALT-2; los ratones del grupo
C fueron cebados con 100 pug de pVAXBmhsp/Bmalt-2 DNA y reforzados con 15 ug de rBmHSP y 15 ug de rBmALT-
2. Los ratones del grupo D recibieron 100 ug de vector pVAX1 mas 50 ul de alumbre y sirvieron como controles. Se
recogieron muestras de sangre de cada raton antes de la inmunizacién y un mes después de la ultima dosis de refuerzo.
Los sueros se separaron y almacenaron a -80 °C.
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Evaluacién de respuestas de anticuerpos en ratones. Los niveles de anticuerpos anti-BmHSP y anti-BmALT-2 se
midieron en los sueros de grupos de ratones inmunizados y de control usando un ELISA indirecto segun
procedimientos establecidos (Veerapathran, y col. (2009) supra; gnanasekar, y col. (2004) supra). Brevemente, los
pocillos de las placas de microtitulacion de 96 pocillos se revistieron con rBmHSP, rBmALT-2 o rBmHSP (1 ug/ml) en
tampon de carbonato (pH 9,6) durante la noche a 4 °C. Después de lavar los pocillos, los sitios no unidos se bloquearon
con BSA al 3 % durante 1 hora a 37 °C. Las muestras de suero diluido se afiadieron a los pocillos y se incubaron
durante la noche a 4 °C. Después de lavar los pocillos, se afiadié IgG anti-ratén de conejo marcada con HRP (1: 5000)
y se incubd adicionalmente durante 1 hora a 37 °C. El color se desarrollé usando sustrato ABTS (2,2'-azinobis (acido
3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico)). La absorbancia se midié a 405 nm en un lector de microplacas (BIO-RAD, Hercules,
CA).

Estudios de Proteccion en Ratones. El potencial de vacuna de las formulaciones de vacuna monovalente y multivalente
se evaluod luego en un modelo de ratén. Los ratones se inmunizaron como se describié anteriormente usando la
estrategia de refuerzo principal. El grupo de vectores mas alumbre sirvi6 como controles negativos. Los animales
inmunizados y de control se expusieron usando un procedimiento de camara de microporos conocido en la técnica
(Abraham, y col. (1989) Am. J. Trop. Med. Hyg. 40(6) : 598-604). Brevemente, se ensamblaron camaras de microporos
usando anillos de PLEXIGLASS de 14 x 2 mm (Millipore Corporations, Bedford, MA) y membranas de policarbonato
de nucleoporo de 5,0 um (Millipore Corporation) que se unieron a los anillos de PLEXIGLASS con adhesivo
cianoacrilico y cemento dental. Las camaras se sumergieron durante la noche a 37 °C en medio RPMI estéril que
contenia gentamicina y soluciéon antimicética. Antes de los experimentos de exposicion, se introdujeron 20 L3
infecciosas vivas suspendidas en medio RPMI1640 suplementado con 15 % de suero de ternera fetal inactivado por
calor (FCS), en las camaras de microporos y la abertura se sellé6 con cemento dental. La cdmara de microporos
conteniendo los L3 se implantd quirdrgicamente en la cavidad peritoneal de cada raton bajo anestesia. Se siguieron
condiciones asépticas para los procedimientos quirurgicos. Después de 48 horas de implantacion, los animales fueron
sacrificados y las camaras se recuperaron de la cavidad peritoneal. El contenido de cada camara se vacié y las larvas
se examinaron microscopicamente para determinar la adherencia de las células y la muerte de las larvas. La viabilidad
larval se determin6 microscopicamente a 100 x. El porcentaje de proteccion se expresé como el nimero de parasitos
muertos + nimero de parasitos totales recuperados x 100.

Anédlisis de citoquinas en ratones. El porcentaje de células secretoras de interferon-y (IFN-y) e interleucina-4 (IL-4)
especificas de rBmHSP y rBmALT-2 se determind en el bazo de los ratones control y vacunados utilizando un ensayo
ELISPOT. En resumen, las placas de filtro MILLIPORE MultiScreen HTS se revistieron con anticuerpos monoclonales
de rata anti-ratéon IFN-y o monoclonal de rata anti-ratén IL-4 (BD Pharmigen, San Diego, CA) a una concentracion de
10 ug/ml en tampon PBS. Después de lavar las placas, los sitios no especificos se bloquearon incubando los pocillos
en RPMI completo con suero de ternera fetal al 10 % durante una hora a temperatura ambiente. Aproximadamente 3
x 108células de bazo suspendidas en medio RPMI1640 completo suplementado con 10 % de FBS inactivado por calor
se afadieron a cada pocillo. Las células fueron estimuladas con rBmHSP o rBmALT-2 (1 ug/ml). Las células no
estimuladas sirvieron como controles. Cuarenta y ocho horas después de la incubacion a 37 °C en humidificado 5 %
de CO;, las placas se lavaron y se incubaron adicionalmente durante 1 hora a temperatura ambiente con 2ug de rata
biotinilado anti-ratén de IFN-y o biotinilado de rata anti-raton de IL- 4 anticuerpos (BD Pharmigen). Después de lavar
las placas, se afadio peroxidasa de rabano picante conjugada con estreptavidina (Thermo Fisher Scientific) (1: 800)
a cada pocillo y se incubd a temperatura ambiente durante una hora. Las placas se lavaron y se desarrollaron en color
usando sustrato DAB (Thermo Fisher Scientific). El numero total de manchas se conté bajo un microscopio de
diseccion.

Anadlisis Estadistico. El analisis estadistico se realizé con el software XL STAT v. 7. 5. 2 (Kovach Computing Services,
Anglesey, Reino Unido). La significacion estadistica entre grupos comparables se estimé utilizando pruebas no
paramétricas apropiadas, con el nivel de significacion establecido en p <0,05.

Respuestas de Anticuerpos en Ratones. Primero se determiné si la vacuna multivalente podria provocar anticuerpos
significativos contra cada uno de los componentes antigénicos. Estudios anteriores han demostrado que ratones
vacunados de manera similar con antigenos de B. malayi provocaron anticuerpos IgG protectores de huésped
significativos (Veerapathran, y col. (2009) supra). Por lo tanto, se analizaron los titulos de anticuerpos IgG. Los
resultados de este analisis indicaron que la inmunizacién monovalente con Bmhsp + rBmHSP y Bmalt-2 + rBmALT-2
provoco titulos significativos (p <0,005) de anticuerpos IgG anti-BmHSp y anti-BmALT-2 (Figura 1). La vacuna
multivalente también provocé titulos de anticuerpos IgG significativos. Después de la vacuna multivalente, los ratones
produjeron anticuerpos IgG contra BmHSP y BmALT-2 por igual, lo que sugiere que los antigenos no interfieren ni
compiten por el dominio. Un resultado interesante fue que la vacuna multivalente provocé titulos de anticuerpos IgG
de 1,5 a 1,75 veces mayores (p <0,005) en comparacion con la vacuna monovalente (Figura 1). Estos resultados
indicaron que los dos antigenos en la formulacion multivalente pueden actuar de forma sinérgica al aumentar las
respuestas de anticuerpos inducidas por la vacuna contra cada antigeno en los ratones vacunados. Los resultados
también indicaron que la combinacién de estos dos antigenos en la formulacion de la vacuna tiene una gran ventaja.
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Dadas las respuestas robustas de anticuerpos IgG inducidas después de la vacunacioén, también es posible que se
pueda reducir la concentracion de los antigenos componentes en la preparacion multivalente.

Vacuna Multivalente Induce una Proteccién Significativa en Ratones. Los resultados en esta invencion mostraron que
se produjeron anticuerpos IgG significativos después de la vacunacion con preparaciones de vacuna monovalentes y
multivalentes. Para probar si las respuestas inmunitarias obtenidas después de la vacunacion fueron protectoras, los
animales vacunados fueron expuestos a larvas infecciosas de tercera etapa vivas (L3) deB. malayi. Dado que los
parasitos no alcanzan la madurez en estos animales, se obtiene unamejorrecuperacion de los gusanos si los parasitos
se implantan quirdrgicamente en los animales. Un procedimiento estandar de exposicion a camara de microporos
(Abraham, y col. (1989) supra). Estos estudios mostraron que se podia lograr una proteccion cercana al 61 % en
ratones inmunizados con una vacuna monovalente (Tabla 8). Esto fue altamente significativo (p <0,001) en
comparacion con los controles negativos. Este resultado también mostré que rBmHSP y rBmALT-2 son utiles en
vacunas para la filariasis linfatica. Los experimentos de exposicién en ratones inmunizados con vacuna multivalente
mostraron que se podia lograr una proteccion significativamente (p <0,005) mayor en comparacion con la vacunacion
monovalente (Tabla 8). Estos resultados también se correlacionan claramente con el titulo mas alto de anticuerpos
IgG en estos animales y respaldan el resultado anterior de que rBmALT-2 y rBmHSP pueden mejorar sinérgicamente
las respuestas inmunes protectoras en animales vacunados cuando se administran como un régimen de refuerzo
principal (Tabla 8).

TABLA 8
Porcentaje de muerte

Régimen de vacunacion larval® Grupos
BmhspADN principal y rBmHSP refuerzo de proteina |61 + 4,24 Monovalente
Bmalt-2 DNA principal y rBmALT-2 refuerzo de proteina |76 + 8,21 Monovalente
ilzzjlésrﬁz);%rgil;‘;’fe“ﬁ);incipal y rBmHSP y rBmALT-2 90 7,53 Multivalente
pVAX mas control de alumbre 22 + 10,41 Control

avalores son media + DE. N=5. Los datos provienen de uno de dos experimentos similares que
muestran resultados comparables.

Para demostrar aun mas la eficacia, los ratones fueron inmunizados con varias combinaciones de refuerzo primario.
Como se muestra en la Figura 3, se puede lograr una proteccion del 100 % en ratones después de la inmunizacion
con proteina hibrida HAT o después de la inmunizacion de refuerzo principal con ADN hibrido HAT y proteina hibrida
HAT.

Respuestas de citoquinas. Las caracteristicas inmunolégicas de las respuestas protectoras en ratones vacunados se
determinaron evaluando las respuestas de citocinas secretadas de las células del bazo en respuesta a los antigenos
de la vacuna. Cuando las células del bazo se estimularon con rBmHSP o rBmALT, hubo una proliferacion significativa
especifica de antigeno de las células del bazo, lo que sugiere una fuerte respuesta celular de retirada a los antigenos.
Para identificar el perfil de citocinas de estas células que responden al antigeno, se contaron las células secretoras de
IFN-y e IL-4 usando un ensayo ELISPOT. Los resultados de estos estudios mostraron que las células del bazo de
ratones vacunados con la vacuna multivalente secretaban predominantemente IL-4 (Figura 2). El nimero de células
secretoras de IFN-y fue muy bajo. En general, estos resultados indicaron que la proteccion inducida por la vacuna
estuvo mediada en gran medida por las respuestas de tipo Th2.

Ejemplo Comparativo 3: Vacuna Multivalente BmVal-1+BmALT-2

Sueros. Las muestras de suero utilizadas en este estudio fueron de muestras archivadas almacenadas en el Instituto
de Ciencias Médicas Mahatma gandhi, Sevagram, India. Estas muestras fueron recolectadas como parte de estudios
epidemioldgicos en Wardha y sus alrededores, un area endémica para filariasis linfatica.

No hubo datos demograficos disponibles para este estudio, excepto que las muestras de suero se clasificaron en
microfilaremia (MF), patologia cronica (CP) o normales endémicas (EN) basadas en la deteccion de parasitos
circulantes, parasitos antigenos o evaluando los sintomas clinicos de la filariasis linfatica. Se detectaron microfilarias
circulantes en la sangre de los sujetos segun procedimientos conocidos (Haslbeck, y col. (2005) Nat. Struct. Mol. Biol.
12: 842-846; Yoo, y col. (2005) Biotechnol. Lett. 27: 443-448). La presencia de antigeno circulante se detecté utilizando
un kit Og4C3 y un ensayo inmunosorbente ligado a enzimas (ELISA) basado en WbSXP. Los sujetos sin antigeno
circulante o microfilarias se clasificaron como EN, mientras que los sujetos con microfilarias circulantes y/o antigeno
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circulante, segun lo detectado por ELISA, se consideraron como MF. Los sujetos que mostraban linfedema y otros
sintomas clinicos visibles de filariasis se agruparon en PC. Se recogieron sueros de control normales no endémicos
(NEN) en la Clinica de la Universidad de lllinois en Rockford, IL.

Parasitos. L3 de Brugia malayi se obtuvieron del NIAID/NIH Filariasis Research Reagent Resource Center (FR3) en
la Universidad de georgia, Atenas, GA.

Construccion de vacunas de ADN monovalente y multivalente. Para preparar vacuna monovalente, genes optimizados
con codon BmVAL-1 (Ace: AF042088) o Bmalt-2 (Ace: U84723) fueron clonados en el vector de expresion eucariota
pVAX1(Invitrogen, Carlsbad, CA) utilizando cebadores especificos de inserto (Yoo, y col. (2005) supra; Huang, y col.
(2005) Immunol. Lett. 101: 71-80). Para preparar la vacuna multivalente, el gen BmVAL-71optimizado con codon se
clono primero en el vector pVAX1 sin codon de parada usando secuencias cebadoras ya publicadas con un sitio Pstl.
El gen Bmalt-2 optimizado con coddn fue a continuacion insertado en este clon usando cebadores especificos
de genes. Los parametros de PCR para todas las construcciones eran: 94 °C de desnaturalizacién durante 30
segundos,50 °C de recocido del cebador durante 30 segundos,72 °C de extensién del cebador durante 30 segundos
durante 30 ciclos; y se realizé6 una extension final de 5 minutos a 72 °C. El inserto de ADN fue secuenciado para
asegurar la autenticidad de la secuencia de nucleétidos clonada en ambas cadenas. Los plasmidos se mantuvieron y
se propagaron en células E. coli TOP10F'. Los plasmidos se purificaron usando un kit de extraccion de plasmidos sin
endotoxina (Qiagen, Valencia, CA). EI ADN se analizé mediante electroforesis en gel de agarosa y se cuantificé en un
espectrofotometro (DO 260/280, relacion > 1,8).

Expresion y Purificacion de Proteinas Recombinantes. Los recombinantes BmVAL-1 y rBmALT-2 se expresaron en el
vector pRSET-A y se purificaron usando una cromatografia en columna de afinidad de cobalto metalico inmovilizado
segun los procedimientos publicados (Norimine, y col. (2004) Infect. Immun 72: 1096-1106; Shinnick y col. (1988)
Infect. Immun 56: 446-451). La endotoxina en las preparaciones recombinantes se eliminé pasando las proteinas
recombinantes a través de columnas de afinidad de polimixina B (Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL) y los niveles
de endotoxina en las preparaciones finales se determinaron usando un kit E-TOXATE (Sigma, St Louis, MO) segun
las instrucciones del fabricante. Los niveles de endotoxina en las preparaciones finales (0,005 EU/mI) estaban por
debajo de los limites de deteccion en estas preparaciones de proteinas recombinantes.

Inmunorreactividad de sueros humanos. Para determinar si las muestras de suero humano portaban anticuerpos
contra BmVAL-1 o BmALT-2, se realiz6 un ELISA (Haslbeck, y col. (2005) supra; Yoo, y col. (2005) supra). Para el
ELISA especifico de isotipo, se usaron IgG1 antihumana de cabra conjugada con fosfatasa alcalina, IgG2 antihumana,
IgG3 antihumana e IgG4 antihumana (Sigma) como anticuerpos secundarios.

Protocolo de inmunizacion para ratones y meriones. En estos experimentos se utilizaron ratones Balb/c machos de
seis semanas de edad y jerbos mangolicos machos (meriones) de 35-40 gm adquiridos en Charles River Laboratories
(Wilmington, MA). Los animales fueron tratados segun las pautas de la guia para el cuidado y uso de animales de
laboratorio. Dos modelos animales diferentes fueron utilizados debido a que el parasito B. malayino madura en adultos
en ratones, por lo que la proteccién inducida por la vacuna contra las etapas L3 se puede evaluar en el modelo de
raton. Ademas, se pueden medir parametros inmunolégicos significativos en ratones. A la inversa, el parasito B. malayi
se convierte en gusanos maduros adultos en meriones. Por lo tanto, la proteccion inducida por la vacuna se puede
evaluar contra el establecimiento de gusanos adultos en meriones.

Se realizaron tres conjuntos de experimentos: (1) vacunacién monovalente BmVAL-1, (2) vacunacion monovalente
BmALT-2 y (3) vacunacion multivalente mVAL-1/BmALT-2. Cada conjunto experimental tenia cuatro grupos (a) ADN
principal mas ADN refuerzo (homologo), (b) proteina principal mas proteina refuerzo (homologo), (c) ADN principal
mas proteina refuerzo (heterélogo) y pVAX mas controles de alumbre. Cada grupo incluia diez (10) animales cada
uno. Todos los animales se inmunizaron por via subcutanea con ADN optimizado con coddn (100 ug) en 50 ul de
volumen o con proteina recombinante (150 pug) mas alumbre en 50 pl de volumen. El grupo de control recibié 100 ug
de vector blanco pVAX1 o 50 pl de alumbre. Se recogieron muestras de sangre a intervalos frecuentes, los sueros se
separaron y se almacenaron a -80 °C. El protocolo utilizado para inmunizar ratones y meriones fue el siguiente. Los
animales fueron premezclados y se les administré una primera dosis el dia 0. Se administré una segunda dosis el dia
14 y posteriormente se sangraron. La tercera y cuarta dosis se administraron los dias 28 y 42, respectivamente, y los
animales se sangraron posteriormente. Los ratones fueron expuestos el dia 56 y la proteccion se determiné el dia 58.
Los meriones fueron expuestos el dia 60 y la proteccién se determiné el dia 155.

Estudios de Proteccién en Ratones. Estudios de exposicion se realizaron en ratones implantando quirdrgicamente
veinte L3 de B. malayi vivos, infecciosos en la cavidad peritoneal en una camara de microporos (Veerapathran, y col.
(2009) supra; Abraham, y col. (1988) supra). Se siguieron condiciones asépticas para los procedimientos quirurgicos.
Cuarenta y ocho horas después de la implantacion, se recuperaron las camaras de la cavidad peritoneal y se determind
la viabilidad de las larvas con un microscopio 6ptico. El porcentaje de proteccién se expresdé como el nimero de
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parasitos muertos + nimero de parasitos totales recuperados x 100.

Proliferacién de esplenocitos y ensayos de citoquinas. Se prepararon suspensiones unicelulares de células de bazo
(0,5 x 108células por pocillo suspendido en 200 ul de medio) de cada raton y se cultivaron en pocillos por triplicado
con (1) 1 yg/ml de rBmVAL-1, (2) 1 pg/ml de rBmALT-2, (3) 1 ug/ml de rBmVAL-1 + BmALT-2, (4) una proteina
recombinante no especifica (1 ug/ml de proteina de unién aSchistosoma mansoniG) o (5) se dejaron sin estimular en
los medios . Todas las células se incubaron durante 3 dias a 37 °C con 5 % de CO.. Después de 3 dias, se afiadio®H-
timidina (0,5 ICi por pocillo, Amersham Biosciences) a cada pocillo y se incubd adicionalmente. Las células se
recogieron 16 horas mas tarde y la captacion de *H-timidina se midi6é en un contador de centelleo liquido y se expreso
como indice de estimulacion (SI) = (recuentos por minuto de cultivos estimulados recuentos por minuto de cultivos no
estimulados). Los sobrenadantes de cultivo celular recogidos de los cultivos de bazo se analizaron para IFN-y, IL-4,
IL-5 e IL-10 usando un kit ELISA adquirido de eBioscience Inc. (San Diego, CA).

Anticuerpos I1gG especificos de BmVAL-1y BmALT-2 en los sueros de ratones inmunizados. El titulo de anticuerpos
especificos anti-BmVAL-1- y anti-BmALT-2 se determind en los sueros de ratones inmunizados usando un ELISA
(Veerapathran, y col. (2009) supra; gnanasekar, y col. (2004) Infect . Immun. 72: 4707-15). Los sueros preinmunes
sirvieron como controles. Se us6 IgG anti-ratéon de cabra conjugada con HRP como anticuerpo secundario (Thermo
Fisher Scientific) para ensayos de raton. Se utiliz6 OPD (Sigma) como sustrato y se midié la densidad optica (OD) a
405 nm.

Se determinaron anticuerpos IgG1, 1gG2a, 1gG2b, IgG3 e IgG4 especificos de anti-BmVAL-1- y anti-BmALT-2 en el
suero de ratéon usando un kit de isotipado de anticuerpo de ratén adquirido de Thermo Fisher Scientific. Todos los
ELISA se realizaron segun las recomendaciones del fabricante y la absorbancia se ley6 a 405 nm. Se us6 el anticuerpo
isotipo anti-lIgG de cabra marcado con HRP respectivo como anticuerpos secundarios y se desarrollé el color usando
sustrato OPD.

Estudios de exposicion en meriones. Meriones se expusieron a 100 L3 de B. malayi y el establecimiento de gusanos
se determind el dia 95 después de la exposicion segun los procedimientos establecidos (Weil, y col. (1992) supra).
Los meriones son huéspedes permisivos paraB. malayi y los gusanos maduran en machos y hembras adultos en
aproximadamente 75 dias. La presencia de gusanos maduros en el grupo de control de meriones se confirmé
demostrando microfilarias en su sangre el dia 80 después de la exposicidon. La reduccidon porcentual en el
establecimiento de gusanos se calculé utilizando la férmula: nimero promedio de gusanos recuperados de gusanos
de control - numero promedio de gusanos recuperados de animales vacunados/nimero promedio de gusanos
recuperados de animales de control x 100.

Anadlisis Estadistico. El analisis estadistico se realiz6 utilizando el programa SIGMASTAT (Jandel Scientific, San Rafel,
California) y el software STATVIEW (SAS Institute, Cary, NC). La prueba de rango con signo de Wilcoxon se utilizd
para comparar datos emparejados; la comparacion entre los grupos se realizé mediante la prueba U de Mann-Whitney.
El valor de p <0,05 se considero estadisticamente significativa.

Individuos EN llevan un alto titulo de anticuerpos contra BmVAL-1 y BmALT-2. Los anticuerpos IgG anti-BmVAL-1y
anti-BmALT-2 significativos estaban presentes en el suero de los sujetos EN en comparacion con los sujetos MF (p
<0,01) y los sujetos CP (p <0,005). Los sujetos NEN no portaban anticuerpos IgG contra ninguno de los antigenos. El
analisis posterior del isotipo IgG de anticuerpos en el suero de sujetos EN mostré que los anticuerpos anti-BmVAL-1
y anti-BmALT-2 eran predominantemente de isotipos IgG1 e 1gG3.

Titulo alto de respuestas de anticuerpos enlossueros de ratones inmunizados. Se ha demostrado que los ratones
vacunados conantigenos de B. malayiprovocan anticuerpos IgG protectores del huésped significativos. Por lo tanto,
se determinaron los titulos de anticuerpos IgG en los sueros de ratones inmunizados. La inmunizaciéon monovalente
conBmVal-1y la inmunizacion monovalente conBmAIt-2 produjeron titulos significativos (p <0,005) de anticuerpos IgG
anti-BmVAL-1 y anti-BmALT-2 en el suero de ratones. En comparacion con los controles, el grupo inmunizado de
refuerzo principal proporcion6 el titulo maximo de anticuerpos seguido de grupos inmunizados con proteinas e
inmunizados con ADN. La inmunizacion con la formulacion de vacuna multivalente (BmVAL-1+BmALT-2) también
provoco titulos de anticuerpos IgG significativos contra rBmVAL-1y rBmALT-2 y los titulos fueron comparables, lo que
indica que los antigenos no interfieren entre si ni compiten por el dominio. Un resultado interesante fue que la vacuna
multivalente provoco un titulo significativamente mas alto (p <0,001) de anticuerpos IgG en ratones en comparacion
con cualquiera de las vacunas monovalentes. Estos resultados indicaron que los dos antigenos en la formulacion
multivalente aumentaron sinérgicamente las respuestas de anticuerpos inducidas por la vacuna.

En general, la vacunacion de proteinas provocé un mayor titulo de anticuerpos IgG en comparacioén con las vacunas

de ADN, lo que indica que las vacunas de proteinas eran altamente inmunogénicas. Otra observacion fue que una
estrategia de refuerzo principal heterélogo dio una mayor seroconversion que la estrategia de refuerzo principal
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homologo. Por lo tanto, la estrategia global de refuerzo principal heterélogo parecié estimular el titulo mas alto de
anticuerpos.

El analisis del subconjunto de anticuerpos IgG mostré que la vacuna BmVAL-1 provoco principalmente el isotipo de
anticuerpos 1gG1 e IgG2a, mientras que la vacuna BmALT-2 indujo el isotipo IgG1, IgG2a e IgG3 de respuestas de
anticuerpo especificas de antigeno. Las respuestas de anticuerpos IgG4 especificas de antigeno no fueron evidentes.
La estrategia de refuerzo principal amplifico significativamente las respuestas del isotipo IgG. Después del régimen de
vacunacion multivalente 1IgG1, IgG2a e 1IgG3 subconjunto de anticuerpos especificos de antigeno estaban presentes
en los sueros de ratén.

Respuestas especificas de antigeno en el bazo de ratones. Las células de bazo de ratones inmunizados estimulados
con rBmVAL-1 o rBmALT-2 proliferaron significativamente (SI 10. 8 + 1. 1 y Sl 14. 6 £ 1. 2, respectivamente) en
comparacion con el control de medios (Sl 2. 1+ 0. 9). Las células de bazo de ratones inmunizados con la construccion
multivalente respondieron tanto a rBmVAL-1 (Sl 18. 9 £ 2. 6) como a rBmALT-2 (Sl 23. 5 £ 3. 1), lo que indica que
se gener6 una fuerte respuesta celular de recuerdo para BmVAL-1 y BmALT-2 después de la vacunacion con la
construccion multivalente.

Analisis de citocinas de sobrenadantes decultivoproliferado. Para identificar el perfil de citoquinas de las células que
responden al antigeno, se recogiod el sobrenadante de cultivo de células de bazo de ratén estimuladas con el antigeno
respectivo (rBmVAL-1 o rBmALT-2) y el nivel de IFN-y, IL- 4, IL-5 e IL-10 fue medido. Estos resultados mostraron que
las células del bazo secretaban niveles significativos de IL-5 e IFN-y en respuesta a rBmVAL-1. Las células del bazo
estimuladas con rBmALT-2 secretan predominantemente I1L-4 e |L-5.

Vacuna Multivalente Induce una Proteccion Significativa en Ratones y Meriones. Los resultados en esta invencion
mostraron que se produjeron anticuerpos IgG significativos después de la vacunacion con preparaciones de vacuna
monovalentes y multivalentes. Para probar si las respuestas inmunes obtenidas después de la vacunacion fueron
protectoras, los animales vacunados se expusieron a larvas infecciosas de tercera etapa (L3) vivas de B. malayi. Como
los parasitos no alcanzan la madurez en ratones, se utilizé un procedimiento estandar de exposicién con camara de
microporos (Gnanasekar, y col. (2004) supra). Estos estudios mostraron que se logré una proteccion del 39 % al 74 %
en ratones después de la inmunizacién con la vacuna monovalente (Tabla 9).

TABLA 9
. Media + DE L3 |Porcentaje de
Grupo de vacunacion . .
Vivo proteccion
pVAXBmVAL-1ADN monovalente homdlogo 12,2+4,5 39,0+1,7 %**
rBmVAL-1 homdlogo monovalente de proteina 10,4 + 3,1 48,0+2,1 %*

pVAXBmVAL-1 ADN mas rBmVAL-1 heterdlogo 9

2+22 54,0+3,1 %*
monovalente
pVAXBmMALT-2 ADN monovalente homdlogo 9,8+21 51,0+2,5 %*
rBmALT-2 homodlogo monovalente de proteina 7011 65,0+4,2 %*
pVAXBmALT-2 ADN mas rBmALT-2 heterdlogo 51405 74543 1 %*
monovalente
pVAXBmVAL-1/ALT-2 ADN homologo multivalente 8,6 +0,1 57,0+2,2 %*
rBmVAL-1/rBmALT-2 homdlogo multivalente de proteina |5,2 + 1,1 74,04£3,3 %*
pPVAXBmVAL-1/BmALT-2 ADN mas rBmVAL-1/rBmALT-2 44404 82,0422 %*

heterélogo multivalente
pVAX + Control de alumbre 20+0 0 %
Significacion, * p<0,01, **p<0,05 comparado a control.

35 La vacunacion con proteinas dio mejores resultados que la vacunacion con ADN. El régimen de refuerzo principal dio

40

los mejores resultados en general. La vacunacién con BmALT-2 proporciond un mayor porcentaje de proteccion en
comparacion con BmVAL-1. Del mismo modo, el régimen de vacunacién multivalente proporciond una proteccion del
57 % al 82 % en comparacion con el régimen de vacunacion monovalente. Estos resultados indicaron que BmVAL-1
y BmALT-2 aumentan sinérgicamente las respuestas inmunes protectoras en animales vacunados cuando se
administran como una vacuna multivalente.
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El analisis del frotis de sangre espesa preparado a partir del grupo de control de meriones en el dia 80 después de la
exposicién mostrd que los cinco meriones fueron positivos para microfilaria, mientras que no se detectaron microfilaria
en la sangre periférica de meriones vacunados. Quince (15) dias después se sacrificaron los animales y se contaron
los gusanos machos y hembras en las cavidades peritoneales, pélvicas y pleurales y se compararon los resultados
entre los controles y los grupos vacunados (Tabla 10). Los resultados de la vacunaciéon de meriones también
confirmaron que el régimen de refuerzo principal multivalente dio la tasa mas alta de proteccion. No se
recuperaron gusanos hembras de los animales vacunados multivalentes.

TABLA 10

Grupo de Vacunacion Por ciento de

Produccion
pVAXBmVAL-1ADN monovalente homdlogo 5043,7 %
rBmVAL-1 homélogo monovalente de proteina 40,04£3,1 %
pVAXBmVAL-1 ADN mas rBmVAL-1 heterélogo monovalente 52,4+2,5 %
pVAXBmMALT-2 ADN monovalente homdlogo 58,3+2,1 %
rBmALT-2 homologo monovalente de proteina 72,0+5,5 %
pVAXBmALT-2 ADN mas rBmALT-2 heterélogo monovalente 78,5+3,2 %
pVAXBmVAL-1/ALT-2 ADN homélogo multivalente 77,1+£2,0 %
rBmVAL-1/rBmALT-2 homologo multivalente de proteina 79,9+3,5 %
pVAXBmVAL-1/BmALT-2 ADN mas rBmVAL-1/rBmALT-2 heterélogo |85,0+1,4 %
multivalente
pVAX + Control de alumbre 0

Significacion, p<0,01, comparada a control.

Ejemplo 4: WbHSP + WbALT-2 + WbTSP Vacuna multivalente

Parasitos. L3 de Brugia malayi se obtuvieron del NIAID/NIH Filariasis Research Reagent Resource Center (FR3) en
la Universidad de georgia, Atenas, GA.

Construcciéon de Vacuna pVAX Wbhsp + Whalt2+Whbtsp ADN. La secuencia de ADN con codén optimizado que
codificaBmhspse amplifico con el cebador directo 5'-CGC GGA TCC ACC GTG ATC CAT TGT CG-3 '(SEQ ID NO: 25)
que contiene el sitio de restriccionBamHI y el cebador inverso5'-AAC TGC AGC TGT TTT CCATTT CCATTC-3 '(SEQ
ID NO: 26) que contiene el sitio de restriccion Pstl sin el codon de parada y clonado en el vector pVAX. El plasmido
resultante se designé como pVAX Wbhsp *. El gen Whbalt-2 optimizado con codén se amplificd con el cebador directo
5'-AAC TGC AGA TGG GTAACA AGC TCC TCATCG-3 '(SEQ ID NO: 27) y el cebador inverso sin el codon de parada
5'-CGC GAA TTC GGC GCA CTG CCA ACC TGC-3 '(SEQ ID NO: 28). Las secuencias subrayadas indican sitios de
restriccion Pstl y EcoRI en los cebadores directo e inverso, respectivamente. El inserto de ADN Whbalt-2 amplificado
se subclond luego en el plasmido pVAX Wbhsp * en los sitios de restriccion Pstl y EcoRI, dando como resultado el
plasmido pVAX Wbhsp + Whbalt-2 *. Para clonar el producto final del plasmido pVAXWbhsp + Wbalt-2 + Wbtsp, la
secuencia del gen que codifica el dominio Wbtsp ECL solo se amplific con el cebador directo 5'-CGC GAA TTC ACC
ATG GTC CTG GAG-3 '(SEQ ID NO: 29) que contiene el sitio de restriccion EcoRI y el cebador inverso con codon de
parada 5-GCT CTA GAT CAG TCC TTC TGG CTA G-3 '(SEQ ID NO: 30) que contiene el sitio de restriccionXbal y se
clond en el plasmido pVAX Wbhsp + Whbalt-2 *. Las construcciones bivalentes de HSP + TSP, TSP + ALT y HSP +
ALT también se construyeron con sus respectivos cebadores.

Construccion de pRSETA Wbhsp + Whalt2 + Whbtsp, unaproteina de fusion multivalente. pPRSETA WbHSP + WbALT-
2 + WbTSP se construyé de la misma manera que anteriormente. Las secuencias del cebador de HSP, ALT-2 y TSP
fueron las siguientes. WbHSP, cebador directo,5-CGG GAT CCA TGG AAG AAA AGG TAG TG-3 '(SEQ ID NO: 31)
que contiene BamHI y cebador inverso,5'-CCC TCG AGT GCT TTC TTT TTG GCA GC-3' (SEQ ID NO: 32) que
contieneXhol. WbALT-2, cebador directo,5-CCC TCG AG A TGA ATA AAC TTT TAA TAG CAT-3 '(SEQ ID NO: 33)
que contieneXhol y cebador inverso,5'-GGG TAC CCG CGC ATT GCC AAC CC- 3'(SEQ ID NO: 34) que contieneKpnl.
WbTSP, cebador directo,5'-GGG GTA CCC CGG CAA GGA TCA ATT TAA AA-3 (SEQ ID NO: 35) que contieneKpnl
y cebador inverso,5'-CGG AAT TCT CAA TCT TTT TGA GAT GAA T-3 '(SEQ ID NO: 36) que contiene EcoRI. De
manera similar, las construcciones bivalentes (HA, HT y TA) también se clonaron individualmente en un vector
pRSETA.
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Inmunizacién de animales. Se inmunizaron ratones Balb/C de seis semanas de edad con 100ug de ADN por via
intradérmica (i. d. ) como vacuna de ADN o con 15ug de proteina recombinante por via subcutanea (sc) como vacuna
de proteina o con dos dosis de ADN y dos dosis de proteina como vacuna de refuerzo principal. Los ratones se
dividieron aleatoriamente en 15 grupos con 5 ratones por grupo. Los animales de los grupos 1-3 se inmunizaron con
HSP + ALT-2 (HA). Los grupos 4-6 se inmunizaron con HSP + TSP (HT), y 7-9 se inmunizaron con TSP + ALT-2 (TA).
Los ratones de los grupos 10-12 se inmunizaron con la vacuna multivalente HSP + ALT-2 + TSP (HAT). El grupo
control de animales recibi6 el vector pVAX y/o alumbre (Instituto de Investigacion de Enfermedades Infecciosas (IDRI)).
Este experimento se repitid dos veces con todos los grupos.

Anélisis de la respuesta de anticuerpos en animales inmunizados. Los niveles de anticuerpos IgG en los sueros
de grupos de animales inmunizados y de control contra las tres proteinas se determinaron usando un ELISA indirecto
(Anandharaman, y col. (2009) supra). Brevemente, los pocillos de una placa de microtitulacion de 96 pocillos se
revistieron con proteinas recombinantes (rHSP, rALT-2 o rTSP; 1 ug/ml) en tampén de carbonato, pH 9,6, durante la
noche a 4 °C y se bloquearon con BSA al 3 % durante 1 hora a 37 °C. Se agregaron muestras de suero a los pocillos
y las placas se incubaron durante la noche a 4 °C. Después de lavar los pocillos, se afiadié IgG anti-humano de ratén
marcado con HRP (1: 5000) y se incubo adicionalmente durante 1 hora a 37 °C. El color se desarrollé con sustrato
OPD (o-fenilendiamina) (Sigma Aldrich, EE. UU.). La absorbancia se midié a 450 nm en un lector de microplacas (BIO-
RAD, Hercules, CA).

El andlisis de inmunotransferencia también se realizé con los sueros de ratones inmunizados. Se usaron muestras de
suero de los ratones inmunizados con las proteinas recombinantes (rHAT, rALT2, rTSP o rWbHAT) para el estudio de
inmunotransferencia. El color de la mancha se desarrollé con el sustrato de diaminobencidina (DAB).

Ensayo ADCC. Para evaluar la eficacia de la proteccion de las combinaciones de antigenos, se realizd ADCCin
vitrocon los sueros de los ratones inmunizados con construcciones de vacunas bivalentes vy trivalentes. En ensayo
ADCC in vitro fue realizado segun procedimientos conocidos (Chandrasekhar, y col. (1990) supra). Brevemente, se
recogieron células de exudados peritoneales (PEC) de ratones Balb/c normales lavando la cavidad peritoneal con
medio RPMI 1640 estéril. Las células se lavaron y suspendieron en medio RPMI 1640 suplementado con suero de
ternera fetal al 10 % (FCS). Diez L; de B. malayi se aiiadieron a 2 x 105células peritoneales exudadas (PEC)/pocillo
en placas de cultivo de 96 pocillos (Thermo Fisher Scientifics, EE. UU.),50ul de los sueros de ratones inmunizados y
50ul de RPMI se afiadieron 1640 a los pocillos por triplicado y se incubaron durante 48 horas en 5 % de CO; a 37 °C.
La viabilidad larval se determind microscépicamente después de 48 horas de incubacion. Las larvas que estaban
limpidas, dafiadas y con los grupos de células adheridas se contaban como muertas. EIl ADCC se estimé como el
porcentaje de muerte larval calculado con la formula: Nimero de larvas muertas + Numero total de larvas x 100.

Reduccién de anticuerpos IgG de Muestras de Suero. Los sueros de ratones inmunizados con vacuna multivalente se
redujeron de anticuerpos IgG especificos de antigeno recombinante usando resina IMAC de cobalto junto con
antigenos recombinantes etiquetados con his (Anandharaman, y col (2009) supra). Brevemente,1 mg de proteina
recombinante etiquetada con his (rHSP) se acoplé a un volumen de lecho de 2 ml de resina IMAC durante 2 horas a
37 °C. La columna de cobalto se lavé con diez volimenes de lecho de PBS (pH 8) y se incubd durante la noche a4 °C
con 200ul de suero agrupado de los ratones inmunizados con la vacuna multivalente. El sobrenadante que contiene
los sueros reducidos se recogio por centrifugacion. El suero anti-HSP-reducido se incubd durante la noche a 4 °C en
una columna acoplada a rALT-2. El sobrenadante que contenia suero reducido anti-HSP y anti-ALT-2 se recogio6 e
incubd en una columna acoplada a rTSP. Se recogid y uso6 suero anti-HSP-, anti-ALT-2- y anti-TSP reducido. ELISA
confirmd la reduccion de anticuerpos IgG contra antigenos especificos como se describié anteriormente. Se usaron
sueros reducidos con anticuerpos en un ensayo de ADCC.

Anélisis de citotoxicidad in situ contra larvas delL3en ratones inmunizados (técnica de camara de microporos). La
eficacia protectora de la vacunacién se analizé exponiendo a los animales inmunizados a L3 infecciosa usando el
procedimiento de camara de microporos (Abraham, y col. (1989) supra). Las camaras de microporos se ensamblaron
utilizando anillos PLEXI de 14 x 2 mm y membranas de policarbonato de nucleoporo de 5,0 um (Millipore Corporations,
Bedford, MA). Después de 48 horas de implantacion, los animales fueron sacrificados y las camaras se recuperaron
de la cavidad peritoneal. El contenido de cada camara se examind microscopicamente para determinar la adherencia
celular y la muerte de L3 infecciosas. El parasito se consideraba muerto si no era movil y limpido, y tenia varias células
adherentes en la superficie. El porcentaje de proteccion se calculd utilizando la férmula: niUmero de parasitos muertos
+ numero de parasitos recuperados x 100. Este experimento se repitié dos veces con cinco animales en cada grupo.

Proliferacién de esplenocitos. Los ratones vacunados y de control se sacrificaron el dia 60 y los bazos se retiraron
asépticamente. Se prepararon suspensiones de células individuales en medio RPMI 1640 suplementado con FCS
inactivado por calor al 10 %, pasado a través de una malla de NYLON (BD Biosciences, Bedford, EE. UU.). Después
de determinar la viabilidad de las células usando exclusion del colorante azul tripano, aproximadamente 2 x 10%células
por pocillo por triplicado fueron colocadas en placas de 96 pocillos de cultivo (ThermoFisher, EE. UU.). Los
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esplenocitos se estimularon con 1ug/100ul/pocillo de proteinas recombinantes (rHSP, rALT-2 o rTSP) o ConA o con
medio solo (no estimulado) durante 72 horas a 37 °C en atmosfera de 5 % de COa.. La proliferacion celular se determiné
usando el kit de recuento celular (CCK-8) adquirido en Dojindo Molecular Technologies, Inc. (Gaithersburg, MD). El
indice de estimulacion de la proliferacion de células del bazo se calculé utilizando la féormula: Absorbancia de células
estimuladas + Absorbancia de células no estimuladas. Todos los cultivos se tomaron por triplicado y los resultados se
expresaron como media S| + SEM.

PCR en tiempo real (RT-PCR). Los niveles de citocinas en el ARNm de los pellets de células de bazo se analizaron
por PCR en tiempo real. Las células de bazo de ratones grupo vacunado y control se cultivaron como anteriormente a
una concentracion de 2x108células/100ul/pocillo en placas de 96 pocillos y se estimularon con antigenos
recombinantes (1ug/ml). Después de 72 horas, las células se centrifugaron (1000 rpm durante 5 minutos) y se extrajo
el ARN total de los granulos celulares usando el reactivo TRIZOL (Invitrogen) segun la descripcion del fabricante.
Seguido de extraccion de ARN, el ADNc de primera cadena se sintetizé mediante el kit de primera cadena RT2
(SuperArray Bioscience Corporation, Frederick, MD). El analisis de matriz de PCR se realizé segun el protocolo del
fabricante con RT2 Real-Time TM SYBR Green PCR Master Mix. Se agregaron alicuotas de esta mezcla a una placa
de 96 pocillos, donde cada pocillo contenia conjuntos de cebadores especificos de genes predispensados. La
cuantificacion relativa de los genes de interés que se expresaron se midié en una maquina de PCR en tiempo real
Applied BioSystems 7300 (Applied BioSystems, Foster City, CA). Los parametros del ciclo fueron los siguientes: 95°C
durante 10 minutos para la activacion del ADN polimerasa HOTSTART, seguido de 40 ciclos de desnaturalizacion a
95°C durante 15 segundos y extensién del cebador a 60°C durante 1 minuto. El conjunto de matriz de datos RT-PCR
se generd y analizd utilizando el sistema de analisis de datos basado en web SABiosciences. Los resultados se
expresaron en términos de cambio de veces de los ratones inmunizados en comparacién con los ratones control
mediante la normalizacion de la expresion de genes de mantenimiento.

Ensayo de Citoquinas. Se recogieron los sobrenadantes de cultivo celular de esplenocitos después de 72 horas de
incubacion estimulados con antigenos recombinantes (1pg/ml) o con medio solo. Los niveles secretados de citocinas
IL-4 e IFN-y en los sobrenadantes del cultivo se determinaron utilizando un kit ELISA sandwich adquirido de Thermo
Scientifics, EE. UU. Todas las concentraciones se derivaron de curvas estandar y datos expresados en pg/ml.

Construccion de Plasmido cHAT y Expresion de Proteinas de Fusion. Como la region N-terminal de HSP esta implicada
en la unién de IL-10, esta region se elimind y la proteina recombinante cHAT se prepard como proteina etiquetada con
His de 37 KDa.

Construccion de Plasmidos Recombinantes y Expresion de Proteinas de Fusion. Los geneshsp, alt-2 y tspde
longitud completa de etapa L3 de B. malayi se construyeron con el tamafo esperado (850 pb). Estos fragmentos se
clonaron adicionalmente direccionalmente en los vectores de expresion pVAX1 y pRSETA con los sitios de corte de
enzimas de restriccion especificados. Los resultados del analisis de la secuencia de ADN confirmaron la direcciéon de
insercion del gen. rWbHAT se expres6 como una proteina de fusion etiquetada con His de 45 KDa, que se purifico y
analiz6 en SDS-PAGE. Los resultados indicaron que la proteina de fusién era pura sin ninguna proteina contaminante.
La presencia de anticuerpos contra los tres antigenos se confirmé mediante analisis de inmunotransferencia.

Titulo de anticuerpos en los sueros de ratones inmunizados. El titulo medio maximo de anticuerpos de las muestras
de suero de los ratones inmunizados con el primer refuerzo o vacuna de proteina fue significativamente mayor (p
<0,001) en comparacién con el grupo de ADN. Los sueros recolectados de animales inmunizados con rWbHAT
mostraron el titulo maximo de 30. 000 contra el antigeno rALT-2, mientras que el titulo de anticuerpos contra el
antigeno rHSP o rTSP estuvo en el intervalo de 18. 000-20. 000. Del mismo modo, los ratones inmunizados con la
vacuna bivalente mostraron el titulo maximo de 30. 000 contra el antigeno ALT-2, mientras que los anticuerpos anti-
HSP y anti-TSP estaban en el intervalo de 8. 000-15. 000.

Citotoxicidad Mediada por Células Dependiente de Anticuerpos. La adherencia mediada por anticuerpos y la
citotoxicidad de las células inmunes a las larvas L3 de B. malayi se observé después de 48 horas de incubacion de
parasitos, con los sueros y las células inmunes normales. ADCC mostré una citotoxicidad maxima de
aproximadamente 90 % (p <0,001) en los sueros de ratones inmunizados con construcciones de vacunas rWbHAT o
rWbHA (Tabla 11). Las construcciones de vacunas bivalentes de rWbHT y rWbTA también proporcionaron una mejor
proteccion del 82 % y 87 %, respectivamente, lo cual fue significativo en comparacion con los animales vacunados
monovalentes y los animales de control (p <0,001). Para evaluar la proteccion mediada por los anticuerpos generados
contra los antigenos HSP, ALT y TSP, los anticuerpos IgG se redujeron de los sueros inmunizados y se usaron en
ADCC. Los anticuerpos reducidos mostraron solo un 6 % de proteccion contra L3.

TABLA 11
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Grupos % Citotoxicidad
H+A 90+2,4*

H+T 82,30+12,9*
T+A 87,06+9,8*
H+A+T 88,69+7,5*
anticuerpos anti-HSP + anti-ALT + anti-TSP reducidos de sueros inmunizados

con HAT 555+1,5

Los valores representan la media + DE de tres pocillos. * Muerte larval significativa (P <0,001) en
comparacién con otros grupos de ratones.

Estudio de Proteccién in situ. Dos semanas después de la inmunizacién final, la capacidad de los candidatos a la
vacuna para matar los parasitos filariales en los animales inmunizados se evalué mediante estudios de camara de
microporos in situ. Los datos se combinaron de los dos experimentos similares y se representaron como recuento
medio + SEM. El andlisis de la reduccion porcentual en la carga de gusanos en comparacion con el control mostré que
la vacuna multivalente (HAT) confiri6 la proteccion maxima de 100 % y 94 % para las proteinas y la vacuna de refuerzo
principal, que fue una proteccién muy significativa (Tabla 12) (P <0,0001) en comparacion con los grupos de control
(5 %). Curiosamente, el porcentaje de reduccion de gusanos de las vacunas bivalentes HA, TAy HT fue del 90 %,80 %
y 82 %, respectivamente, que también fue significativamente alto en comparacion con el control. En todo el grupo de
vacunas bivalentes, la vacunacién de refuerzo principal fue mas protectora en comparacién con la vacunacion de ADN
y proteinas.

TABLA 12

Prueba 1 Vacuna de ADN Prueba 2 Vacuna de Proteinas Prueba 3 Vacuna Principal-

Refuerzo
Grupo % Citotoxicidad |Grupo % Citotoxicidad Grupo % Citotoxicidad
pVAX 514,23 Alumbre |3 +4,23 K\I{ﬁnx * 5,9+4,23
H+A 81 +11,23* H+A 78 +11,23* H+A 90 +11,23*
H+T 72 +£12,03* H+T 69 + 12,03* H+T 80 +12,03*
T+A 74 £11,21* T+A 66 + 11,21* T+A 82 + 11,21*
H+A+T |91 +11,92* H+A+T 100 £ 0* H+A+T 94 + 11,92*

Valores son media + DE. N=5. Los datos provienen de uno de dos experimentos similares que
muestran resultados comparables. * Muerte larval significativa (P <0. 001) en comparacion con
otros grupos de ratones.

Proliferacién de Esplenocitos. Las células de bazo aisladas de animales vacunados y de control se estimularon in vitro
individualmente con rHSP, rALT-2 o rTSP para analizar la proliferacion de células T especificas de proteina en
animales vacunados. Los ratones inmunizados con el régimen de refuerzo principal en todas las combinaciones de
vacunas y HAT como vacuna proteica dieron la mayor proteccién. Por lo tanto, los esplenocitos se recolectaron solo
de estos animales analizados para la respuesta inmune. Los esplenocitos de animales vacunados bivalentes y
trivalentes estimulados con proteinas recombinantes respectivas mostraron una proliferacion significativamente alta
(P <0,001) (S. I. medio = 4,25-5,8) en comparacion con los controles monovalentes y no estimulados. El indice de
proliferaciéon de las células del bazo inmunizadas con la construccién monovalente mostré una proliferacion
significativa. La estimulacion de las células fue comparable a los controles positivos.

Matriz de RT-PCR. Para determinar las respuestas inmunes celulares a construcciones multivalentes en los ratones
vacunados, se cultivaron células de bazo recogidas de ratones vacunados y de control en presencia de proteinas
recombinantes respectivas y se evaluaron sus respuestas proliferativas y perfiles de citocinas. Como las células del
bazo de los animales vacunados proliferaban significativamente para recordar la respuesta, se midieron los niveles de
ARNmM de citocina. Se realizé6 una matriz de genes de citocinas RT-PCR en ARNm recogido de las células del bazo
estimuladas con proteinas recombinantes. Estos resultados mostraron que tanto los genes de citocinas Th1 (IFN-y,
IL-2) como Th2 (IL-4) aumentaron significativamente en los animales vacunados.
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Niveles de citoquinas. Después de identificar la presencia de expresion de citocinas IFN-y e IL-4 en el ARNm aislado
de las células del bazo vacunado, se investigo la secrecion de las mismas citocinas en el sobrenadante. Los datos se
normalizaron con los controles no estimulados. Curiosamente, los perfiles de citoquinas observados en el
sobrenadante exhibieron niveles significativamente mas altos de IFN-y mostrando una respuesta inmune sesgada por
Th1. Estos resultados demostraron que las proteinas recombinantes estimulaban la produccién de IFN-y e inducian
una respuesta protectora mediada por Th1.

Ejemplo 5: Analisis de la vacuna cHAT en diversas formulaciones adyuvantes

Preparacién de cHAT. Estudios previos mostraron que la secuencia N-terminal de BmHSP12. 6 puede unirse al
receptor de IL-10 humano y desencadenar respuestas mediadas por IL-10 (Gnanasekar, y col. (2008) Mol. Biochem.
Parasitol. 159(2): 98-103. Como IL-10 es un agente inmunosupresor, las secuencias de union al receptor de IL-10 se
eliminaron de HSP. La secuencia truncada se denominé cHSP. El cHSP se utilizé luego para reemplazar el gen HSP
y la proteina HSP en la vacuna hibrida HAT multivalente. Por lo tanto, la nueva vacuna resultante se llamé cHAT.

Estudios de proteccion usando la vacuna de proteina de fusiéon a cHAT en ratones. Los ratones fueron inmunizados
con cuatro dosis de proteina de fusién a cHAT a intervalos de dos semanas. Un mes después de la inmunizacion final,
la capacidad de los candidatos a la vacuna para matar los parasitos filariales se evalué mediante estudios de camara
de microporos in situ. Los resultados mostraron que cuando los ratones se inmunizaron con proteina de fusiéon cHAT
con alumbre como adyuvante, la vacuna confirié un 81 % de proteccion (Tabla 13) (P <0,0001) en comparacién con
los grupos de control (2 %) que recibieron solo solucion salina tamponada con fosfato (PBS) y alumbre. Luego se
probaron diferentes adyuvantes para ver si cambiar el adyuvante mejoraria la capacidad de proteccion de cHAT. Se
probaron dos adyuvantes adicionales: alumbre que contiene un agonista TLR4 (comprado en el Instituto de
Investigacion de Enfermedades Infecciosas, Seattle, Washington) y ALHYDROGEL (comprado en Sigma, St. Louis,
MO). cHAT sin adyuvantes permanecié como control. Los resultados de estos estudios (Tabla 13) mostraron que se
logré una proteccion del 78 % con alumbre mas agonista de TLR4 y el cHAT administrado en el adyuvante
ALHYDROGEL proporcioné una proteccion del 70 %. Un resultado interesante en estos estudios fue que cHAT sin
ningun adyuvante también proporcioné un 72 % de proteccion, lo que indica que la vacuna de proteina de fusién cHAT
podria administrarse sin ningun adyuvante y aun asi obtener una proteccion significativa.

TABLA 13
Grupo % Muerte Larval (Media + DE)
cHAT + Alumbre 81+7,8
PBS + Alumbre Control 1,7+1,3
cHAT + Alum con agonista TLR4 78 £8,4
cHAT + ALHYDROGEL 70 £13
cHAT sin adyuvante 72+12

Valores son media + DE. N=5. Los datos provienen de uno de dos experimentos similares que
muestran resultados comparables. *Muerte larval significativa (P <0,001) en comparaciéon con
otros grupos de ratones.

Ejemplo 6: Homélogos de HSP, ALT-2 y TSP

Los homologos de los antigenos de la vacuna, HSP, ALT-2 y Tetraspanina estan presentes enO. volvulus y L. loa.
Comparacion de la secuencia de nucleétidos de HSP, ALT-2 y Tetraspanin deO. volvulus y L. loamuestran que existe
una homologia de secuencia significativa (> 90 %) entre las proteinas de todos los parasitos filariales. Estos resultados
indican que la vacuna de proteina de fusion cHAT desarrollada en el Ejemplo 5 puede usarse como una vacuna
contraO. volvulus y L. loa.

Como un ejemplo, O. volvulus tetraspanina fue clonada de biblioteca de ADNc de L3 de O. volvulus y fueron
preparadas proteinas recombinantes. Se us6 una muestra de suero de ratones vacunados con la vacuna cHAT que
dio el 81 % de proteccioén en la Tabla 13 para probar la O. volvulus tetraspanina recombinante después de separar la
proteina en un gel SDS-PAGE al 12 %. Se us6 B. malayi tetraspanina como control positivo. Los resultados mostraron
que la muestra de suero reacciond significativamente conO. volvulus tetraspanina (Figura 4), lo que indica que la
vacuna cHAT desarrollada en el Ejemplo 5 es de uso como vacuna contraO. volvulus
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<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 2

ccggaattct cacttgtcgt tggtg 25
<210> 3

<211>12

<212> PRT

<213> Brugia malayi

<400> 3

Trp Ser Ala Glu Gln Trp Asp Trp Pro Leu Gln His

1

<210> 4
<211>10

5

29
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<212> PRT
<213> Brugia malayi

<400> 4

<210> 5

<211>8

<212> PRT

<213> Brugia malayi

<400> 5

<210> 6

<211> 11

<212> PRT

<213> Brugia malayi

<400> 6

<210>7

<211>9

<212> PRT

<213> Brugia malayi

<400> 7

<210> 8

<211>8

<212> PRT

<213> Brugia malayi

<400> 8

<210>9

<211>8

<212> PRT

<213> Brugia malayi

<400> 9

<210> 10

<211>9

<212> PRT

<213> Brugia malayi

Lys Leu Pro Ser Asp Val Asp Thr Lys Thr Leu

1

ES 2 800984 T3

Glu Val Ile Lys Thr Asn Thr Asn Asp Lys

1

5

Ser Arg Ala Glu His Tyr Gly Glu

1

5

5

10

10

Phe Thr Pro Lys Glu Ile Glu Val Lys

1

5

Ile Glu val Lys val Ala Gly Asp

1

5

val Gly Leu Asp Ala Ser Phe Phe

1

5

30
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<400> 10

<210> 11

<211>9

<212> PRT

<213> Brugia malayi

<400> 11

<210> 12

<211>9

<212> PRT

<213> Brugia malayi

<400> 12

<210> 13

<211>9

<212> PRT

<213> Brugia malayi

<400> 13

<210> 14

<211>9

<212> PRT

<213> Brugia malayi

<400> 14

<210> 15

<211>9

<212> PRT

<213> Brugia malayi

<400> 15

<210> 16

<211>9

<212> PRT

<213> Brugia malayi

ES 2 800984 T3

Gly Leu Asp Ala Ser Phe Phe Thr Pro
1 5

val Lys Val Ala Gly Asp Asn Leu Val
1 5

Lys Leu Pro Ser Asp Val Asp Thr Lys
1 5

Lys Thr Leu Thr Ser Asn Leu Thr Lys
1 5

val Ile Lys Thr Asn Thr Asn Asp Lys
1 5

Asp Thr Lys Thr Leu Thr Ser Asn Leu

1 5

31



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

<400> 16

<210> 17

<211>9

<212> PRT

<213> Brugia malayi

<400> 17

<210> 18

<211>9

<212> PRT

<213> Brugia malayi

<400> 18

<210> 19

<211>9

<212> PRT

<213> Brugia malayi

<400> 19

<210> 20

<211>9

<212> PRT

<213> Brugia malayi

<400> 20

<210> 21

<211>9

<212> PRT

<213> Brugia malayi

<400> 21

<210> 22

<211>9

<212> PRT

<213> Brugia malayi

<400> 22

ES 2 800984 T3

Phe Phe Thr Pro Lys Glu Ile Glu Val
1 5

val Gly Leu Asp Ala Ser Phe Phe Thr
1 5

Lys Arg Gly His Leu Val Ile Ala Ala
1 5

Gly Glu Ile Lys Arg Glu Ile Ser Arg
1 5

Ser Phe Phe Thr Pro Lys Glu Ile Glu
1 5

Arg Glu Ile Ser Arg Thr Tyr Lys Leu
1 5
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<210> 23

<211>9

<212> PRT

<213> Brugia malayi

<400> 23

<210> 24

<211> 25

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 24
ccggaattct cacttgtcgt tggtg
<210> 25
<211> 26

<212> DNA
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 25

cgcggatcca ccgtgatcca ttgtcg
<210> 26

<211> 27

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 26

aactgcagct gttttccatt tccattc
<210> 27

<211> 30

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 27
aactgcagat gggtaacaag ctcctcatcg

<210> 28

25

ES 2 800984 T3

Gly Glu Ile Lys Arg Glu Ile Ser Arg
1 5

Ala Glu His Tyr Gly Glu Ile Lys Arg
1 5

26

27

30

33



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 800984 T3

<211> 27
<212> DNA
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 28
cgcgaattcg gegeactgec aacctge 27

<210> 29

<211> 24

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 29
cgcgaattca ccatggtcct ggag 24
<210> 30
<211> 25

<212> DNA
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 30

gctctagatc agtccttctg getag 25
<210> 31

<211> 26

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 31
cgggatccat ggaagaaaag gtagtg 26
<210> 32
<211> 26

<212> DNA
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 32
ccctcgagtg ctttettttt ggcage 26
<210> 33

<211> 30
<212> DNA

34
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ES 2 800984 T3

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 33
ccctcgagat gaataaactt ttaatagcat 30
<210> 34
<211> 23

<212> DNA
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 34
gggtacccgc geattgccaa cce 23
<210> 35
<211> 29

<212> DNA
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 35

ggggtacccc ggcaaggatc aatttaaaa 29
<210> 36

<211> 28

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 36

cggaattctc aatctttttg agatgaat 28
<210> 37

<211> 128

<212> PRT

<213> Brugia malayi

<400> 37

35



10

15

<210> 38

Met

Leu

Asp

Glu

Asn

Pro

Asp

Tyr

Lys Leu

Cys Val
20

Thr Asp
35

Vval Thr

50

Glu

65

Trp

Cys

Lys

<211> 572
<212> DNA
<213> Brugia malayi

<400> 38

<210> 39

ggtttattac
tggtaattct
ccgeagecga
atgtaaccaa
aagcttgcta
ggactgacag
acaatggtaa
aatgaatcag
ttetttetaa

tatgtgecgac

<211> 126
<212> PRT
<213> Brugia malayi

<400> 39

Cys

Cys

Glu

Leu

Ser Ser

Arg Leu

Asp Lys

100

Glu
115

Tyr

cccaagtttyg
ttttgtgaca
tgacacecgac
aggggaattt
cgatcaacgt
aggctgettce
attggagtat
totttgatac
caaataacat

azaaaaaaaa

ES 2 800984 T3

Ieu Ile Ala

Ser Glu Ser

Asp Ser Glu

Lys Gly Glu

Glu
70

His Ala

Ser Glu Asn

85

Ieu His Ser

Ser Tyr Cys

agggaggaga
ctececegtgtyg
gacagcgagg
gttgaaactg
gaaccacaag
tgegaagata
tcgtactgtyg
taccaacttt
ttaactttgg

daaaaaaaaa

Phe Gly

Glu
25

Asp

Ala
40

Gly
Phe Val
Cys Tyr
Gln

Ala

val
105

Cys

Ala
120

Pro

aaatgaataa
tatcagaatc
ccggaggtgg
atggcaaaaa
cgtggtgcag
agttgcattc
cacctgaagc
ccatccattt
ttttaccgtt

aa

36

Leu

10

Glu

Gly

Glu

Asp

Trp

20

Ile

Glu

Val Ile

Phe

Asp

Gly Ser

Leu

Asp

Glu

Phe Val

15

Ser Ala

30

Gly Gly

45

Thr Asp

Gln
75

Arg
Thr Asp
Glu

Arg

Ala Gly

Gly

Glu

Arg

Thr

Trp

Lys Lys

Pro Gln

Gly Cys

95

Asn Asn

110

Gln Cys

125

acttttaata
agacgaagag
tagtgaagga
gaaagagtge
actgagcgag
gtgecgteate
aggttggcaa
cctacacttt

attttattaa

gcattcggtt
ttegatgact
ggtgatgaat
tettegeacy
aatcaggcat
gaaagaacga
tgegcatagg
tcaaatttaa

atattggaaa

Thr

Ala

Agp

Lys

Ala

g0

Phe

Gly

Ala

60

120

180

240

300

360

420

480

540

572
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<210> 40
<211> 381
<212> DNA

Met

Phe

Tyr

Thr

Ser

65

Lys

Asp

Glu

<213> Brugia malayi

<400> 40

atgaataatc
tcagatttag
tacaatgaag
tggaagaatt
aaacccactg
tcatgtgtga

gaaaactgge

<210> 41
<211> 128
<212> PRT

Asn

Pro

Ala

Thr

50

Ser

Pro

Met

Tyr

Asn Leu

Ser Lys

20

His Ser

35

Lys Gly

His Ala

Thr Ala

Leu Tyr

100

Ser
115

Tyr

tattgatage
aaattgatga
aagaagatga
gcagttecteca
caaatcaatt
tcgaaagaac

aatgtttata

<213> Wuchereria bancrofti

<400> #1

ES 2 800984 T3

Ieu Ile Ala

Ser Asp Leu

Asn Asp Asp

Glu Phe Val

55

Asp Cys

70

Tyr

Asn Gln Phe

85

Ser Cys Val

Cys Thr Ser

aatcagttta
ttectecagac
atatacgacc
tgcagattge
ttggacagac
gaacaatggc

a

Ile Ser

Glu Ile

25

Asp Tyr

Glu Thr

Asp Tyr

Trp Thr

Ile Glu

105

Lys Glu

120

gtaattctte
agtgattatg
aaaggagaat
tatgattatc
aaaggttget

aaattagaat

37

Leu

10

Asp

Asn

Asp

Arg

Asp

Arg

Asn

Val Ile

Ser

Asp

Glu Glu

Leu

Ser

Glu

Val
15

Leu

Asp Ser

30

Asp Glu

45

Gly Lys

60

Glu
75

Pro
Lys Gly
Thr

Asn

Trp Gln

Trp

Ile

Cys

Asn

Cys

Lys Asn

Ala Trp

Phe Cys

95

Gly
110

Lys

Leu

125

ttgtgatatt
ctcatagcaa
ttgttgaaac
gtgaaccaat
tetgtgaaga

attcatattg

cacatcaaaa
tgacgacgat
tgatggcaaa
agettggtge
tatgttgtat

tacatccaaa

Ile

Asp

Tyr

Cys

Cys

g0

Glu

Leu

60

120

180

240

300

360

381
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<210> 42
<211> 387
<212> DNA

Met

Leu

Asp

Glu

Glu

65

Trp

Cys

Lys

Asn

Pro

Glu

Tyr

50

Cys

Cys

Glu

Leu

Lys Leu

Cys Ala
20

Thr Asp
35

Vval Thr

Ser Ser

Arg Pro

Asp Lys

100

Glu
115

Tyr

<213> Wuchereria bancrofti

<400> 42

atgaataaac
tcagaatcag
gaaggtaata
ggcaagaaga
tggtgtagac
ttgcattegt

cctgaagegg

<210> 43
<211> 83
<212> PRT

<213> Loa loa

<400> 43

ttttaatage
acgaagagtt
gtgaaggagg
aagagtgctc
cgaacgagaa
gcgtcatcga

gttggcaatg

ES 2 800984 T3

Ieu Ile Ala

Ser Glu Ser

Asp Lys Glu

Lys Gly Glu

Glu
70

His Ala

Asn Glu Asn

85

Ieu His Ser

Ser Tyr Cys

attcggttta
cgatgacgge
tgatgaatat
ttcgcacgaa
tcagtegtgy
aagaaagaac

cgcgtag

Phe Gly

Glu
25

Asp

Asp Glu

40

Vval val

Cys Tyr
Gln

Ser

val
105

Cys

Ala
120

Pro

gtaattctte
tcaaatgatg
gtaaccaaag
gettgttacg
actgacaaag

aacggtaaat

Leu

10

Glu

Gly

Glu

Asp

Trp

20

Ile

Glu

Val Ile

Phe

Asp

Asn Ser

Leu

Asp

Glu

Val
15

Leu

Gly Ser

30

Gly Gly

45

Thr Asp

Gln
75

Arg
Thr Asp
Glu

Arg

Ala Gly

Gly

Glu

Lys

Lys

Trp

Lys Lys

Pro Gln

Gly Cys

95

Asn Asn

110

Gln Cys

125

ttgtgacact
agaccgacga
gagaagttgt
atcaacgtga
gttgcttctg

tggagtattc

tecegtgtgea
caaagaggac
tgaaactgat
accacaagceg
cgaagataag

gtattgecgea

Thr

Asn

Asp

Lys

Ala

g0

Phe

Gly

Ala

Met Ile His Asn Gly Gly Tyr Gln Lys Leu Lys Val Lys Leu Arg Lys

38

60

120

180

240

300

360

387
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15

20

1
Lys Glu
Asp Trp
Tyr Cys
50
Gly Lys
65
Pro Ser
<210> 44
<211> 252
<212> ADN
<213> Loa loa
<400> 44
atgattcata
tctecatgaag
caatcgtgga
cgcaagaacyg

ccaagcaagt aa

<210> 45
<211> 229
<212> PRT

<213> Brugia malayi

<400> 45

1

Ala Asn Leu Leu Thr Cys Ala

Leu Trp Ala Tyr His Asp Glu

Gln Glu Ile Hisg Lys Glu Tyr

50

Cys Lys Ser His Glu

Cys Arg Leu Asn Glu

35

Asp Asp Lys Leu His

Leu Glu Tyr Ala His

Lys

35

20

20

ES 2 800984 T3

70

55

acggtggata ccaaaaatta
cttgectacga tcaacgtgaa
cagacaaagg ttgectactgt

gtggcaagtt ggaatatgcg

Met Val His Gly Cys Gly Asn
5

55

Ala Cys

25

Asn Gln

40

Ser Cys

Cyg Ala

aaagtcaaat tgaggaagaa agaatgcaag
ccacaagact ggtgcagatt gaacgaaaat
gacgataagt tgeattcatg cattattgag

cactgtgege ctgaacaagg atggaaatgt

Arg Thr

Phe
25

Asn Phe

Ser Pro

39

Gly Ala

10

Tyr Asp Gln

Ser Trp Thr

Ile Ile Glu
&0

Pro Glu Gln
75

Leu Phe

10

Lys

Leu Leu

Leu Gln Lys

Thr
60

Glu Leu

15

Arg Glu Pro
30

Asp Lys Gly
45

Arg Lys Asn

Gly Trp Lys

Phe Phe

15

Leu

Phe Gly Ile

Leu Glu Lys

Gln Hig Gln

Gln

Cys

Gly

Cys
80

Thr

Ser

val

Ile

60

120

180

240

252



10

Gly Leu Trp Leu
65
Phe Leu Gly Cys
Leu Phe Ser Ile
100
Ile Val Leu Ile
115
Asn Leu Leu Ser
130
Lys Pro Ile Glu
145
Met Val Arg Tyr
Lys Pro Asn Cys
180
Lys Asp Ile Ile
195
Ala Leu Phe Ser
210
Pro Tyr Tyr Tyr
225
<210> 46
<211> 690
<212> DNA
<213> Brugia malayi
<400> 46
atggttcacg getgtggtaa
acttgtgcat ttggtgcact
tttttgcaaa aattagaaaa
caacatcaaa taggattgtg
tttctcggtt gttgtggtge
attgtattaa ttcttgcaat
gatcaattta aaaatgcttt

ES 2 800984 T3

Ile
70

Leu Ile

Cys Gly Ala

85

Ile val Leu

Ile Ala Gly

Lys Thr Gly

135

Leu Phe

150

Asp

Ile
165

Glu Asn

Phe Ala val

Lys Ile Ser

Thr Met

215

Ser

Ala

tecgaacattg
tetttttgge
agtacaggaa
gttattaata
gatatgtgaa
acttgaagtt

atataattta

Ile Gly

Ile Cys

Ile Leu

105

Lys
120

Asp
Glu Ser
Gln

Cys

Gly Leu

Ala

Glu

Ala

Gln

Glu

Cys

Cys

Ser Ile

75

Ser Thr

Ile

Leu

Phe Lys

Phe

Lys

Glu

Asn

Leu Val

Leu

Leu

val
110

Ala

Ala Leu

125

Glu
140

Asp

Gly Pro

155

Glu Asp

170

Ile Ser

185

Val
200

Val

Leu Tyr

aaatttttat
atttcattat
atacataaag
attattggtg
agtaccaagc
gcttagatag

ctatcaaaaa

40

Asp

Leu

Lys

His Phe

Ile Ile

Met

Thr

Glu

Asp

Ile

Gln His

Asn Glu

Leu Arg

175

Ser Ser

190

Asp Leu

205

Ala Phe

220

ttttcactge
gggcttatceca
aatattctce
catccatatt
tattggcttt
tacttataat

ctggeogaatce

Tyr Gln

aaatttatta
tgatgaaaat
tgaactaaca
tcttgttggt
attttctatt
tgetggeaag

agaagatgaa

Gly

Ala

Ser

Tyr

Phe

Thr

160

Asn

Gln

Leu

Thr

60

120

180

240

300

360

420
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<210> 47

atgcaacatt
atggttcgat
ttegeagtaa
gttttaataa

cgctatcaaa

<211> 230
<212> PRT
<213> Loa loa

<400> 47

ttaaacctat
acatcgagaa
tatccgatea
ttattgattt

caccatacta

Met Val His

Ala Asn Leu

Leu Trp Ala

35

Arg Lys Ile
50

Ala Phe Trp

65

Phe Leu Gly

Ala Phe Phe

val Ile Phe

115

Arg Leu Leu
130

Leu Lys Pro

145

Thr Met Asn

Gly

Leu

20

Asn

His

val

Cys

Ile

100

Ala

Ser

Ile

Arg

ES 2 800984 T3

cgaagattta

tggettatgt

ttttgattea

gettgeatta

ttatgettaa

Cys

Ile

Leu

Lys

Leu

Cys

85

Ile

Ile

Glu

Glu

Tyr
165

Gly

Cys

Asp

Glu

Val

70

Gly

Ile

Thr

Ala

Asp

150

Met

Asn

Leu

Glu

Asp

55

Val

Ala

Lenu

Ser

Gly

135

Leu

Glu

ttecaatgtt gtggtccaac
gaggatgaat taagaaataa
tctcaaaaag atatcattaa

ttttetacat ctatgettta

Arg

Phe

Asp

40

Phe

Ile

Met

Ile

Lys

120

Lys

Phe

His

Met

Gly

25

Phe

Asn

Gly

Cys

Leu

105

Gly

Ala

Tyr

Gly

41

Vval

10

Ala

Ala

val

Ala

Glu

20

Thr

Gln

Glu

Cys

Leu
170

Lys

Leu

Leu

Leu

Phe

75

Asn

Thr

Phe

Asp

Cys

155

Cys

Phe

Ile

Lys

Ala

€0

Leu

Ile

Ile

Lys

Lys

140

Gly

Glu

Leu

Phe

Leu

45

Arg

Phe

Met

Glu

Ser

125

Tyr

Ala

Gly

Phe

Gly

30

Glu

Tyr

Leu

Leu

val

110

val

Leu

Thr

Glu

aaatgaaaca
acegaattgt
aatttcoegte

taaagecattt

Phe

15

Phe

Glu

Gln

Val

Leu

95

Gly

Leu

Pro

Gln

Leu
175

Thr

Ser

Thr

Ala

Gly

Thr

Ala

His

Asn

Glu

160

Lys

480

540

600

660

630
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15

20

<210> 48

Asn Lys Pro Asp Cys Phe Thr ala

Gly Glu Ala Val Val Val Phe Ala

Phe Ala Leu Val Ser Thr Cys Ile

180

195

210

ES 2 800984 T3

215

Arg Pro Tyr Tyr Tyr Ala

225

<211> 693
<212> DNA
<213> Loa loa

<400> 48

<210> 49

atggttcacg
atctgtttat
tttgcgectaa
agatatcaag
ttectegget
ataatactaa
ggccaattta
tacttgeega
acgatgaacce
tgcttcacgg
ttetttttge

ttecgttatg

<211> 113

<212> PRT

gttgtggcaa
ttggegeact
agctggaaga
cagcattttg
gttgtggtgce
ttcttacaac
aaagtgtttt
atttaaaacc
ggtacatgga
caatatcgga
taattatcga

gaaggccata

230

tcgaatggtg
tatttttgge
aacgagaaaa
ggtattggtt
aatgtgtgaa
aatcgaagtt
acataggcta
catcgaagat
acatggetta
ttatttggag
gttgtttgcet

ctactatgct

Ile
185

FPhe
200

Leu

aaatttttat
ttetecattat
atacataaag
gttattgggg
aatatcatgt
ggcgeggtaa
ctatcagaag
ctgttttatt
tgtgaaggag
tecaaccggag
ttagtttcca

taa

Phe Leu Leu

Ile

Ser Asp Tyr Leu Glu Ser Thr

190

205

Cys Lys Ala Phe

220

ttttcactgce
gggctaattt
aagattttaa
cattcttgtt
tgttgactge
tatttgcaat
ctggtaaagc
gctgtggtge
aattgaagaa
aageggtegt

catgtatact

aaatttactg
ggatgaagat
tgtgctggea
tctegttggt
atttttcatc
cactagcaag
agaagacaaa
aacgcaagaa
taagecggac
cgtatttgeca

atgtaaagca

Ile Glu Leu

Arg Tyr Gly

<213> Brugia malayi

<400> 49

Met Glu Glu Lys Val Val Glu Leu Thr His Asn Trp Ser Ala Glu Gln
1 5 10 15

Trp Asp Trp Pro Leu Gln His Asn Asp Glu Val Ile Lys Val Thr Asn
20 25 30

Thr Asn Asp Lys Phe Glu Val Gly Leu Asp Ala Ser Phe Phe Thr Pro

42

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

693
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20

Lys Glu Ile Glu Val Lys Val Ala Gly Asp Asn Leu

35

50

Arg His Glu Ser Arg Ala Glu His

65

ES 2 800984 T3

55

70

Ser Arg Thr Tyr Lys Leu Pro

85

Ser Asn Leu Thr Lys Arg Gly

Ala
<210> 50
<211> 342

<212> DNA
<213> Brugia malayi

<400> 50
atggaagaaa
ttacagcaca
ttggatgcat
gteatteact
agtcgtacct
aagcgaggac

<210> 51

<211> 165
<212> PRT

100

aggtagtgga
acgatgaggt
cattcttcac
gcagacatga
ataagcttce

atttggtcat

<213> Onchocerca volvulus

<400> 51

Gln Thr Ser Proc Met
5

1

Phe Asp Asp Arg Ser
20
Leu His Gln Pro Glu

Glu val Ile Asn Glu

35

50

actaacgcac
gattaaagta
gccgaaggaa
atcacgtgee
gtcggatgta

cgctgecaaa

Glu Arg

Ser Arg

Leu Asn

Lys Asp

55

40

Ser Asp Val Asp Thr

30

His
105

aactggagtg
accaacacga
atcgaggtaa
gagcattatg
gatacgaaga

aagaaagcat

Phe Ile

10

Pro Leu

Glu Cys
40

Lys Phe

43

Tyr Gly Glu Ile

Leu Val Ile Ala

45

60

75

cggagcagtg
atgataagtt
aagttgctgg
gagaaattaa

ctctgacatc

ga

Val Asn Leu Leu

His Ser Val Ala

Asn Ile Gly Asn

val Ile

Ala Lys

His

95

Lys
110

ggattggccc
tgaagtcggt
cgataatctg
acgtgaaatt

aaatttgacc

Asp Ser
15

Pro Tyr

Ser Leu

45

Ala VvVal Arg Ala

60

Asp Val

Cys

Lys Arg Glu Ile

80

Lys Thr Leu Thr

Lys

Thr

Trp

Gly

Ser

60

120

180

240

300

342



10

15

<210> 52

His

65

vVal

Ser

Gln

Ile

Phe

Ile

Ile

Pro

Ser

His Pro

Glu Gly

Glu Arg

100

Asp Thr

115

Ala Asn

130

Pro
145

Ile

<211> 574
<212> DNA
<213> Onchocerca volvulus

<400> 52

<210> 53

caaacttecac
tcatectegac
tgtaatatcg
getgatgttt
gttattgaag
cacttcattc
ttgtccgata
tcacgaaaca
ataaatgatg

acgetttttt

<211> 113
<212> PRT
<213> Loa loa

<400> 53

Ile

Asn

Arg Ala

Asp Ala

cgatggaacyg
cgcktocatto
gaaattctct
cteattteca
gtcaccatga
gaaaatatgt
aaggagtgtt
ttccaatteg
caaagtaaaa

tttetttttt

ES 2 800984 T3

Glu
70

Lys Leu

His His Glu

85

His Phe Ile

Ile Glu Ser

Thr Ala

135

Lys

Pro
150

Ser Lys

Lys
165

tttcatagtg
tgttgeacca
cggcgaggta
tecgaaggaa
agagegtace
cttgccagaa
gacaattagc
agcatctcca
agaagtagaa

tgttcatttt

Ser Val

Glu Arg

Arg Lys

105

His Leu

120

Ile Gly

Glu Pro

aaccttcttg
tattggette
ataaatgaga
cttteggtat
gatccggeag
gaagtgcagec
gcaaacaaaa
aaagaaccgyg
attccggata

aaag

44

Ser

Thr

Tyr

Ser

Thr

Glu

Val
75

Arg
Asp Pro
val

Leu

Asp Lys

Asp

Ala

Preo

Gly

Arg Glu

His
95

Gly

Glu
110

Glu

Val Leu

125

Thr Ala

140

Ala
155

Asn

acagtacatt
atcaaccgga
aagacaagtt
cggttegaga
gacatggtag
ctgacacgat
cagctattgg
aagcaaatca

tattteatte

Ser

Gln

Arg Asn

Lys Ser

cgatgacaga
actgaatgaa
tgecagttcga
tegtgaacta
tattgaacgt
cgaatcacat
cacgactgca
gaaatcggcea

tttattttat

Leu

Gly

val

Thr

Ile

Ala
160

60

120

180

240

300

360

420

480

540

574



10

15

20

Met Glu Glu Lys
1
Trp Asp Trp Pro
20
Thr Asn Asp Lys
35
Lys Glu Ile Glu
50
Arg His Glu Ser
65
Ser Arg Thr Tyr
Ser Thr Leu Thr
100
Ala
<210> 54
<211> 342
<212> DNA
<213> Loa loa
<400> 54
atggaagaaa aggtattgga
ttgcagcata acgatgacgt
ctggatgctt cattcttcac
gtcattcact gcagacatga
agtcgtacct ataagcttcec
aaaagaggac atctggtcat
<210> 55
<211> 220
<212> PRT

<213> Brugia malayi

<400> 55

ES 2 800984 T3

Val Leu Glu

ILeu Gln Hig

Phe Glu Val

Val Val

55

Lys

Ala
70

Arg Asp

Lys Leu Pro

85

Lys Arg Gly

actaacgecat
gattaaagtg
accgaaggaa
atcacgtgee
gtcggatatt

cgttgccaaa

Leu Thr

10

Asn Asp

25

Ser Leu

40

Ala Gly

Gln Tyr
Ser

Asp

Leu
105

His

aattggagtg
accaatacga
atcgaggtga
gaccaatacg
gatacgaaga

aagaaggcat

His

Asp

Asp

Asp

Gly

Ile

val

Asn Trp

Val

Ile

Ala Ser

Ser

Lys

Phe

Ala Glu

15

val Thr

30

Phe Thr

45

Leu
60

Asn

Glu
75

Ile

Asp Thr

Ile Val

ccgagecagtg
atgataagtt
aagttgctgg
gtgaaattaa
ccctgacatce

ga

val

Lys

Lys

Ala

Ile His

Arg Glu

Thr Leu

95

Lys
110

Lys

ggattggcce
tgaagtcagt
tgataatctg
acgtgaaatt

aactttgacc

Gln

Asn

Pro

Cys

Ile

80

Thr

Lys

Met Leu Phe Phe Val Ile Phe Ser Ile Thr Ile Ala Val Vval Ala Gly

1

5

10

45

15

60

120

180

240

300

342



ES 2 800984 T3

Phe Glu Cys Pro Gly Gly Arg Leu Thr Pro Gln Gln Arg Lys Asp
20 25 30

Val Arg Gln Asn Asn Lys Phe Arg Ser Leu Leu Ile His Gly Lys
35 40 45

Lys Asn Arg Asn Gly Thr Tyr Met Pro Arg Gly Lys Asn Met Leu
50 55 60

Leu Lys Trp Ser Cys Gln Leu Glu Asn Ser Ala Gln Arg Trp Ala
65 70 75

Gln Cys Val Phe Gly His Ser Pro Arg Asn Gln Arg Gln Gly Ile
85 20 95

Glu Asn Val Tyr Ala Tyr Trp Ser Ser Glu Ser Val Glu Lys Leu
100 105 110

Asn Thr Ala Gly Thr Glu Ala Gly Lys Ser Trp Trp Ser Glu Leu
115 120 125

Lys Leu Tyr Lys Gln Asn Pro Ser Asn Asn Leu Thr Asp Asp Val
130 135 140

Arg Gln Gly Val Leu His Phe Thr Gln Met Ala Trp Gly Lys Thr
145 150 155

Lys Ile Gly Cys Gly Ile Ala Thr Asn Cys Asp Gly Gly Arg Thr
165 170 175

Ile Ala Ile Cys His Tyr Ser Pro Ala Gly Asn Met Leu Lys Glu
180 185 150

Ile Tyr Glu Leu Gly Glu Pro Cys Lys Thr Asp Ser Asp Cys Asn
195 200 205

Lys Lys Cys Ala Lys Lys Ser Gly Leu Cys Arg Lys
210 215 220
<210> 56
<211> 897
5 <212> DNA
<213> Brugia malayi
<400> 56
gcacgagata ttttcaaagc taacagtata cattccacca aaaaactcgg caaaatgtta

tttttcgtta tattttccat cacgattgct gttgtggcag gttttgaatg tccaggaggt

10 cgactaacac cacagcaacg taaagatatc gttcgtcaga acaataaatt tcgttcatta

46

Ile

Leu

Leu

Asn

BO

Gly

Arg

Pro

Ala

His

160

Leu

Leu

Thr

60

120

180



10

<210> 57

ctaattcatyg
ttgetactga
gtctttggge
tggtcatcag
tggtggtoag
gttgccagac
ggttgtggta
tcaccegetg
gatagcgatt
agagtttaaa
ttattacaaa

aataaaattt

<211> 220
<212> PRT
<213> Wuchereria bancrofti

<400> 57

Met

Phe

val

Lys

Leu

Glu

Arg

Asn

gaaaacttaa
agtggagttg
actctcecgag
aaagcgtcega
aacttcogaa
aaggtgtttt
tagcaacaaa
gaaatatget
gtaacacaaa
gtttcacttt
catatttatt

ctctetgata

Leu Phe

Pro
20

Cys
Gln

Asn

Arg Asn

50

Leu

65

Gln

Glu

Lys

Thr

Cys

Asn

Thr

Trp Ser

val Phe

val Tyr

100

Ala
115

Gly

ES 2 800984 T3

aaataggaat
tcagttagaa
aaatcaaaga
aaagcttaga
actgtacaaa
acatttcaca
ctgegatggt
aaaagaactg
gaaatgtgce
ttgecactett
ggctattata

aaagcatgaa

Val Ile Phe

Gly Gly Gln

Agn Lys Phe

Gly Thr Tyr

55

Gln
70

Cys Leu

Gly His Ser

Ala Tyr Trp

Thr Glu Ala

ggtacatata
aattetgege
caaggaatcg
aataccgctg
cagaatcctt
cagatggcct
ggtcgecacac
atatatgage
aaaaaatctg
aattttggtt
agataaaaaa

acaaaaaaaa

Ser Ala

Thr
25

Leu
Arg Ser
Met Pro
Glu Asn
Pro

Arg

Ser
105

Ser

Gly
120

Lys

47

Thr

10

Fro

Leu

Arg

Ser

Asn

g0

Ala

Ser

tgccacgegyg
aaagatgggce
gtgaaaatgt
gtacggaagce
cgaacaatct
ggggtaaaac
tcatagctat
ttggcgaacce
gattgtgtag
ttatattata
gttccttgaa

asaaaaaaaa

Ile Val

Gln Gln

Leu Ile

Gly Lys

60

Ala
75

Gln
Gln Arg
Vval

Ser

Trp Trp

Ala

Arg

Arg

Agn

Arg

Gln

Glu

Ser

caagaatatg
aaatcaatge
ctatgcectac
cggcaaaagt
gactgatgat
gcataaaatt
ttgcecattat
atgcaaaacg
aaaatgaaag
aaactgagaa
attcttctca

daaaaaa

vVal Ala

15

Lys
30

Asp
Gly Lys
Met Leu
Ala

Trp

Ile
9%

Gly

Asn Leu

110

Glu Leu

125

Ala

Ile

Leu

Gln

Asn

80

Gly

Arg

Pro

240

300

360

420

430

540

600

660

720

780

840

8397



10

15

<210> 58

Glu

Leu

Tyr Lys

130

Arg

145

Lys

Ile

Ile

Lys

Gln

Ile

Thr

Tyr

Lys

Gly Val

Gly Cys

Ile Cys

180

Glu
195

Leu

Cys Ala

210

<211> 873
<212> DNA
<213> Wuchereria bancrofti

<400> 58

<210> 59

ggaattecgge
attctgccag
ctgtggegge
ttegtecagaa
gtacatatat
attctgogea
aaggaatogg
aaaccegetgg
acaatecctte
agatggcttg
gtcgcacact
tatatgagct
aaaaatctgg
ttttggtttt

ataaagaagt

<211> 220
<212> PRT
<213> Onchocerca volvulus

<400> 59

acgagcgaca
aaaatcccge
ttttgaatgt
caataaattt
gccacgcggc
aagatgggca
tgaaaatgtt
tacggaagee
gaacaatctg
gggtaaaacg
cataactatt
tggcgaaceg
attgtgcaga
gtatcataaa

ttettgaaaa

ES 2 800984 T3

Pro
135

His Asn

His Phe

150

Leu

Gly Ile Ala

165

His Tyr Ser

Gly Glu Pro

Ser
215

Lys Lys

tcttctgtta
aaaatgttac
ccaggaggte
cgttcattac
aagaatatgt
aatcagtgcog
tacgettact
ggcaaaagtt
actgacgatg
cataaaattg
tgccattatt
tgcaaaaagg
aagtgaaaga
actgacaatt

aaaaaaaaaa

Ser Asn

Thr

Gln

Thr Asn

Asn

Met

Cys

Thr
140

Leu

Ala
155

Trp

Asp Gly

170

Ala
185

Pro

Cys
200

Lys

Gly Leu

tcaaatatat
ttttcgtcat
aactaacacc
tgattegtgg
tgcaactgac
tetttggaca
ggtegtecage
ggtggtcaga
ttteoccaggea
gttgtggtat
cgececegetgg
atggcgattg
atttgaagag
attacaaaca

aaa

48

Gly

Lys

Cys

Asn Ile

Asp Gly

Asp

Gly

Gly

Leu

Asp

Asp Val

Thr

Lys

Thr
175

Arg

Lys Asn

190

Cys Asn

205

Arg Lys

220

tttcaaagcet
attttctgeca
gcaacaacgt
aaaacttaaa
atggagttgt
ctocaccgaga
aagegttgaa
actteeggaa
aggtgttttg
tgctacaaac
aaatatactg
taacacaaag
tttecacctte

tatttattgg

aacagtgtac
actattgttg
aaagatateg
aataggaatg
cagttagaaa
aatcaaagac
aatcttagaa
ctgtacaaac
catttcacac
tgtgatggtg
aaaaatctga
aaatgtgcga
tcatttctaa

ctattatggg

Ser

His

160

Leu

Leu

Thr

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

873



10

<210> 60
<211> 883
<212> DNA

<213> Onchocerca volvulus

<400> 60

Met

Tyr

Val

Lys

Leu

65

Gln

Glu

Lys

Lys

Gly

145

Lys

Ile

Ile

Lys

Ile

Asn

Gly

Asn

50

Thr

Cys

Asn

Thr

Leu

130

Gln

Ile

val

Tyr

Lys
210

Leu

Cys

Gln

35

Arg

Trp

Ile

Val

Ala

115

Tyr

Gly

Gly

Ile

His

195

Cys

Phe

Pro

20

Asn

Asn

Asp

Phe

Tyr

100

Gly

Glu

val

Cys

Cys

180

Arg

Leu

Ile

Gly

Asn

Gly

Cys

Gly

85

Ala

Thr

Asn

Leu

Gly

165

His

Gly

Ser

ES 2 800984 T3

Ile

Gly

Lys

Thr

Lys

70

His

Tyr

Asp

Asn

His

150

val

Tyr

Asn

Lys

Phe

Lys

Tyr

Tyr

55

Leu

Ser

Trp

Ala

Pro

135

Phe

Ala

Ser

Pro

Ser
215

Pro

Leu

Arg

40

Met

Glu

Pro

Ser

Gly

120

Ser

Thr

Thr

Pro

Cys

200

Gly

Ala

Thr

25

Ser

Pro

Ser

Arg

Ser

105

Lys

Asn

Gln

Gln

Gly

185

Lys

Leu

49

Ile

10

Ala

Asp

Arg

Ser

Gln

20

Val

Ser

Asn

Met

Cys

170

Gly

Vval

Cys

Val

Leu

Leu

Gly

Ala

75

Gln

Ser

Trp

Met

Ala

155

AsSp

Asn

Asp

Arg

Val

Glu

Ile

Lys

€0

Gln

Arg

Val

Trp

Thr
140

Trp

Gly

Met

Lys

Lys
220

Ala

Arg

Asn

45

Asn

Arg

Glu

Glu

Ser

125

Trp

Gly

Gly

val

Asp
205

val

Lys

30

Gly

Met

Trp

Gly

Gly

110

Lys

Lys

Lys

Arg

Gly

1390

Cys

Thr

15

Lys

Lys

Leu

Ala

Val

95

Leu

Leu

val

Thr

Thr

175

Glu

Tyr

Gly

Ile

Leu

@lu

Asn

80

Gly

Lys

Pro

Ala

Tyr

160

Leu

val

Thr



10

<210> 61

geattttcta
tattctateg
geggtgaagy
gttggtcaga
ggtacataca
agttcggcac
gagggagttg
aaaactgctyg
aataaccctt
caaatggett
ggtagaacac
atataccacc
tcaaaatctg
tatatatcte

taaatatagt

<211> 220
<212> PRT
<213> Loa loa

<400> 61

Met

Tyr

val

Lys

Leu

Arg

Ile

Asn

aagtgacatc
gaaaattceg
gttataattg
ataataaata
tgccaagagg
aaaggtgggc
gtgaaaatgt
gtacggatge
cgaataatat
ggggtaagac
ttattgttat
gaggtaatcc
gactgtgcag
ctatattaat

aattattatg

Cys

Cys
20

Gln
35

Lys

50

Met
€5

Arg

Trp

Ser Phe

Gln Gly

Asn Asn

Ala Gly

Ser Cys

ES 2 800984 T3

ttctgttatt
caaaatgata
tccaggaggt
taegtteggat
caagaatatg
caatcagtgt
ttatgcgtac
tgggaaaage
gacttggaaa
ttataaaatt
ttgtcactat
gtgtaaagtc
aaaatgaaaa
ttttcagcaa

aaataaaaaa

Met Phe

Gly Arg

Lys Phe

Glu Phe

55

Ser Leu

70

atcaaatata
cttttcatca
aaactaacag
ttgattaatg
ttggaactga
atctttggac
tggtcatcag
tggtggtcaa
gttgeeggte
ggttgeggtg
tetectggtyg
gacaaagatt
tttttcgectt
aaaagctata

ttaagttctg

Ala Ala

Thr
25

Leu

Arg Ser

40

Met Pro

Glu Tyr

50

Ile

10

Pro

Gln

Arg Gly

Ser

tttetgagat
tottecectge
cactggaacg
gaaagcttaa
catgggattg
attcaccaag
tatcagttga
agcttecaaa
aaggtgtttt
ttgcaacaca
gaaatatggt
gctatacgaa
ttcttcattt
aagaaatatt

ctc

Ile Ile

Glu

Gln

leu Ile

Ala

Arg

Arg

taacagctta
aattgtegte
taaaaaaatc
gaatagaaat
taaattggaa
acaacaaaga
aggtcttaaa
attatatgaa
gcatttcaca
atgtgatggt
tggagaggtg
aaaatgttta
aattctcgge

cataattaaa

vVal Glu

15

Lys Ala

30

Gly Glu

45

Lys
60

Ala
75

Gln

Asn

Arg

Met Leu

Trp Ala

Gly

Ile

Leu

Arg

Asp
B0

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

883



10

<210> 62

Arg

Glu

Lys

Glu

Cys

Asn

Thr

Arg

Ile Phe

Val Tyr

100

Ala
115

Gly

Tyr Gly

130

Ser

145

Lys

Met

Ile

Lys

Gln

Ile

Val

Tyr

Lys

Gly Val

Gly Cys

Ile Cys=s

180

Glu
195

Leu

Cys Ser

210

<211> 663
<212> DNA
<213> Loa loa

<400> 62

atgttatgtt
ggaggtcgac
tcgecaactga
aatatgttga
agatgtatct
gcttactggt
aaaaattggt
gctcaagttt
aaaattggct
cattattege
aagaagaaca

tga

ccttecatgtt
taacaccgga
tcegtggega
gaatgagatyg
ttggacacte
catcaggaag
ggtcagaact
ccagccaagyg
gtggtattgc

cagctgggaa

atgattgtta

ES 2 800984 T3

Gly His Ser

Ala Tyr Trp

Thr Asp Ala

Pro
135

Ser Asn

His Phe

150

Leu

Gly Ile Ala

165

His Tyr Ser

Gly Glu Pro

val Ser

215

Lys

tgcagcaatt
gcaacgtaaa
gcttaagaac
gagttgtteg
accaagagat
cgttgaaggt
tccggaacgg
tgttttgcat
tacaaactge
tatgttgaaa

taccaagaag

Pro Arg

Ser
105

Ser

Gly
120

Lys
Ser Asn
Thr

Gln

Thr Asn

Asp

Gly

Asn

Asn

Met

Cys

Gln Arg

Val

Ser

Trp Trp

Asn

Glu

Ser

Ile
95

Asn

Gly His

110

Glu Leu

125

Thr
140

Leu

Ala
155

Trp

Asp Gly

170

Ala
185

Pro

Cys
200

Lys

Gly Leu

atcattgetg
gcaatcgtta
aaagctggtg
ctggaatatt
caaagaaaca
catagaaaaa
tacggatcta
ttcacacaga
gatggtggca

gagcttatat

tgttcagtca

51

Gly

Lys

Cys

Asn Met

Asn Asn

Ala

Gly

Gly

Leu

Asp

Gln val

Lys Thr

Thr
175

Lys Glu

190

Cys Tyr

205

Asn Lys

220

tggaaggtta
ttcaaaataa
aatttatgce
ccgegeagag
atatcggtga
ctgctggtac
atccttcaaa
tggcttgggg
ggacactaat
atgagcttgg

agtctggatt

tcgatgtcaa
taaattcecgt
acgtggcaag
atgggcagat
aaatgtetat
agatgctggt
taatttgact
taaaacgtac
ggtcatttge

cgaaccatge

gtgcaacaag

Gly

Arg

Pro

Ser

Tyr

160

Leu

Leu

Thr

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

663



<210> 63
<211> 89
<212> PRT
<213> Wuchereria bancrofti
5
<400> 63
Met Ile Leu
1
Gln Phe Lys
Glu Asp Glu
35
Cys Gly Pro
50
Cys Glu Asp
65
Asp His Phe
10 <210> 64
<211> 53
<212> PRT
<213> Wuchereria bancrofti
15 <400> 64
Val Ile His
1
Lys Arg Glu
Lys Thr Leu
35
Ala Lys Lys
50
<210> 65
20 <211> 267
<212> DNA
<213> Wuchereria bancrofti
<400> 65
25

Glu

Asn

20

Met

Thr

Glu

Asp

Cys

Ile

20

Thr

Lys

val

Ala

Gln

Asn

Leu

Ser
85

Arg

Ser

Ser

Ala

ES 2 800984 T3

Ala Ser

Leu Tyr

Hig Phe

Glu Thr

55

Arg Asn
70

Ser Gln

Hig Glu

Arg Thr

Asn Leu

Ile Val

Asn Leu

25

Lys Pro

40

Met Vval

Lys Pro

Lys Asp

Ser Arg

Leu

10

Leu

Ile

Arg

Asn

Ile

Ser

Glu

Tyr

Cys
75

Ile

Lys

Asp

Ile

€0

Fhe

Ala Glu His

10

Tyr Lys Leu Pro Ser

25

Thr Lys Arg Gly His

40

52

Ala

Thr

Leu

45

Glu

Ala

Tyr

Asp

Gly

Gly

30

Phe

Asn

val

Gly

Val
30

Lys Asp
15

Glu Ser

Gln Cys

Gly Leu

Ile Ser
80

Glu Ile
15

Asp Thr

Leu Val Ile Ala
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<210> 66

atgatcctgyg
getctgtaca
cctategagg
gagaacggac

gaccactteg

<211> 162
5 <212> DNA
<213> Wuchereria bancrofti

<400> 66

10
<210> 67

aggtggccteo
acctgetgte
acctgttceca
tgtgcegagga

attctageea
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categtgetg atcatcgeoeg gcaaggacca gttcaagaac

taagacaggc gagagcgagy acgagatgca gcoacttcaag

gtgctgegge cctaccaacg agaccatggt gaggtacate

cgagcetgagg aacaagecta actgtttege cgtgatetet

gaaggac

gtcattcact gcagacatga atcacgtgcc gagcattatg gagaaattaa acgtgaaatt

agtcgtacct ataagcttec gteggatgta gatacgaaga ctctgacatce aaatttgace

aagcgaggac atttggtcat cgetgecaaa aagaaageat ga

<211> 387
<212> DNA

15

<400> 67

20
<210> 68

<213> Brugia malayi

atgggtaaca
gtcagtgaga
gceggtggeg
gatggaaaga
gettggtgea
aagctgecatt

gctcococegagg

<211> 153
<212> DNA
<213> Wuchereria bancrofti

25
<400> 68

30 <210>69

agctccteat
gocgacgagga
gctctgaggg
agaaagagtg
ggctgtctga
cttgcgtgat

caggttggea

cgetttogga
gtttgatgac
gggcgacgag
ctcecagccac
gaatcaggce
tgagoggact

gtgcgece

ctegtgatee
tctgeccgetg
tacgtgacta
gaggcctgtt
tggactgata

aataatggca

tgtttgtcac
acgacaccga
agggggagtt
atgaccagcg
gaggetgttt

agctggaata

cectgecttge
cgattccgag
tgtggagacc
ggagcctcag
ctgtgaggac

cagctactge

atggtecatte actgcaggea cgagagcaga gccgagcact acggcocgagat caaaagagag

atcagcagga catacaagct gccctcagac gtggacacta agactctgac tagcaatctg

accaagaggg gccacctggt catcegetgece aag

<211> 267
<212> DNA
<213> Wuchereria bancrofti

35 <400> 69

53

60

120

180

240

267

60

120

162

60

120

180

240

300

360

387

60

120

153
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atgatcctgg aggtggcctc catcgtgetg atecatcgecg gcaaggacca gttcaagaac 60
getcectgtaca acctgetgte taagacagge gagagogagy acgagatgca gceacttcaag 120
cctategagg acctgttcca gtgctgegge cctaccaacg agaccatggt gaggtacatce 180
gagaacggac tgtgoegagga cgagcetgagg aacaagocta actgtttege cgtgatetet 240
gaccacttcg attctagceca gaaggac 267
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REIVINDICACIONES

1. Una proteina de fusidon que comprende tres o0 mas antigenos aislados unidos covalentemente de uno o
mas nematodos filariales, donde los antigenos comprenden Transcripcion Larval Abundante (ALT-2), Tetraspanina y

proteina de choque térmico pequeia (HSP) 12. 6, o fragmentos de los mismos, donde el fragmento se selecciona del
grupo de SEQ ID NO: 39, SEQ ID NO: 63 y SEQ ID NO: 64.

2. La proteina de fusion de la reivindicacion 1, donde los nematodos filariales son seleccionados del grupo
de Brugia malayi, Wuchereria bancrofti Onchocerca volvulus, Loa loa y Brugia timori.

3. Un acido nucleico aislado que codifica la proteina de fusién de cualquier reivindicacién precedente.

4. Un vector recombinante que comprende un acido nucleico segun la reivindicacion 3.

5. El vector recombinante de la reivindicacion 4, donde el acido nucleico se selecciona del grupo de SEQ
ID NO: 65, SEQ ID NO: 66, SEQ ID NO: 67, SEQ ID NO: 68 y SEQ ID NO: 69.

6. Una célula huésped recombinante que comprende el vector recombinante de la reivindicacién 4 o 5.

7. La proteina de fusion de la reivindicacién 1 para su uso en la inmunizacién de un animal contra la

filariasis, el uso que comprende administrar a un animal que lo necesite la proteina de fusioén de la reivindicacion 1.

8. Una vacuna multivalente que comprende al menos una de las proteinas de fusion de cualquiera de las
reivindicaciones 1-2, o el acido nucleico de la reivindicacion 3.

9. La vacuna multivalente de la reivindicacién 8 para uso en la inmunizacién de un animal contra la filariasis,
el uso comprende administrar a un animal que lo necesite la vacuna multivalente de la reivindicacién 8.
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1.4 Revestido con HSP
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