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DESCRIPCION
Proteccién antiviral con virus que contienen segmentos de genoma defectuoso
Campo de la invencion

La invencion se refiere a la virologia y la prevencion y/o tratamiento de infecciones y enfermedades virales en
animales, incluyendo aves y seres humanos. La invencién se refiere al campo de los tratamientos antivirales. La
invencion se refiere adicionalmente a métodos para estimular la inmunidad innata y la produccién de interferon
natural en seres humanos o animales y en partes componentes de seres humanos o animales, incluyendo células y
tejidos. La invencion se refiere especificamente al campo de los virus de interferencia defectuosos (Dl), incluyendo
virus DI clonados y composiciones que incluyen los mismos.

Antecedentes de la invencion

Los Orthomyxoviridae son una familia de virus de ARN que infectan a vertebrados. La familia incluye los virus que
causan la influenza.

La influenza es una infeccion viral del sistema respiratorio caracterizada por fiebre, tos y dolores musculares
intensos. Hay tres géneros de virus de la influenza, que se identifican por las diferencias antigénicas en su
nucleoproteina y su proteina de la matriz: virus de la Influenza A, virus de la Influenza B y virus de la Influenza C.

Los virus de la Influenza A y B contienen cada uno ocho segmentos de ARN de hebra sencilla (ARNhs). Los virus
comprenden las principales proteinas externas del virion, hemaglutinina (HA) y neuraminidasa (NA). El género del
virus de la Influenza A comprende 16 subtipos de HA y 9 subtipos de NA que probablemente forman las 144
permutaciones posibles. Sin embargo, la influenza B es un solo subtipo, y es significativamente distinta de la
influenza A.

El virus de la influenza C contiene siete segmentos de ARNhs, debido a que el virus carece de un gen de la
neuraminidasa separado (véase Lamb, R y Krug, R.M. (1996) Capitulo 45; Orthomyxoviridae: The viruses and their
replication - Fields Virology, 32 edicion, Raven Publishers, Filadelfia).

Los miembros de la familia Paramyxoviridae son virus con una gama de anfitriones especificos de caracter limitado,
pero en células cultivadas muestran una amplia gama de anfitriones. Las caracteristicas de la infeccion in vivo
incluyen la formacién de cuerpos de inclusion y sincitios. La infeccidon por paramixovirus comienza tipicamente en el
tracto respiratorio y puede permanecer en ese sitio (p. €j., virus sincitial respiratorio humano, HRSV) o puede
extenderse a sitios secundarios (p. €j., tejidos linfoides y endoteliales para el virus del sarampion (MeV)). En general,
las infecciones por paramixovirus estan limitadas, y son eliminadas por la inmunidad del anfitrién. Sin embargo, a
veces el virus se puede eliminar durante periodos de semanas o meses en condiciones normales y, sobre todo, en
los individuos inmunocomprometidos.

Un género dentro de Paramyxoviridae es Pneumovirus. Este género incluye el virus sincitial respiratorio bovino
(BRSV) y el virus sincitial respiratorio humano (HRSV) de los cuales hay dos subtipos denominados A y B y varias
cepas de virus p. ej. cepa A2 de HRSV, cepa RS-S2 de HRSV y cepa Snook de BRSV. También hay un virus de la
neumonia murina (también conocido como el virus de la neumonia de ratones: PVM).

Los medicamentos antivirales son una clase de medicacién que se utiliza especificamente para el tratamiento de
infecciones virales. Los antivirales especificos se utilizan con frecuencia en busca de virus especificos. La mayor
parte de los antivirales disponibles en la actualidad estan disefiados para ayudar a enfrentarse con el VIH, los virus
del herpes (mas conocidos por causar el herpes labial y el herpes genital, pero que en realidad causan una amplia
gama de enfermedades), los virus de la hepatitis B y C (que pueden causar cancer de higado), y los virus de la
influenza A y B. Los investigadores estan trabajando en la actualidad para extender el rango de antivirales a otras
familias de patdgenos.

Por ejemplo, la amantadina y la rimantadina son eficaces contra todos los virus de la influenza tipo A, pero no contra
los virus de la influenza tipo B. Los virus que son resistentes a estos compuestos son conocidos comunmente. Otros
anti-virus de la influenza A y B incluyen Zanamivir (Relenza®) y oseltamivir (Tamiflu®). Sin embargo, la eficacia de
estas terapias es algo limitada. El tratamiento se tiene que iniciar pronto después de la infeccion y necesita ser
administrado dos veces al dia. El tratamiento antiviral solo es capaz de acortar la duracion de los sintomas en uno a
tres dias. Se estan encontrando cada vez mas virus que son resistentes a Tamiflu en pacientes con influenza.

Se utilizan vacunas para generar una respuesta inmunoldgica para atacar a los virus. Las vacunas tradicionalmente
consisten en una versién del patégeno debilitada o muerta. Mas recientemente, se han ideado vacunas de
"subunidades" que consisten estrictamente en las dianas proteicas del patdgeno. Las vacunas estimulan el sistema
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inmunitario sin causar dafio grave al anfitrion, y por tanto el patdégeno real ataca al sujeto, el sistema inmunitario
responde a él rapidamente y lo bloquea.

Las vacunas pueden ser eficaces en la lucha contra la infeccién por virus estables, pero tienen uso limitado en el
tratamiento de un paciente que, ya ha sido, o esta persistentemente, infectado. Las vacunas contra los virus de
mutacién rapida, como la influenza, son problematicos. La vacuna de la influenza tiene que ser actualizada cada
afo. Una vacuna contra el VIH, por ejemplo, sigue siendo dificil de alcanzar.

Los virus de interferencia defectuosos (Dl) tienen una larga historia. Fueron descubiertos como elementos de auto-
interferencia en preparaciones de virus de influenza A por von Magnus quien los estudié a finales de 1940 y
principios de 1950 (p. €j., von Magnus, P (1947) Ark. Kemi. Mineral. Geol, 24b: 1). Durante muchos afios estos
elementos de interferencia fueron nombrados después de él. Mas tarde, cuando se dieron cuenta de que estos
elementos se encontraban casi universalmente entre los virus, se les denominé virus DI (véase, p. ej. Huang y
Baltimore (1970) Nature 226: 325 -327). El interés por los virus DI alcanzé su punto maximo en la década de 1970,
pero luego disminuyé debido a una expectativa exorbitante de su actividad antiviral in vivo.

Todos los virus de influenza A tiene un aparato de replicacion que permite el intercambio de segmentos del genoma
(recombinacion) en las células infectadas dualmente, proporcionando a estos virus gran flexibilidad genética. Tal
acontecimiento dio origen a los virus de la influenza pandémica de 1957 y 1968. Ademas del proceso de replicacion
normal, se producen errores en la replicacion que dan lugar a pequefios ARN de 400-500 nucleétidos (nt) que
carecen de alrededor de 80% de la secuencia central del molde, lo que parece ser el resultado de la funcion de
copiado de la parte inicial del molde, separacion del molde y a continuacioén reintegracion y copiado del otro extremo
por la polimerasa. Estos pequefios ARN conservan sus sefiales de replicacion y encapsidacion terminales. Su
pequefio tamafio sugiere que se pueden elaborar mas copias por unidad de tiempo en comparacién con el segmento
de ARN completo. La encapsidacion de los ARN gendmicos parece ser un proceso organizado de manera que un
virion contiene solo una copia de cada uno de los 8 segmentos. Un virién parece no discriminar entre un ARN
defectuoso y uno completo, de manera que cuando los ARN defectuosos se encuentran en exceso, estos se
encapsidan con mayor frecuencia que el segmento de genoma intacto que sustituyen. Una particula que contiene el
segmento de genoma suprimido no puede sintetizar la proteina o las proteinas virales codificadas normalmente por
ese ARN, y no es infecciosa, aunque pueda replicar en frans cuando esa célula sea infectada por un virus de la
influenza A. La incorporacion de los ARN defectuosos a los viriones da como resultado una reduccion en la cantidad
de virus infeccioso producido. De este modo los viriones que llevan un genoma suprimido fueron conocidos como
virus de interferencia o de interferencia defectuosos (DI).

Los virus de la familia Orthomyxoviridae dan lugar espontaneamente a segmentos de ARN defectuoso como
resultado de una delecion interna (75-80% de los nucledtidos) en uno o mas segmentos genomicos. Por
consiguiente, el genoma del virus DI es una forma suprimida del genoma del virus infeccioso que dio lugar a la
misma y tiene varias propiedades Unicas que lo distinguen de otros tipos de moléculas defectuosas de acidos
nucleicos virales (véase Dimmock, N. J. (1996) "Antiviral activity of defective interfering influenza virus in vivo" - Viral
and other infections of the human respiratory tract; S. Myint y D. Taylor-Robinson (eds.), Chapman & Hall).

En comparacion con un virus activo, es decir, vivo o infeccioso, un virus DI, si bien es capaz de infectar una célula,
se replica y se propaga solo cuando su genoma esta presente en una célula que ha sido infectada por un virus con
un genoma completo (denominado a veces como "virus coayudante"). El virus de la influenza DI esta encapsidado
en particulas de virus que son usualmente indistinguibles en tamafio y composicion de proteinas de las particulas de
virus coadyuvante infeccioso.

Una vez que ha surgido, de novo, un genoma DI se amplifica rApidamente en concentracion con respecto a la del
genoma del virus infeccioso, por lo que en unos pocos ciclos infecciosos (o pases) hay mas virus DI en una
poblacién que virus coadyuvante infeccioso.

El virus DI tiene la capacidad de interferir intracelularmente en el virus coadyuvante infeccioso de modo que es
capaz de inhibir especificamente la multiplicacion del virus coadyuvante infeccioso.

Estudios en animales in vivo han demostrado que el virus de influenza A DI producido de forma espontanea
(Afequine/Newmarket/7339/79 (H3N8)) puede, en cantidad suficiente, proteger a los ratones contra la sensibilizacion
con influenza A letal tanto con el virus homdlogo (EQV) como con los subtipos heterdlogos A/WSN (H1N1) o
A/PR/8/34 (H1N1). En estos estudios la preparacién de virus DI fue tratada con UV con el fin de inactivar la
infectividad de cualquier virus coayudante vivo presente. Esta cantidad de irradiacién UV no inactiva la actividad de
interferencia o proteccion del virus DI. Una Unica administracion parecié proporcionar profilaxis durante un maximo
de alrededor de 5 dias. Sin embargo, estas preparaciones de virus influenza A DI fueron heterogéneas y
comprendian una multiplicidad de secuencias de ARN defectuosas no definidas de diferentes segmentos genémicos
(véase Noble y Dimmock (1994) Journal of General Virology 75: 3485 - 3491).
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El virus de la influenza A DI A/WSN (H1N1) desarrollado en huevos de pollo embrionados protegidé a los ratones
frente a la sensibilizacion letal con A/AWSN (H1N1). La comparacion de las especies de virus con DI desarrolladas en
huevo con virus con ARN DI extraidos de pulmones del ratones supervivientes demostré6 que se encontraban
presentes al menos 5 supuestas secuencias de ARN DI. Cada una de las cinco especies de ARN del virus DI tenia
una delecion interna (véase Noble y Dimmock (1995) Virology 210: 9-19). Los extremos 3' y 5' de cuatro de estas
moléculas de ARN aparecieron intactos.

Duhaut y Dimmock (2000, Virology 275: 278-285) modificaron un ARN de EQV con el segmento 1 defectuoso
colocandolo bajo el control de un promotor de ARN polimerasa | humana (Pol 1) en un plasmido. Cada uno de los
plasmidos codifica ARN de aproximadamente 400 nucleétidos, pero, debido a la posicion exacta de la delecion
interna, se mantuvieron diferentes longitudes de las secuencias de los extremos 5' y 3'. Se transfectaron células
Vero con cada plasmido junto con plasmidos que codificaban las proteinas PB1, PB2, PA, y NP del virus de la
influenza y a continuacion las células se infectaron con uno de los tres diferentes subtipos de virus coadyuvante,
incluyendo el subtipo parental (H3N8) o H2N2 o H1N1. Se llevaron a cabo pases seriados en el cultivo celular. Se
encontré que eran necesarios al menos 150 nucleétidos en el extremo 5' del ARN del virus DI para el pase seguro in
vitro en cada una de las lineas celulares utilizadas junto con los virus coadyuvantes particulares usados.

No ha sido posible dilucidar experimentalmente el proceso por el cual los virus de influenza A DI no clonados
reducen el rendimiento de virus infeccioso, inhiben la citopatologia inducida por el virus, y protegen a los animales
de la enfermedad clinica, ya que la mayor parte de las poblaciones de virus de la influenza A DI contienen muchas
secuencias de ARN defectuosas diferentes, derivadas de diferentes segmentos de genoma y con una variedad de
deleciones centrales. De este modo, el contenido de ARN de tales poblaciones no clonadas de virus defectuoso no
se puede reproducir con eficacia, y no ha sido posible analizar la relacion entre la secuencia de ARN vy la actividad
antiviral.

Duhaut y Dimmock (2002, J. Gen. Virol. 83: 403-411) demostraron que un ARN de virus de la influenza A DI
derivado de un sistema plasmidico parece comportarse auténticamente en el cultivo celular. Un plasmido (POLI-317)
dio lugar a un ARN de virus DI que se replicé de forma estable in vitro en presencia de virus coadyuvante e inhibid
fuertemente la produccién de virus coadyuvante en ese sistema.

Duhaut y Dimmock (2003, Journal of Virological Methods 108: 75-82) describieron la preparacion de un virus de
influenza A DI definido (es decir, clonado molecularmente) generado por completo a partir de plasmidos que se
utilizaron para transfectar células anfitrionas en cultivo. Los plasmidos utilizados codificaban el ARN DI (H3N8 o
H7N7) y el virus de influenza infeccioso (A/'WSN, H1N1). El virus de la influenza A DI generado de esta manera se
hizo pasar una vez por huevos de pollo embrionados y después se administré a ratones en la presencia de virus
coadyuvante (H1N1). El virus DI clonado se propagé intacto dentro del pulmén de raton. El virus DI clonado (sin
coayudante infeccioso) también se sometié a ensayo para determinar cualquier efecto protector en ratones frente a
una sensibilizacion letal (H1N1). Se observé un cierto efecto profilactico muy débil y de corta duracion, pero esto solo
retraso la aparicion de los sintomas clinicos y la muerte en los ratones.

Noble et al. (2004, Vaccine 22: 3018-3025) informaron de un estudio in vivo en ratones utilizando una preparacion
de virus de influenza A DI (EQV H3N8) de origen natural (es decir, heterogénea y no definida). Se encontré que la
administracion de esta preparacion de virus DI a los ratones generaba proteccion por profilaxis durante un periodo, y
al mismo tiempo convirtié una infeccidon de otro modo letal en una infeccion a virulenta e inmunizante.

Dimmock y Marriott (2006, Journal of General Virology 87: 1259-1265) describieron una anomalia aparente en la que
una preparacion de virus de influenza DI heterogénea y no definida protege sélidamente a los ratones de la infeccion
mortal causada por los virus A/PR/8/34 (H1N1) y A/WSN/40 (H1N1), pero protege solo marginalmente de la
enfermedad causada por A/Japan/305/57 (A/Jap H2H2). Se encontré que A/Jap requeria 300 veces mas unidades
infecciosas para causar la enfermedad clinica en ratones que A/PR8. Las proporciones de virus DI y virus de
sensibilizacion se hicieron variar y se sometieron a ensayo. Una conclusion fue que la eficacia del virus DI depende
de la dosis infecciosa del virus de sensibilizacion en lugar de su dosis causante de enfermedad.

Mann et al. (2006, Vaccine 24, 4290 a 4296) sometieron a ensayo ARN de A/EQV DI heterogéneos e indefinidos que
habian sido rescatados por A/PR8 en hurones. Se administré virus de la influenza A DI en dos dosis seguido de
sensibilizacion con A/Sidney 5/97 infeccioso (H3N2). Los hurones tratados con el virus DI mostraron solo sintomas
clinicos ocasionales y leves, en comparacion con los animales de control que se pusieron gravemente enfermos.

En el documento US2006/0057116 A1 (Kawaoka y Neumann) se describen plasmidos y un método de transfeccion y
cultivo de células para producir la virus de influenza A recombinante in vitro en ausencia de cualquier virus ayudante.
Especificamente, los virus de influenza A se pueden preparar completamente a partir de sus ADNc clonados en
lineas celulares transfectadas. Las mutaciones se pueden incorporar en cualquier segmento del gen.
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El documento WO2006/051069 (Solvay Pharmaceuticals y Erasmus University) describe particulas de virus de la
influenza condicionalmente defectuosas y un método para elaborarlas. Desde el punto de partida de que las células
transfectadas no son capaces de producir grandes cantidades de particulas de virus de la influenza defectuosas
para su uso como vacunas, la memoria ilustra un método alternativo. El método implica una célula transfectada con
plasmidos que codifican siete segmentos de ARN del virus de la influenza, pero que carecen de un octavo segmento
que expresa una proteina polimerasa. La célula incluye un segundo plasmido de expresion que porta la secuencia
del gen de la polimerasa ausente. En la expresién, la célula transfectada produce particulas de virus
"condicionalmente" defectuosas, que solo puede replicarse en una linea celular que expresa el gen de la proteina
polimerasa que no esta presente en el genoma defectuoso. Las particulas de virus de la influenza defectuosas solo
pueden replicarse una vez en animales o células anfitriones adecuados, aunque no complementados. Las particulas
de virus condicionalmente defectuosas estan destinadas para su uso en vacunas o con fines de liberaciéon génica y
de ese modo ventajosamente las preparaciones de particulas de virus son incapaces de replicarse en las células
normales y no contienen virus de tipo salvaje o coayudante.

Aunque se ha descrito un sistema prototipo (véase Duhaut y Dimmock, 2003 supra) para preparar un virus de
influenza A DI clonado (que resultdé ser solo débilmente protector en una ocasion, en ratones), éste no ofrece una
ruta practica para la preparacion de las cantidades necesarias de los virus DI clonados requeridas para
investigaciones de laboratorio adicionales, y mucho menos la cantidad de virus DI clonado que seria necesaria
rutinariamente con el fin de llevar a cabo ensayos clinicos en seres humanos o animales o proporcionar la profilaxis
y/o terapia en situaciones rutinarias, epidémicas o pandémicas.

Huang, A.S. y Baltimore, D. (1970) "Defective viral particles and viral disease processes" Nature (Lond) 226, 325-
327. En este articulo de resefia describe en la pagina 325 como se logra la sintesis de particulas DI por las células o
tejidos de animales en la infeccidn con altas multiplicidades (o pase de virus no diluido) para el virus de la fiebre del
Valle del Rift, el virus de la estomatitis vesicular, el virus de la peste aviar, el virus de simio 40, el virus del polioma, el
virus de la coriomeningitis linfocitica, el virus Sendai, el virus de simio 5, y el virus de la polio.

Holland, J.J. (1990) "Defective viral genomes" In Virology, 22 ed. pags. 151-165. Editado por B.N. Fields y D.M.
Knipe. Nueva York: Raven Press. En este articulo de resefia, en la pagina 155 se describe como el pase no diluido
seriado de virus en cultivo celular (o huevos o animales) es todavia el método de eleccion para la generacion de
particulas DI de cualquier virus.

Nayak, D.P., Chambers, T.M. y Akkina, R.K. (1985) "Defective-interfering (DI) RNAs of influenza viruses: origin,
structure, expression and intereference" Current Topics in Microbiology and Immunology 114, 103-151 es un articulo
de resefia que da fe de la produccién de virus DI mediante pase no diluido independiente de virus.

El documento WO2007/135420 (Universidad de Warwick) describe un método para producir cantidades
anteriormente no disponibles y suficientes de virus de la influenza A DI clonado para uso experimental o clinico en la
prevencioén o el tratamiento de infeccion por influenza A en seres humanos o animales, incluyendo aves. También se
describe el uso médico de influenza A DI clonado como tratamiento profilactico o terapéutico de la infeccion por
influenza A. El virus de influenza A DI clonado se identifica por tener un efecto antiviral sobre las mismas o diferentes
cepas de influenza A infecciosa.

Existe una continua necesidad de proporcionar tratamientos antivirales contra la gama de infecciones por virus en
seres humanos y animales, concretamente contra virus en los que no existen tratamientos antivirales disponibles,
contra virus que exhiben una rapida mutacidon o contra virus que pueden convertirse en resistentes a los
medicamentos antivirales existentes y contra virus recientemente descubiertos o mal caracterizados.

Los autores de la presente invencién han hecho un descubrimiento inesperado que es que el virus de la influenza A
humano clonado protege contra la infeccion por un virus diferente (heteréloga). Mas concretamente, los autores de
la presente invencion han encontrado que el virus de influenza A DI humano protege a los ratones sometidos a una
sensibilizacion letal por virus de la neumonia de ratones (PVM). Los autores de la presente invencion también han
descubierto sorprendentemente que virus de influenza A DI clonado es capaz de proteger a los ratones frente a la
sensibilizacion letal con el virus de la influenza B infeccioso. Este es un hallazgo inesperado, ya que, a pesar de que
los virus de la influenza A y B pertenecen a géneros separados dentro de la misma familia de virus, estos no
interactuan genéticamente.

Los autores de la presente invencion hicieron un descubrimiento inesperado, adicional, que es que el virus de
influenza A DI clonado administrado a ratones da como resultado una estimulacion de la produccion de interferon
natural. Sin desear estar ligado a ninguna teoria concreta, los autores de la presente invenciéon creen que un
mecanismo por el cual los virus DI clonados pueden ejercer su efecto antiviral contra virus heterotipicos es mediante
la estimulacién de la produccion localizada de interferén natural en el sitio de la administracion del virus DI clonado.
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En consecuencia, en un aspecto, la presente invencion proporciona virus de interferencia defectuoso (DI) humano
clonado, 244/PR8 para su uso en la prevencion o el tratamiento de una infeccién o enfermedad en un individuo, en
donde la infeccidon o enfermedad esta causada por un virus distinto del de la influenza A, en donde la infeccién o
enfermedad es causada por un virus respiratorio.

Los virus DI clonados incluyen aquellos que tienen ARN de hebra sencilla, asi como aquellos que tienen ARN de
doble hebra, ADN de hebra sencilla o ADN de doble hebra.

Un virus diferente del virus del cual deriva el virus DI es preferiblemente una cepa de tipo salvaje de otro virus. Por
ejemplo, si el virus DI es un virus de influenza A DI, en ese caso, el virus diferente es el virus sincitial respiratorio
humano (HRSV).

Los materiales de virus DI clonado para su uso en la invencién son preferiblemente sustancialmente uniformes en
términos de la secuencia de acido nucleico ADN o ARN. La uniformidad puede ser mas que un porcentaje en el
intervalo de 95 a 99,9% y se puede proporcionar una uniformidad genética de 100%, tal como se mide por el % de
identidad de secuencia.

Los tratamientos preventivos (profilacticos) y terapéuticos (es decir, después de la infeccion cuando los sintomas
clinicos son manifiestos) son posibles dentro del alcance de la invencion. El tratamiento terapéutico se puede
administrar cuando se sospecha que una infeccidn viral es todavia sub-clinica.

La infeccién o la enfermedad que va a ser prevenida o tratada de acuerdo con la invencién es una que esta causada
por un virus respiratorio.

Dicha infeccion o enfermedad puede ser causada por un virus Paramyxoviridae, tal como un Pneumovirus, p. €j., el
virus sincitial respiratorio humano (HRSV).

La infeccion o enfermedad puede ser causada por Metapneumovirus, p. €j., metapneumovirus humano (hMPV).

En otros aspectos de la invencién, la infeccién o enfermedad puede ser causada por un virus Orthomyxoviridae, tal
como el virus de la influenza B o el virus de la influenza C.

El virus causante de la infeccion o la enfermedad puede ser uno infeccioso contra seres humanos y otros animales
(incluyendo aves, reptiles o anfibios).

De acuerdo con la invencion, el virus DI clonado se puede administrar a través de la nariz y/o a través de los
pulmones de un individuo humano o animal. Alternativamente, el virus DI clonado se puede administrar
parenteralmente, p. ej., por via subcutanea, por via intramuscular, por via intravenosa o por via intraperitoneal.

También se describe un método para estimular la inmunidad innata y la produccion de interferén natural por una
célula, tejido, érgano, o en un ser humano o en un animal, que comprende administrar una cantidad inductora de
interferédn de un virus de interferencia defectuoso (DI) a la célula, tejido, 6rgano, ser humano o animal, a condicion
de que el virus DI no sea un virus de ARN con estructura de ARN con copia de respaldo "copyback" o reversion
"snapback" cuando el virus DI se administra a una célula en cultivo celular.

La estimulacién de la produccién de interferén natural es facilmente medida por la persona experta en la técnica
usando los analisis conocidos. El interferén producido puede ser de cualquiera de los interferones de tipo | inducibles
naturalmente; es decir interferén (IFN) de tipo | y principalmente IFN-a e IFN-B (Theofilopoulos, A.N., Baccala, R.,
Beutler, B. y Kono, D.H. 2005 Type | interferons (a/B) in immunity and autoimmunity. Annual Review of Immunology
23, 307-336).

Para la estimulacion de la inmunidad innata y la produccién de interferén natural, el virus DI es preferiblemente un
virus DI clonado. Mas concretamente, la estimulacion de interferon natural puede emplear un virus coayudante de
replicacién competente en el anfitrion. En otras de tales realizaciones el virus DI clonado puede ser una cepa de
virus diferente o puede ser heterotipica con respecto al virus coadyuvante.

Cuando se estimula la produccion de interferon, la administracion de virus DI debe tener lugar antes del efecto
antiviral deseado. Esto es porque hay un retraso entre la administracion y la reaccion del organismo por medio de la
cual las células generan el interferon. Normalmente se observa un retraso de 24 horas y por lo tanto la
administracion es preferiblemente aproximadamente 24 horas o mas antes del nivel deseado de produccion de
interferon.
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También se describe un método de prevencién o tratamiento de una infeccion viral en un individuo humano o animal
individual, que comprende administrar una cantidad inductora de interferéon de un virus de interferencia defectuoso
(DI) al individuo.

En tales métodos el virus DI se administra preferiblemente a través de la nariz y/o a través de los pulmones del
individuo, aunque es posible la administracion parenteral, p. ej. subcutanea, intramuscular, intravenosa o
intraperitoneal.

De acuerdo con los métodos antes mencionados, el virus DI no se puede administrar directamente a un individuo,
pero, adicionalmente, o alternativamente, se pueden aislar células, tejidos u 6rganos del organismo humano o
animal, es decir, ex vivo y/o in vitro, tratar con el virus DI con el fin de inducir la produccién de interferéon, y después
reintroducir o volver trasplantar en el organismo del mismo u otro individuo receptor o el mismo o un tipo similar de
tejido o sangre.

De acuerdo con todos los aspectos de la invencion definidos anteriormente, el virus DI es un virus de influenza DI,
que es un virus de influenza A DI 244/PRS8.

Por tanto, los autores de la presente invencidn proporcionan antivirales y tratamientos antivirales basados en virus
de interferencia defectuosos que tienen la capacidad de proteger contra la infeccidn por virus heterotipicos (es decir,
diferentes) en cualquier anfitrion. Por ejemplo, en el tratamiento de infecciones virales pulmonares, el medicamento
antiviral se libera preferiblemente por medio de administracién intranasal a las células del tracto respiratorio. Otras
rutas de administracion pueden incluir la cavidad mucosal, pulmonar y oral. Otras rutas incluyen ruta gastrointestinal
a través de la administracion oral.

Una ventaja del virus DI clonado es que un individuo que se sabe o se sospeche que esta infectado con cualquier
virus puede ser tratado de la infeccion, aunque los sintomas de la infecciéon aun tengan que ser observados o se
tenga que diagnosticar la infeccién. Se puede administrar al individuo el medicamento con el virus DI clonado tan
pronto como sea posible cuando se sospeche de una infeccion. Los individuos también se pueden tratar tan pronto
como sea posible después de haber estado en contacto con otros individuos de la misma o de diferentes especies y
que se sabe o se sospecha que estan infectados con el virus. Ventajosamente, no se cree que la proteccion implique
una respuesta inmunitaria adaptativa y se consigue en la administracion del medicamento con virus DI clonado solo,
sin la necesidad de la administracion de virus coadyuvante infeccioso. Por lo tanto, no hay ningin requisito para
administrar el virus DI clonado antes de la infeccién en forma de una vacuna convencional (que se basa en las
respuestas inmunitarias dirigidas por células B y células T con el fin de generar un efecto de proteccioén), a pesar de
que es ventajoso un tratamiento previo de 24 horas con el virus DI.

Los medicamentos de acuerdo con la invencién se pueden administrar a los individuos sobre una base preventiva.

El individuo al que se puede administrar el medicamento puede ser un animal o un ser humano, preferiblemente en
donde el animal se selecciona entre un cerdo, caballo, perro, gato o ave (salvaje o doméstico). En el caso de las
aves, ya sean salvajes o domésticas, el medicamento se puede administrar convenientemente a través del tracto
oral, p. ej., mediante la incorporacién del medicamento en el agua de bebida o en el alimento. En el caso de las
especies de aves, las especies domesticas preferidas incluyen, por ejemplo, pato, ganso, pavo o gallina, p. €j. pollos
de engorde.

Un régimen de dosificacion de acuerdo con la invencidon puede consistir en una sola dosis de medicamento. La
cantidad de virus DI clonado en un medicamento se puede medir por RT-PCR cuantitativa. Se emplean sondas y/o
cebadores especificos para el segmento de ARN o ADN suprimidos.

La cantidad de virus DI clonado en un medicamento puede ser del orden (por dosis) de 1 ng -10 ug del virus (medido
en términos de proteina total de virus). La cantidad de virus DI puede estar en el intervalo de 0,05 ug-10 ug. Las
realizaciones preferidas incluyen 0,01-0,1 ug, 0,01-1 1 ug 0 0,01-10 ug de proteina del virus, mas preferiblemente 10
ng, 100 ng, 1 ug o 10 ug de proteina del virus.

Cuando se utiliza virus de influenza A DI clonado como base de un medicamento de acuerdo con la invencion, la
cantidad de virus DI clonado en el medicamento puede estar en el intervalo por dosis de 0,05 a 5000 UHA,
preferiblemente un intervalo seleccionado entre 0,1-100, 0,5-50 o 1-10 UHA. Otros intervalos posibles incluyen 0,05-
10 UHA, 0,1-50 UHA, 1-100 UHA y 1-5000 UHA.

La cantidad de virus DI clonado, tanto si se mide en términos de UHA o en ug de proteina de virus por dosis, se
puede variar en funcion del sujeto. Por ejemplo, un caballo puede requerir 4x la dosis humana, mientras que un ave
puede requerir 1/10 de la dosis humana.
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Es la presente memoria se describe que el acido nucleico defectuoso en el virus DI clonado puede tener al menos
una delecién en comparacién con el segmento gendmico del que deriva, aunque se puede producir una multiplicidad
de porciones suprimidas de segmento 1. Las deleciones pueden estar separadas por una multiplicidad de
nucledtidos contiguos. La secuencia del acido nucleico defectuoso puede contener uno o mas cambios de
nucledtidos en comparacién con el segmento genémico del que deriva. Estos pueden comprender una sustitucion de
nucledtidos diferente, un nucleétido suprimido o un nucleétido adicional insertado.

Los extremos 5' y 3' del segmento gendmico que incluye la delecidon estan preferiblemente intactos. En una
realizaciéon mas preferida, el segmento es el segmento 1. El efecto de la delecion es que es el extremo 5' del
segmento de ARN del viridn tiene al menos 150, 200 o 220 nucledtidos. Preferiblemente, el extremo 5' del segmento
tiene un numero de nucledtidos en el intervalo de 150-500, mas preferiblemente 150-250, o 150-220.

En términos del extremo 3', las porciones restantes (no suprimidas) comprenden al menos 20, 50, 100, 200, 300,
400 o 500 nucleodtidos. El extremo 3' del segmento 1 puede tener un nimero de nucleétidos (no eliminados) en el
intervalo de 20-600, 30-550, 40-500, 50-450, 60-400 o 75-250.

La delecion del segmento puede ser de al menos 50% de los nucleétidos, preferiblemente al menos 75%, mas
preferiblemente al menos 80% de los nucledtidos. Con el fin de una eliminacion eficaz en el segmento de ARN, se
puede suprimir al menos un nucledtido. En realizaciones mas preferidas, las deleciones pueden consistir en al
menos 3, 5, 10, 15, 20, 25, 50, 75, 100, 150, 200, 250, 300, 400, 500, 750, 1000, 1500, 3000 o 5000 nucledtidos,
preferiblemente nucledtidos contiguos. Es posible una multiplicidad de deleciones dentro del mismo ARN.

Por lo tanto, la invencién proporciona una composicion farmacéutica para tratar una infeccién viral en un individuo
humano o animal, que comprende un virus DI clonado 244/PR8, en donde la infeccion viral es por un virus
respiratorio que no sea distinto de la influenza A.

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencion, adecuadas para la administracion, comprenden el virus
DI, en soluciones, suspensiones, y emulsiones acuosas 0 no acuosas, estériles. Las composiciones pueden
comprender adicionalmente agentes coadyuvantes o excipientes, como es conocido en la técnica, véase, p. €j.,
Berkow et al., The Merck Manual, 162 edicion Merck & Co., Rahman, NJ (1992), Avery's Drug Treatment: Principles
and Practice of Clinical Pharmaciology and Therapeutics, tercera edicion, ADIS Press, Ltd., Williams y Wilkins,
Baltimore, MD (1987) y Osol (ed.), Remington's Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Co., Easton, PA 1324-
1341 (1980). La composiciéon de la invencion se presenta preferiblemente en forma de dosis individuales (dosis
unitarias).

Las formas de dosificacion liquidas para administracion oral pueden comprender generalmente una solucién de
liposomas que contiene la forma de dosificacion liquida. Las formas adecuadas para la suspension de liposomas
incluyen emulsiones, suspensiones, soluciones, jarabes, y elixires que contienen diluyentes inertes comunmente
usados en la técnica, p. €j., agua purificada. Ademas de diluyentes inertes, las composiciones ilustrativas pueden
incluir también coadyuvantes, agentes humectantes, agentes emulsionantes y de suspensién, o agentes
edulcorantes, saborizantes, o perfumantes.

Cuando se utiliza una composicién o medicamento de la presente invencion para su administracién a un individuo,
ésta puede comprender adicionalmente sales, tampones, u otras sustancias que son deseables para mejorar la
eficacia de la composicién.

Las composiciones o medicamentos preferidos son, para la administracion por la mucosa. De las diversas opciones
de liberacién en la mucosas disponibles, la ruta intranasal es la mas practica, ya que ofrece un facil acceso con
dispositivos relativamente simples que ya han sido producidos en masa. La composicion de la invencion esta por lo
tanto adaptada y/o empaquetada preferiblemente para la administracion intranasal, tal como mediante pulverizacion
nasal, gotas nasales, gel o polvo (véase Almeida y Alpar (1996) J. Drug Targeting 3: 455-467 y Agarwal y Mishra
(1999) Indian J. Exp. Biol. 37: 6-16).

Otras rutas posibles para la liberaciéon por la mucosa incluyen la ruta oral, intragastrica, pulmonar e intestinal. La
composiciéon de la invencién puede ser adaptada y/o envasar para administracion en la mucosa (p. €j., véanse
Walker (1994) Vaccine 12: 387-400, Clements (1997) Nature Biotech. 15: 622-623 y McGhee et al. (1992) Vaccine
10: 75-88). Para la administracién oral se pueden proporcionar comprimidos o capsulas (opcionalmente con
recubrimiento entérico).

Opcionalmente, liquido, material de plantas transgénicas, gotas, inhalador, aerosol, recubrimiento entérico,
supositorio, pesario, etc. (véase Michetti (1998) J. Gastroenterol. [Suppl X]: 66-68 y capitulo 17 de Vaccine desingn:
the subunit and adjuvant approach, eds. Powell y Newman, Plenum Press 1995).
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La composicion de la invenciéon se puede administrar por medio de una ruta parenteral. La ruta parenteral incluye la
administracion intravenosa, intramuscular, subcutanea, intradérmica, epicutaneal/transdérmica, o intraperitoneal. Se
pueden utilizar diferentes tipos de formulaciones parenterales, incluyendo soluciones, dispersiones micelares,
emulsiones, complejos de inclusién (ciclodextrinas), liposomas y suspensiones.

Cualquiera que sea la ruta de liberaciéon utilizada, las composiciones o medicamentos de la invencion estan
preferiblemente en forma de dosificacion unitaria. Las dosis eficaces pueden establecerse de forma rutinaria. Por
ejemplo, una dosis humana tipica de la composicion para inyeccion o para uso intranasal tiene un volumen de entre
0,1-0,5 ml p. €j., dos pulverizaciones de 100 pl, una por cada orificio nasal.

Las composiciones de la invencidon son preferiblemente estériles y, preferiblemente, no pirogénicas. A
concentraciones mas altas, una composicion de virus influenza A DI puede ser pirogénica o mostrar una actividad
pirogénica residual. Las composiciones estan preferiblemente tamponadas, p. €j. entre un pH 6,5 y un pH 8, por lo
general alrededor de pH 7.

Una forma ventajosa de administracion nasal se describe en el documento W02006/041819 (Medimmune).

También se describe un método de conversion de un virus virulento que infecta a un sujeto en una infeccién por
virus no virulento, que comprende administrar al sujeto una cantidad eficaz de un virus DI clonado.

La particula de virus DI clonado se puede administrar antes, simultaneamente o después de la infeccion.

También se describe un método de conversion de un virus virulento que infectar a un sujeto en una infeccién por
virus no virulento que vacuna al sujeto contra el virus infectante, que comprende administrar al sujeto un virus de la
influenza DI clonado.

El sujeto puede estar, o se puede sospechar que estd, infectado con un virus dado. En los casos de una infeccion
real o incluso sospechada, se puede administrar el virus DI clonado tan pronto como sea posible, en un plazo de 48
horas, preferiblemente en un plazo de 24 horas desde que el individuo se ha infectado, o se sospecha que se ha
infectado. De un modo similar, se puede administrar a los individuos el virus DI clonado como una medida de
precaucion, si hace poco que ha estado expuesto al virus infeccioso, ya sea de seres humanos, animales o aves
infectados. A las personas que tienen que hacerse cargo de cadaveres de animales o aves o de cadaveres humanos
que se sabe o sospecha que estan infectados con virus patogénicos, en particular en situaciones epidémicas o
pandémicas se les puede administrar el virus DI clonado de la invencion. A tales personas se les puede administrar
el medicamento de la invencion sobre una base preventiva inmediatamente antes de riesgo de exposicion al virus. A
diferencia del empleo de una vacuna, no es necesario conocer la identidad del virus infectante.

En cada aspecto de la invencion se ha descrito anteriormente, el virus DI clonado se administra en una cantidad
suficiente. El virus coadyuvante puede ser de cualquier de cepa de virus correspondiente, ya sea de seres humanos
o de otros animales, incluyendo aves.

El virus DI clonado también protege cuando se administra hasta 24 horas después de la infeccion y mas alla. Por lo
tanto, es capaz de contrarrestar una infeccion real. Por lo tanto, también se puede utilizar como un tratamiento para
contactos familiares y otros contactos directos de los individuos infectados.

El virus DI clonado es facil de administrar. Una gota de solucién salina que contiene el virus DI clonado puede ser
aplicado simplemente a chorro por la nariz. La administracion en aerosol, ya utilizada para algunas vacunas, ofrece
otra ruta sencilla de administracién. El virus DI clonado proporciona un tratamiento util para los animales domésticos,
p. €j., a través del agua potable.

La invencion se describira ahora en detalle con referencia a los Ejemplos y a los dibujos en los que:

La Figura 1 es una fotografia de un gel que muestra la RT-PCR de ARN 244 contenido en fluidos alantoideos de
huevos inoculados con mezclas de influenza A DI 244/PR8 y de influenza B infecciosa como se describe en las
Tablas 1 y 2. M = marcador de ADN; A = 1/10 DI + B/Lee; B = 1/100 DI + B/Lee; C = 1/1000 DI + B/Lee; D =
1/10.000 DI + B/Lee; E = B/Lee; F = 1/10 DI; G = solucion salina.

La Figura 2A es un diagrama de datos que muestra el efecto de diferentes dosis de PVM sobre ratones C3H/He-mg
(4 ratones por grupo).

La Figura 2B es un diagrama de datos que muestra el efecto de diferentes dosis de PVM sobre ratones BALB/c (4
ratones por grupo).

La Figura 3 es un diagrama de datos que muestra el efecto protector de virus de influenza A DI no diluido frente a la
sensibilizacion con PVM en ratones C3H/He-mg.

La Figura 4 es un diagrama de datos que muestra el efecto protector de virus de influenza A DI diluido frente a la
sensibilizacion con PVM en ratones C3H/He-mg.
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La Figura 5 es un diagrama de datos que muestra la longevidad de la proteccion mediada por virus de influenza A DI
frente a la sensibilizacion con PVM en ratones C3H/He-mg. Los ratones fueron sensibilizados 6 dias después del
tratamiento con virus de influenza A DI.

La Figura 6 es un diagrama de datos que muestran el nivel de virus de influenza A DI al cual se proporciona
proteccion frente a la sensibilizacion con PVM en ratones C3H/He-mg.

La Figura 7 es un diagrama de datos adicionales procedentes de otro experimento que muestra el nivel de virus de
influenza A DI al cual se proporciona proteccion frente a la sensibilizacion con PVM en ratones C3H/He-mg.

La Figura 8 es un diagrama de datos adicionales procedentes de otro experimento que muestra la duracion de la
proteccion conferida. Los ratones se sensibilizaron con PVM 1 o 3 dias después del tratamiento con virus de
influenza A DI, segun se indica.

La Figura 9 es un diagrama de datos que muestra como camban los pesos de los grupos de ratones con el tiempo
en respuesta al tratamiento con virus de influenza A DI antes o después de la sensibilizacién con PVM.

La Figura 10 muestra los resultados de un analisis para interferén llevado a cabo en muestras de pulmon (L) y suero
(S) 1 dia después de la inoculacién intranasal en ratones con virus de influenza A DI puro. La DO de las células
tefidas con rojo neutro se ley6 6 dias después de la infeccion. 'Virus' se refiere a la presencia de virus del Bosque de
Semliki en el analisis.

La Figura 11 muestra una curva de titulacion de interferon beta de control en la misma placa de microtitulacion
utilizada para la Figura 10 y la Tabla 10.

La Figura 12 muestra una curva patréon para las mediciones de interferon beta de control en la misma placa de
microtitulacion que da lugar a los valores de la Tabla 15.

Los autores de la presente invencién han llevado a cabo experimentos y han encontrado inesperadamente que
algunos virus de influenza A DI proporcionan a los ratones un grado de proteccion contra las infecciones de
influenza B. Se encontré que el orden de eficacia de los virus DI sometidos a ensayo contra la influenza B era:

244/PR8=220/Vic>220/PR8
es decir, 244/PR8 y 220/Vic y son mas eficaces que 220/PRS8.

Considerando que el orden de eficacia de los virus DI contra la influenza A (véanse la Tablas 1 y 2 de mas abajo) es:

244/PR8>220/Vic=317/Vic>220/PR8

es decir, 244/PR8 y 220/Vic son los mas eficaces contra los virus tanto de la influenza A como de la influenza B y
220/PRS8 es el menos eficaz. Los ensayos con 317/Vic no estan completos.

Sin embargo, se administré cuando virus de influenza A DI 24 horas antes de la infeccion con el virus de la influenza
B se encontré que el orden de la eficacia de los virus DI contra la influenza B era:

244/PR8>220/PR8

es decir, en estas condiciones 244/PR8 es de nuevo el mas eficaz y 220/PR8 el menos eficaz.
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Se encontré que la proteccion de la influenza B requeria 100 veces mas influenza DI de lo que se requeria para
proteger contra la infeccion por influenza A (véase la Tabla 6). La influenza B tiene una Dlso:DLsg similar a la de los
virus de influenza A utilizados, y por lo la baja eficacia de la influenza A DI no parece estar debida a una dosis
demasiado alta de virus de sensibilizacion de la influenza B.

Es poco probable que los ARN DI de influenza A inunden la infeccion por influenza B por la mas rapida replicacion
del ARN DI pequefio ya que no se sabe que los virus de influenza A y B interactien genéticamente. Por ejemplo,
todos los intentos para elaborar virus hibridos de influenza A x influenza B (recombinantes) han fracasado. Ademas
los autores de la presente invencion han encontrado que la influenza B no soporta la replicacion del ARN 244 DI de
la influenza A.

12
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También se han encontrado que los virus DI activos protegen a los ratones de B/Lee mediante la estimulacion de
interferones alfa/beta en el tracto respiratorio y los autores de la presente invencion han encontrado que:

(a) La influenza A DI protege a los ratones de la infecciéon con el virus de la neumonia heterélogo de ratones (PVM)
en el raton.

(b) La influenza A DI intranasal (sin virus coadyuvante infeccioso y sin virus de sensibilizacién) estimula el interferon
en los pulmones de los ratones, como se demuestra mediante un bioandlisis antiviral in vitro.

Una centésima parte de la dosis de influenza A DI, que protege a los ratones de B/Lee también protege a los ratones
de influenza A. Esto sugiere que el interferén alfa/beta no es esencial a la proteccién contra la influenza A - esto es
corroborado por el hallazgo de que los ratones mutantes que carecen de actividad interferén alfa/beta (debido a que
carecen de receptor interferdn alfa/beta) estan protegidos de la influenza A por la influenza A DI.

En la protecciéon de ratones contra PVM, los ratones se inoculan con virus de influenza A DI 24 h antes de la
sensibilizacion con el virus. El virus de influenza A DI fue igualmente eficaz contra la infeccion por influenza B
cuando se inoculd 24 h antes de la sensibilizacion con el virus. Sin embargo, cuando se inocularon al mismo tiempo
virus de influenza A DI y virus de la influenza B, se requiri6 una mayor concentracion 10 veces mayor de virus de
influenza A DI para efectuar el mismo grado de proteccion.

Algunos otros virus DI (virus de la estomatitis vesicular, un rhabdovirus y el virus Sendai, un paramixovirus) son
conocidas por estimular el interferén alfa/beta in vitro. Sin embargo, estos son todos ARN de reversion - es decir, los
ARN de hebra sencilla cuyas mitades 3' y 5' son complementarias (véase Marcus, P.l. y Sekellick, M.J. (1977)
Nature (Lond) 266, 815-819; Sekellick, M.J. y Marcus, P.l. (1982) Virol 117, 280-285; Marcus, P.l. y Gaccione, C.
(1989) Virol 171, 630-633; Strahle, L., Garcin, D. y Kolakofsky, D. (2006) Virol 351, 101-111.

Se puede utilizar una variedad de otros virus DI distintos de los virus DI de influenza A para inducir interferon en
animales y células. Preferiblemente, tales virus DI se clonan y no son de reversion ni de copia de respaldo. Por
ejemplo, existen varios virus DI clonados que pertenecen al género Alphavirus de la familia Togaviridae, y
especificamente al virus Sindbis y al virus del Bosque Semliki (SFV). Todos ellos son similares en estructura pero
difieren en la secuencia. Los virus DI SFV han sido sometidos a ensayo para determinar su capacidad para proteger
a los animales. Los virus DI SFV DI-6 y DI-19 han sido clonados ambos [véase Thomson, M. y N.J. Dimmock,
Common sequence elements in structurally unrelated genomes of defective interfering Semliki Forest virus. Virology,
1994. 199: pag. 354-365; Thomson, M., C.L. White, y N.J. Dimmock, The genomic sequence of defective interfering
Semliki Forest virus (SFV) determines its ability to be replicated in mouse brain and to protect against a lethal SFV
infection in vivo. Virology, 1998. 241: pags. 215-223]. SFV tiene una sola molécula de ARN efector positivo de hebra
sencilla, que comprende 11.422 nt. Los Alfavirus son virus de vertebrados que son transmitidos por insectos. Se
replican tanto en anfitriones tanto invertebrados como vertebrados. Los virus DI Alphavirus han sido revisados
[véanse Kaariainen, L. y H. Soderlund, Structure and replication of alphaviruses. Current Topics in Microbiology and
Immunology, 1978. 82: pags. 15-69; Stollar, V., Defective interfering alphaviruses, in The Togaviruses, R.W.
Schlesinger, Editor. 1980, Academic Press: Nueva York . pags. 427-457; Schlesinger, S. y B.G. Weiss, Defective
RNAs of alphaviruses, in The Togaviridae and Flaviviridae, S. Schlesinger y M.J. Schlesinger, Editores. 1986,
Plenum Press: Nueva York y Londres. pags. 149-169; Barrett, A.D.T. y N.J. Dimmock, Defective interfering viruses
and infections of animals. Current Topics in Microbiology and Immunology, 1986. 128: pags. 55-84; Dimmock, N.J.,
The biological significance of defective interfering viruses. Reviews in Medical Virology, 1991. 1: pags. 165-176.3-7].

El SFV DI-19 tiene 1244 nt de longitud y tiene 10,9% del genoma del virién. El SFV DI-19 no tiene una gran region
de doble hebra. En términos de actividad bioldgica, el virus DI-19 interfiere en el cultivo celular en la multiplicaciéon de
SFV vy la replicacion del ARN y protege a los ratones de la enfermedad mediada por SFV. El SFV es neurotrépico y
cuando los ratones son inoculados por la ruta intranasal, el virus entra en el cerebro probablemente mediante la
introduccion y ascension por el nervio olfatorio, y causa la encefalitis y normalmente una enfermedad fatal. La co-
administracion de SFV DI-19 con SFV protege contra tal enfermedad.

Muchos virus dan lugar a los genomas defectuosos y muchos de estos virus defectuosos seran virus de
interferencia. A continuacion se proporcionan una lista de ejemplos no limitantes de los virus en los que se pueden
encontrar los genomas defectuosos:

Familia Herpesviridae

« Virus del herpes simple
* Herpesvirus equino

» Seudorrabia

* Citomegalovirus

* Herpesvirus

« Virus de Epstein-Barr
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Familia Papovaviridae

* SV40
* Papovavirus
* Virus del polioma

Familia Baculoviridae

* Baculovirus

Familia Hepadnaviridae

« Virus de la hepatitis B
« Virus de la hepatitis B de patos

Familia Adenoviridae

» Adenovirus tipo 12
* Adenovirus de ratén

Familia Parvoviridae
* Parvovirus

En los ejemplos siguientes se utilizaron ratones bajo las Licencias de Proyectos del Ministerio del Interior PPL
40/2561 y PPL 40/2129, y Licencias Personales 30/1253 y PIL 40/03497.

EJEMPLO 1 - Demostracion de que la proteccion mediada por virus de influenza A DI (244/PR8) de ratones
frente al virus de influenza A infeccioso no depende de la induccion de interferén de tipo |

Se diseid un experimento para determinar si la proteccion mediada por virus de influenza A DI de ratones frente a
virus de la influenza A necesita un sistema de interferon de tipo | en funcionamiento. Se realizé un intento para
proteger a los ratones mutantes que carecen del receptor de interferén tipo I. Este receptor es utilizado por todas la
proteinas de interferdn alfa y beta de tipo | (13 interferones alfa y 1 interferén beta).

Los ratones (tipo salvaje (129 Sv/Ev) o carentes de receptor (129 Sv/Ev IFNa/BR-/-); Banting y Kingman Ltd,
aproximadamente 5 semanas de edad) fueron infectados por la ruta intranasal con anestesia ligera con una mezcla
(40 pl) de influenza A/WSN (10 DLsg) mezclado con virus de influenza A DI 244/PR8 (400 UHA, 1,2 ug, Num. 813).
Se utilizaron 5 ratones por grupo infectado y dos ratones para los grupos inoculados con virus DI solo y con
diluyente.

Las tablas 2 y 3 siguientes demuestran que la mayoria de los ratones de tipo salvaje a los que se habian
administrado el virus y la influenza DI inactivada enfermaron, perdié peso y murieron, mientras que aquellos a los
que se habian administrado el virus y la influenza A DI activa permanecieron clinicamente bien a pesar de que su
aumento de peso fue menor que el de los ratones a los que se habia inoculado DI o diluyente de control durante 5-8
dias.

Tabla 2. Cambio de peso porcentual en ratones de tipo salvaje inoculd por la ruta intranasal con virus de influenza A
Dl y virus de influenza A infeccioso

Dias iDI +V DI +V DI Simulado

0 0 0 0 0

1 0 0 0 2,7
2 3,4 4 6,1 54
3 6,7 6,1 9,1 8,1

4 9 12,1 12,1 16,2
5 0 10,1 12,1 10,8
6 -5,6 10,1 18,2 13,5
7 -22,5 8,1 18,2 16,2
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Dias iDI +V DI +V DI Simulado

8 -25,8 10,1 21,2 18,9

9 13,1 24,2 16,2

10 16,2 24,2 21,6

11 20,2 27,2 27
sobrevivientes 20% 100% 100% 100%

Tabla 3. Puntuacion clinica en ratones de tipo salvaje inoculados por la ruta intranasal con virus de influenza A DI y
virus de influenza A infeccioso
Dias iDI +V DI +V DI Simulado

0 1* 1 1 1

1 1 1 1 1

2 1 1 1 1

3 1 1 1 1

4 1,6 1 1 1

5 1,8 1 1 1

6 2,7 1 1 1

7 3 1 1 1

8 3,4 1 1 1

9 4.2 1 1 1

10 4.2 1 1 1

11 42 1 1 1
sobrevivientes 20% 100% 100% 100%

*1 = bien, 5 = muerto

Las tablas 4 y 5 siguientes demuestran que todos los ratones que recibieron virus y virus de influenza A DI
inactivado enfermaron, perdieron peso y murieron. De aquellos que recibieron virus y virus de la influenza A DI activo
solo una minoria (2/5) mostré alguna enfermedad clinica y ésta fue extremadamente leve y transitoria.

Tabla 4. Cambio de peso porcentual en ratones carentes de receptor interferon inoculados por la ruta intranasal con
virus de influenza A DI y virus de influenza A infeccioso

Dias iDI +V DI +V DI Simulado
0 0 0 0 0
1 0 -2 2,8 2,6
2 3 1 5,6 51
3 -4 4,1 8,3 7,7
4 -11,1 8,2 13,9 15,4
5 -18,2 -1 11,1 12,8
6 -22,2 -4.1 11,1 15,4
7 -26,3 -6,1 13,8 12,8
8 -3,1 16,7 15,4
9 2 16,7 15,4
10 6,1 19,4 18
11 9,2 19,4 18
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Dias

iDI +V

DI +V

DI

Simulado

Sobrevivientes

0%

100%

100%

100%

Tabla 5. Puntuacion clinica en ratones carentes de receptor de interferén inoculados por la ruta intranasal con virus
de influenza A Dl y virus de influenza A infeccioso

Dias iDI +V DI +V DI Simulado
0 1 1 1 1
1 1 1 1 1
2 1 1 1 1
3 1,8 1 1 1
4 2,6 1 1 1
5 3,8 1,2 1 1
6 4 1,4 1 1
7 42 1,4 1 1
8 5 1,2 1 1
9 1 1 1
10 1 1 1
11 1 1 1
sobrevivientes 0% 100% 100% 100%

*1 = buen, 5 = muerto

Los ratones perdieron peso brevemente entre los dias 5-7 y después reanudaron el aumento de peso a partir del dia
8. Los controles aumentaron de peso durante este periodo. Esta pérdida de peso en ratones mutantes fue mayor
que la observada en el grupo paralelo de ratones de tipo salvaje (DI + V).

Los datos demuestran que el virus de influenza A DI protege sustancialmente a los ratones que carecen de un
sistema de interferdn de tipo | en funcionamiento frente al virus de influenza A. Sin embargo, una pérdida transitoria
de peso y una enfermedad transitoria muy leve en algunos animales sugieren que el interferon de tipo | pueda hacer
una pequefia contribucion a la proteccion mediada por virus de influenza A DI.

El mismo resultado se encontrd en otro experimento (datos no mostrados).

Ejemplo 2 - Demostraciéon de que algunos virus de influenza A DI protegen a los ratones de la infecciéon con
influenza B/Lee - inoculacion simultanea

El objetivo original de una serie de experimentos fue utilizar un virus de la influenza B como control negativo para
demostrar que la actividad protectora de diferentes virus de influenza A de interferencia defectuosos (DI) en ratones
es especifica en su proteccion contra la influenza A en oposicidén con otros virus. Sorprendentemente, se encontrd
que influenza A DI 244/PR8 tenia actividad contra la influenza B, y que la influenza A DI era uno de los mas activos
de los virus DI sometidos a ensayo por unidad de HA viral total. Se desestimé que a posibilidad de que la dosis
infectante de la influenza B estuviera contaminada con virus de la influenza A debido a que la transferencia Western
demuestra que los antigenos NP de la influenza B y un conocido virus de la influenza A no estan relacionados.

El virus de sensibilizacién primaria fue influenza B/Lee/40 Num. 795. La identidad de este virus se comprobod y se
confirmé como influenza B por su reaccién positiva con un anticuerpo patron contra la proteina NP de la influenza B.
Este anticuerpo no reacciondé con el virus de la influenza A. También se utilizé influenza A/AWSN (H1N1) Num. 640
para confirmar que la preparacion DI era activa. Ambos se utilizaron a 10 DLso/Raton. Los virus se almacenaron a
-70°C diluidos en PBS que contenia BSA al 0,1% (Sigma). Los virus se descongelaron a 37°C y se mantuvieron en
hielo hasta su uso, por lo general en el plazo de 1-2 h.

Para el virus DI, se cloné el ARN1 DI ARN 220 en Warwick (véase Duhaut, S.D. y Dimmock, N.J. (1998). Virol 248,

241-253; Duhaut, S. y Dimmock, N.J. (2000) Virol 275, 278-285; Duhaut, S.D. y Dimmock, N.J. (2002) J Gen Virol
83, 403-411; Duhaut, S.D. y Dimmock, N.J. (2003) J Virol Meth 108, 75-82.). Los ARN se incorporaron como virus DI
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(220/PR8, 220/Vic e influenza A DI (244/PR8) mediante transfeccion de células con plasmidos que producen la
influenza infecciosa A/PR/8/34 (H1N1) o A/Victoria/3/75 (H3N2). La nomenclatura completa es:

. 220/PR8 = RNA1_220/445_Alequine/Newmarket 7339/79 (H3N8) x A/PR/8/34 (H1N1)
. 220/Vic = RNA1_220/445_Alequine/Newmarket/7339/79 (H3N8) x A/Victoria/3/75 (H3N2)
. 244/PR8 = RNA1_244/395_A/PR/8/34 (H1IN1) x A/PR/8/34 (H1N1)

Este fluido de cultivo de tejido se pasoé por la ruta alantoidea en huevos de pollo embrionados para elaborar una
provision de partida de siembra. Las provisiones de partida de trabajo de los virus de influenza A DI se cultivaron
mediante la inoculacion de los huevos con una cantidad constante de un una provisién de partida de siembra (10 pl)
de la misma manera. Los huevos se incubaron a 33°C durante 2 dias. Se recogieron los fluidos alantoideos y el virus
DI se purific6 mediante centrifugacion diferencial a través de sacarosa. El sedimento de virus resultante se volvié a
suspender a 2 x 10° UHA/ml en PBS que contenia BSA al 0,1% (Sigma) y se mantuvo en almacenamiento de
nitrégeno liquido. La presencia y la integridad de ARN DI se confirmaron mediante RT-PCR utilizando cebadores
especificos y secuenciacion.

Se utilizaron varios lotes de DI. Los virus de DI se descongelaron a 37°C hasta que se fundieron y se mantuvieron
sobre hielo hasta su uso, por lo general en el plazo de 1-2 h. El virus DI se irradié con UV a temperatura ambiente a
254 nm durante 40 segundos para eliminar la infectividad del virus coayudante (DI). Una alicuota del mismo material
se irradi6 con UV de la misma manera durante 8 minutos para inactivar la actividad protectora (iDI). Esto ultimo
conserva las actividades hemaglutinina y neuraminidasa completas. Se llevé a cabo la irradiacion UV en bandejas
de microtitulacion seleccionadas de manera que hubiera una profundidad constante de aproximadamente 1-2 mm,
con independencia del volumen que se estuviera irradiando:

placa de 6 pocillos para aproximadamente 1000 pl

placa de 12 pocillos para aproximadamente 350 pl

placa de 24 pocillos para aproximadamente 200 pl.

La irradiacion de la infectividad del virus se llevd a cabo utilizando una tira de luz UV de aproximadamente 10 cm
desde la muestra y la lampara se calenté durante unos minutos antes de su uso. Bajo la lampara hay una cruz
usada para alinear los pocillos con la lampara. Las placas se agitaron continuamente a mano durante 40 s y de
forma intermitente durante 8 min. La duracién de la irradiacidon se determiné empiricamente mediante la irradiaciéon
de virus infecciosos bajo condiciones que imitaban la irradiacién de virus DI, y la determinacién de la infectividad
residual. La inactivacion UV de la infectividad por influenza sigue una cinética de una sola particula "one hit kinetics"
y por lo tanto la prediccion se puede hacer para cualquier titulo de virus. Se guarda un registro de uso de la lampara
UV para asegurarse de que la lampara se cambia antes de que su eficacia disminuya. Los ratones se inoculan de
forma rutinaria con el virus DI (después de 40 segundos de UV) solo para comprobar que la inactivacion fue
satisfactoria.

Los ratones C3H/He-mg endogamicos fueron suministrados por la Unidad de Pequefios Animales de la Universidad
de Warwick y se utilizaron a aproximadamente 4-6 semanas de edad y con 16 a 20 g. Se utilizaron ambos sexos
después de haber sido demostrado que eran igualmente susceptibles a la infeccion con virus de influenza A. Los
animales se alojaron en jaulas de un solo sexo generalmente en grupos de 4-6 animales a 19-23°C y 45-65% de
humedad relativa. El alimento y el agua estuvieron disponibles de forma continua. Los ratones no fueron
identificados individualmente.

Los ratones fueron infectados por la ruta intranasal con el virus después de una ligera anestesia con éter, por lo

general con 40 pl en la separacion entre las 2 ventanas de la nariz. Los animales recuperan la conciencia y

comienzan a moverse a los pocos segundos de la inoculacion. Después de la infeccién los ratones se evalian

diariamente, se puntuan clinicamente y se determina el peso del grupo - ambos diariamente. Se utilizé una proforma

convencional (mas debajo). Los criterios clinicos utilizados fueron los siguientes. Cuando se requirid6 éstos se

puntuaron cuantitativamente en una escala de 1-5 de la siguiente manera:

m 1 punto por cada ratén sano.

m 2 puntos por cada ratébn que muestra signos de malestar, incluyendo ligera piloereccion, modo de andar

ligeramente modificado, y aumento de la deambulacion (abreviado como 'doliente’ en la proforma de evaluacion

clinica).

m 3 puntos por cada raton que muestra signos de fuerte piloereccion, abdomen constrefiido, modo de andar

modificado, periodos de inactividad, aumento de la frecuencia respiratoria, y algunas veces estertores (abreviado

como 'mas doliente' en la proforma de la evaluacion clinica).

m 4 puntos por cada ratén con caracteristicas intensificadas del grupo anterior, pero que muestran poca actividad, y

empiezan a estar moribundos; estos ratones fueron sacrificados cuando estuvo claro que no iban a sobrevivir

(abreviado como 'lo mas doliente' en la proforma de la evaluacion clinica).

m 5 puntos por ratén muerto.

En estudios previos, los ratones infectados que habian sido tratados con virus DI no mostraron ningin signo de

enfermedad o pérdida de peso, pero se determind previamente que tales animales experimentaron una infeccién
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sub-clinica, silenciosa, que estimula una respuesta inmunitaria adaptativa, que los protegia de una segunda
sensibilizacion con una dosis muy grande del mismo virus. Con el fin de determinar el estado inmunoldgico de los
animales después del tratamiento con el virus DI, los animales se sensibilizaron con virus infeccioso una segunda
vez. Este fue B/Lee, administrado como ya se ha descrito, a las 3 semanas de la primera infeccion. La dosis de virus
fue de aproximadamente 10.000 DLso.

Los ratones se inocularon por la ruta intranasal con una mezcla de virus de influenza A DI y 10 DLsg de virus de
sensibilizacion B/Lee o A/WSN o virus de influenza A DI inactivado mezclado con 10 DLsy B/Lee o A/WSN de
sensibilizacion.

El virus de la influenza A DI inactivado contiene la misma cantidad/actividad de hemaglutinina y neuraminidasa que
el virus DI activo. Tres semanas después de la primera sensiblizaciéon con B/Lee, los ratones fueron sensibilizados
de nuevo con una dosis alta de B/Lee para determinar su estado inmunitario. La Tabla 6 de mas abajo resume la
proteccion observada con los diferentes virus de influenza A DI. Lo que se puede observar es que a 12 ug o 4000
UHA/ratén existe una proteccioén fuerte y reproducible con virus de influenza A DI y 220/Vic, pero ninguna proteccion
significativa con 220/PR8. 220/Vic fue protector utilizando 1,2 ug de virus DI por ratén. El nivel de proteccion con
virus de influenza A DI contra de B/Lee es aproximadamente 100 veces menor que la proteccion que confiere contra
A/WSN. La proteccion ofrecida por el virus de la influenza A DI contra el virus de la influenza A es significativa a 120

ng.

Las preparaciones DI protegieron contra la influenza A en diferentes grados (véanse las tablas 1 y 2 anteriores).
Esto se puede resumir como:

244/PR8 >220/Vic >220/PR8

Todas las preparaciones de virus de la influenza A DI estan normalizadas por UHA vy el intervalo de actividad
observada contra la influenza B es notable. La actividad no se corresponde con el ARN DI ya que 220/PR8 es activo
mientras 220/Vic no lo es. Tampoco la actividad se correlaciona con el virus coadyuvante ya que 244/PR8 es activo
mientras 220/PR8 no lo es.

Tabla 6. Proteccion de ratones contra la influenza B/Lee utilizando diversos virus de influenza A DI clonados. Se
mezclé B/Lee con virus DI y se administré de forma simultanea a los ratones por la ruta intranasal.

Virus DI 244/PR8 220/Vic 220/PR8
Masa o Exp. |Num. DI | Proteccion Exp. |Num. DI | Proteccion Exp. |Num. DI | Proteccion
dilucién
12mgo 1/1 | 3528 793° ++++ 3527 792 ++++ 3549 794 -2
3584 | 793 + 4 3892 | 798 ++ 4 3808 | 794 +
3779 812 +++ 4096 794 +a
1mgo 1/10 | 3584 793 +° 3892 798 ++¢ 3808 794 2
4192 813 ++
120 ng o 3584 793 - 3892 798 -
1/100

Un control en todos los experimentos fue el virus DI inactivado mezclado con B/Lee (datos no mostrados). Este no
proporcioné ninguna proteccion.

“No se utilizé ningln control positivo WSN para la proteccion en este experimento.

PEsta fue una sensibilizacion mas fuerte de lo normal: no obstante, influenza A DI retrasé la enfermedad 4 dias
pesar de que todos (5/5) los ratones enfermaron, y solo 1/5 murieron (en comparaciéon con la influenza A DI
inactivada, donde 5/5 murieron el dia 6). Un control positivo de 1/100 DI proporcioné una buena protecciéon contra
WSN.

“Influenza A DI, retrasé la enfermedad pero 4/5 murieron.

dNingl]n control solo de virus en este experimento, por lo que se utilizé 1/100 DI + B/Lee que no proporciond
ninguna proteccion aparente.

°Numero de referencia del libro de soluciones de partida de virus.

+ + + +, Indica proteccion completa contra la enfermedad y pérdida de peso; -, ninguna protecciéon en comparacion
con el virus solo, o virus + control DI inactivado; + + +, + +, +, £ son gradaciones intermedias de alta a baja
proteccion respectivamente .

Infectividad por UHA de B/Lee
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Para comprobar si la relativa falta de sensibilidad de la influenza B a la influenza A DI es el resultado de una alta
razon de infectividad en raton (MDlsg):DLso, se llevé a cabo una titulacion de B/Lee en ratones. La titulacion
determind si los ratones fueron infectados (y por lo tanto la habian adquirido inmunidad) mediante sensiblizacion 3
semanas después de la primera infeccion con una dosis alta de virus homélogo. Se determiné la DLsg de la manera
habitual. Sélo hubo 20 MDIso/LDsp (véase el Num. 3846). Esto significa que la dosis infecciosa era solo 20 veces
mayor que la dosis letal y se encontraba dentro del gama de virus de influenza A que comunmente se utilizan para
sensibilizar ratones. Por lo tanto la dosis de la influenza B no fue excesiva.

Los ratones protegidos desarrollan inmunidad adaptativa

Los ratones que sobrevivieron a la primera sensibilizacién con B/Lee a través de la administracion del virus DI fueron
protegidos de una segunda sensibilizacion de alto nivel con B/Lee, demostrando que habian desarrollado una
inmunidad adaptativa contra B/Lee (datos no mostrados).

Ejemplo 3 - Dilucidacion de la naturaleza de la proteccion mediada por el virus de la influenza A DI de
ratones frente a la infeccion con el virus de la influenza B: el virus de la influenza B no replica el ARN 244 DI
de la influenza A

No se sabe que los virus de influenza tipo A y tipo B interactien genéticamente, aunque ambos tienen genomas
compuestos por 8 segmentos. Los diferentes virus de influenza A experimentan redistribucion genética de sus
segmentos de ARN y del mismo modo los diferentes virus de influenza B experimentan recombinacion genética de
sus segmentos de ARN. La uUnica sugerencia de cualquier interaccion proviene de un experimento in vitro en el que
la influenza A replicé un gen HA de influenza B conectado a un informador CAT [Jackson, D., A. Cadman, T. Zurcher
y W. Barclay, A reverse genetics approach for recovery of recombinant influenza B viruses entirely from cDNA.
Journal of Virology, 2002. 76: pags. 11744-11747.1]. Sin embargo, los autores de la presente invencién no son
conscientes de la capacidad de un virus de influenza B infeccioso para replicar ARN de interferencia defectuoso (Dl)
de influenza A in vivo o viceversa.

Con el fin de determinar si el virus de influenza B infeccioso replica ARN 244 DI presente en la influenza A 244/PR8
en huevos embrionados, se utilizé la RT-PCR para buscar un aumento en la cantidad de ARN 244. Se habia
demostrado previamente que el lote de 244/PR8 que se habia examinado protegia a los ratones de la enfermedad
causados por el virus de la influenza B/Lee.

El virus de influenza A 244/PR8 DI (Num. 813) fue irradiado con UV durante 40 segundos para eliminar toda la
infectividad. 244/PR8 es una preparacion de virus purificado concentrado que tiene 2 x 10° UHA/m y
aproximadamente 2 x 10" particulas fisicas/ml. La influenza B/Lee/40 (Num. 795) es fluido alantoideo y se utilizé a
una alta dosis arbitraria de diluciéon 1/0 para asegurar la infeccidon de todas las células, y para que la replicacion del
ARN de influenza A DI tuviera oportunidad de éxito. Se diluyé seriadamente 244/PR8 (véase la Tabla 7 a
continuacion) en 1/10 B/Lee que contenia penicilina y estreptomicina como medida de precaucién contra la
contaminacion bacteriana de los huevos. Se inyectaron 100 pl de la mezcla y diversos controles en huevos de pollo
embrionados de 10 dias de edad (3 huevos/muestra) fueron inyectados con (Tabla 7).

Tabla 7. Esquema para la inoculacion de huevos de pollo embrionados con mezclas de 244/PR8 DI de influenza A e
influenza B infecciosa

244/PR8 B/Lee*
A 1/10 +
B 1/100 +
Cc 1/000 +
D 1/10000 +
E Ninguno +
F 110 Ninguno
G Ninguno Ninguno

* Una dilucion 1/10 del Num. 795

Los huevos se incubaron a 33°C durante 24 h, se enfriaron y se recogieron los fluidos alantoideos. Se reunieron
aproximadamente 2 ml de cada uno de 3 huevos y se almacenaron a -70°C. La cantidad de hemaglutinina viral (HA)
en el liquido alantoideo se determiné mediante titulacién del parametro y la aglutinacion de glébulos rojos de pollo
afadidos. La RT-PCR se llevo a cabo usando los cebadores terminales para el ARN de segmento 1 de PR8 del cual
deriva el ARN 244.
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La Tabla 8 (fila E) demuestra que B/Lee por si mismo crecié bien con un titulo de 10%° UHA/mI. 244/PR8 por si
mismo no tuvo titulo HA demostrando que era totalmente no infeccioso. Todas las mezclas de B/Lee y 244/PR8
(Tabla 8 filas A-D) proporcionaron aproximadamente el mismo titulo de HA demostrando que 244/PR8 no habia
interferido en la multiplicacion de B/Lee.

Tabla 8. Produccion de hemaglutinina por huevos inoculados con mezclas de 244/PR8 DI de influenza A e influenza
B infecciosa*®

244/PR8 B/Lee** UHA/mI (log1o)
A 1/10 + 3,1
B 1/100 + 3,7
C 1/1000 + 3,3
D 1/10000 + 3,25
E Ninguno + 3,5
F 1/10 Ninguno <1,6
G Ninguno Ninguno <16

* Después de la incubacién durante 24 horas a 33°C
** Una dilucion 1/10 del Nam. 795

UHA, unidades de hemaglutinacion

Se extrajo ARN de fluido alantoideo y se sometié a RT-PCR con los cebadores terminales para segmento 1 del ARN
de PR8. La Figura 1 muestra que los huevos inoculados con 1/10 244/PR8 sin B/Lee (Calle F) proporcionaron un
amplicon del tamafio esperado para el ARN 244 y presumiblemente derivaba del ARN del inéculo residual. Esto no
es sorprendente ya que se sabe que el ARN 244 permanece en los pulmones de los ratones inoculados por la ruta
intranasal durante varias semanas (datos no publicados). El amplicén de 1/10 244/PR8 mezclado con B/Lee (Calle
A) no fue mayor que el derivado del propio 244/PR8, demostrando que B/Lee no habia replicado 244/ARN. La Calle
B tiene una traza de ARN 244 en linea con lo esperado a partir de una dilucién 1/100. Obsérvese que la Calle E que
se habia inoculado con B/Lee solo contenia un amplicén, presumiblemente el resultado de un cebado no especifico;
todos los demas huevos inoculados con B/Lee tienen ese amplicdn, en confirmacién de la presencia de ese virus.

Un experimento paralelo en el que se realizdé un intento de replicar ARN 244 no infeccioso utilizando influenza
A/mallard/England/7277/06 en lugar de B/Lee (datos no mostrados) dio como resultado el aumento de la cantidad de
todos los amplicones de ARN 244 a diluciones de 1/10 a 1/10000 sobre la del propio ARN 244. Para esta RT-PCR
se utilizé un cebador especifica de empalme especifico de ARN 244 para evitar la confusion con cualquier otro ARN
DI del segmento 1 enddgeno que pudiera haber estado presente o pudiera haber surgido de novo. Este experimento
sirvié como control positivo.

En conclusion, la influenza B/Lee no replicd el ARN 244 presente en el virus de influenza A DI 244/PR8 en las
condiciones disefiadas para facilitar tal evento. Por lo tanto no hubo evidencia de interaccion genética de influenza
B/Lee con virus de influenza A DI.

Ejemplo 4 - Comparacion de la enfermedad clinica inducida por PVM en ratones BALB/c y ratones C3H/He-
mg con el fin de confirmar la idoneidad de los ratones C3H/He-mg para la experimentacion con PVM

En éste y los siguientes ejemplos, los experimentos se llevaron a cabo para evaluar el efecto del uso de virus de
influenza A DI que contiene ARN de interferencia de virus de la influenza, sobre la infeccion en ratones causada por
el virus de la neumonia de ratones (PVM). Dado que todo el trabajo previo con influenza A se habia llevado a cabo
con ratones C3H/He-mg, ésta fue la cepa de ratén preferida para su uso. Sin embargo, fue necesario primero
determinar que PVM causo6 su patrén tipico de enfermedad, observado en ratones Balb/c, en los ratones C3H/He-
mg.

Preparacion de virus de influenza A DI

Se preparé virus DI activo mediante 40 segundos de irradiacion UV de una provision de partida de virus de la
influenza A DI. El virus DI inactivo se preparé mediante 8 minutos de irradiacion UV de la misma provisiéon de partida
de virus de la influenza. Las provisiones de partida se diluyeron cuando fue apropiado.

Tratamiento con virus de influenza A DI
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Los ratones se anestesiaron ligeramente con éter. El virus DI fue introducido mediante inoculacion intranasal
bilateral con un total de 40 ul de inéculo. Los ratones se recuperaron muy rapidamente y se observaron para
asegurarse de que no mostraban ningun signo adverso.

Infeccién con el virus de la neumonia de ratones (PVM)

Todos los experimentos utilizaron la misma provision de partida de la cepa J3666 de PVM. Se ha demostrado que
ésta es altamente patogénica. Primero se anestesiaron los ratones mediante inyeccion intraperitoneal de una mezcla
de 9 mg/ml de cetamina y 2 mg/ml de xilazina en PBS. A continuacion se inocul6 en los animales un volumen total
de 50 ul de virus (tipicamente aproximadamente 500 ufp de virus de menos que se indique lo contrario) mediante
inoculacion intranasal. Todas las infecciones se llevaron a cabo en un cabina microbiolégica de clase |. Se dejo que
los ratones se recuperaran y se colocaron en un aislador.

Segquimiento del proceso de la infeccidn

Los ratones se controlaron diariamente. Todos los grupos de ratones se pesaron y los ratones individuales se
puntuaron para determinar la presencia de signos clinicos de infeccion. Cualquier ratdn que mostrara los signos
clinicos mas severos fue sacrificado, de acuerdo con los requisitos de la licencia del Ministerio del Interior bajo la
cual se llevd a cabo el trabajo. La descripcidon de los signos clinicos para la infeccion por PVM se muestra en la
siguiente Tabla 9. La Tabla 9 identifica los sintomas de la enfermedad en ratones infectados con cepas patogénicas
del virus de la neumonia de ratones. En algunas cepas el progreso de la enfermedad es mas rapido y algunos de los
sintomas no se pueden observar faciimente, p. €j., la cianosis de las orejas y la cola se observan facilmente en las
cepas albinas pero no en las cepas de ratones de color oscuro. El tiempo entre el nivel 2 y 4 puede ser corto y con
frecuencia los niveles 2 y 3 no puede ser distinguidos como completamente separados.

Tabla 9. Descripcién de los signos clinicos para la infecciéon por PVM en ratones.

Puntuacién Sintomas

1 Sano, sin ningun signo de la enfermedad

Piel rizada, sobre todo en la parte posterior del cuello

Piloereccion. Posiblemente respiraciéon mas profunda. Menos alerta

2
3
4 Evidente pérdida de peso. Dificultad respiratoria. Posibles temblores
5

Forma de andar anormal y dificultad para caminar. Dificultad respiratoria.

Frecuentemente desnutrido. Puede presentar cianosis de colas y/u orejas

6 Muerto

El experimento del Ejemplo 4 se llevo a cabo con el fin de establecer el efecto de la infecciéon por PVM en ratones
C3H/He-mg.

Aunque los experimentos iniciales que describen el aislamiento de PVM utilizaron una linea exogamica, todos los
trabajos publicados en los ultimos 20 afios han utilizado cepas endogamicas de ratones. El patrén de enfermedad se
publicéd primero utilizando ratones BALB/c y, posteriormente, se ha confirmado que los sintomas son idénticos en
ratones C57/BL6. No se han publicado descripciones de la infeccion por PVM en ratones C3H/He-mg. Para permitir
la comparacion con el trabajo de proteccién contra virus de influenza que se llevé a cabo utilizando ratones C3H/He-
mg éstos se sometieron a ensayo para determinar su respuesta a la infeccion por PVM. Se utilizaron ratones BALB/c
como patrén para la comparacion.

Se utilizaron cinco grupos, cada uno consistente en 4 ratones, ya fueran ratones BALB/c o C3H/He-mg. Se utilizd
una provision de partida de la cepa J3666 de PVM a cuatro diluciones, pura (aproximadamente 5.000 ufp en 50 pl)
1/3 (aproximadamente 1.700 ufp en 50 ul), 1/10 (aproximadamente 500 ufp en 50 pl) y 1/30 (aproximadamente 170
ufp en 50 pl). Se inocularon 50 pl de la dilucién apropiada de virus a cada grupo de cuatro ratones y se inocularon 50
ul de PBS estéril como control a un grupo de control. Los grupos de ratones se pesaron cada dia y se observaron en
busca de signos clinicos de infeccion.

Los resultados se muestran en la Figura 2A y la Figura 2B. En este y en todos los experimentos con PVM
posteriores los pesos de los grupos de animales se trazan tomando el peso inicial como 100%. Cada peso tomado
después de esto se presenta como relativo al valor inicial. El peso de un ratén muerto se toma como 0 g. De este
modo, si un grupo comenzé con 5 ratones con un peso total de 100 g (todos pesan 20 g) y un ratén murié pero los
otros ratones se mantuvieron con el mismo peso, el peso del grupo seria de 80 g y por lo tanto con 80% del original.
Cuando mueren todos los ratones el peso total es de 0 g y por lo tanto con 0% del original. El efecto de la infeccion
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por PVM en ratones C3H/He-mg es el mismo que en los ratones BALB/c. Todos los experimentos posteriores con el
virus de influenza A DI utilizaron ratones C3H/He-mg.

Ejemplo 5 - Determinacion del efecto protector del virus de influenza A DI 244/PR8 contra la sensibilizacion
con PVM -1

Este experimento pretendia investigar la capacidad protectora potencial del Virus de influenza A DI 244/PR8 contra
una sensibilizacién con PVM en ratones C3H/He-mg.

El Ejemplo 4 confirmé que la infeccion con PVM en ratones C3H/He-mg seguia el mismo patrén de progreso de la
enfermedad que se habia establecido anteriormente en ratones BALB/c. En este experimento se utilizé la dosis mas
alta del virus de influenza A DI posible para que hubiera la mas alta probabilidad de observar un efecto. A estos
niveles elevados el virus de influenza a DI inactivo habia mostrado cierta eficacia contra el virus de la influenza A
infeccioso.

La provision de partida de virus de influenza S DI 244/PR8 Num. 812 (244/PR8) se preparé como se ha descrito
anteriormente. Este era material no diluido, es decir 12 upg/ratén, y 10 veces mas que en los ensayos
"convencionales" con una sensibilizacion con virus de influenza A. A los ratones se les administré o bien virus de
influenza A DI activo o bien virus de influenza A DI inactivo utilizando el procedimiento convencional descrito
anteriormente. A continuacion los ratones fueron sensibilizados con PVM 24 horas mas tarde. La cepa J3666 PVM
se utilizé a dilucion 1/3 (aproximadamente 1700 ufp en 50 pl).

Los tratamientos fueron:

1. virus de influenza A DI activo + PVM - 5 ratones

2. virus de influenza A Dl inactivo + PVM - 5 ratones

3. inoculacién simulada + PVM (es decir, sin virus de influenza A DI en la inoculacion inicial) - 4 ratones

4. virus de influenza A DI activo y sin sensibilizacion (es decir, virus de influenza A DI + simulacién) - 2 ratones
5. inoculacion simulada, sin sensibilizacion (es decir, sin virus de influenza A DI en la inoculacion inicial) - 3
ratones

Los pesos de los grupos de animales se representaron graficamente tomando el peso un dia después de la infeccion
con PVM como 100%, como se muestra en la Figura 3.

El control (simulacién + PVM) demuestra que el PVM era totalmente infeccioso. El tratamiento con el virus de la
influenza A DI activo eliminé los signos de la infeccién con PVM, aunque hubo una pequefia disminucién en el peso
de este grupo los dias 7-10. Los ratones tratados con virus de influenza A DI inactivo y, posteriormente,
sensibilizados con PVM mostraron signos clinicos modestos los dias 8 y 9 y una pérdida de peso significativa a partir
del dia 8 en adelante, aunque hubo un aumento de peso hacia el final del experimento. Los dos grupos de control
restantes se comportaron como se esperaba.

La observacion de la proteccion contra el sensibilizacién con PVM fue sorprendente. La proteccion menos eficaz con
virus de influenza A DI inactivo sugirié que, o bien no habia un efecto especifico debido a la "carga" de particulas de
virus utilizada en el in6culo o bien la alta concentracion de virus de influenza A DI utilizada estaba confiriendo
proteccién por una ruta no especifica.

Ejemplo 6 - Determinacion del efecto protector del Virus de influenza A DI 244/PR8 contra el sensibilizacién
con PVM - i

El Ejemplo 5 sugirié que el Virus de influenza A DI puede ser capaz de conferir proteccion contra la sensibilizacion
con PVM pero que ésta puede ser no especifica. Los datos de este experimento se obtuvieron utilizando un inéculo
de virus de influenza A DI 10 veces mayor que el utilizado en experimentos de sensibilizacién con virus de influenza.
Para llevar a cabo una comparacion mas adecuada, el experimento se repitid utilizando el nivel convencional de
indculo de virus de influenza A DI (1,2 ug/ratén). Por tanto, este experimento repite el Ejemplo 5, pero utiliza una
dosis 10 veces menor de virus de influenza A DI.

Los ratones fueron inoculados con virus de influenza A DI 244/PR8 preparado y liberado usando la técnica
convencional descrita anteriormente. Después de 24 horas los ratones fueron sensibilizados con la cepa J3666 de
PVM utilizada a una dilucion 1/5 (aproximadamente 1.000 ufp en 50 pl).

Los grupos experimentales fueron:

1. virus de influenza A DI activo + PVM - 5 ratones
2. virus de influenza A Dl inactivo + PVM - 5 ratones
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3. inoculacioén simulada + PVM (es decir, sin virus de influenza A DI en la inoculacion inicial) - 4 ratones

4. virus de influenza A DI activo y sin sensibilizacion (es decir, virus de influenza A DI + simulacién) - 2 ratones
5. inoculacién simulada, sin sensibilizacion (es decir, sin virus de influenza A DI en la inoculacién inicial) - 2
ratones

La Figura 4 muestra los pesos de los grupos de animales trazados tomando el peso un dia después de la infeccion
con PVM como 100%. El virus de influenza A DI activo confirié una proteccién completa contra la presentacion de los
signos clinicos después de la infeccion con PVM en todos los animales. Hubo una pequefia reduccion en el peso los
dias 8 y 9 en este grupo. El virus de la influenza A DI inactivo no mostré proteccion sucumbiendo todos los ratones a
la infeccidn, aunque puede haber un retraso muy pequefio en el progreso de la enfermedad en este grupo cuando se
compara con el control que no recibié inoculacioén virus de influenza A DI.

Estos datos muestran una proteccién muy clara asociada a la inoculacion con virus de influenza A DI activo y
ninguna con virus de influenza A DI inactivo. Tomados en conjunto con los datos del Ejemplo 5, cuando se utilizd
una dosis 10 veces mas alta de virus de influenza A DI, esto sugiere que el virus de influenza A DI puede tener la
capacidad de actuar a través de otro sistema. Esto sugeriria que a una concentracion elevada las particulas de virus
de la influenza pueden ser capaces de inducir otro sistema de defensa antiviral, pero que a dosis mas bajas esta
capacidad es mayor en las preparaciones de virus de influenza A DI activo en las preparaciones inactivadas.

Ejemplo 7 - Investigacion de la duracion de la proteccion ejercida por el virus de la influenza A DI 244/PR8
contra la infecciéon por PVM

La proteccion conferida contra la infeccion con PVM por el virus de influenza A DI puede ser debida a uno o mas
factores. Este experimento se llevo a cabo para investigar la duracion de la proteccion contra la infeccion con PVM
conferida por el virus de la influenza A DI.

Los animales se trataron con Virus de influenza A DI 244/PR8 (activo o inactivo) de acuerdo con el procedimiento
convencional descrito anteriormente en el Ejemplo 6. Todos los animales se observaron durante 6 dias y luego se
sensibilizaron con la cepa J3666 de PVM a una dilucion 1/5 (aproximadamente 1.000 ufp en 50 pl). Los animales se
observaron y cada grupo se peso diariamente.

Los grupos experimentales fueron:

1. virus de influenza A DI activo + PVM - 5 ratones

2. virus de influenza A Dl inactivo + PVM - 5 ratones

3. virus de influenza A DI activo y sin sensibilizacion (es decir, virus de influenza A DI + simulacion) - 2 ratones
4. inoculacion simulada, sin sensibilizacién (es decir, sin virus de influenza A DI en la inoculacion inicial) - 1
raton

La Figura 5 muestra un grafico del transcurso del tiempo de los pesos de los grupos de animales. El peso de los
animales un dia después de la infeccion con PVM se tomd como 100%. Todos los ratones sensibilizados con PVM
sucumbieron a la infeccion y se sacrificaron el dia 7 de acuerdo con los requisitos de la licencia del Ministerio del
Interior bajo la cual se llevé a cabo el trabajo.

La proteccion proporcionada por el virus de la influenza A DI activo se perdié en torno al dia 7 después de la
inoculacion. Esto estaria de acuerdo con la posibilidad de que el virus de influenza A DI generara una respuesta de
interferén de corta duracién.

Ejemplo 8 - Determinacion de la relacion entre la dosis de virus de la influenza A DI 244/PR8 y la proteccién
contra la infeccién por PVM

Los Ejemplos 5 y 6 sugieren que también puede haber una respuesta relacionada con la dosis para la proteccion
conferida contra las infecciones por PVM. En este experimento se traté de determinar el nivel de virus de influenza A
DI necesario para proporcionar proteccion contra la sensibilizacion con PVM. Se utilizaron tres diferentes niveles de
virus de influenza A DI.

Se prepararon provisiones de partida de Virus de influenza A DI (244/PR8) y administraron a los ratones. A las 24
horas del tratamiento los ratones se sensibilizaron con la cepa J3666 de PVM a una dilucién 1/5 (aproximadamente
1.000 ufp en 50 pl). Los animales se observaron y cada grupo se peso6 diariamente.

Los grupos experimentales fueron:

1. Dilucién 1/10 de virus de influenza A DI activo (1,2 pg/ratén) + sensibilizaciéon con PVM (Nota: esta es la dosis
"convencional" de virus de influenza A DI utilizada en los experimentos anteriores) - 5 ratones.
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2. Dilucién 1/100 de virus de influenza A DI activo (120 ng/ratén) + sensibilizacion con PVM - 5 ratones.
3. Dilucién 1/1000 de virus de influenza A DI activo (12 ng/ratén) + sensibilizacion con PVM - 5 ratones.
4. Dilucién 1/10 de virus de influenza A DI inactivo (1,2 ug/raton) + sensibilizacion con PVM - 5 ratones.
5. Dilucién 1/10 de virus de influenza A DI activo (1,2 pg/ratén), sin sensibilizacion - 2 ratones.

6. Inoculacion simulada, sin sensibilizacion - 2 ratones.

La Figura 6 muestra los pesos de los grupos de animales trazados a lo largo del tiempo tomando el peso un dia
después de la infeccion con PVM como 100%. Los datos muestran una clara respuesta dependiente de la dosis con
clara proteccion a una diluciéon 1/10 (como se observa en otros experimentos), una proteccion parcial con la dilucion
1/100 vy, esencialmente, ninguna proteccion a la dilucién de 1/1000. Es notable la ligera caida en el peso de los
ratones tratados con la dilucion 1/10, que es exactamente como la observada en los experimentos anteriores, a
pesar de no estar presentes sintomas manifiestos externos.

Ejemplo 9 - Evaluacion de la reproducibilidad de la proteccion ejercida por el virus de influenza A DI 244/PR8
contra la infeccion por PVM

Este experimento pretende repetir el Ejemplo 8 y demostrar la reproducibilidad.

La Figura 7 muestra los pesos de los grupos de animales que se representaron graficamente a lo largo del tiempo
tomando el peso un dia después de la infeccion con PVM tomado 100%. Resulta evidente la respuesta a la dosis.
En este experimento, la diluciéon 1/10 no protegié tan completamente como antes y hubo algunos signos clinicos
menores de infeccidon asociados con la pérdida de peso. Los signos clinicos estuvieron restringidos a un Unico raton
cada uno de los dias 8, 10 y 12. Aqui la dilucién 1/100 del virus de la influenza A DI mostré un buen grado de
proteccion, pero la diluciéon 1/1000 no fue eficaz.

Ejemplo 10 - Determinacion de la duracion de la proteccion contra la infeccion por PVM proporcionada por el
virus de la influenza A DI 244/PR8

Este experimento tiene por objeto definir adicionalmente la duracién de la protecciéon contra la infeccion por PVM
proporcionada por el virus de la influenza A DI (véase el EJEMPLO 7).

Se utilizé la provision de partida de virus de la influenza A DI 244/PR8 Num. 813 y se diluyé 1/10 (1,2 pg/ratén).
Los grupos experimentales consistieron en:

. virus de influenza A DI activo + PVM un dia después del tratamiento - 5 ratones

. virus de influenza A DI inactivo + PVM un dia después del tratamiento - 5 ratones

. virus de influenza A DI activo + PVM tres dias después del tratamiento - 5 ratones

. virus de influenza A DI inactivo + PVM tres dias después del tratamiento - 5 ratones

. virus de influenza A DI activo y sin sensibilizacién (es decir, virus de influenza A DI + simulacién) - 2 ratones

. inoculacion simulada, sin sensibilizaciéon (es decir, sin virus de influenza A DI en la inoculacién inicial) - 2
ratones

OO WN =

La Figura 8 muestra los pesos de los grupos de animales trazados a lo largo del tiempo tomando el peso el dia del
tratamiento con el virus de la influenza A DI como 100%. La proteccion con virus de influenza A DI activo cuando se
sensibilizd al dia 1 después del tratamiento no fue tan fuerte como se habia observado anteriormente. Esto es
probable que esto sea debido a que el nivel de dosificacién es sub-éptimo.

A pesar de esto, se puede observar claramente que el efecto protector se pierde en torno al dia 3 después del
tratamiento 3.

Ejemplo 11 - Determinaciéon de la actividad terapéutica del virus de la influenza A DI 244/PR8 contra la
infeccion por PVM

Se ha demostrado que el virus de influenza A DI tienen actividad tanto profilactica como terapéutica en las
infecciones por virus de la influenza A. Una evaluacion de la capacidad terapéutica de las infecciones por PVM
puede dar un poco de informacién sobre el mecanismo de accion del virus de influenza A DI, asi como de su valor
potencial para el tratamiento de infecciones cursadas por neumovirus.

Se prepararon provisiones de partida de virus de influenza A DI 244/PR8 (1,2 pg/ratdn) como se ha descrito
anteriormente. Para los ratones que recibieron virus de influenza A DI el tratamiento se llevd a cabo como un primer
procedimiento. A continuacion, se realizaron las subsiguientes inoculaciones. Los ratones se sensibilizaron con la
cepa J3666 de PVM a una diluciéon 1/5 (aproximadamente 1.000 ufp en 50 pl). Los animales se observaron y cada
grupo se peso diariamente.
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Los grupos experimentales fueron:

. Infeccion por PVM seguida de virus de influenza A DI activo un dia después de la infeccion - 5 ratones

. Infeccion por PVM seguido de virus de influenza A DI inactivo un dia después de la infeccion - 5 ratones

. virus de influenza A DI activo + PVM un dia después del tratamiento - 5 ratones

. virus de influenza A DI inactivo + PVM un dia después del tratamiento - 5 ratones

. virus de influenza A DI activo y sin sensibilizacion (es decir, virus de influenza A DI + simulacion) - 2 ratones
. inoculacion simulada, sin sensibilizacién - 2 ratones

O WN -~

La Figura 9 muestra los pesos de los grupos de animales trazados a lo largo del tiempo tomando el peso el dia del
primer tratamiento (inoculacion con virus de influenza A DI o infeccion con PVM) como 100%. Los datos confirman la
proteccién frente a la infeccion cuando se utiliza virus de influenza A DI activo inoculado 24 horas antes de la
infeccion con PVM. Como antes, existe una pequefia reduccion en el peso del grupo que en este caso se asocié con
la aparicion de los sintomas mas leves en un ratén, sin sintomas en los otros.

Al igual que antes, el tratamiento con virus de influenza A DI inactivo no proporciond proteccion. El tratamiento con
virus de influenza A DI activo 24 horas después de la infeccion con PVM no confirid una proteccién completa, pero
alivié la enfermedad en comparacién con los controles. Sorprendentemente, el tratamiento con virus de influenza A
DI inactivo mostré un efecto marginal (un ratén superviviente que habian demostrado previamente sintomas de la
enfermedad). Los datos son evidencia de un grado de eficacia terapéutica en las condiciones utilizadas.

Ejemplo 12 - Demostracion de que el interferén de tipo | se encuentra en el pulmén, pero no en el suero de
ratones inoculados por la ruta intranasal con el virus de la influenza A DI 244/PR8

Se inocularon ratones C3H/He-mg (16-20 g y aproximadamente 5 semanas de edad) por la ruta intranasal con
anestesia ligera con virus de influenza A DI 244/PR8 (Num. 812) o virus de influenza A DI inactivado por UV (i) o con
diluyente - utilizando el procedimiento descrito anteriormente para los experimentos de proteccion. En experimentos
separados ratones se inocularon con 12 o 1,2 pg de virus DI por ratén. Se utilizaron dos ratones por grupo. El virus
DI no es infeccioso y no se utilizd ningun otro virus infeccioso. Los ratones se sacrificaron y se extrajeron los
pulmones el 1 dia después de la inoculacién y se congelaron a -70°C. También se tomé sangre del corazon, y se
proces6 para separar el suero que se almacend de la misma manera. Los pulmones de cada raton se almacenaron
por separado. Los sueros de los dos ratones se agruparon.

Un bioanalisis utilizé células L de ratén y el virus del Bosque de Semliki (SFV) cuya multiplicacién es sensible al
interferén en una placa de plastico de 96 pocillos. El interferén inhibe la citopatologia causada por el SFV. La dosis
minima de SFV que destruiria de manera fiable las células en 5-6 dias se determiné empiricamente.

Los pulmones de un ratdn se descongelaron y se trituraron con arena, con una mano de mortero y mortero, en 1 ml
de PBS que contenia albumina de suero bovino al 0,1%. Después de la centrifugacion a baja velocidad para eliminar
la arena y la suciedad, se tomaron alicuotas del sobrenadante y se volvieron a congelar para el andlisis de
interferén. Debido a que los extractos de pulmén eran téxicos para las células, el analisis comenzé a una diluciéon de
1/5, pero todavia se observo cierta toxicidad a esta dilucion. Los resultados de las muestras tdxicas se ignoraron.
Los sueros fueron menos toxicos, pero como hubo menos material disponible las diluciones comenzaron
normalmente a 1/5.

Para este analisis, el interferon (sobrenadante de pulmén o el suero) se diluyd seriadamente y se afiadié a las
células 1 dia antes de que las células fueran infectadas para dejar tiempo para la induccion del estado antiviral. El
medio se retiré al dia siguiente y se remplazé por el SFV y se incubd durante 5-6 dias. Las células restantes se
tiferon a continuacién con el colorante vital rojo neutro. El colorante se extrajo después en condiciones alcalinas que
mejoran el color, y se cuantificé utilizando un lector de ELISA.

Ademas, cada placa contenia un control de virus, un control celular y un control de interferén positivo - un interferén
beta de raton recombinante de origen comercial (PBL Biomedical Laboratories).

La Figura 10 y la Tabla 10 demuestran que los pulmones de los ratones inoculados con virus de influenza A DI
244/PRS8 puro eran positivos para el interferén hasta una dilucion 1/40. Se observa cierta toxicidad con la muestra de
pulmén mas concentrada (1/5), pero la dilucién 1/10 protegié 84,4% de las células, 6-veces mas células
supervivientes que en el control de virus sin interferén afiadido. En contraste el suero del mismo ratén no mostré
evidencia de actividad de interferon. En los ratones inoculados con Virus de influenza A DI 1/10 no se detecto
interferén con una dilucién de extracto de pulmén 1/10 o con suero 1/5 (Tabla 11). La titulacion del patrén de
interferén beta procedente de la placa utilizada para Figura 10/Tabla 10 se muestra en la Figura 11.
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Tabla 10. Analisis para determinar el interferén en pulmén y suero 1 dia después de la inoculaciéon de los ratones
con virus de la influenza A DI puro

Pulmones/suero Pulmones Suero
In6culo Dilucion analizada | DO con virus:DO | Inhibicion relativa | DO con virus:DO | Inhibicidn relativa
raton sin virus (%) de e.c.p.” sin virus (%) de e.c.p.”
DI 1/1 1/5 Téxico Na 18,3 1,3
1/10 84,4 6,0 13,5 1,0
1/20 47,4 3,4 10,8 0,8
1/40 26,6 1,9 8.8 0,6
Ninguno Na 14,2 1,0 1,0

DI, virus de influenza A DI
* Inhibicién relativa de e.c.p., DO virus :
afiadido/DO virus : DO sin virus para los pocillos sin interferén afiadido de la columna 3.

DO sin virus (%) para los pocillos con supuesto virus de interferdn

Na, no aplicable.
Toxico, toxicidad 18,5% con esta muestra de pulmon

Tabla 11. Analisis para determinar el interferén en pulmén y suero 1 dia después de la inoculaciéon de los ratones
con virus de la influenza A DI 1/10

Pulmones/suero Pulmones Suero
In6éculo | Dilucién analizada | DO con virus : DO | Inhibicién relativa | DO con virus : DO | Inhibicion relativa
raton sin virus (%) dee.c.p.” sin virus (%) dee.cp.”

DI 1/10 1/5 Toxico Na 13,0 0,6

1/10 20,9 0,9 10,0 0,4

1/20 18,9 0,8 11,6 0,5

1/40 15,2 0,7 11,2 0,5
Ninguno Na 22,4 1,0 1,0

DI, virus de influenza A DI
* Inhibicion relativa de e.c.p., DO virus: DO sin virus (%) para los pocillos con supuesto interferén afiadido/DO virus:

DO sin virus para los pocillos sin interferén afadido de la columna 3.
Na, no aplicable.
Toxico, toxicidad 46% con esta muestra de pulmoén

El virus de influenza A DI inactivado no estimulé el interferén a una dilucién en pulmén de 1/10 o una dilucién de
suero de 1/5 (véanse las Tablas 12 y 13 de més abajo).

Tabla 12. Ensayo de interferén en el pulmén y en el suero en 1 dia después de la inoculacién de ratones con aseado
inactivada virus de influenza A DI

Pulmones/suero Pulmones Suero
Inéculo | Dilucion analizada | DO con virus: DO | Inhibicion relativa | DO con virus: DO | Inhibicion relativa
raton sin virus (%) de e.c.p.” sin virus (%) de e.c.p.”

iDI 1/1 1/5 Téxico Na 13,3 0,5

1/10 37,5 1,4 16,2 0,6

1/20 22,1 0,8 15,8 0,6

1/40 16,4 0,6 18,3 0,7
Ninguno Na 27,2 1,0 1,0
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Pulmones/suero

Pulmones

Suero

In6culo
ratén

Dilucion analizada

DO con virus: DO

sin virus (%)

Inhibicion relativa
de e.cp.”

DO con virus: DO
sin virus (%)

Inhibicion relativa
de e.c.p.”

iDI, virus de influenza A DI inactivado

* Inhibicion relativa de e.c.p., DO virus: DO sin virus (%) para los pocillos con supuesto interferén afiadido/DO virus:

DO sin virus para los pocillos sin interferén anadido de la columna 3.
Na, no aplicable.
Toxico, toxicidad 65% con esta muestra de pulmén

Tabla 13. Analisis para determinar el interferén en pulmén y suero 1 dia después de la inoculaciéon de ratones con
virus de influenza A DI inactivado puro de un segundo ratéon

Pulmones/suero Pulmones Suero
In6culo | Dilucion analizada | DO con virus: DO | Inhibicion relativa | DO con virus: DO | Inhibicion relativa
raton sin virus (%) dee.c.p.” sin virus (%) dee.cp.”

iDI 1/1 1/5 Téxico Na No realizado

1/10 Téxico Na

1/20 11,4 1,15

1/40 9,6 1,0
Ninguno Na 9,9 1,0

iDI, virus de influenza A DI inactivado
* Inhibicion relativa de e.c.p., DO virus: DO sin virus (%) para los pocillos con supuesto interferén afiadido/DO virus:

DO sin virus para los pocillos sin interferén afadido de la columna 3.
Na, no aplicable.
Toéxico, toxicidad 34% con las muestras 1/5y 1/10 de pulmén

Se detectd supuesto interferon (estrictamente una entidad inhibidora de virus soluble no identificada) en los
pulmones de los ratones después de la inoculacién intranasal de virus de influenza A DI puro, pero no en el suero
del mismo raton. Se observé una inhibicion de aproximadamente 50% a una dilucién 1/20 de extracto de pulmdn. No
se identifico interferon en los pulmones o el suero de los ratones inoculados con virus de influenza A DI 1/10, o con
virus de la influenza A DI inactivado con UV puro.

Ejemplo 13 - Demostracion de que el interferon de tipo | inducido en ratones inoculados por la ruta
intranasal con virus de influenza A DI 244/PR8 se puede detectar en los pulmones durante 2 dias

Se inoculé virus de influenza A DI puro (12 pg/ratdn) en ratones C3H/He-mg como se ha descrito para el Ejemplo 12
excepto que los pulmones se extrajeron 1, 2 y 4 dias después de la inoculacion.

El bioanalisis de interferon utilizado fue como el descrito para el Ejemplo 12.
La Tabla 14 muestra una fuerte actividad antiviral en los extractos de pulmon tomados los dias 1y 2, pero no el dia 4
(£ 1/10). El parametro de 50% el dia 1 fue = 1/40, y el dia 2 fue de aproximadamente 1/30. No se encontrd presente

interferén en el suero (1/5) tomado el dia 2 (datos no mostrados).

Tabla 14. Andlisis para determinar el interferén en los pulmones de ratdn los dias 1, 2 y 4 después de la inoculacion
intranasal con virus de influenza A DI puro

Dia 1 Dia 2 Dia 4
In6culo Dilucién DO con virus: Interferén DO con virus: Interferén DO con virus: Interferén
raton analizada DO sin virus presente DO sin virus presente DO sin virus presente
(%) (%) (%)
DI 1/1 1/5 Toxico Toxico Toxico
1/10 72,8 + 91,9 + 8,1 -
1/20 85,6 + 80,4 + 9,4 -
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Dia 1 Dia 2 Dia 4
In6culo Dilucién DO con virus: Interferén DO con virus: Interferén DO con virus: Interferén
raton analizada DO sin virus presente DO sin virus presente DO sin virus presente
(%) (%) (%)
1/40 85,2 + 20,1 * 9,8 -
Ninguno Na 7,2 Na 7,2 Na 8,8 Na

DI, virus de influenza A DI
Toéxico, cierta toxicidad
Na, no aplicable

El interferén estaba presente en los pulmones los dias 1 y 2 después de la inoculacion, pero no se detect6 4 dias
después de la inoculacion, lo que sugiere que el interferon inducido tiene una vida media relativamente corta en esa
ubicacién. Téngase en cuenta que en este experimento no se aborda la cuestion de la duracion del estado antiviral
inducido por interferon en los pulmones

Ejemplo 14 - Demostracion de que el interferéon de tipo | no es inducido en los pulmones o el suero de
ratones inoculados por la ruta intranasal con los virus de influenza A DI 220/Vic o 220/PR8

Se utilizaron ratones C3H/He-mg como se ha descrito para el Ejemplo 12, excepto que se inocularon (12 pg/raton)
de virus 220/PR8 (Num. 794) o 220/Vic (Num. 798) puros o DI inactivados con UV (i).

El bioanalisis de interferdn utilizado fue como el descrito para el Ejemplo 12.

No se detecto interferén en los pulmones o el suero de los ratones inoculados con virus de influenza A DI 220/PR8 o
220/Vic puros o Virus de influenza A DI 220/PR8 o 220/Vic inactivados (Tablas 15, 16). No hubo problemas técnicos
con el andlisis y cada placa de microtitulacién contenia una titulacion patrén de interferén beta para asegurar que el
analisis era competente - un ejemplo se muestra en la Figura 12. Hubo 2 ratones por grupo y no se detectd
interferén en ninguno de ellos.

Tabla 15. Fracaso al detectar interferén en pulmones o suero de ratones después de la inoculacién intranasal con
virus de influenza A 220/PR8 DI puro - muestras tomadas 1 dia después

DI iDI
Pulmones Suero Pulmones Suero
Inéculo Dilucién DO con virus: DO sin | DO con virus: DO | DO con virus: DO sin | DO con virus: DO
raton analizada virus (%) sin virus (%) virus (%) sin virus (%)
DI 1/1 1/5 8,0 Nr Toéxico Nr
110 57 9,2 9,6 7,7
1/20 53 7,9 54 7,2
1/40 53 8,1 5,8 6,3
Ninguno Na 9,7 8,0
DI, virus de influenza A DI
Toxico, cierta toxicidad
Na, no aplicable

Tabla 16. Fracaso al detectar interferon en pulmones o suero de ratones después de la inoculacion intranasal con
virus de influenza virus de influenza A DI 220/Vic puro - muestras tomadas 1 dia después.

DI iDI
Pulmones Suero Pulmones Suero
Inéculo Dilucién DO con virus: DO sin | DO con virus: DO | DO con virus: DO sin | DO con virus: DO
raton analizada virus (%) sin virus (%) virus (%) sin virus (%)
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DI iDI
Pulmones Suero Pulmones Suero
Indculo Dilucion DO con virus: DO sin | DO con virus: DO | DO con virus: DO sin | DO con virus: DO
ratén analizada virus (%) sin virus (%) virus (%) sin virus (%)
DI 1/1 1/5 Toéxico Nr 13,1 Nr
1/10 8,1 6,4 6,1 7,3
1/20 7,5 6,8 7,1 7,0
1/40 7,9 6,6 5,6 6,5
Ninguno Na 7,8 8,0

DI, virus de influenza A DI
Toxico, cierta toxicidad
Na, no aplicable

Los virus de influenza A DI 220/PR8 o 220/Vic inoculados por la ruta intranasal no estimularon ningun interferon
detectable en los pulmones o el suero del raton. Esto contrasta con la induccion de interferén en las células
disefiadas para expresar luciferasa bajo el control de un promotor de interferon, donde 220/Vic estimuld el interferén
a una dilucién 1/00 y, posiblemente, una dilucion 1/1000 pero 220/PR8 puro no estimulé el interferon (Ejemplo 17).

Ejemplo 15 - Demostracion de que el interferén de tipo | se encuentra en el suero, pero no en los pulmones
de ratones a los que se ha inyectado por via intraperitoneal Virus de influenza A DI 244/PR8

Se utilizaron ratones C3H/He-mg como se ha descrito para el Ejemplo 12, excepto que a los ratones se les inyectd
por via intraperitoneal virus DI 244/PR8 (Num. 812) o DI inactivado por UV (i), o diluyente. Cada raton recibio 20 pl
de DI/iDI elaborado hasta 100 pl, es decir, la misma dosis que se habia administrado por la ruta intranasal (12
Jg/raton). Se utilizaron dos ratones por grupo.

El bioanalisis de interferén usado era como el descrito para el Ejemplo 12.

La Tabla 17 demuestra que el interferén era detectado reproduciblemente en el suero de los dos ratones a los que
se habia inyectados por via intraperitoneal Virus de influenza A DI 1 dia después de la inoculacion. Una dilucién de
aproximadamente 1/120 protegioé aproximadamente 50% de la monocapa de células. Se detectd poco interferon con
el virus iDI excepto, posiblemente, a la dilucién 1/10 de suero - 14,5% y 44,4% de inhibicién en ratones de réplica
(véase la Tabla 18). La concentracion mas alta de extracto de pulmén (1/10) inhibié el virus aproximadamente 3
veces en un ratén - el otro extracto fue citotdxico a esa concentracion.

Tabla 17. Después de la inyeccion intraperitoneal en ratones con virus de influenza A DI 244/PR8 puro se encontré
una fuerte respuesta de interferén en suero pero no en pulmones - las muestras se tomaron 1 dia después de la
inyeccion.

Raton 1 Raton 2
Pulmones Suero Pulmones Suero
Indculo Dilucion DO con virus: DO sin | DO con virus: DO | DO con virus: DO sin | DO con virus: DO
ratén analizada virus (%) sin virus (%) virus (%) sin virus (%)
DI 1/1 1/10 21,4 91,8 toxico Na
1/20 5,8 89,3 7,1 95,1
1/40 6,1 80,6 6,8 95,9
1/80 Nr 85,2 Nr 66,6
1/160 Nr 18,1 Nr 27,7
Ninguno Na 7,2 Na 8,1 Na

DI, virus de influenza A DI
Toxico, cierta toxicidad
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Raton 1 Raton 2
Pulmones Suero Pulmones Suero
In6culo Dilucion DO con virus: DO sin | DO con virus: DO | DO con virus: DO sin | DO con virus: DO
ratén analizada virus (%) sin virus (%) virus (%) sin virus (%)

Na, no aplicable, Nr, no realizado

Tabla 18. Después de la inyeccién intraperitoneal en ratones con virus 244/PR8 iDI puro no se encontré interferén
en el suero ni en los pulmones - las muestras se tomaron como antes.

Raton Num. 1 Raton Num. 2
Pulmones Suero Pulmones Suero
In6culo Dilucioén DO con virus: DO sin | DO con virus: DO | DO con virus: DO sin | DO con virus: DO
raton analizada virus (%) sin virus (%) virus (%) sin virus (%)
DI 1/1 1/10 10,4 14,5 9,4 44,4
1/20 8,4 8,1 6,8 8,5
1/40 6,4 7,3 7.4 11,2
1/80 Nr 7.8 Nr 10,3
1/160 Nr 7.4 Nr 10,2
Ninguno Na 9,8 Na 13,8 Na

DI, virus de influenza A DI
Toxico, cierta toxicidad
Na, no aplicable, Nr, no realizado

El 244/PR8 inyectado por via intraperitoneal en ratones estimulé una fuerte respuesta de interferén en suero. El
anadlisis de interferén proporcioné una inhibicién significativa del virus a 1/160, con una inhibicion de 50% a una
dilucién de aproximadamente 1/120 de suero. Hubo poco o ningun interferén en los pulmones - un raton mostré un
ligero efecto inhibidor del virus a una dilucién 1/10. Esto contrasta con la inoculacion intranasal de virus de DI donde
interferén fue estimulado en los pulmones, pero no en el suero. Parece que hay mas interferén estimulado por la ruta
intraperitoneal que por inoculacion intranasal del virus DI - el respectivo dia 1 los titulos del 50% fueron de
aproximadamente 1/120 y 1/20. Hay un factor de dilucion inherente en la preparacion del extracto de pulmén de
aproximadamente 2 a 3 veces, pero esto no justifica la diferencia de interferén estimulado.

Ejemplo 16 - Identificacion formal de que la actividad inhibidora de virus que aparece en el suero después de
la inyeccidn intraperitoneal en ratones con virus de la influenza A DI 244/PR8 es interferén de tipo |

Todos los interferones de tipo | (13 tipos de interferén alfa y 1 proteina interferén beta) utilizan el mismo receptor,
que es una proteina transmembrana con una o varias regiones de unién a interferén en su dominio externo. De este
modo, la actividad por cualquiera de ellos puede ser bloqueada por un anticuerpo para el dominio externo del
receptor de interferén de tipo I. Tal anticuerpo, obtenido de R & D Systems Inc. (numero de lote WXBO01), fue
producido en cabras mediante inmunizacion con el dominio extracelular del receptor interferon de tipo | o/
recombinante de raton. La IgG se purificé mediante el uso de un receptor de interferon de tipo | a/8 del ratén y
cromatografia de afinidad en fase solida. La fuente de interferon fue el interferébn en suero inducido en el
Experimento 4 mediante inyeccion intraperitoneal de virus de influenza A DI 244/PR8.

El bioanalisis de interferon convencional descrito anteriormente utilizé células L de ratéon y virus del Bosque de
Semliki (SFV) en una placa de plastico de 96 pocillos. La dosis minima de SFV que podria separar de forma fiable
las células del sustrato de plastico en 5-6 dias se determind empiricamente. El interferon inhibe la citopatologia
causada por SFV.

Se incubaron monocapas L de ratén con o sin anticuerpo (10 pg/pocillo) especifico para receptor interferén de tipo |
a/B de raton recombinante durante 1 hora a 37°C. Esto se eliminé y se afiadié el suero que contenia interferon
(parametro inhibidor de 50% de 1/120) a diluciones 1/20 y 1/40 y se incubd durante la noche para proporcionar el
tiempo para la induccion del estado antiviral. El medio se retird al dia siguiente y se sustituyd por SFV. La incubacién
continu6 a 37°C. Los pocillos se examinaron diariamente con el microscopio éptico para determinar los efectos
citopaticos (e.c.p.) causados por el virus, y se puntuaron a los 3 dias cuando el e.c.p. fue maximo.
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Ademas, cada placa contenia un control de virus, el control de células y un control de interferéon positivo - un
interferén-beta de ratén recombinante de origen comercial (PBL Biomedical Laboratories).

La Tabla 19 (columnas 2 y 4) demuestran que el interferén en suero a diluciones tanto de 1/20 como de 1/40 inhibio
completamente el extenso efecto citopatico (e.c.p.) causado por el SFV. Sin embargo, cuando el anticuerpo para el
receptor de interferon de tipo | a/f de ratdon recombinante se afiadié primero a las células (columnas 3 y 5), fue
evidente un e.c.p. maximo que indicaba que el anticuerpo habia inhibido la accion del interferén, y por lo tanto que el
agente inhibidor del virus era de hecho un interferdn de tipo I. La Tabla 20 demuestra la titulacion esperada presente
en la misma placa de 96 pocillos del interferon-beta de tipo | convencional de los autores de la presente invencion.

Tabla 19. Inhibicién de la actividad de interferon en suero de ratén mediante preincubacion de las células L de ratdon
diana con anticuerpos contra el receptor de interferéon a/p de ratén recombinante

Ensayo para la actividad de Control de Control de
interferon virus células

Anticuerpo contra el receptor de - + - + - -
interferén de tipo |

Interferén (suero 1/20) + + Na Na - -

Interferén (suero 1/40) Na Na + + - -

SFV + + + + + -

e.c.p. en células L - ++++ - ++++ ++++ -

Na, no aplicable

+ + + + e.c.p. (efecto citopatico), destruccion de = 99% de las monocapas de células por SFV (virus del Bosque de
Semliki), - e.c.p., destrucciéon de ninguna de las monocapas de células; el e.c.p. se leyd diariamente y se registro 3
dias después de la infeccion.

Tabla 20. Titulaciéon de un patrén interferon beta de la misma placa que la Tabla 19

Numero de unidades de interferon/pocillo (log1o) Control de virus Control de
células
Interferon 2,0 2,0 1,5 1,5 1,0 1,0/05(0,5/0/0 Ninguno Ninguno
e.c.p. ++++ |+ +++ |+ |+ O+ - - |-1- ++++ -

+ + + + e.c.p., destruccidon de 99% de las monocapas de células, - e.c.p., destruccion de ninguna de las monocapas
de células

La actividad inhibidora de SFV presente en el suero de ratones a los que se habia inyectado intraperitonealmente
virus de influenza A DI 244/PR8 fue inhibida por un anticuerpo para el dominio externo del receptor de interferon de
tipo I, que por lo tanto lo identifica de manera inequivoca como un interferén de tipo I.

Ejemplo 17 - Demostracion de que el interferon de tipo | es inducido en cultivo celular por los virus de
influenza A DI

Se utilizaron virus DI no infecciosos e inactivados con UV (iDI) (véase la siguiente Tabla 22). Todos contenian 2 x
10° unidades hemaglutinantes (UHA)/ml. Estos se inocularon a las diluciones indicadas (Tabla 22) en una linea de
células de pulmén humano (A549) disefiada para expresar un gen de luciferasa activado por un promotor de
interferén. El control positivo para la induccion de interferon fue el virus de la enfermedad de Newcastle (NDV)
(véase la Tabla 21).

Tabla 21. Controles para la induccién de interferén en analisis repetidos

Experimento 1 Experimento 2
Control negativo 0,17* 0,27
Control positivo (NDV) 25,15 105,9
* Niveles de luciferasa; NDV, virus de la enfermedad de Newcastle.

Tabla 22. Induccién de interferdn por los virus de influenza DI
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Experimento 1 Experimento 2
Dilucion DI DI* iDI iDI* DI iDI
244/PR8 NUum. 793 17 10,87** 45,76 0,26 1,1 5,27
8,66 36,56 0,26 1,1 4,83
1/10 1,39 5,85 0,23 1,0 Nr
1,76 7,41 0,23 1,0
1/100 0,63 2,65 Nr Nr Nr
0,51 2,15
1/1000 Nr 1,62
1,34
220/Vic Nam. 792 17 34,07 0,44
23,15 0,47
1/10 14,37 0,49
8,86 0,4
1/100 2,88 Nr
2,84
1/1000 0,65
2,84
220/PR8 Num. 794 7m 0,39 1,34
0,45 1,68
1/10 0,45 0,23
0,48 0,32
1/100 0,41 Nr
0,45
1/1000 0,4 Nr
0,41

* Los valores de luciferasa en la columna 4 y 6 se han normalizado para el valor de control de NDV positivo en el
experimento 2 (105,9/25,25) (Tabla 1).
** niveles de luciferasa.

Nr, no realizado

La Tabla 22, experimento 1 demuestra que el virus de influenza A DI 244/PR8 indujo interferon pero Virus de
influenza A DI inactivado no (1,5 x control negativo). La induccion de interferdn se tituld, y el interferén fue inducido
por virus de influenza A DI 1/10. El valor para el virus de influenza A DI 1/100 probablemente no fue significativo
(aunque la DO de control negativo fue 0,17, el valor 1/1000 para el Virus de influenza A DI 220/PR8 Num. 794 fue
0,4)

Después de la normalizaciéon de acuerdo con el interferén inducido por los controles positivos NDV, la cantidad de
interferén inducida por Virus de influenza A DI 244/PR8 en el experimento 1 fue muy similar a la estimulada por virus
de influenza A DI 220/Vic Num. 792 en el experimento 2, y ambas fueron superiores a la producida por el virus de
influenza A DI 220/PR8 Num. 794. De este modo la capacidad de inducir interferén es:

244/PR8 = 220/Vic< 220/PRB.

El virus de influenza A DI 244/PR8 Num. 793 indujo aproximadamente 2 veces menos interferon (o 9 veces por el

valor normalizado) en el experimento 2 - posiblemente el resultado de la inactivacion en el almacenamiento o la
congelacion-descongelacion.
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La diferencia entre los estimuladores de interferén (virus de influenza A DI 244/PR8, 220/Vic) y el no estimulador
(220/PR8) es sorprendente, pero es dificil de entender que 220/Vic y 220/PR8 tienen el mismo ARN 220 DI clonado.
Sin embargo, los altos niveles de interferon de 244/PR8 Num. 793 y Num. 220/Vic 792 se correlacionan bien con el
grado de proteccion del raton contra el virus de influenza B.

Ejemplo 18 - Demostracion de que el pretratamiento durante 24 horas de ratones con virus de influenza A DI
aumenta la eficacia de la proteccion contra virus de influenza B en comparacién con el tratamiento
simultaneo

Se administré intranasalmente virus de influenza A DI 244/PR8 clonado (1,2 y 0,12 ug/ratén) como se ha descrito
anteriormente, a ratones ligeramente anestesiados ya sea 24 horas antes de la infeccion con influenza B/Lee/40 ya
sea simultaneamente como una mezcla con B/Lee. Los efectos no especificos del virus DI fueron controlados
inactivando el virus DI mediante 8 minutos de exposicion a luz UV. Los ratones se pesaron diariamente y se
evaluaron para determinar la enfermedad clinica. Los datos de la Tabla 23, fila 6 demuestran que los ratones a los
que se administraron el virus DI activo y B/Lee simultaneamente, enfermaron todos y perdieron peso; a pesar de que
fueron protegidos de una enfermedad mas grave (como se indica por la mayor pérdida de peso) y muerte (fila 7). En
comparacion, el tratamiento previo con la misma cantidad de virus DI activo evité cualquier pérdida de peso y casi
toda la enfermedad clinica (fila 2). El tratamiento previo con el virus DI activo diluido 10 veces mas (0,1 ug, fila 4)
también proporcion6 una cierta proteccion contra la enfermedad clinica, su gravedad y evit todas las muertes.

Tabla 23. El pretratamiento de ratones con virus de influenza A DI aumenta la eficacia de la proteccion contra virus
de influenza B

1 Virus DI Sensibilizacion con virus Sensibilizacién con virus Enfermedad Pérdida de |Muerte
simultanea después de 24 horas clinica peso (%)

2| 1,2 yg activo - + 1/5* -3,7 0/5

3 1,2 ug - + 5/5 10,6 3/5
inactivado

40,12 g activo - + 4/5 5,8 0/5

5 0,12 ug - + 5/5 19,4 4/5
inactivado

6| 1,2 ug activo + - 5/5 9,2 0/5

7 1,2 ug + - 4/5 17,8 2/5
inactivado

8 0 - + 5/5 15,3 2/5

* 1 raton estuvo enfermo durante 1 solo dia.

A los ratones supervivientes en un experimento similar se les administré una dosis alta de sensibilizacién de B/Lee 3
semanas después de la infeccidon, para someter a ensayo si esos ratones que no habian padecido ninguna
enfermedad clinica manifiesta (véase la Tabla 23, fila 2) habian desarrollado una inmunidad convencional. Todos
estuvieron completamente protegidos, lo que sugirié que efectivamente habian sido inmunizados por una infeccién
silenciosa con B/Lee (datos no mostrados).
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REIVINDICACIONES

1. Un virus de influenza A de interferencia defectuoso (DI), humano 244/PR8 clonado para su uso en la prevencién o
el tratamiento de una infeccién o enfermedad causadas por un virus distinto de influenza A, en donde que la
infeccién o enfermedad es causada por un virus respiratorio.

2. El virus reivindicado en la reivindicacion 1, en el que la infeccion o la enfermedad es causada por un virus de la
familia Paramyxoviridae.

3. El virus reivindicado en la reivindicaciéon 2, en donde la infeccion o la enfermedad estan causadas por un
Pneumovirus.

4. El virus reivindicado en la reivindicaciéon 3, en donde la infeccién o la enfermedad estan causadas por un virus
sincitial respiratorio humano 10 (HRSV).

5. El virus reivindicado en la reivindicacion 2, en donde la infeccién o la enfermedad estan causadas por un
Metapneumovirus, p. €j., metapneumovirus humano (hMPV).

6. El virus reivindicado en la reivindicacion 1, en donde el virus es un virus de la familia Orthomyxoviridae.

7. El virus reivindicado en la reivindicacion 6, en donde la infeccién o la enfermedad estan causadas por un virus de
influenza B o un virus de influenza C.

8. El virus reivindicado en cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el virus causante de la infeccién o
enfermedad es un virus humano.

9. El virus reivindicado en cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el virus DI clonado es para su
administracion en la mucosa.

10. El virus reivindicado en cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el virus DI clonado no es un virus
de ARN con una estructura de ARN de copia de respaldo "copyback" o de reversion "snapback".

11. Una composicién para uso en la prevenciéon o tratamiento de una infeccion viral en un individuo humano o
animal, que comprende una cantidad inductora de interferén de influenza A de interferencia defectuoso (DI) humano
244/PR8 clonado, en donde la infeccidn viral es por un virus respiratorio en donde dicho virus respiratorio no es de
influenza A.

12. Una composicién como se reivindica en la reivindicacién 11, en donde la composiciéon se formula para
administracion en la mucosa.

13. Una composiciéon como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones 11 a 12, en donde la infeccién viral se
selecciona entre uno o mas de:

(a) un virus de Paramyxoviridae;

(b) un Pneumovirus, p. €j., el virus respiratorio sincitial humano (HRSV);

(c) un Metapenumovirus p. €j., metapneumovirus humano (HMPRV);

(d) un virus de Orthomyxoviridae, p. €j., un virus de influenza B o virus de influenza C.

14. Una composiciéon como se reivindica en la reivindicacion 13, en donde la infeccion viral esta causada por el virus
sincitial respiratorio humano (HRSV).

15. Una composicion como se reivindica en la reivindicacion 13, en donde la infeccion viral estd causada por un virus
de influenza B.
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