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DESCRIPCION
Vectores viricos recombinantes para la prevencion y la proteccién contra la infeccién por alfavirus

La presente solicitud reivindica los beneficios de prioridad de la solicitud de patente provisional de Estados Unidos
N° 60/902.957 presentada el 23 de febrero de 2007.

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a vectores viricos recombinantes y a vacunas para usar en un procedimiento de
proteccion después de la exposicion frente a la infeccion por alfavirus.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Las encefalitis inducidas por alfavirus estdn provocadas por virus de la encefalitis equina de Venezuela (VEEV),
oriental (EEEV) y occidental (WEEV) (Griffin, 2001). Esta enfermedad se caracteriza por fiebre, cefalea persistente,
confusion, agitacion, dificultad al caminar y convulsiones. En casos graves, pueden acontecer lesiones neuroldgicas
persistentes y la muerte. El VEEV, el EEEV y el WEEV provocan encefalitis en seres humanos con tasas de letalidad
diferentes. El EEEV es el mas virulento con tasas de letalidad del 30 % al 40 %. En casos mortales, los pacientes
mueren habitualmente dentro de un periodo de 2 a 10 dias después de la aparicién de la encefalitis. En comparacion
con el EEEV, el WEEV parece ser menos virulento con tasas de letalidad del 10 %. La encefalitis mortal aparece a
menudo en nifilos de pecho y nifios pequefios. EI VEEV provoca habitualmente una enfermedad de incapacitacion
aguda con fiebre, escalofrios, cefaleas, dolor muscular, diarrea y vomitos. La encefalitis aparece habitualmente en
nifios con una tasa de letalidad inferior al 1 %. Aparte de las encefalitis mortales en seres humanos, el VEEV, el
EEEV y el WEEV también provocan brotes de la enfermedad en equinos y otros animales domésticos con tasas de
letalidad altas. Por lo tanto, estos virus son patdgenos emergentes y reemergentes importantes en medicina y
veterinaria.

La estructura de alfavirus consiste en una cubierta proteica denominada envoltura, una capside y dentro de la
capside un genoma de ARN monocatenario de sentido positivo (Schlesinger y Schlesinger, 2001). Los dos tercios 5'
del genoma de ARN virico codifican las proteinas no estructurales requeridas para la transcripcion y la replicaciéon de
los virus. El tercio 3' del genoma virico codifica las proteinas de la cépside y la envoltura. Las proteinas de la
envoltura se codifican mediante un ARNm subgenémico y se derivan mediante la escision proteolitica del polipéptido
E3-E2-6K-E1 en las proteinas E2 y E1 (Strauss y Strauss, 1994). La proteina E2 se une a E1 para formar los picos
sobre la superficie del virion. Las proteinas E2 y E1 de alfavirus desencadenan respuestas inmunitarias en el
huésped frente a los virus (Das y col., 2004; Hodgson, Ludwig y Smith, 1999; Mathews y Roehrig, 1982).

El VEEV, el EEEV y el WEEV se trasmiten por mosquitos. Los brotes naturales de la enfermedad aparecen cuando
los mosquitos que portan los virus pican seres humanos o animales domésticos. No existen trasmisiones de ser
humano a ser humano de los virus. Por lo tanto, los seres humanos se consideran huéspedes finales. Los brotes de
encefalitis inducidas por alfavirus pueden tener un efecto enorme en la salud humana. Por ejemplo, un brote de
VEEV en Venezuela y Colombia en 1995 caus6 mas de 75.000 casos con 300 muertes comunicadas (Weaver y col.,
1996). Aproximadamente 1.000 casos en seres humanos se registraron en 1941 en el mayor brote de WEEV que ha
tenido lugar en Canada occidental (Reisen y Monath, 1989).

Aparte de brotes naturales, el VEEV, el EEEV y el WEEV son agentes potenciales de guerra biolégica y terrorismo
biolégico debido a que son muy infecciosos mediante trasmision en aerosol. Por ejemplo, solo 10 a 100 del VEEV en
aerosol son suficientes para provocar una infeccion y se ha informado de al menos 150 casos en seres humanos de
infecciones adquiridas en laboratorio (Sidwell y Smee, 2003). Los Centros para el Control y la Prevencion de
Enfermedades de Estados Unidos han clasificado el VEEV, el EEEV y el WEEV como agentes de terrorismo
bioldgico de categoria "B".

Actualmente no existen vacunas, farmacos antiviricos o productos terapéuticos para la prevencion rapida antes de la
exposicion o la proteccion después de la exposicion frente a encefalitis inducida por alfavirus. Para la prevencién
antes de la exposicion se ha desarrollado una vacuna de VEEV atenuados vivos, denominada TC-83. La vacuna
protege operarios de laboratorio de la infeccion por VEEV. No obstante, del 15 % al 30 % de los receptores de la
vacuna desarrollan fiebre, malestar y cefalea y estos efectos secundarios son tan graves que se requiere descanso
en cama en aproximadamente la mitad de los receptores de la vacuna (Hoke, 2005). Las vacunas de EEEV y WEEV
muertos con estatus de nuevo farmaco en investigacion (IND) estan disponibles solo para operarios de laboratorio
con riesgo a exposicion a estos virus. Sin embargo, para ser eficaces, estas vacunas de EEEV y WEEV requieren
multiples inyecciones y refuerzos anuales. Por lo tanto, se necesitan vacunas mejoradas para la prevencion rapida
antes de la exposicidn de encefatilis inducidas por alfavirus.

Debido a que no hay disponibilidad de ningln farmaco o producto terapéutico para la proteccion después de la
exposicion frente a encefalitis inducidas por alfavirus, el tratamiento se enfoca en aliviar sintomas clinicos usando
procedimientos antihipertérmicos para fiebre y farmacos anticonvulsivos.
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Se han propuesto varias estrategias para la proteccion después de la exposicién frente a encefalitis inducidas por
alfavirus. La primera es el uso de anticuerpos monoclonales (mAb) de ratén que neutralizan alfavirus. Dichos mAb
protegieron aproximadamente el 50 % de ratones frente a la infeccion por VEEV cuando se les administré6 24 h
después de la exposicion por via aérea al VEEV virulento (Phillpotts, 2006; Phillpotts, Jones y Howard, 2002).
Debido a que los mAb de ratdon son muy inmundgenos en seres humanos y no son adecuados para uso humano,
estos mAb de raton se humanizan reemplazando gran parte de la secuencia de aminoacidos de mAb de raton por
los de seres humanos. El noventa por ciento de los ratones infectados por VEEV se curaron después de que se les
administré los mAb humanizados dentro de un periodo de 1 h después de la exposicién a VEEV y el 75 % se
curaron cuando se les administré6 los mAb humanizados 24 horas después de la exposicion al virus (Hunt y col.,
2006). Sin embargo, una desventaja de usar mAb para la proteccion después de la exposicion contra encefalitis
inducida por alfavirus es que se requiere una cantidad grande de mAb purificado. Por ejemplo, se necesitan hasta 4
mg/kg de mAb para proteger el 50 % de ratones de la infeccion por VEEV (Phillpotts, Jones y Howard, 2002).
Aungue se han desarrollado mAb contra el WEEV (documento de patente de Estados Unidos N° 6.812.329) (Long y
col., 2000a; Long y col., 2000b; Yamamoto y col., 1985), no existen informes con respecto a la proteccion con los
mismos de animales frente a la infeccion por WEEV.

Otra estrategia para la proteccion después de la exposicion frente a encefalitis inducida por alfavirus es el uso de
interferon alfa (IFN-a). El IFN-a se produce por parte de células inmediatamente después de la infeccion por virus.
Inhibe la replicacién de un espectro amplio de virus induciendo células para sintetizar diversas proteinas antiviricas.
La solicitud de patente de Estados Unidos N° 11/231.433 (numero de publicacién US2006/0024270) divulga
procedimientos para tratar pacientes con encefalitis viricas mediante la inyeccién de IFN-a. En comparacion con
pacientes que no recibieron IFN-a, pacientes que recibieron IFN-a dio como resultado una funcién neurolégica y una
supervivencia significativamente mejoradas. Sin embargo, el uso clinico de IFN-a para encefalitis virica esta limitado
por el requerimiento de inyecciones frecuentes (normalmente cada 24 h durante hasta 14 dias) con una dosis
grande de IFN-a (3 millones de unidades) y toxicidades asociadas con el IFN-a que incluyen un sindrome similar a la
gripe con fiebre, malestar y cefalea. El IFN-a conjugado con polietilenglicol (PEG) prolonga la semivida in vivo de
IFN-a y su potencia. Por ejemplo, el tratamiento antes de la exposicion de ratones con IFN-a conjugado con PEG
previno ratones de una exposicién por via subcutanea o en aerosol al VEEV mientras que el tratamiento antes de la
exposicion con IFN-a no modificado no lo hizo (Grieder y Vogel, 1999; Lukaszewski y Brooks, 2000). Sin embargo,
no existen informes que definan si el IFN-a conjugado con PEG podria proteger ratones de encefalitis después de la
exposicion a VEEV, WEEV o EEEV.

Se han desarrollado varias vacunas experimentales contra el VEEV, el EEEV y el WEEV para la prevencion de
encefalitis inducidas por alfavirus. Sin embargo, no se han mostrado datos de que estas vacunas experimentales
sean eficaces para la proteccion después de la exposicion. La patente de Estados Unidos N° 6.261.570 describe la
construccién de vacunas atenuadas vivas para estos alfavirus. Una inyeccion de dosis Unica de estas vacunas
protegié animales de la exposicion a estos virus. No obstante, problemas de efectos secundarios y la reversion a la
virulencia de virus de tipo silvestre pueden impedir su uso en seres humanos. Una vacuna experimental de ADN
para el WEEYV protegié completamente ratones de la exposicién a WEEV (Nagata y col., 2005). De forma similar a la
vacuna de WEEV muertos, no obstante, la vacuna experimental de ADN requiere tres inyecciones para ser eficaz.
Varios grupos demostraron que vacunas de VEEV con vectores viricos protegieron ratones de la exposicion a VEEV
(Paessier y col., 2006; Perkins, O'Brien y Phillpotts, 2006; Phillpotts y col., 2005; patente de Estados Unidos N°
6.936.257). La patente de Estados Unidos N° 6.565.853 da a conocer un adenovirus que codifica un polipéptido que
produce una respuesta inmunitaria protectora frente a un alfavirus, tal como un VEEV, cuando se administra a un
mamifero.

Finalmente, se han desarrollado varios farmacos experimentales contra alfavirus. Por ejemplo, Poly ICLC, un
inmunomodulador basado en acido nucleico, induce la produccidon de interferon y activa las células citoliticas
naturales. El poli ICLC encapsulado por liposomas ofrece el 100 % de proteccion frente a la exposicion por via
intranasal mortal al WEEV (Wong y col., 2005). No obstante, no se han comunicado datos sobre la proteccion
después de la exposicion. Otros farmacos experimentales tales como triarilpirazolina (Puig-Basagoiti y col., 2006),
ribocima (Seyhan y col., 2002), la proteina antivirica de dedo de cinc (Bick y col., 2003) y lactoferrina humana
(Waarts y col., 2005) inhiben la replicacion de alfavirus en un sistema de cultivo celular; sin embargo, no se sabe si
estos farmacos experimentales son eficaces en la prevencién o el tratamiento de encefalitis inducidas por alfavirus
en animales.

La presente invencion aborda un aspecto importante de contramedidas médicas frente a alfavirus, a saber, proteger
rapidamente frente a encefalitis inducida por alfavirus después de la exposicion a los virus. La presente invencion
puede usarse para prevenir las encefalitis si tuvieran lugar los escenarios siguientes: un ataque bioterrorista o una
guerra biologica en la que se liberan deliberadamente virus al publico o al personal militar, un brote natural de VEEV
0 EEEV o WEEV y un accidente de laboratorio en el que los operarios del laboratorio estan en riesgo de exposicion
a estos virus.
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SUMARIO DE LA INVENCION

El &mbito de la presente invencién se define en las reivindicaciones adjuntas.

Se divulgan también procedimientos para prevenir rdpidamente encefalitis inducidas por alfavirus antes de la
exposicion o después de la exposicion a alfavirus. Mas especificamente, la prevencion antes de la exposicién
incluye una administracion de dosis Unica de vectores de adenovirus (Ad) recombinantes que expresan IFN-a o una
administracion de dosis Unica de vectores Ad recombinantes que expresan las proteinas de la envoltura de alfavirus
0 una administracién de dosis Unica simultanea de vectores de Ad recombinantes que expresan IFN-a y vectores Ad
recombinantes que expresan las proteinas de la envoltura de alfavirus. Como alternativa, la proteccidn rapida puede
lograrse mediante la administracion de dosis Unica de vectores Ad recombinantes que coexpresan tanto IFN-a como
las proteinas de la envoltura de alfavirus. Mediante este enfoque, puede provocarse una respuesta de proteccion
frente a encefalitis inducidas por alfavirus menos de una semana después de la administracion de los vectores Ad
recombinantes.

La proteccién antes de la exposicion incluye una administracién de dosis Unica de vectores Ad recombinantes que
expresan IFN-a o una administracion de dosis Unica de vectores Ad recombinantes que expresan las proteinas de la
envoltura de alfavirus o una administracién de dosis Unica simultdnea de vectores de Ad recombinantes que
expresan IFN-a y vectores Ad recombinantes que expresan las proteinas de la envoltura de alfavirus.
Alternativamente, la proteccién puede obtenerse mediante una administracion de dosis Unica de vectores Ad
recombinantes que expresan tanto IFN-a como las proteinas de la envoltura de alfavirus, en la que el IFN-a
expresado por los vectores Ad recombinantes inhibe rapidamente en primer lugar la replicacion de alfavirus;
después esta inhibicion se potencia y se prolonga mediante respuestas inmunitarias especificas provocadas por las
proteinas de la envoltura expresadas por unos segundos vectores Ad recombinantes o por los mismos.

En consecuencia, se divulga un procedimiento de prevencion rapida (inferior a una semana) de un animal
susceptible de padecer encefalitis inducida por alfavirus antes de que el animal se exponga a alfavirus mediante la
administracion de una dosis Unica, una vacuna de actuacién rapida que comprende vectores viricos recombinantes
gue expresan las proteinas estructurales de alfavirus o mediante la administracién de una dosis Unica de vectores
viricos recombinantes que expresan IFN-a. Como alternativa, la proteccion rapida antes de la exposicion puede
lograrse mediante una administracion simultdnea de dosis Unica de la vacuna y el IFN-a proporcionado por los
vectores viricos recombinantes o mediante la administracion de dosis Gnica de vectores viricos recombinantes que
coexpresan tanto proteinas estructurales de alfavirus como IFN-a.

Ademas, se divulga un procedimiento de prevencion de un animal susceptible de padecer encefalitis inducida por
alfavirus después de que el animal se exponga a alfavirus mediante la administracién de una vacuna de dosis Unica
de actuacion rapida que comprende vectores viricos recombinantes que expresan las proteinas estructurales de
alfavirus o mediante la administracion de una dosis Unica de vectores viricos recombinantes que expresan IFN-a.
Como alternativa, la proteccion después de la exposicion rapida puede lograrse mediante una administracion
simultanea de dosis Unica de la vacuna y el IFN-a proporcionado por los vectores viricos recombinantes o mediante
la administracion de dosis Unica de vectores viricos recombinantes que coexpresan tanto proteinas estructurales de
alfavirus como IFN-a.
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BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La FIG. 1 muestra etapas detalladas de la construccion del plasmido pAd5-mIFNa. El gen que codifica IFN-a de
raton se insertd en el genoma de ADN del serotipo 5 de adenovirus 5 (Ad5) humano mediante la recombinacién
homéloga en Escherichia coli (E. coli.). El virus derivado de este plasmido se denomina Ad5-mIFNa.

La FIG. 2 muestra tres etapas principales del ensamblaje del gen que codifica las proteinas de la envoltura de la
cepa 71V-1658 del WEEV. El gen que codifica la proteina de la envoltura E3-E2 se clond en primer lugar
mediante la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) en un plasmido mediante clonacién TOPO. El fragmento
de ADN que codifica E3-E2 se verificd mediante secuenciacién de ADN, se digiri6 con enzimas de restriccion y
se ligé con el fragmento de ADN que codifica la proteina de la envoltura 6K-E1. El plasmido pcD3-WEEV se us6
para fabricar un clon de Ad5 infeccioso de longitud completa pAd5-WEEV. El virus derivado de este plasmido se
denomina Ad5-WEEV.

La FIG. 3 muestra la caracterizacién de Ad5-mIFNa que expresa IFN-a de raton. El panel A muestra un diagrama
esquemaético del genoma virico de Ad5-mIFNa. La longitud del genoma virico (en color rosa) es de 31.686 pb con
deleciones en las regiones E1 y E3 (AEl y AE3). Las repeticiones terminales invertidas izquierda y derecha se
mostraron como casillas negras rellenas en ambos extremos del genoma. Un casete de expresion de IFN-a se
compone de Pcmy (promotor inmediato temprano de citomegalovirus, en marrén oscuro), la region que codifica
IFN-a de ratdn (en verde oscuro) y Pa (sefial de poliadenilacion de SV40; en azul oscuro). Los cebadores usados
para la amplificacion por PCR del gen de IFN-a de ratén se muestran como flechas negras rellenas. El panel B
muestra la deteccion del gen de IFN-a de ratén en el genoma virico de Ad5-mIFNa. El gen IFN-a se amplificé por
PCR usando el ADN virico extraido del ADN virico purificado de Ad5-mIFNa (carril 2) o Ad5-EGFP, un vector Ad5
de control que expresa la proteina fluorescente verde potenciada (EGFP) (carril 3). Los productos de PCR se
analizaron en un gel de agarosa al 0,8 %. Carril 1, marcador en escalera de ADN (Ladder) de 1 kb (Sigma). El
panel C muestra la expresion de IFN-a de raton mediante Ad5-mIFNa. Las proteinas de los sobrenadantes de
células 293 infectadas con mock (carril 3) o infectadas con Ad5-EGFP (carril 4) o infectadas con Ad5-mIFNa
(carril 5) se recogieron 48 h después de la infeccion y se separaron mediante SDS-PAGE al 12 %. Las proteinas
sometidas a electroforesis se visualizaron tifiendo el gel con SimplyBlue SafeStain (Invitrogen). Carril 1, patrén
de proteina multicoloreado MultiMark (Invitrogen). Carril 2, carril vacio (la banda en este carril se debe a la
extension de la muestra del carril 3). El panel D muestra la deteccion de IFN-a de raton expresado a partir de
Ad5-mIFNa por inmunotransferencia (Western). Las proteinas de los sobrenadantes recogidas a partir de células
293 infectadas con mock (carriles 3 y 6), o células 293 después de 24 hy 48 h después de la infeccion con Ad5-
EGFP (carriles 4, 5), o células 293 después de 24 h y 48 h después de la infeccion con Ad5- mIFNa (carriles 7 y
8) se recogieron por separado mediante SDS-PAGE al 12 %. Las proteinas sometidas a electroforesis se
transfirieron a una membrana de nitrocelulosa y se analizaron mediante anticuerpos policlonales de conejo
contra mIFN-a (Calbiochem). Carril 1, patron multicoloreado MultiMark (Invitrogen); Carril 2, el IFN-a de ratén
recombinante producido en E. coli (Calbiochem).

La FIG. 4 muestra la caracterizacion de Ad5-WEEV que expresa proteinas de la envoltura (E3-E2-6K-E1) de la
cepa 71V-1658 de WEEYV. El panel A muestra la representacion esquematica del casete de expresion para las
proteinas de la envoltura de WEEV clonado en vectores Ad5. Pcwmv: el promotor inmediato temprano de
citomegalovirus humanos; Pa: la sefial de poliadenilacién de virus de simio 40; AE1 y AE3: deleciones en genes
E1y E3 del genoma de Ad5. El panel B muestra la deteccion por PCR del gen que codifica E3-E2-6K-E1 en Ad5-
WEEV. Carril 1, marcador en escalera de masa de ADN alta de Invitrogen; Carril 2, el producto de PCR de la
amplificacion de Ad5-WEEV. El Panel C muestra la deteccion por inmunotransferencia (Western) de las
proteinas E1 y E2 expresadas a partir de Ad5-WEEV. Los extractos de proteinas de células 293 infectadas con
mock (carriles 2 y 6), o infectadas con Ad5-EGFP (carriles 3y 7), o infectadas con Ad5-WEEV (carriles 4 y 8) se
separaron mediante SDS-PAGE al 10 %. Las proteinas sometidas a electroforesis se transfirieron a una
membrana de nitrocelulosa y se analizaron con mAb 11D2 especifico de E1 y mAb 3F3 especifico de E2. Carril
1, patron multicoloreado MultiMark (Invitrogen).

La FIG. 5 muestra la proteccion después de la exposicion de ratones frente a la infeccion por WEEV después de
la coadministracién de Ad5-mIFNa que expresa IFN-a de raton y Ad5-WEEV que expresa las proteinas de la
envoltura de WEEV. El Panel A muestra el porcentaje de supervivencia de ratones a los que se inyectdo Ad5-
mIFNa y Ad5-WEEV después de la exposicidén por via intranasal a la cepa Fleming de WEEV. El Panel B
muestra la gravedad de la infeccién por WEEV después de la exposicién a la cepa de WEEV Fleming de ratones
a los que se inyectd diferentes combinaciones de Ad5-mIFNa y Ad5-WEEV o Ad5-EGFP y controles de solucion
salina tamponada con fosfato (PBS). Los ratones se clasificaron diariamente durante 4 dias después de la
provocacion segin la gravedad de la infeccion en base a la escala siguiente: 0, normal; 1, pelo ligeramente
ondulado, muy activo, ningan signo visible de infeccion; 2, pelo muy ondulado, signos definitivos de infeccién, no
como si estuviera activo, pero aln se mueve bastante; 3, pelo muy ondulado, postura encorvada, movilidad
reducida; y 4, pelo muy ondulado, postura encorvada, poca o nula movilidad, respiracién rapida. El Panel C
muestra la gravedad de la infeccién por WEEV después de la exposicién a la cepa de WEEV Fleming de ratones
a los que se inyect6 Ad5-mIFNa solo y a los que se administr6 Ad5-WEEV y Ad5-mIFNa. Se realizd un
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seguimiento diario de los ratones durante 14 dias después de la exposicion para determinar la gravedad de la
infeccion mediante el sistema de clasificacion descrito en el Panel B.

La FIG. 6 muestra la proteccién antes de la exposicion de ratones frente a la infeccion por WEEV después de la
administracion de Ad5-mIFNa que expresa IFN-a de raton o Ad5-WEEV que expresa las proteinas de la
envoltura de WEEV. El Panel A muestra el porcentaje de supervivencia de ratones a los que se inyectd por via
intramuscular (IM) o por via intranasal (IN) Ad5-mIFNa después de la exposicién por via intranasal a 71 V-1658.
El Panel B muestra el porcentaje de supervivencia de ratones a los que se inyectd IM Ad5-WEEV después de la
exposicion por via intranasal a 71 V-1658. Los ratones se clasificaron diariamente durante 14 dias después de la
exposicién segun la gravedad de la infeccion en base al sistema de clasificacion descrito en la leyenda de la
Figura 5.

La FIG. 7 muestra la proteccion antes de la exposicion de ratones frente a infeccion por diferentes cepas de
WEEYV después de la administracion IM de Ad5-WEEV que expresa las proteinas de la envoltura de la cepa 71
V-1658 de WEEV. La figura ilustra el porcentaje de supervivencia de ratones a los que se ha inyectado IM Ad5-
WEEYV después de la exposicion intranasal a la cepa de WEEV 71V-1658 o la cepa de WEEV CBAS87 o la cepa
de WEEV Fleming. Los ratones se clasificaron diariamente durante 14 dias después de la exposiciéon segin la
gravedad de la infeccion.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Los virus son microorganismos extremadamente sencillos que crecen y se multiplican solo en células vivas. Para
comenzar la infeccién, los virus se unen a las células mediante receptores e inyectan sus genes en las células
iniciando una cascada de expresiones génicas que conducen al ensamblaje de nuevas particulas viricas. Debido a
gue los virus son muy eficaces en suministrar sus genes a las células, se han modificado como vectores para la
expresion de genes extrafios en animales. Para manipular un virus como un vector de suministro génico, se inserta
un gen extrafio en una region dentro del genoma virico. La insercion del gen en el genoma virico interrumpe genes
viricos esenciales requeridos para la replicacion virica. Por lo tanto, los virus manipulados provocan una infeccion de
punto final en la que el virus es capaz de unirse a las células y suministrar el gen extrafio en las células pero es
incapaz de producir nuevas particulas viricas.

Los adenovirus (Ad) se han usado ampliamente como vectores viricos para el suministro génico y el desarrollo de
vacunas. Los vectores Ad pueden suministrar proteinas terapéuticas tales como IFN-a para combatir infecciones
viricas. La expresion mediada por Ad de IFN-a actia como bombas de infusién que producen constantemente IFN-a
en animales durante la vida util de vectores Ad y evita inyecciones miltiples de IFN-a. Para desarrollar vacunas
basadas en Ad, el gen que codifica un antigeno heter6logo puede suministrarse y expresarse por vectores Ad en
animales, dando como resultado la induccidn de respuestas inmunitarias. Se han usado vectores Ad para fabricar
vacunas experimentales frente al VEEV. Las vacunas de VEEV con vectores Ad previnieron ratones de la
provocacion en forma de aerosol de VEEV cuando se usaron solas (Phillpotts y col., 2005) o combinadas con una
vacuna de ADN (Perkins, O'Brien y Phillpotts, 2006); sin embargo, no existe ningln informe sobre proteccion
después de la exposicion frente a VEEV usando estas vacunas. Tampoco ha habido ningtn informe sobre vacunas
con vectores Ad para WEEV o EEEV.

La presente invencion usa WEEV como un patégeno modelo de alfavirus para demostrar que la coadministracion de
vectores que expresan IFN-a y las proteinas de la envoltura de WEEYV protege ratones de encefalitis después de la
exposicion al virus.

Para construir vectores Ad que expresen IFN-a o las proteinas de la envoltura de la cepa 71-1658 de WEEV, los
inventores de la presente invencion fabricaron plasmidos de adenovirus de tipo 5 (Ad5) humano infeccioso que
contenian un casete de expresion bien para IFN-a de ratén o bien las proteinas de la envoltura usando un
procedimiento de recombinacion homdloga descrito en la literatura (Chartier y col., 1996; He y col., 1998) (FIG. 1;
FIG. 2). El casete de expresion contiene el promotor inmediato temprano de citomegalovirus (CMV), el gen que
codifica IFN-a de ratdn o las proteinas de la envoltura de WEEV y una sefal de poliadenilaciéon de virus de simio 40
(SV40). El casete de expresion se dispuso en la region E1 de Ad5 entre los nucledtidos (nt) 400 y 1.918 del genoma
virico (FIG. 3, Panel A; FIG. 4, Panel A). La disposicion del casete en la regién E1 hace que la replicacion de
vectores Ad5 sea defectuosa. Los plasmidos Ad5 infecciosos de longitud completa se transfectaron en células 293
para generar vectores Ad5 denominados Ad5-mIFNa y Ad5-WEEV.

Se us0 la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para amplificar la totalidad de la region codificante de IFN-a de
raton para asegurar que el gen IFN-a de ratén esta presente en el genoma de ADN virico de Ad5-mIFNa. Después
de la amplificacion, el producto de PCR se separd en gel de agarosa y se visualizd con tinciéon con bromuro de
etidio. La FIG. 3, Panel B muestra que aparece una banda de ADN correspondiente al tamafio (569 pb) del gen IFN-
a de ratén en la reaccion por PCR de Ad5-mIFNa (carril 2). Esta banda se especificé para Ad5-mIFNa debido a que
dicha banda no pudo verse en la reaccion por PCR del vector de control Ad5-EGFP (carril 3). Este resultado
confirma la presencia del gen IFN-a de ratéon en Ad5-mIFNa.
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Habiendo demostrado que el gen IFN-a de ratén estaba presente en el genoma virico de Ad5-mIFNa, los inventores
de la presente invencion quieren conocer después si el IFN-a de ratén podria expresarse en células infectadas con
Ad5-mIFNa. Para hacer esto, se infectaron células 293 con mock o se infectaron con Ad5-EGFP o Ad5-mlIFNa.
Después de 48 h después de la infeccion, los sobrenadantes de cultivo celular se recogieron y se analizaron por
electroforesis en gel de poliacrilamida al 12 % que contenia dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE). Después de la
electroforesis, el gel se tifiié con azul de Coomassie. Como se muestra en la FIG. 3, Panel C, se mostré una banda
que corresponde a la masa molecular de 24 kilodalton (kDa) en el sobrenadante de células 293 infectadas con Ad5-
mIFNa (carril 5, indicado por una flecha negra). La banda de 24 kDa estaba ausente en el sobrenadante de células
infectadas con mock (carril 3) o células 293 infectadas con Ad5-EGFP (carril 4), lo que sugiere que la banda era
especifica de las células infectadas con Ad5-mIFNa.

Se llevo a cabo una inmunotransferencia (Western) para determinar si la banda de proteina de 24 kDa es IFN-a de
raton. Las células 293 estaban infectadas con mock, infectadas con Ad5-EGFP o Ad5-mIFNa. 24 y 48 h después de
la invencion, los sobrenadantes de cultivo celular se recogieron y se sometieron a SDS-PAGE al 12 %. Las proteinas
sometidas a electroforesis se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa y se analizaron con anticuerpos
policlonales de conejo contra IFN-a de raton. La FIG. 3, Panel D muestra que los anticuerpos reconocieron una
banda de proteina ancha con la masa molecular de aproximadamente 24 kDa en sobrenadantes recogidos a partir
de células 293 después de 24 h (carril 7) y 48 h (carril 8) de la infeccién con Ad5-mIFNa. No se detectd dicha banda
de proteina en células 293 infectadas con mock (carriles 3 y 6) o infectadas con Ad5-EGFP (carriles 4 y 5). Estos
resultados confirmaron que la banda de proteina de 24 kDa de células infectadas con Ad5-mIFNa es IFN-a de ratén
y la masa molecular era consecuente con los hallazgos previos (van Pesch y col., 2004). La masa molecular del IFN-
a de raton expresado a partir de células infectadas con Ad5-mIFNa (carriles 7 y 8) es superior (24 kDa) a la del IFN-
a de raton expresado en E. coli (carril 2; 19 kDa). Como se ha informado previamente (van Pesch y col., 2004), la
masa molecular superior del IFN-a de raton expresada a partir de células de mamifero es debida a la glicosilacién
del proteina, que estd ausente en el sistema de expresion de E. coli. En resumen, los inventores de la presente
invencion demostraron que el gen IFN-a de ratén se insertd en el genoma de Ad5 y el IFN-a de ratén se produjo a
partir de células infectadas con Ad5-mIFNa.

La presencia del gen que codifica las proteinas de la envoltura de la cepa 71V-1658 de WEEV en Ad5-WEEV
también se verifico por PCR. La totalidad de la region codificante de la proteina de la envoltura E3-E2-6K-E1 se
purifico y el producto de PCR se separé en gel de agarosa y se visualizé con tincién por bromuro de etidio. La FIG.
4, Panel B muestra que aparece una banda de ADN que corresponde al tamafio (2,9 kb) de la totalidad de la region
codificante E3-E2-6K-E1 en la reaccion por PCR de Ad5-WEEV (carril 2), lo que indica la presencia del gen E3-E2-
6K-E1 en el genoma de Ad5-WEEV.

Se us6 inmunotransferencia (Western) para confirmar la expresion de las proteinas de la envoltura a partir de Ad5-
WEEV. Se infectaron 293 células con mock, o se infectaron con Ad5-EGFP o con Ad5-WEEV. 24 y 48 h después de
la invencion, los lisados de células se recogieron y se sometieron a SDS-PAGE al 10 %. Las proteinas sometidas a
electroforesis se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa y se analizaron, respectivamente, con mAb 11D2
especifico dela proteina de la envoltura E1 de WEEV y mAb 3F3 especifico de la proteina de la envoltura E2 (Long y
col.,, 2000b): Se hizo reaccionar mAb 11D2 con una banda de proteina con una masa molecular de
aproximadamente 47 kDa en las células infectadas con Ad5-WEEV (FIG. 4, Panel C, carril 4). De forma similar, se
hizo reaccionar mAb 3F3 con una banda de proteina con una masa molecular de aproximadamente 47 kDa en los
lisados de células recogidos a partir de células infectadas con Ad5-WEEV (FIG. 4, Panel C, carril 8). Ninguna de
dichas bandas de proteinas se mostr6 en células 293 infectadas con mock (FIG. 4, Panel C, carriles 2 y 6) 0
infectadas con Ad5-EGFP (FIG. 4, Panel C, carriles 3y 7). La banda de proteina de 47 kDa detectada con 11D2 o
3F3 es consecuente con la masa molecular de la proteina de la envoltura E1 o E2 de la cepa de WEEV 71V-1658
(Das y col., 2004; Long y col., 2000b).

Para determinar si Ad5-WEEV puede inducir respuestas inmunitarias en animales, los inventores de la presente
invencion examinaron anticuerpos de neutralizacion contra WEEV en sueros recogidos de los ratones inmunizados
con Ad5-WEEYV. Se inyect6 a cada raton de un grupo de 6 ratones por via intramuscular (IM) 10’ ufp de Ad5-WEEV
y recibieron un refuerzo 4 semanas después de la misma dosis de Ad5-WEEV. Como controles, se administré a 3
grupos de ratones que contenian cada uno 6 ratones PBS, una vacuna de WEEV muerta (Bartelloni y col., 1971) o
Ad5-EGFP. Los sueros de ratones sin tratamiento y de ratones 11 dias después de cada inoculacién se recogieron y
se detectaron anticuerpos de neutralizacion contra WEEV en sueros agrupados de cada grupo mediante un ensayo
de neutralizacion por reduccion de placas (PRN). Los ratones que recibieron Ad5-WEEV desarrollaron los
anticuerpos de neutralizacion de WEEV a unas valoraciones de 1:20 después de la primera inyeccion. Después de
los refuerzos, las valoraciones de los anticuerpos de neutralizacion se incrementaron 8 veces (1:160). No se detecto
ningun anticuerpo de neutralizacion de WEEV en los sueros de los ratones a los que se inoculé PBS, la vacuna de
WEEV muerta o Ad5-EGFP. Estos resultados demostraron que la respuesta inmunitaria humoral se indujo después
de una inyeccion de dosis Unica de Ad5-WEEV y la respuesta pudo potenciarse después del refuerzo.

Los investigadores de la presente invencién determinaron en siguiente lugar si la coadministracién de los vectores
Ad que expresan IFN-a de ratdn y las proteinas de la envoltura de WEEV podrian proteger ratones de la infeccion
por WEEV después de la exposicion al virus. En primer lugar los ratones se provocaron por via intranasal (IN) con
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1,5 x 10° ufp de la cepa Fleming de WEEV. A las 6 h después de la exposicién al virus, se administraron a los
ratones 10’ ufp de Ad5-WEEYV solo, 0 10’ ufp de Ad5-mIFNa solo, o 10" ufp de Ad5-WEEV y 10 ufp de Ad5-mIFNa.
Como controles, se inyectd6 a dos grupos de ratones PBS o Ad5-EGFP. Para los ratones expuestos a la cepa
Fleming de WEEV y a los que se inoculé subsiguientemente tanto Ad5-WEEV como Ad5-mIFNa, 7 de 8 ratones
sobrevivieron (FIG. 5, Panel A). Tres de los ratones en este grupo mostraron signos de infeccién el dia 6, 7 y 8
después de la exposicion (FIG. 5, Panel C); sin embargo, el dia 9, todos los ratones excepto uno se recuperaron
completamente. En el grupo al que se inoculé Ad5-mIFNa, 4 de 8 ratones mostraron signos de infeccién el dia 7
después de la exposicion y no se recuperaron nunca (FIG. 5, Panel C). Tres de estos 4 ratones enfermos murieron
el dia 11, 13 y 14 después de la exposicion (FIG. 5, Panel A). Por el contrario, 7 de 8 ratones a los que se inocul6
Ad5-WEEV estaban muertos solo el dia 4 después de la exposicién (FIG. 5, Panel A). De forma similar, todos los
ratones de grupos de control a los que se administr6 PBS o Ad5-EGFP estaban muertos el dia 4 (FIG. 5, Panel A).
Los ratones de grupos de control enfermaron el dia 3 después de la exposicion al virus y murieron el dia 4 (FIG. 5,
Panel B). El rapido progreso de la infeccion de la cepa de WEEV Fleming en los grupos de control fue consecuente
con nuestras observaciones previas (Nagata y col., 2006). Por lo tanto, una inyeccion de dosis Unica de vectores Ad
que expresan IFN-a de ratén y vectores Ad que expresan las proteinas de la envoltura de WEEV protegieron a
aproximadamente el 90 % de los ratones de encefalitis después de la exposicion a una dosis mortal de WEEV. Por
el contrario, una inyeccion de dosis Gnica de vectores Ad que expresan IFN-a de ratén protegieron a solo el 60 % de
los ratones de la enfermedad mientras que la administracion de vectores Ad que expresan las proteinas de la
envoltura de WEEV no proporciond ninguna proteccién. Por lo tanto, estos datos demuestran que se requiere la
coadministracion de vectores Ad para lograr proteccion.

Para determinar si la administracion de los vectores Ad que expresan IFN-a de ratdén podria proteger ratones de la
infeccion por WEEV antes de la exposicion al virus, se inyect6 a los ratones, en primer lugar, IM o IN, 10’ ufp de
Ad5-mIFNa y se expusieron por via intranasal (IN) 48 h después a 1,5 x 10° ufp de la cepa 71V-1658 de WEEV.
Como controles, se inyecté a grupos de ratones PBS o Ad5-EGFP. Los ratones a los que se inyectd IM o IN Ad5-
mIFNa sobrevivieron todos (FIG. 6, Panel A). Por el contrario, menos del 50 % de ratones de los grupos de control
de PBS y menos del 25 % de ratones en el control de Ad5-EGFP sobrevivieron. Ademas, los inventores de la
presente invencién encontraron que la proteccion completa se obtuvo en ratones a los que se administré Ad5-mIFNa
y se expusieron 1 semana después a la cepa 71V-1658 de WEEV (no se muestran datos). La proteccion rapida
antes de la exposicion también se logré en ratones inmunizados con Ad5-WEEV (FIG. 6, Panel B). A estos ratones
se les in3yecté IM en primer lugar 10’ ufp de Ad5-WEEYV y se expusieron por via intranasal (IN) 1 semana después a
1,5 x 10° ufp de la cepa 71V-1658 de WEEV. Como controles, se inyectd a grupos de ratones PBS o Ad5-EGFP. Los
ratones inmunizados con Ad5-WEEV estuvieron todos protegidos. Por el contrario, casi todos los ratones de los
grupos de control estaban muertos el dia 14 después de la exposicion (FIG. 6, Panel B). De forma no sorprendente,
los ratones a los que se inyect6 tanto Ad5-WEEV como Ad5-mIFN-a estuvieron también completamente protegidos
de la exposicion mortal al WEEV dentro de un periodo de 1 semana después de la inyeccién (no se muestran datos).
Adicionalmente, se observé que la inmunizacion de ratones con Ad5-WEEV una semana antes de la exposicion es
suficiente para proteger ratones contra infecciones causadas por cepas diferentes de WEEV (la FIG. 7 muestra tres
cepas, a saber, 71V-1658, CBA87 y Fleming). Este resultado sugiere que Ad5-WEEYV es capaz de inducir inmunidad
protectora cruzada frente a diferentes especies de WEEV.

Los ejemplos siguientes tienen como objetivo describir adicionalmente la invenciéon y no se pretende que limiten al
ambito de la invencién tal como se define en las reivindicaciones.

Ejemplo 1 — Células y virus

Se adquirieron tanto células 293 como Vero de la Coleccion Estadounidense de Cultivos Tipo (ATCC, Manassas,
VA, Estados Unidos; nimero de catalogo para células 293: CRL-1573; niumero de catalogo para células Vero: CCL-
81). Se usaron las células 293 para generar, propagar y valorar los vectores Ad descritos en la presente invencion.
Se usaron las células Vero para la preparacion de soluciones madre de WEEV vy la deteccion de anticuerpos de
neutralizacion de WEEV. Tanto las células 293 como las células Vero se cultivaron en medio Eagle modificado de
Dulbecco (D-MEM con alta concentraciéon de glucosa, L-glutamina; Invitrogen/GIBCO, Burlington, ON, Canada) se
suplementaron con suero de bovino fetal al 10 % (FBS; HyClone, Mississauga, ON, Canadd), piruvato de sodio 1
mM (Invitrogen/GIBCO) y antibiéticos-antimicéticos (Invitrogen/GIBCO). Para propagar las células, se uso tripsina-
EDTA (tripsina al 0,05 %, EDTA-4Na; Invitrogen/GIBCO) para separar células adherentes del matraz. La suspension
de células individuales se diluy6 a una relacion 1:5 con medio nuevo y se sembré en matraces nuevos. Ademas, se
establecio un banco de células de células 293 congelando un paso temprano (paso 4) de células a 1 x 10° células/ml
en D-MEM que contenia FBS al 40 %, dimetilsulfoxido (DMSO) al 10 %, piruvato de sodio al 1 mM y antibidticos-
antimicéticos. Se usaron células 293 dentro de 30 pasos.

La cepa 71V-1658 de WEEV contenida en suspension de cerebro de raton lactante al 10 % se proveyo por parte de
Nick Karabatsos (CDC, Fort Collins, CO). Las cepas CBA87 se proporcionaron amablemente por Dr George Ludwig
(Instituto de Investigacion Médica sobre Enfermedades Infecciosas del Ejército de los Estados Unidos, Frederick,
MD, Estados Unidos). La cepa Fleming se adquiri6 de ATCC. Las soluciones madre de gérmenes de WEEV se
fabricaron mediante la inoculacién de células Vero con la suspension de cerebro de ratén a una multiplicidad de
infeccion (MOI) inferior a 0,1. El sobrenadante de las células infectadas se recogio, se dividio en partes alicuotas y
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se almacenoé a -70 °C para su uso posterior en estudios de exposicién en animales y el ensayo de neutralizacién por
reduccion de placas. Todos los experimentos con WEEV se realizaron en el laboratorio en contenedor al nivel
biolégico 3 en Investigacién y Desarrollo para la Defensa de Canada (DRDC) en Suffield de acuerdo con las
directrices del Ministerio de la Salud de Canada y la Agencia de Inspeccion Alimentaria de Canada. El vector Ad
Ad5-EGFP que expresa EGFP se fabric6 previamente y se us6 como control.

Ejemplo 2 — Clonacién del gen IFN-a en el genoma de Ad5 y generacion de Ad5-mIFNa

Se construy6 el plasmido pAd5-mIFNa y se usé para generar vectores Ad5 que expresan IFN-a de ratén. El
plasmido se fabricé mediante las etapas siguientes (FIG. 1). En primer lugar, el pldsmido pORF-mIFNa (InvivoGen,
San Diego, CA, Estados Unidos), que contenia IFN-a de ratdn codificante del gen, se digiri6 con enzimas de
restriccion SnaBl y Nhel. Después de la electroforesis de la muestra de ADN digerida en un gel de agarosa al 0,8 %,
el fragmento de ADN de 736 pares de bases (pb) que contenia el gen IFNa se escindié del gel y se purific6 mediante
el kit de extraccién del gel QIAquick (QIAGEN, Mississauga, ON, Canada). El fragmento de ADN purificado se clon6
después en los sitios SnaBI-Nhel del vector plasmido pCl (Promega, Madison, W1, Estados Unidos) proporcionando
el plasmido pCl-mIFNa. Un fragmento de Pvull-Xhol se aisl6é a partir de pCI-mIFNa y se ligd en el vector plasmido
pVAX1 tratado con EcoRV-Xhol (Invitrogen, Carlsbad, CA, Estados Unidos). El plasmido resultante, pVAX1-mIFNa,
se cortd con Hindlll y Xbal y se clond en los sitios compatibles del plasmido pShuttle-CMV (Qbiogene, Carlsbad, CA,
Estados Unidos), generando el plasmido de transferencia pSCMV-mIFNa. Finalmente, el plasmido pSCMV-mIFNa
digerido con Pmel se mezclé con el plasmido pAdEasy-1 (Qbiogene), que contenia un genoma Ad5 de longitud
completa con deleciones en las regiones E1 y E3 y se cotransformd en la cepa de E. coli BJ5183 (Qbiogene) para
producir el plasmido pAd5-mIFNa.

Para la generacion de Ad5-mIFNa, 40 ug de ADN de plasmido de pAd5-mIFNa, purificado con el kit QIAGEN
Plasmid Maxi (QIAGEN), se digirié con la enzima de restriccion Pacl y se purific6 mediante precipitacion en etanol.
Después, 8 pg del ADN digerido se incubaron con 60 pl de lipofectamina 2000 (Invitrogen) a temperatura ambiente
durante 20 min. Los complejos ADN-lipofectamina 2000 se afiadieron gota a gota a células 293 sembradas en
matraces T25 (Corning Inc., Coming, NY, Estados Unidos). El Ad5-mIFNa se generé mediante incubacion de los
matraces a 37 °C en una incubadora con CO,. Después de la aparicion del efecto citopatico (CPE) que se definié
por hinchamiento o contraccion de células, la formacién de células gigantes multinucleares (sincitios) y la
disgregacion de la monocapa de células, el Ad5-mIFNa se recogio y se liberd de las células mediante tres ciclos de
congelacién y descongelacion en un total de 1 ml de D-MEM suplementado con suero de bovino fetal (FBS) definido
al 2 %, piruvato de sodio 1 mM y antibidticos-antimicéticos. Los lisados de células que contenian Ad5-mIFNa se
almacenaron a -70 °C.

Para propagar Ad5-mIFNa, se sembraron células 293 en cinco matraces T150 (Coming Inc.) y a cada matraz se
inoculé 100 pl de lisado de célula que contenia Ad5-mIFNa diluido en un total de 5 ml de D-MEM suplementado con
FBS definido al 2 %, piruvato de sodio 1 mM y antibiéticos-antimicéticos. Después de 1 h de incubacién a 37 °C, se
afadieron 15 ml extra de D-MEM a cada matraz. Tanto el medio de cultivo celular como las células infectadas se
recogieron cuando aparecié un CPE completo en células infectadas. EI Ad5-mIFNa se purificdé mediante el kit de
purificion de Adeno-X virus BD (BD Biosciences) segun las instrucciones del fabricante o se purificd6 mediante
centrifugacién con gradiente doble de cloruro de cesio (CsCl). El Ad5-mIFNa purificado se dividié en partes alicuotas
y se almacend a -70 °C.

Las valoraciones del Ad5-mIFNa purificado se determinaron mediante el ensayo de dosis infecciosa en cultivo de
tejido 50 (TCIDsg) en células 293. Para determinar las valoraciones de Ad5-mIFNa, células 293 en D-MEM
suplementadas con suero de bovino fetal definido al 2 %, piruvato de sodio 1 mM y antibi6ticos-antimicéticos se
sembraron en placas de fondo plano de 96 pocillos Linbro (Flow Laboratories, Inc., McLean, Virginia, Estados
Unidos) a una concentracion de 10* células por pocillo. Se realizé una serie de diluciones de 10 veces del Ad5-
mIFNa purificado y se dispensaron a cada pocillo 100 ul de los virus diluidos. La placa se incub6 a 37 °C durante 10
dias en una incubadora con CO». El nimero de pocillos que mostré6 CPE se conto y se calculd la proporcién de
pocillos CPE por fila. Se determiné la TCIDso usando la formula siguiente: T = 10"9S0 ), d = Log10 de la dilucién, S
= la suma de proporciones en cada pocillo. Las valoraciones finales se convirtieron en ufp/ml multiplicando las
valoraciones de TCIDsg por 0,7.

Se uso6 la PCR para verificar la presencia del gen IFNa de ratdn en el genoma virico de Ad5-mIFNa. Para realizar
esto, se extrajo ADN virico de Ad5-mIFNa purificado usando los kits DNeasy Tissue (QIAGEN) segun las
instrucciones del fabricante. Brevemente, un total de 200 pl de virus purificados, que contenian aproximadamente
10’ ufp de Ad5-mIFNa, se mezcl6 con 20 pl de proteinasa K y 200 pl de tamp6én AL. Después de la incubacion a 56
°C durante 10 min, la muestra se mezcl6 con 200 pl de etanol puro y se cargé en una columna giratoria DNeasy. La
columna se lavé secuencialmente con tampon AW1y AW2 y el ADN de Ad5-mIFNa se eluy6 de la columna con 100
H| de H,0.

El ADN de Ad5-mIFNa purificado se usdé como una plantilla para PCR. Los cebadores fueron el cebador en sentido
directo JQW7 (5'-GGC TAG GCT CTG TGC TTT CC-3') y el cebador en sentido inverso JQW8 (5'-TCA CTC CTC
CTT GCT CAA TC-3'). Estos cebadores se disefiaron en base a la secuencia de ADN de Ad5-mIFNa y se
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sintetizaron por parte de Integrated DNA Technologies, Inc., Coralville, 1A, Estados Unidos. La PCR se realizé
mediante ADN polimerasa de PfuTurbo (Stratagene, La Jolla, CA, Estados Unidos) con 2 min de desnaturalizacion
inicial a 95 °C, 30 ciclos de 30 s de desnaturalizacion a 94 °C, 30 s de alineamiento a 55 °C y 1 min de extensién a
70 °C. Se llevé a cabo una extension final de 7 a 72 °C después de 30 ciclos de amplificacion. Como control
negativo se amplificd por PCR ADN virico de Ad5-EGFP usando los mismos cebadores. Los productos de la PCR se
separaron mediante gel de agarosa al 0,8 % y se visualizaron mediante tincion con bromuro de etidio.

Ejemplo 3 — Deteccion de IFN-a de raton expresado por Ad5-mIFNa

Se llevé a cabo SDS-PAGE usando el sistema de gel NUPAGE Gel System (Invitrogen) para detectar IFN-a de ratén
expresado por Ad5-mIFNa. Para preparar muestras para el SDS-PAGE, células 293 confluentes sembradas en
placas de 6 pocillos se infectaron con Ad5-EGFP purificado o Ad5-mIFNa purificado a una MOI de 1 en un total de 1
ml de D-MEM suplementado con FBS definido al 2 %, piruvato de sodio 1 mM y antibiéticos-antimicéticos. Se
incluyeron células 293 no infectadas como control negativo. A 48 h después de la infeccién, se recogieron
sobrenadantes (total de 2 ml) de células infectadas y se concentraron a 250 pl usando dispositivos de filtrado por
centrifugaciéon Amicon Ultra-15 (PL-10, 10,000 NMWL MILLIPORE). Un total de 30 ul de los sobrenadantes
concentrados se mezcld con 10 pl de tampon de muestra NUPAGE LDS (Invitrogen) que contenia el 5 % (V/V) de B-
mercaptoetanol. La muestra se sometid a ebullicion durante 5 min, se carg6 en gel Bis Tris NUPAGE Novex al 12 %
junto con patrén de proteina multicoloreado MultiMark (Invitrogen) y se sometio a electroforesis a 200 V durante 1 h
en tampon de proceso NUPAGE MOPS SDS. Las proteinas sometidas a electroforesis se visualizaron tifiendo con
SimplyBlue SafeStain (Invitrogen).

El IFN-a de raton expresado por Ad5-mIFNa se confirmd posteriormente mediante inmunotransferencia (Western),
que se llevé a cabo mediante el sistema de gel NUPAGE vy el kit Western Breeze de Invitrogen. Para hacer esto,
células 293 confluentes sembradas en placas de 6 pocillos se infectaron con Ad5-EGFP purificado o Ad5-mIFNa
purificado a una MOI de 1 en un total de 500 pl de D-MEM suplementado con FBS definido al 2 %, piruvato de sodio
1 mM vy antibidticos-antimicéticos. Se incluyeron células 293 no infectadas como control negativo. A 24 y 48 h
después de la infeccion, se recogi6é el medio (total de 500 pl) de cada pocillo. Un total de 22,5 pl del medio recogido
se mezclé6 con 7,5 pl de tampon de muestra NUPAGE LDS (Invitrogen) que contenia el 5 % (V/V) de B-
mercaptoetanol. Como control positivo se mezclaron 10 pl de IFN-a de ratédn recombinante purificado, expresado a
partir de E. coli (Calbiochem, Mississauga, Ontario, Canadd) también con tamp6n de muestra. Las muestras se
sometieron a ebullicion durante 5 min, se cargaron en gel Bis Tris NUPAGE Novex al 12 % junto con patron de
proteina multicoloreado MultiMark (Invitrogen) y se sometieron a electroforesis a 200 V durante 1 h en tamp6n de
proceso NUPAGE MOPS SDS. Las proteinas sometidas a electroforesis se transfirieron a una membrana de
nitrocelulosa (Towbin, Staehelin y Gordon, 1979) a 30 V durante 2 h en tampén de transferencia NUPAGE
suplementado con metanol al 10 % (V/V) usando un modulo XCell Il Blot Module (Invitrogen). La membrana de
nitrocelulosa se bloque6 con solucién de bloqueo y después se incubaron a temperatura ambiente durante 1,5 h con
anticuerpos policlonales IFNa de conejo (Calbiochem) diluido 1:500 en soluciéon de bloqueo. La nitrocelulosa se
enjuagod cuatro veces con tampon de lavado de anticuerpo y se incubé durante 30 min con anticuerpos conjugados
con fosfatasa alcalina de cabra anticonejo (Invitrogen). Las bandas de proteina se visualizaron mediante sustrato en
fosfatasa alcalina de fosfato de 5-bromo-4-cloro-3-indolilo (BCIP) y nitro azul tetrazolio (NBT) (Invitrogen).

Ejemplo 4 — Clonacién del gen de proteina de la envoltura E3-E2-6K-E1 de la cepa de WEEV 71V-1658 en
genoma de Ad5y generacion de Ad5-WEEV

El gen que codifica las proteinas de la envoltura de la cepa 71V-1658 de WEEV se ensambl6 en tres etapas (FIG.
2). En primer lugar, el gen que codifica la proteina de la envoltura E3-E2 se aisldé por PCR. Para realizar esto, el
pldsmido pVHX-6 (Nagata y col., 2005) se usd como plantilla. Los cebadores para la PCR fueron el cebador en
sentido directo JQW3 (5'-CAC CAT GTC ACT AGT TAC AGC GCT ATG CGT GC- 3') y el cebador en sentido
inverso JQW5 (5' -TCA CTA AGC GTT GGT TGG CCG AAT GC- 3'). Estos dos cebadores se disefiaron en base a la
secuencia de GenBank de 71V-1658 (niumero de acceso NC_003908, nt 8250-9698; Netolitzky y col., 2000). Un
codon inicial ATG (subrayado) se incorpor6 al cebador en sentido directo (JQW3) y los codones de detencién
TCACAT (subrayados) se construyeron en el cebador en sentido inverso (JQW5). Ademas, se afiadieron cuatro
nucleétidos CACC (negrita) al extremo 5' del cebador en sentido directo JQW3 antes del codén de inicio ATG para
facilitar la clonacion direccional del fragmento de PCR en el vector TOPO. La PCR se realiz6 usando ADN
polimerasa de PfuTurbo (Stratagene, La Jolla, CA, Estados Unidos) con 2 min de desnaturalizacion inicial a 95 °C,
25 ciclos de 30 s de desnaturalizacion a 94 °C, 30 s de alineamiento a 55 °C, asi como 1 min de extension a 70 °C.
La extension durante 7 min a 72 °C se afadié como etapa final. El fragmento de 1,4 kb de PCR se separ6 mediante
gel de agarosa al 0,8 % y se purificd mediante el kit de extraccion de gel QIAquick (QIAGEN, Mississauga, ON,
Canadd). El fragmento de PCR purificado se clon6 en un vector plasmido linearizado pcDNA3.1D/V5-His-TOPO
(Invitrogen, Burlington, ON, Canadd) para producir plasmido pcD3-WEE-E3-E2. La secuencia de ADN que codifica
E3-E2 se verific6 mediante secuenciacion de ADN con el sistema de andlisis genético CEQ8000 (Beckman Coulter
INC., Fullerton, CA, Estados Unidos).

En la segunda etapa del ensamblaje, un fragmento de 1,6 kb de EcoRI-EcoRV, que contenia la secuencia de ADN
que codifica la mitad N-terminal de la proteina 6K-E1, se aisl6 del plasmido pVHX-6. El fragmento de ADN se clon6
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en el plasmido pcD3-WEE-E3-E2 usando sitios de restricciobn compatibles. El plasmido resultante se denominé
pcD3-EE157.

En la etapa final del ensamblaje del gen que codifica las proteinas de la envoltura de la cepa 71V-1658, el plasmido
pVHX-6 se digiri6 con enzimas de restriccion Xhol y Xbal y se aislé un fragmento de ADN de 1,5 kb que codifica la
mitad C-terminal de la proteina 6K-E1. Este fragmento de ADN se cloné después en los sitios Xhol-Xbal de plasmido
pcD3-EE157 para generar pcD3-WEE-E3-E2-6K-E1 que contiene el gen que codifica la totalidad de la poliproteina
E3-E2-6K-E1 de 71V-1658.

Para insertar el gen que codifica la E3-E2-6K-E1 de la cepa de WEEV 71V-1658 en el genoma de Ad5, se fabricé un
plasmido de transferencia mediante ligado del fragmento de 3,3 kb de HindllI-Xbal aislado de pcD3-WEE-E3-E2-6K-
E1l en los sitios Hindlll-Xbal del vector plasmido pShuttle-CMV (Qbiogene, Carlsbad, CA, Estados Unidos). El
plasmido resultante, pSCMV-WEE-E3-E2-6K-E1, se linearizé con la enzima de restriccion Pmel y se cotranformo
con el plasmido pAdEasy-1 (Qbiogene) en la cepa de E. coli BJ5183 (Qbiogene) para generar pAd5-WEE-E3-E2-6K-
E1l. La generacion, la amplificacion, la purificacion y la valoracion de Ad5-WEEV se realizaron en procedimientos
similares descritos en el ejemplo 2.

Para confirmar la presencia del gen que codifica E3-E2-6K-E1 en Ad5-WEEYV, se us6 la PCR para amplificar el gen
E3-E2-6K-E1 a partir de ADN de Ad5-WEEYV a partir de Ad5-WEEYV purificado. Los cebadores usados para la PCR
fueron el cebador en sentido directo S1 (5-ACC ACG ACC ATG ACA TCA AG-3') y el cebador en sentido inverso
JQW4 (5'-CCG CGC TCA GTC ATC TAC GTG TG-3'). Los cebadores se sintetizaron mediante Integrated DNA
Technologies, Inc. (Coralville, 1A, Estados Unidos). La PCR se realiz6 mediante ADN polimerasa de HotStarTaq
(Qiagene, Mississauga, Ontario, Canada) con una etapa de activacion inicial de 15 min a 95 °C, 30 ciclos de 1 min
de desnaturalizacion a 94 °C, 1 min de alineacion a 55 °C y 2 min de extension a 72 °C. Se llevd a cabo una
extension final de 10 min a 72 °C después de 30 ciclos de amplificacion. El fragmento de ADN obtenido por PCR se
visualizd mediante tincién con bromuro de etidio después de electroforesis en gel de agarosa al 0,8 %.

Ejemplo 5 — Deteccion de proteinas de la envoltura E1 y E2 expresadas por Ad5-WEEV

La expresion de proteinas de la envoltura E1 y E2 por Ad5-WEEV se detecté mediante inmunotransferencia
(Western) usando el sistema de gel NUPAGE y el kit Western Breeze de Invitrogen descrito en el ejemplo 3. Se
infectaron células 293 cultivadas en matraces T25 con Ad5-WEEYV purificado a una MOI de 1 en un total de 1 ml de
D-MEM suplementado con FBS definido al 2 %, piruvato de sodio 1 mM y antibiéticos-antimicoticos. Se incluyeron
células 293 infectadas con Mock y con Ad5-EGFP como controles negativos. A 24 h después de la infeccion, los
aglomerados celulares de cada matraz infectado se recogieron y se resuspendieron en 400 pl de tampon de muestra
1X NuPAGE LDS que contenia el 5 % (V/V) de B-mercaptoetanol. Las muestras se sometieron a ebullicion durante 5
min y se cargaron en gel Bis-Tris NUPAGE al 10 % junto con patron de proteina multicoloreado MultiMark
(Invitrogen). Las muestras de proteina se sometieron a electroforesis a 200 V durante 1 h en tampdn de proceso
NuPAGE MOPS SDS. Las proteinas sometidas a electroforesis se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa a
30 V durante 2 h en tamp6n de transferencia NUPAGE suplementado con metanol al 10 % (V/V) usando un modulo
XCell 1l Blot Module (Invitrogen). La membrana de nitrocelulosa se bloqued con solucién de bloqueo y después se
incubé con mAb 3F3 o mAb 11D2 a temperatura ambiente durante 1,5 h. El 3F3 y el 11D2 se produjeron
previamente en nuestro laboratorio (Long y col., 2000b). Se obtuvo 3F3 frente a E2 de la cepa B11 de WEEV y se
obtuvo 11D2 frente a E1 de B11. Estos mAb también reaccionan de forma cruzada con la E2 y la E1 de la cepa 71V-
1658 de WEEV. La nitrocelulosa se enjuagé cuatro veces con tampon de lavado de anticuerpo y se incub6 durante
30 min con anticuerpos conjugados con fosfatasa alcalina de cabra antirraton (Invitrogen). Las bandas de proteina
se visualizaron usando sustrato BCIP/NBT para fosfatasa alcalina (Invitrogen).

Ejemplo 6 — Deteccidn de anticuerpos de neutralizacion de WEEV después de la administracion de ratones
con Ad5-WEEV

Se obtuvieron ratones BALB/c hembra (17-20 g) de la colonia de cria de DRDC-Suffield con las parejas de cria
originales adquiridas de Charles River Canada (St. Constant, Quebec). El uso de los ratones se revisé y aprob6 por
El Comité de Cuidado de Animales de DRDC-Suffield y se siguieron las directrices del Concilio para el Cuidado de
Animales Canadiense para el cuidado y los manejos de los ratones. Se dividieron veinticuatro ratones en 4 grupos
de 6 ratones cada uno. A cada raton se inyectd por via intramuscular (IM) un total de 100 ul de preparaciones de
vacuna en el masculo de la pantorrilla (50 pul en cada lado). Se diluyeron vectores Ad5 purificados con PBS. Se
inmuniz6 cada raton de un grupo de 1 de ratones con 10’ ufp de Ad5-WEEYV Yy recibieron un refuerzo 4 semanas
después de la misma dosis de Ad5-WEEV. Como controles, se inyect6 a cada ratdn del grupo 2 de ratones 10’ ufp
de Ad5-EGFP y recibieron un refuerzo 4 semanas después de la misma dosis de Ad5-EGFP. Los ratones del grupo
3 se inmunizaron 3 veces (2 semanas después) con una vacuna de WEE muertos (Bartelloni y col., 1971). Se
inyecté a cada ratén del grupo 4 100 pl de PBS. Se recogié sangre de la vena de la cola 1 semana antes de la
inyeccion y 11 dias después de la primera inyeccién y de la de refuerzo y se recogioé en tubos de separacion de
suero (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, Estados Unidos). Se obtuvieron sueros por centrifugacion a 3.300 x g
durante 2 min y se almacenaron a -20 °C.
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Los sueros recogidos de los ratones se analizaron para determinar la presencia de los anticuerpos de neutralizacién
contra la cepa 71V-1658 mediante el ensayo de neutralizacion por reduccién de placas (PRN). Los sueros
agrupados de cada grupo se inactivaron por calor a 56 °C durante 30 min. Los sueros diluidos dos veces se
mezclaron con 71V-1658 y se incubaron a temperatura ambiente durante 45 min, seguido por la inoculacién de la
mezcla en células Vero sembradas en placas de 6 pocillos. Las valoraciones de neutralizacién se comunicaron como
valores reciprocos de la diluciéon de suero mas elevada que dio como resultado una reduccion del 50 % en el nimero
de palcas (PRNso) con respecto a las células Vero de control que se infectaron con 71V-1658 solo.

Ejemplo 7 — Proteccion rapida después de la exposicién de ratones frente a la infeccion por WEE V después
de la coadministracion de Ad5-mIFNa y Ad5-WEEV

Se dividieron cuarenta ratones BALB/c hembra (17-20 g) en 5 grupos de 8 ratones cada uno. Todos los ratones se
provocaron en primer lugar con la cepa Fleming de WEEV mediante inoculacion por via intranasal (IN). Para hacer
esto, los ratones se anestesiaron con pentobarbital sédico (50 mg/kg de peso corporal, por via intraperitoneal).
Cuando los animales estuvieron inconscientes, se cogieron cuidadosamente con las manos con la cara hacia arriba
y se aplicé un total de 1,5 x 10° ufp del virus diluido en 50 pl de PBS cuidadosamente con una micropipeta en las
fosas nasales. El volumen aplicado se inhalé de forma natural en los pulmones.

A 6 h después de la provocacion con Fleming, se inyect6 IM a cada raton en el misculo de la pantorrilla con un total
de 50 pl de vectores Ad5 purificados diluidos en PBS. Se administré a cada uno de los ratones del grupo | 10’ ufp de
Ad5-EGFP. Se administré a cada uno de los ratones del grupo 2 10’ ufp de Ad5-mIFNa. Se administré a cada uno
de los ratones del grupo 3 10’ ufp de Ad5-WEEV. Se administr6 a cada uno de los ratones del grupo 4 10’ ufp de
Ad5-mIFNa y 10’ ufp de Ad5-WEEV. Como controles, se inyecté a cada uno de los ratones del grupo 5 PBS.
Siguiendo la inyeccion, los ratones se examinaron diariamente durante 14 dias para determinar los signos clinicos
de infeccion. Se uso la escala de clasificacion siguiente para registrar signos clinicos: 0, normal; 1, pelo ligeramente
ondulado, muy activo, ningun signo visible de infeccion; 2, pelo muy ondulado, signos definitivos de infeccién, no
como si estuviera activo, pero ain se mueve bastante; 3, pelo muy ondulado, postura encorvada, movilidad
reducida; y 4, pelo muy ondulado, postura encorvada, poca o nula movilidad, respiracion rapida. Los ratones
clasificados en el punto 4 se consideraron enfermos terminales y se sacrificaron mediante dislocacion cervical segun
las directrices del Concilio de Cuidado de Animales Canadiense.

Ejemplo 8 — Proteccion rapida antes de la exposicion de ratones frente a la infeccion por WEEV después de
la administracion de Ad5-mIFNa o Ad5-WEEV o de ambos

Se dividieron cuarenta ratones BALB/c hembra (17-20 g) en 6 grupos de 8 ratones cada uno. Se inyectd a cada uno
de los ratones de dos grugos por via intramuscular (IM) o intranasal (IN) 10’ ufp de Ad5-mIFN-a. A los grupos de
control se les inyectd 10" ufp de Ad5-EGFP o PBS. A 48 h después de la inyeccién, todos los ratones se
exposuieron a la cepa 71 V-1658 de WEEV mediante inoculacion intranasal (IN) tal como se detalla en el Ejemplo 7.
Siguiendo la exposicién, los ratones se examinaron diariamente durante 14 dias para determinar signos clinicos de
infeccion. En otra serie de experimentos, se dividieron ratones BALB/c en 5 grupos de 8 ratones cada uno. Se
administré a cada ratén de tres grupos de ratones IM 10’ ufp de Ad5-WEEV, o 10’ ufp de Ad5-mIFN-q, o 10’ ufp de
Ad5-WEEV y 10’ ufp de Ad5-mIFN-a. Como controles, se administré a cada ratén de 2 grupos de ratones 10’ ufp de
Ad5-EGFP o PBS. Una semana después de la inyeccion, los ratones se expusieron a la cepa 71V-1658 de WEEV.
Se realiz6 un seguimiento de los signos clinicos de infeccion durante 14 dias siguiendo a la exposicion.

Ejemplo 9 — Proteccidn répida de ratones frente a diferentes cepas de WEEV después de la administracion
de Ad5-WEEV

Se dividieron setenta )4 dos ratones en 9 grupos de 8 ratones cada uno. Se administré a cada uno de los ratones de
los grupos 1, 2 y 3 10" ufp de Ad5-WEEV. Como controles, se administré a cada uno de los grupos 4, 5y 6 10’ ufp
de Ad5-EGFP y a cada uno de los grupos 7, 8 y 9 se administré6 PBS. A una semana después de la inyeccion, los
ratones de los grupos 1, 4 y 7 se expusieron cada uno IN a 1,5 x 10° ufp de 71V-1658. Los grupos 2, 5y 8 se
expusieron cada uno IN con 1,5 x 10° ufp de la cepa Fleming. Cada uno de los grupos 3, 6 y 9 se expuso IN con 1,5
x 10% ufp de la cepa CBA87. Los ratones se examinaron diariamente durante 14 dias para determinar los signos
clinicos de infeccion.

De lo anterior puede observarse que pueden usarse vectores Ad inocuos para la administracion de vacunas o IFN-a
para la proteccion antes de la exposicion y después de la exposicion frente a encefalitis inducidas por alfavirus. Se
demuestra que una inyeccion de dosis Unica de vectores Ad que expresan el gen que codifica IFN-a o las proteinas
de la envoltura de alfavirus 0 ambos podria proteger ratones frente a una exposicion mortal a los virus. La expresion
mediada por el vector Ad de IFN-a puede durar mas de un mes, superando de este modo el problema de una
semivida corta de IFN-a. El IFN-a expresado a partir de vectores Ad aumenta la potencia de IFN-q, y evita la
administracion de mudltiples inyecciones de IFN-a. Ademas, administrando los genes que codifican las proteinas
viricas a las células, los vectores Ad desencadenan una respuesta inmunitaria rapida en animales. Debido a que
este procedimiento imita muy bien la infeccion natural de virus, induce respuestas inmunitarias mejores que cuando
se comparan vacunas convencionales inactivadas o de subunidades de proteinas.
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REIVINDICACIONES

1. Vector virico recombinante que contiene una secuencia de ADN que codifica interferén-alfa para usar en un
procedimiento de protecciéon después de la exposicion de un animal susceptible a la infeccion por alfavirus en el que
se inocula a dicho animal dicho vector virico recombinante en una cantidad eficaz para conferir una respuesta
protectora a dicho animal y en el que se inocula también a dicho animal una vacuna que comprende un vector virico
recombinante que contiene una secuencia de ADN que codifica las proteinas estructurales de alfavirus en una
cantidad eficaz para conferir una respuesta protectora a dicho animal.

2. Vacuna que comprende un vector virico recombinante que contiene tanto una secuencia de ADN que codifica
interferon-alfa y una secuencia de ADN que codifica las proteinas estructurales de alfavirus para usar en un
procedimiento de proteccion después de la exposiciéon de un animal susceptible a la infeccién por alfavirus, en el que
se inocula a dicho animal dicha vacuna en una cantidad eficaz para conferir una respuesta protectora a dicho
animal.

3. Vector virico recombinante segun la reivindicacion 1 para usar en un procedimiento de proteccion después de la
exposicion de un animal susceptible a la infeccién por alfavirus, o vacuna segun la reivindicacion 2 para usar en un
procedimiento de proteccion después de la exposicion de un animal susceptible a la infeccién por alfavirus, en el que
dicho vector virico es un vector de transferencia virica seleccionado del grupo que consiste en vectores viricos
derivados de adenovirus, virus adenoasociados, parvovirus, virus de vacuna, herpesvirus, poxvirus, poliovirus y
retrovirus.

4. Vector virico recombinante segun la reivindicacion 1 o 3, para usar en un procedimiento de proteccion después de
la exposicion de un animal susceptible a la infeccion por alfavirus o vacuna segun la reivindicacién 2 o 3, para usar
en un procedimiento de proteccion después de la exposicion de un animal susceptible a la infeccion por alfavirus
para usar en un procedimiento en el que dicho animal susceptible se selecciona del grupo que consiste en ratones,
equinos y seres humanos.

5. Vector virico recombinante segun cualquiera de las reivindicaciones 1, 3 y 4 para usar en un procedimiento de
proteccidon después de la exposicion de un animal susceptible a la infeccién por alfavirus, o vacuna segun cualquiera
de las reivindicaciones 2, 3 y 4, para usar en un procedimiento de proteccién después de la exposicion de un animal
susceptible a la infeccién por alfavirus en el que dicho alfavirus es el virus de la encefalitis equina de Venezuela
(VEEV), oriental (EEEV) u occidental (WEEV).
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Figura 1
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Figura 2
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Figura 3
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Figura 4
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Figura 5§
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Figura 6
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Figura 7
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