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DESCRIPCIÓN

Estrategia de inmunización para prevenir una infección por H1N1

Antecedentes de la invención

Diversos métodos diferentes han sido propuestos para prevenir una infección por el virus de la gripe, pero la mayoría 
de estos métodos utilizan tecnologías antiguas administradas mediante inyección. Este método puede ser difícil de 5
realizar durante una pandemia en la que se ha interrumpido la atención sanitaria habitual. Una vacuna de 
administración oral que pueda ser distribuida sin personal médico cualificado supondría una ventaja significativa.

Los virus H1N1 pandémicos de 2009 fijan como diana poblaciones celulares diferentes a las de la gripe normal. 
Estos virus infectan las células epiteliales intestinales, además de las células epiteliales del pulmón. Los pacientes 
infectados con H1N1 presentaron diarrea y enfermedad estomacal junto con los síntomas usuales de la gripe.10

La presente invención proporciona una inmunización oral con beneficios sustanciales en la protección contra la 
infección por H1N1. Se genera una fuerte respuesta inmune de la mucosa, incluyendo en el intestino, según se 
demuestra por las fuertes respuestas de anticuerpos IgA contra HA en pellets o gránulos fecales. También se 
muestra que la vacuna oral contra H1N1 protege contra el H1N1 en una prueba de provocación directa in vivo.

El arte previo incluye la patente WO2007100908. El Ejemplo 4 de la misma revela la administración de un vector 15
adenoviral que codifica una proteína A/PR/8/34 HA de la gripe en combinación con un antagonista de poli(I:C) TLR-
3. El Ejemplo 11 de la misma revela un vector adenoviral con un promotor que controla la expresión de HA de la 
cepa del virus de la gripe A/Indo/5/2005 con una secuencia aguas abajo (“downstream”) que codifica un agonista del
TLR-3 de ARN de doble cadena. Este ejemplo también recela un vector adenoviral con un primer promotor que 
controla la expresión de un agonista del TLR-3 de ARN de doble cadena, y un segundo promotor que controla la 20
expresión de HA de la cepa A/Indo/5/2005 del virus de la gripe.

Breve resumen de la invención

La invención proporciona composiciones de respuesta rápida y fácilmente escalables para la vacuna contra cepas 
pandémicas de la gripe H1N1. Tras el aislamiento de la cepa, puede prepararse una vacuna viral basada en genes 
de acuerdo a la invención y someterla a ensayo por seguridad y eficacia en cuestión de semanas.25

La invención proporciona vectores de expresión adenovirales quiméricos para la protección contra el virus H1N1 de 
la gripe, donde dicho vector comprende un casete de expresión que comprende (a) un primer promotor enlazado de 
forma funcional a un ácido nucleico que codifica un agonista del receptor de tipo toll 3 (TLR-3, por sus siglas en 
inglés), en donde el agonista de TLR-3 es un ARN de doble cadena (dsRNA); y (b) un segundo promotor enlazado 
de forma funcional a un ácido nucleico que codifica un polipéptido de hemaglutinina  a partir del virus de la gripe 30
A/CA/04/2009 H1N1. En algunos modos de realización, el dsRNA se selecciona de ARN de horquilla corto (ARNhc), 
dsRNA viral, y ARNip. En algunos modos de realización, la secuencia que codifica el dsRNA comprende una 
secuencia que tiene una identidad sustancial con una secuencia seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID 
NO:1, SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:5, y SEQ ID NO:6 (SEQ ID NOs:1-6). En algunas 
realizaciones, la secuencia que codifica el dsRNA comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste en 35
SEQ ID NOs:1-6.

En algunos aspectos de la revelación descrita en la presente patente, el polipéptido de H1N1 es un antígeno de 
superficie del H1N1 o un fragmento antigénico del mismo. En algunos aspectos de la revelación descritos en la 
presente patente, el polipéptido se selecciona del grupo que consiste en HA, NA, MP, y NP, y fragmentos 
antigénicos del mismo. El virus de la gripe H1N1 es de la cepa A/CA/04/2009.40

En algunos modos de realización, el primer promotor y el segundo promotor es el mismo. En algunas realizaciones, 
el primer promotor y el segundo promotor son diferentes. El promotor puede ser constitutivo o inducible, y puede ser 
un promotor génico mamífero o viral, por ejemplo, CMV o SV40.

En algunos modos de realización descritos en la presente patente, el vector de expresión viral es sustancialmente 
idéntico a la SEQ ID NO:7, por ejemplo, con al menos un 90,92, 95, 96, 98, o 99% de identidad con la SEQ ID NO:7, 45
o con el casete de expresión de la SEQ ID NO:7 (posiciones de nucleótidos 603 a 4194). En algunos modos de 
realización descritos en la presente patente, el vector de expresión viral comprende la SEQ ID NO:7 o el casete de 
expresión de la SEQ ID NO:7. En algunos aspectos de la revelación descrita en la presente patente, el vector de 
expresión viral es sustancialmente idéntico a la SEQ ID NO:7, pero codifica un polipéptido antigénico del H1N1 
diferente.50
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En algunas realizaciones, la invención proporciona composiciones farmacéuticas para la protección contra el virus 
de la gripe H1N1, donde dichas composiciones comprenden el vector viral quimérico de la invención y un vehículo 
farmacéuticamente aceptable. En algunas realizaciones, la composición farmacéutica se formula para una entrega
no parenteral (administración), por ejemplo, administración por vía oral, mucosa, o intranasal. En algunas 
realizaciones, la composición farmacéutica se formula para la administración por vía oral.5

En algunos modos de realización, la invención proporciona una composición farmacéutica para su administración 
por vía oral que comprende el vector viral quimérico de la invención y un vehículo farmacéuticamente aceptable.

La invención además proporciona una cantidad inmunológicamente efectiva de un vector de expresión adenoviral de 
la invención, o una composición de la invención, para su uso en un método para provocar una respuesta inmune 
ante el virus pandémico de la gripe H1N1 en un mamífero, en donde la respuesta inmune se dirige contra el 10
polipéptido de hemaglutinina, y en donde la vía de administración se selecciona del grupo que consiste en: oral, 
intranasal y mucosa. En algunas realizaciones, la administración es oral. En algunas realizaciones, el mamífero es 
un humano. En algunas realizaciones, la respuesta inmune se selecciona del grupo que consiste en una respuesta 
inmune de la mucosa, una respuesta inmune sistémica, una respuesta inmune humoral, y una respuesta inmune 
celular. En algunas realizaciones la respuesta inmune es una respuesta inmune de la mucosa. En algunas 15
realizaciones, la respuesta inmune puede detectarse en la mucosa intestinal.

Breve descripción de los dibujos

Figura 1A. Los títulos de anticuerpos sistémicos para anticuerpos HA anti-gripe se pueden comparar a las 8 
semanas para vacunación oral (p.o.) y vacunación intramuscular (i.m.) de DX1. Se administró Ad-CA/04/09-Adj por 
vía oral en dos dosis diferentes (107 IU o 108 IU) o i.m. en 108 IU. Se muestran también los resultados de un vector 20
de expresión adenoviral similar que codifica HA a partir de un H1N1 no similar (Ad-PR8-Adj).

Figura 1B. Los resultados de la inhibición de la Hemaglutinación (HAI) a las 3, 5 y 8 semanas después de la 
vacunación confirman una respuesta sistémica similar del anticuerpo a A/CA/04/2009 de la administración por vía 
oral e i.m.

Figura 1C, 1D, y 1F. La administración oral de la vacuna vectorial DX1 proporciona una respuesta del anticuerpo 25
superior de las mucosas en comparación con la inyección i.m. Se midieron títulos de anticuerpos específicos a HA 
en tejidos de la mucosa intestinal (fecal), vaginal, y del pulmón, a las 8, 10, y 12 semanas después de la 
administración, respectivamente. Los resultados se muestran en los paneles C, D, y E de la Figura 1. Hay que 
señalar que la administración oral del vector DX1 proporciona títulos de IgA específicos más elevados que una dosis 
alta de una inyección i.m. La dosis oral 10 veces más baja también induce una respuesta igual o mayor. Un * indica 30
P<0,05 calculado utilizando una prueba T de Student basada en lecturas OD450.

Figura 2A y 2B. La administración oral en dosis bajas del vector DX1 proporciona datos de mantenimiento de peso y 
de supervivencia comparables con las dosis altas con administración oral e i.m. La Figura 2A muestra que el 100% 
de los ratones vacunados con DX1 que reciben una prueba de provocación de H1N1 letal sobrevivieron. De forma 
similar, la Figura 2B muestra una pérdida de peso mínima en todos los tres grupos. Los ratones no tratados, o los 35
vacunados sólo con adyuvante sucumbieron al virus poco después de la prueba de provocación. “Oral” indica 108 IU 
DX1, “IM” indica 108 IU DX1, dosis oral Io indica 107 IU DX1, control Ady indica un vector que expresa únicamente
dsRNA.

Figura 3. La expresión del adyuvante con dsRNA mejora la respuesta del anticuerpo al antígeno de H1N1 HA. Los 
títulos de plasma de los anticuerpos específicos para HA se midieron a continuación de la administración oral de 40
DX1 y DX2 (vector que carece de la secuencia de codificación del dsRNA).

Descripción detallada de la invención

I. Introducción

La presente invención proporciona vacunas con vectores adenovirales quiméricos efectivos y novedosos que 
pueden desarrollarse rápidamente en respuesta a una pandemia viral de H1N1. Una vez aislada la cepa pandémica, 45
puede aislarse un antígeno y utilizarse para diseñar una vacuna de acuerdo con la presente invención. Pueden 
realizarse ensayos con animales, para determinar la seguridad y los rangos de dosis tolerables, además de la 
eficacia de la vacuna contra la cepa pandémica en particular, en cuestión de semanas. Las vacunas con vectores 
adenovirales quiméricos de la invención comprenden un antígeno de codificación de secuencia (hemaglutinina), 
además de una secuencia que codifica un adyuvante con dsRNA. La vacuna puede ser administrada por vía no 50
parenteral y en una dosis baja para provocar una respuesta inmune contra el antígeno de H1N1. Los vectores virales 
quiméricos provocan respuestas inmunes fuertes y efectivas específicas para el antígeno polipeptídico de H1N1, en 
particular cuando se administra a través de una vía no parenteral (por ejemplo, por vía oral, intranasal o mucosa).
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La eficacia del agonista de TLR-3 con dsRNA codificado por el vector como adyuvante es también sorprendente. El 
uso del dsRNA como adyuvante para vectores virales es contrario a la intuición considerando que la utilidad 
propuesta fundamental del poli I:C mimético de dsRNA es como un agente antiviral [Nemes, et al., Proc Soc Exp Biol 
Med. (1969) 132:776; Schafer, et al, Nature. (1970) 226:449; Fenje, et al, Nature (1970) 226:171.].

II. Definiciones5

El término “quimérico” o “recombinante” tal como se utiliza en la presente patente en referencia, por ejemplo, a un 
ácido nucleico, proteína, o vector, indica que el ácido nucleico, proteína o vector, ha sido modificado por la 
introducción de un ácido nucleico o proteína heterólogos, o por la alteración de un ácido nucleico o proteína nativos. 
Por tanto, por ejemplo, los vectores quiméricos y recombinantes incluyen secuencias de ácido nucleico que no se 
encuentran dentro de la forma nativa (no quimérica o no recombinante) del vector. Un vector viral quimérico (o vector 10
de expresión viral quimérico), hace referencia a un vector viral que comprende una secuencia de ácido nucleico que 
codifica un polipéptido heterólogo.

Un “vector de expresión” o “casete de expresión” es un constructo de ácido nucleico, generado por recombinación o 
síntesis, con una serie de elementos del ácido nucleico específicos que permiten la transcripción de un ácido 
nucleico en particular en una célula hospedadora. El vector de expresión puede ser parte de un plásmido, un virus, o 15
un fragmento de ácido nucleico. Habitualmente, el vector de expresión incluye un ácido nucleico a ser transcrito 
ligado funcionalmente a un promotor. Un vector de expresión puede incluir más de una unidad de expresión o 
secuencia de codificación, que puede ser contigua (por ejemplo, bajo el control del mismo promotor) o no contigua 
(bajo el control de un promotor diferente).

Los términos “promotor” y “secuencia de control de la expresión” hacen referencia a secuencias de control de ácidos 20
nucleicos que dirigen la transcripción de un ácido nucleico. Tal como se utiliza en la presente patente, un promotor 
incluye secuencias de ácidos nucleicos necesarias cerca del sitio de inicio de la transcripción, tal como, en el caso 
de un promotor de polimerasa de tipo II, un elemento TATA. Un promotor además incluye de manera opcional 
elementos represores o potenciadores distales, que pueden situarse, tanto como, a varios miles de pares de base 
del sitio de inicio de la transcripción. Los promotores incluyen promotores constitutivos e inducibles. Un promotor 25
“constitutivo” es un promotor que es activo bajo la mayoría de condiciones ambientales y de desarrollo. Un promotor 
“inducible” es un promotor que es activo bajo regulación ambiental o de desarrollo. El término “ligado 
funcionalmente” hace referencia a un ligamiento funcional entre una secuencia de control de ácido nucleico (tal 
como un promotor, o una matriz de sitios de unión al factor de transcripción) y una segunda secuencia de ácido 
nucleico, en donde la secuencia de control de la expresión dirige la transcripción del ácido nucleico correspondiente 30
a la segunda secuencia.

Los términos “agonista del TLR-3" o "agonista del receptor de tipo Toll 3" tal como se utiliza en la presente patente 
hace referencia a un compuesto que se une y estimula el TLR-3. Se han identificado los agonistas del TLR-3, 
incluyendo ARN de doble cadena, dsRNA obtenido viralmente, diversos análogos al ARN de doble cadena 
sintetizados químicamente incluyendo ácido poliinosínico-policitidílico (poli I:C) – ácido poliadenílico-poliuridílico (poli35
A:U) y poli I:poli C, y anticuerpos (o entrecruzamiento de anticuerpos) para el TLR-3 que conducen a la prosucción 
de IFN-beta [Matsumoto, M, et al, Biochem Biophys Res Commun 24:1364 (2002), de Bouteiller, et al, J Biol Chem 
18:38133-45 (2005)]. Los agonistas del TLR-3 incluyen además dsRNA codificado por y expresado a partir de un 
vector, por ejemplo, según se describe en la presente patente.

El ARN de doble cadena (dsRNA) que incluye dos cadenas complementarias, habitualmente con una extensión de al 40
menos 4, 5, 10, 12, 15, 20 o más ribonucleótidos. La extensión complementaria de un dsRNA puede ser entre 5-10, 
5-20, 5-30, 10-20, 10-100, 20-100, y mayor. Un experto en el arte apreciará que la extensión complementaria no 
necesita ser un 100% complementaria para que el dsRNA actúe como un agonista o adyuvante efectivo del TLR-3. 
Una molécula de dsRNA puede comprender una especie intramolecular de ARN de doble cadena (por ejemplo, ARN 
de horquilla corto o ARNhc) y una especie de dsRNA que comprenda al menos dos moléculas separadas de ARN de 45
cadena única.

Los polinucleótidos pueden comprender una secuencia designada (por ejemplo, una secuencia viral del H1N1 que 
codifica un polipéptido o dsRNA en particular o una parte del mismo) o una variante de una secuencia de ese tipo 
que da como resultado una respuesta inmune al virus H1N1 deseado o al agonista del TLR-3, respectivamente. Las 
variantes de polinucleótidos pueden contener una o más sustituciones, adiciones, deleciones y/o inserciones, de tal 50
manera que la actividad biológica del polipéptido codificado no se vea reducida, en relación a un polipéptido que 
comprenda la secuencia original. Las variantes de polinucleótidos de un dsRNA determinado pueden contener una o 
más sustituciones, adiciones, deleciones y/o inserciones de tal manera que la actividad del agonista del TLR-3 del 
dsRNA codificado no se vea reducida, en relación a un dsRNA que no contenga las sustituciones, adiciones, 
deleciones y/o inserciones. Las variantes muestran, preferiblemente, al menos aproximadamente un 50%, 55%, 55
60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, con respecto a una 
secuencia de polinucleótidos que codifica un polipéptido nativo o una parte del mismo o con respecto a una 
secuencia de polinucleótidos que codifica un dsRNA con actividad agonista de TLR-3.
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El término “sujeto” o “paciente”, para los propósitos de la presente invención, hace referencia a un mamífero que 
puede ser infectado con el virus H1N1. Entre los mamíferos se incluyen los humanos, además de mamíferos no 
humanos tales como roedores (por ejemplo, ratones y ratas), conejos, animales de ganado (por ejemplo, animales 
bovinos, porcinos, y ovinos) y animales domésticos (por ejemplo, perros y gatos), y primates no humanos.

El término “heterólogo” cuando se utiliza en referencia a parte de un ácido nucleico, indica que el ácido nucleico 5
comprende dos o más sub-secuencias que no se encuentran en la misma relación entre sí en la naturaleza. Por 
ejemplo, el ácido nucleico se produce habitualmente por recombinación, con dos o más secuencias de genes no 
relacionados dispuestas para generar un nuevo ácido nucleico funcional, por ejemplo un promotor a partir de una 
fuente y una región de codificación a partir de otra fuente. De forma similar, una proteína heteróloga indica que la 
proteína comprende dos o más sub-secuencias que no se encuentran en la misma relación entre sí en la naturaleza 10
(por ejemplo, una proteína de fusión).

Los términos “ácido nucleico”, “oligonucleótido”, “polinucleótido” y términos similares se utilizan de forma 
intercambiable en la presente patente para hacer referencia a polímeros de desoxirribonucleótidos o ribonucleótidos 
ya sea en su forma de cadena única como de cadena doble. El término abarca ácidos nucleicos que contienen 
análogos de nucleótidos conocidos o residuos o ligamientos de cadena principal modificados, que son sintéticos, 15
naturales, y no naturales, que tienen propiedades de unión similares a las del ácido nucleico de referencia, y que se 
metabolizan de manera similar a los nucleótidos de referencia. Ejemplos de tales análogos incluyen, sin limitación, 
fosforotioatos, fosforamidatos, metilfosfonatos, metilfosfonatos quirales, 2-O-metil-ribonucleótidos, ácidos peptido-
nucleico (PNA).

A menos que se indique de otro modo, una secuencia de ácido nucleico en particular abarca también variantes 20
modificadas de forma conservadora de la misma (por ejemplo, sustituciones de codones redundantes), y secuencias 
complementarias, además de la secuencia explícitamente indicada. De forma específica, las sustituciones de 
codones redundantes pueden lograrse generando secuencias en las que la tercera posición de uno o más (o todos) 
codones seleccionados se sustituye con residuos de bases mixtas y/o desoxiinosina (Batzer et al., Nucleic Acid Res. 
19:5081 (1991); Ohtsuka et al., J. Biol. Chem. 260:2605-2608 (1985); Rossolini et al., Mol. Cell. Probes 8:91-98 25
(1994)).

El término antígeno hace referencia a una proteína o parte de una cadena polipeptídica que puede ser reconocida 
por los receptores y/o anticuerpos de los linfocitos T. Habitualmente, los antígenos provienen de proteínas de 
bacterias, víricas, o fúngicas, o de proteínas anómalas expresadas por células cancerígenas.

Una “dosis o cantidad inmunogénicamente efectiva” de una composición de la presente invención es una cantidad 30
que provoca o modula una respuesta inmune específica para el polipéptido antigénico deseado. Entre las respuestas 
inmunes se incluyen respuestas inmunes humorales y respuestas inmune mediadas por la célula. Una composición 
inmunogénica puede ser utilizada terapéuticamente o profilácticamente para trata o prevenir una infección por H1N1.

Los términos “dosis” y dosificación” se utilizan de forma intercambiable en la presente patente. Una dosis hace 
referencia a la cantidad de ingrediente activo proporcionado a un individuo en cada administración. La dosis para los 35
propósitos de la presente invención puede estar expresada en una cantidad de formas, por ejemplo, mg/mL o UI 
(unidades internacionales) del vector viral, mg o UI por kg o lb de peso corporal del sujeto, o en términos de la 
cantidad de polipéptido antigénico producido por el vector viral. La dosis variará dependiendo de una serie de 
factores, que incluyen la frecuencia de administración, tamaño y tolerancia del individuo, gravedad del brote de 
H1N1, riego de infección y de la vía de administración. Un experto puede determinar cómo modificar una dosis 40
mínima dependiendo de los factores anteriores. La dosis inicial puede ser utilizada como línea de referencia, y 
modificarse en base a la reacción del individuo.

Una “forma de dosificación” hace referencia al formato en particular del producto farmacéutico, y depende de la vía 
de administración. Por ejemplo, una forma de dosificación puede ser en forma de comprimido o líquido, por ejemplo, 
para su administración por vía oral, un supositorio, por ejemplo, para una administración por vía rectal o vaginal, o 45
un líquido para inyección. Una “única forma de dosificación” hace referencia tanto al formato de la composición 
farmacéutica como a la cantidad de ingrediente activo según, se ha tratado anteriormente.

"Protección" o "prevención" de la infección hace referencia a reducir el potencial de que un individuo desarrolle una 
infección por H1N1, por ejemplo, detectado por la observación de síntomas, o mediante la detección de un título viral 
o de anticuerpos. El término incluye protección ante una infección adicional o empeoramiento de la infección, por 50
ejemplo, en el caso de un individuo que ya sufre de una infección, por ejemplo, por una cepa diferente del H1N1 o 
por un virus diferente. El potencial para una infección puede ser reducido hasta tal punto que el individuo no muestre 
síntomas tras la exposición al agente infeccioso. Por ejemplo, proteger ante una infección en un individuo puede 
hacer referencia a la habilidad de un vector viral quimérico de la presente invención para prevenir o reducir la 
aparición o repetición de una infección.55
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“Tratar” o “reducir” una infección por H1N1 hace referencia a reducir la cantidad de agente infeccioso (por ejemplo, 
cantidad de células o partículas virales) en el individuo, reducir la gravedad de los síntomas, y/o reducir la frecuencia 
de los síntomas. En algunos modos de realización, la cantidad de agentes infecciosos se reduce en al menos un 
10%, en comparación, por ejemplo, con el individuo antes de la administración o con un individuo de control que no 
está sometido a tratamiento. En algunos modos de realización la cantidad de agentes infecciosos se reduce al 5
menos en un 25%, 50%, 75%, 80%, o 90%. En algunas realizaciones, la infección ya no es detectable, por ejemplo, 
mediante los síntomas o técnicas de diagnóstico generales.

Un experto apreciará que los términos proteger, prevenir, y tratamiento no son términos absolutos, sino una mejora 
en general del pronóstico en comparación con controles sin tratamiento o tratados de forma diferente. Por ejemplo, 
las composiciones de la invención se consideran protectoras si un individuo o una población tratados es menos 10
susceptible de desarrollar una infección por H1N1 que un individuo o población que no están tratados de acuerdo 
con la invención, pero expuestos a condiciones similares.

El término “infección” para los propósitos de la invención hace referencia a la presencia de una cepa del virus de la 
gripe H1N1 potencialmente patogénica en un individuo. La infección no implica necesariamente que un individuo 
infectado vaya a experimentar los síntomas del agente infeccioso. La infección por H1N1 tiene lugar habitualmente a 15
través de los tejidos de la mucosa, por ejemplo, revestimientos epiteliales del tracto reproductivo, tracto 
gastrointestinal, superficies bucal y esofágica, cavidad nasal, y revestimiento bronquial.

Un agente “interfiere con” o “protege de” la infección cuando reduce la habilidad de una cepa del virus H1N1 fijada 
como diana de colonizar la superficie de la mucosa o atravesar la barrera de la mucosa, por ejemplo, para infectar 
células del individuo. Por ejemplo, un agente interfiere con la infección si menos células están expuestas o 20
infectadas por el virus. La reducción puede ser determinada mediante comparación, por ejemplo, con el individuo 
antes del tratamiento o con un individuo de control expuesto a condiciones similares pero que no está sometido a 
tratamiento.

El término “aislado” no es un término absoluto, sino que hace referencia a un material que está sustancialmente libre 
de contaminantes o a componentes que acompañan al material en su estado nativo.25

Las “respuestas inmunes humorales” están mediadas por componentes libres de células de la sangre, es decir, 
plasma o suero, por ejemplo, anticuerpos. La transferencia del suero o plasma de un individuo a otro transfiere la 
inmunidad humoral.

Las “respuestas inmunes mediadas por células” están mediadas por linfocitos específicos de antígenos, por ejemplo, 
linfocitos T citotóxicos (CTL, por sus siglas en inglés). La transferencia de los linfocitos específicos de antígenos de 30
un individuo a otro transfiere inmunidad.

Una “dosis terapéutica” o “cantidad terapéuticamente efectiva” o “cantidad efectiva” de un vector viral quimérico o 
una composición que comprende un vector viral quimérico, es una cantidad del vector o composición que 
comprende el vector que previene, alivia, aplaca, o reduce la gravedad de los síntomas del virus H1N1 fijado como
diana.35

Anticuerpo hace referencia a un polipéptido codificado por un gen de inmunoglobulina o fragmentos del mismo que 
se une específicamente y reconoce un antígeno. Los genes de inmunoglobulina reconocidos incluyen los genes 
kappa, lambda, alfa, gamma, delta, épsilon, y mu de la región constante, además de la miríada de genes de la 
región variable de la inmunoglobulina. Las cadenas ligeras se clasifican bien como kappa o como lambda. Las 
cadenas pesadas se clasifican como gamma, mu, alfa, delta, o épsilon, que a su vez definen las clases de 40
inmunoglobulina, IgG, IgM, IgA, IgD e IgE, respectivamente.

Linfocitos T hacen referencia a una clase en particular de linfocitos que expresa un receptor específico (receptor de 
linfocitos T) codificado por una familia de genes. Los genes del receptor de linfocitos T incluyen locus alfa, beta, 
delta, y gamma, y los receptores de linfocitos T habitualmente (pero no universalmente) reconocen una combinación 
de MHC más un péptido pequeño.45

Una respuesta inmune adaptativa hace referencia a un reconocimiento específico de un antígeno por los linfocitos T 
(a través del receptor de linfocitos T (TCR)) o los linfocitos B (a través del BCR o anticuerpo/ inmunoglobulina).

Las células presentadoras de antígeno (APC, por sus siglas en inglés), presentan péptidos inmunogénicos o 
fragmentos del mismo a los linfocitos T para activar o incrementar una respuesta inmune. Las APC incluyen células 
dendríticas, macrófagos, linfocitos B, monocitos y otras células que pueden ser modificadas genéticamente para ser 50
APC eficientes. Tales células pueden, pero no necesitan, ser genéticamente modificadas para aumentar la 
capacidad para presentar el antígeno, para mejorar la activación y/o mantenimiento de la respuesta del linfocito T, 
para tener efectos antitumorales per se y/o para ser inmunológicamente compatibles con el receptor (es decir, un 
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haplotipo HLA coincidente). Las APC pueden ser aisladas de una variedad de fluidos y órganos biológicos que 
incluyen médula ósea, sangre periférica, tejidos tumorales y peritumorales, y pueden ser células autólogas, 
alogénicas, singénicas o xenogénicas. Las APC utilizan habitualmente un receptor del locus del complejo mayor de 
histocompatibilidad (MHC) para presentar polipéptidos pequeños a linfocitos T.

Los adyuvantes son conocidos en el arte, y hacen referencia a potenciadores de respuesta inmune no específicos. 5
Adyuvantes adecuados incluyen, por ejemplo, dsRNA y miméticos de dsRNA, toxina de la cólera, monofosforil lípido 
A (MPL), adyuvante completo de Freund, Adyuvante incompleto de Freund, Quil A, y Al(OH). Los adyuvantes 
pueden también ser aquellas sustancias que causan la activación de las APC y una mejora en la presentación de 
linfocitos T mediante moléculas de señalización secundarias, como los receptores de tipo Toll. Ejemplos de 
receptores de tipo Toll incluyen receptores que reconocen el ARN de doble cadena, flagelos bacterianos, LPS, ADN 10
de CpG, y lipopéptido bacteriano (examinado en Abreu et al., J Immunol, 174(8), 4453-4460 (2005)).

Los términos “polipéptido”, “péptido” y “proteína” hacen referencia a un polímero de residuos de aminoácidos. Los 
términos se aplican a polímeros de aminoácidos en los que uno o más residuos de aminoácidos es un mimético 
químico artificial de un aminoácido correspondiente natural, además de a polímeros de aminoácidos naturales y a un 
polímero de aminoácidos no natural.15

El término “aminoácido” hace referencia a aminoácidos naturales y sintéticos, además de a análogos y a miméticos 
de aminoácidos que funcionan de manera similar a los aminoácidos naturales. Aminoácidos naturales son aquellos 
codificados por el código genético, además de aquellos aminoácidos que se modifican posteriormente, por ejemplo, 
hidroxiprolina, γ-carboxiglutamato, y O-fosfoserina. Análogos de aminoácidos hacen referencia a compuestos que 
tienen la misma estructura química básica que un aminoácido natural, es decir, un carbono que está enlazado a un 20
hidrógeno, un grupo carboxilo, un grupo amino, y un grupo R, por ejemplo, homoserina, norleucina, sulfóxido de 
metionina, metilsulfonio de metionina. Tales análogos tienen grupos R modificados (por ejemplo, norleucina) o 
cadenas principales polipeptídicas modificadas, pero mantienen la misma estructura química básica que un 
aminoácido de origen natural. Los miméticos de aminoácidos hacen referencia a compuestos químicos que tienen 
una estructura que es diferente de la estructura química general de un aminoácido, pero que funcionan de una forma 25
similar a un aminoácido de origen natural.

Puede hacerse referencia a los aminoácidos en la presente patente ya sea por sus símbolos de tres letras 
comúnmente conocidos, o bien por los símbolos de una letra recomendados por la Comisión de Nomenclatura 
Bioquímica IUPAC-IUB (CBN).

Asimismo, puede hacerse referencia a los nucleótidos por sus códigos de letra única comúnmente aceptados.30

Las “variantes modificadas de manera conservadora” se aplican tanto a secuencias de aminoácidos como de ácidos 
nucleicos. Con respecto a secuencias de ácidos nucleicos en particular, las variantes modificadas de manera 
conservadora hacen referencia a aquellos ácidos nucleicos que codifican secuencias de aminoácidos idénticas o 
esencialmente idénticas, o cuando el ácido nucleico no codifica una secuencia de aminoácidos, a secuencias 
esencialmente idénticas. Debido a que la redundancia del código genético, una gran cantidad de ácidos nucleicos 35
funcionalmente idénticos codifican cualquier proteína dada. Por ejemplo, todos los codones GCA, GCC, GCG y GCU 
codifican el aminoácido alanina. Por tanto, en cada posición en la que una alaina se especifique por parte de un 
codón, dicho codón puede ser modificado a cualquiera de los codones correspondientes descritos sin alterar el 
polipéptido codificado. Tales variaciones de ácidos nucleicos son “variaciones silenciosas”, que son una especie de 
variaciones modificadas de forma conservadora. En la presente patente, cada secuencia de ácido nucleico que 40
codifica un polipéptido también describe cada posible variación silenciosa del ácido nucleico. Un experto en el arte 
reconocerá que cada codón en un ácido nucleico (excepto AUG, que es habitualmente el único codón para la 
metionina, y TGG, que es habitualmente el único codón para el triptófano), puede ser modificado para producir una 
molécula funcionalmente idéntica. Por consiguiente, cada variación silenciosa de una ácido nucleico que codifica un 
polipéptido está implícita en cada secuencia descrita.45

En lo que se refiere a las secuencias de aminoácidos, un experto reconocerá que las sustituciones, deleciones o 
adiciones individuales a una secuencia de ácido nucleico, péptido, polipéptido, o proteína que modifica, añade o 
elimina un único aminoácido o un pequeño porcentaje de aminoácidos en la secuencia codificada es una “variante 
modificada de manera conservadora” en la que la modificación da como resultado la sustitución de un aminoácido 
con un aminoácido químicamente similar. Se conocen bien en el arte tablas de sustitución conservadora que 50
proporcionan aminoácidos funcionalmente similares. Tales variantes modificadas de manera conservadora son 
adicionales a y no excluyen las variantes polimórficas, homólogos inter-especies, y alelos de la invención.

Los siguientes ocho grupos contienen cada uno aminoácidos que son sustituciones conservadoras entre sí:

1) Alanina (A), Glicina (G);
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2) Ácido aspártico (D), Ácido glutámico (E);

3) Asparagina (N), Glutamina (Q);

4) Arginina I, Lisina (K);

5) Isoleucina (I), Leucina (L), Metionina (M), Valina (V);

6) Fenilalanina (F), Tirosina (Y), Triptófano (W);5

7) Serina (S), Treonina (T); y

8) Cisteína (C), Metionina (M)

(ver, por ejemplo, Creighton, Proteins (1984)).

La frase “hibrida selectivamente (o específicamente) con” hace referencia a la unión, formación de dúplex, o 
hibridación de un polinucleótido únicamente a una secuencia de nucleótidos en particular, es decir, según la 10
complementariedad de Watson-Crick.

Los ácidos nucleicos que no hibridan entre sí bajo determinadas condiciones se siguen considerando 
sustancialmente idénticos si los polipéptidos que codifican son sustancialmente idénticos. Esto ocurre, por ejemplo, 
cuando una copia de un ácido nucleico se crea utilizando la máxima redundancia de codones permitida por el código 
genético. En tales casos, los ácidos nucleicos hibridan de manera habitual bajo condiciones de hibridación 15
moderadamente rigurosas. Ejemplos de “condiciones de hibridación moderadamente rigurosas" incluyen una 
hibridación en un tampón de 40% de formamida, 1 M de NaCl, SDS al 1% a 37° C, y un lavado en 1X SSC a 45° C. 
Una hibridación positiva es al menos dos veces la señal de fondo. Los expertos en el arte reconocerán que las 
condiciones de hibridación y lavado alternativas pueden ser utilizadas para proporcionar condiciones de rigurosidad 
similares.20

La frase “se une específicamente (o de forma selectiva)” a un anticuerpo, o es “específicamente (o selectivamente) 
inmunorreactivo con” cuando hace referencia a una proteína o péptido, hace referencia a una reacción de unión que 
determina la presencia de la proteína en una población heterogénea de proteínas y otras sustancias biológicas. Por 
tanto, bajo condiciones de inmunoensayo designadas, los anticuerpos específicos se unen a una proteína en 
particular al menos dos veces la señal de fondo, y no se unen sustancialmente en una cantidad significativa a otras 25
proteínas presentes en la muestra. La unión específica a un anticuerpo bajo tales condiciones puede requerir un 
anticuerpo que sea seleccionado por su especificidad para una proteína en particular. Por ejemplo, los anticuerpos 
policlonales obtenidos para proteínas de fusión pueden seleccionarse para obtener únicamente aquellos anticuerpos 
policlonales que son específicamente inmunorreactivos con la proteína de fusión y no con componentes individuales 
de las proteínas de fusión. Esta selección puede lograrse sustrayendo los anticuerpos que presentan reactividad30
cruzada con los antígenos individuales.

Pueden utilizarse una variedad de formatos de inmunoensayos para seleccionar anticuerpos específicamente
inmunorreactivos con una proteína en particular. Por ejemplo, los inmunoensayos ELISA en fase sólida se utilizan de 
forma rutinaria para seleccionar anticuerpos específicamente inmunorreactivos con una proteína (ver, por ejemplo, 
Harlow & Lane, Antibodies, A Laboratory Manual (1988), para una descripción de formatos y condiciones de 35
inmunoensayos que pueden utilizarse para determinar inmunorreactividad específica). Habitualmente una reacción 
específica o selectiva será al menos de dos veces la señal o ruido de fondo, y más habitualmente más de 10 a 100 
veces la señal de fondo.

Los términos “idéntico” o porcentaje de “identidad”, en el contexto de dos o más ácidos nucleicos (por ejemplo, un 
dsRNA o secuencia de codificación de antígenos) o secuencias polipeptídicas, hacen referencia a dos o más 40
secuencias o sub-secuencias que son las mismas o tienen un porcentaje específico de residuos de aminoácidos o 
nucleótidos que son los mismos (es decir, un 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 
94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, o más de identidad sobre una región específica), cuando se compara y se alinea 
para una máxima correspondencia sobre una ventana de comparación, o región designada según se mide utilizando 
uno de los siguientes algoritmos de comparación de secuencias o mediante alineamiento manual e inspección 45
visual. Se dice entonces que tales secuencias son “sustancialmente idénticas”. Esta definición también hace 
referencia a la dotación de una secuencia de ensayo. Opcionalmente, la identidad existe en una región que es al 
menos aproximadamente de 10 a 100, aproximadamente de 20 a aproximadamente 75, aproximadamente de 30 a 
aproximadamente 50 aminoácidos o nucleótidos de longitud.

Para una comparación de secuencias, habitualmente una secuencia actúa como secuencia de referencia con la que 50
se comparan las secuencias de ensayo. Cuando se utiliza un algoritmo de comparación de secuencias, las 
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secuencias de referencia y de ensayo se introducen en un ordenador, se designan las coordenadas de sub-
secuencias, si fuera necesario, y se designan los parámetros del programa del algoritmo de secuencias. Pueden 
utilizarse los parámetros del programa que vienen por defecto, o pueden designarse parámetros alternativos. El 
algoritmo de comparación de secuencias calcula entonces el porcentaje de identidades de secuencia para las 
secuencias de ensayo en relación a la secuencia de referencia, en base a los parámetros del programa.5

Una “ventana de comparación”, tal como se utiliza en la presente patente, incluye la referencia a un segmento de 
cualquier número de las posiciones contiguas desde aproximadamente 10 a aproximadamente 500, 
aproximadamente 25 a aproximadamente 200, 50 a aproximadamente 150, en las que una secuencia puede ser 
comparada con una secuencia de referencia con el mismo número de posiciones contiguas después de que las dos 
secuencias sean alineadas de forma óptima. Se conocen bien en el arte los métodos de alineamiento de secuencias 10
para su comparación. El alineamiento óptimo de secuencias para su comparación puede ser dirigido, por ejemplo, 
por el algoritmo de homología local de Smith & Waterman, Adv. Appl. Math. 2:482 (1981), mediante el algoritmo de 
alineamiento por homología de Needleman & Wunsch, J. Mol. Biol. 48:443 (1970), por el método de la búsqueda de 
similitud de Pearson & Lipman, Proc. Nat’l. Acad. Sci. USA 85:2444 (1988), mediante implementaciones 
informatizadas de estos algoritmos (GAP, BESTFIT, FASTA, y TFASTA en el Wisconsin Genetics Software Package, 15
Genetics Computer Group, 575 Science Dr., Madison, WI), o mediante alineamiento manual e inspección visual (ver, 
por ejemplo, Current Protocols in Molecular Biology (Ausubel et al., eds. suplemento de 1995)).

Un ejemplo de algoritmo que es adecuado para determinar el porcentaje de identidad de secuencia y similitud de 
secuencia son los algoritmos BLAST y BLAST 2.0, que se describen en Altschul et al., Nuc. Acids Res. 25:3389-
3402 (1977) y en Altschul et al., J. Mol. Biol. 215:403-. 410 (1990), respectivamente. El software para realizar los 20
análisis con BLAST se encuentra públicamente disponible a través del “National Center for Biotechnology 
Information” (Centro Nacional para la Información Biotecnológica) (en la web del NCBI, ncbi.nlm.nih.gov). Este 
algoritmo implica primero identificar pares de secuencia de alta puntuación (HSPs, por sus siglas en inglés) 
identificando palabras cortas de longitud W en la secuencia de búsqueda, que o bien coincide o satisface una 
puntuación umbral de valor positivo T cuando se alinea con una palabra de la misma longitud en una secuencia de 25
una base de datos. T hace referencia al umbral de puntuación de palabras vecinas (Altschul et al., supra). Estas 
coincidencias iniciales de palabras vecinas actúan como semillas para iniciar las búsquedas para encontrar HSPs de 
mayor longitud que las contengan. Las coincidencias de palabras se extienden en ambas direcciones a lo largo de 
cada secuencia tanto como pueda aumentarse la puntuación de alineamiento acumulada. Las puntuaciones 
acumuladas se calculan utilizando, para las secuencias de nucleótidos, los parámetros M (puntuación de 30
recompensa para un par de residuos coincidentes; siempre > 0) y N (puntuación de penalización para residuos no 
coincidentes; siempre < 0). Para secuencias de aminoácidos, se utiliza una matriz de puntuación para calcular la 
puntuación acumulada. La extensión de las coincidencias de palabras en cada dirección se detiene cuando: la 
puntuación de alineación acumulada disminuye en la cantidad X de su valor máximo alcanzado; la puntuación 
acumulada cae a cero o por debajo, debido a la acumulación de uno o más alineamientos de residuos de puntuación 35
negativa; o se alcanza el extremo de cualquier secuencia. Los parámetros del algoritmo BLAST W, T y X determinan 
la sensibilidad y velocidad del alineamiento. El programa BLAST (para las secuencias de nucleótidos) utiliza por 
defecto una longitud de palabra (W) de 11, una expectativa (E) de 10, M=5, N=-4, y una comparación de ambas 
cadenas. Pata secuencias de aminoácidos, el programa BLASTP utiliza por defecto una longitud de palabra de 3, y 
expectativa (E) de 10, y la matriz de puntuación BLOSUM62 (ver Henikoff & Henikoff, Proc. Natl. Acad. Sci. USA40
89:10915 (1989)) alineamientos (B) de 50, expectativa (E) de 10, M=5, N=-4, y una comparación de ambas cadenas.

III. Composiciones reveladas

La revelación proporciona composiciones que comprenden vectores virales quiméricos. En algunos aspectos de la 
revelación descrita en la presente patente, los vectores virales quiméricos comprenden un primer promotor enlazado 
funcionalmente a un ácido nucleico que codifica un polipéptido de H1N1 antigénico y un segundo promotor enlazado 45
funcionalmente a un ácido nucleico que codifica un agonista del TLR3. El primer y segundo promotor pueden ser 
iguales o diferentes, inducibles, constitutivos, o específicos al tejido. En algunos aspectos de la revelación descrita 
en la presente patente, el primer y el segundo promotor se seleccionan independientemente de: el promotor de 
actina beta y el promotor de CMV.

En algunos aspectos de la revelación, el vector viral quimérico comprende un genoma adenoviral (menos los genes 50
E1 y E3) y un ácido nucleico que codifica un dsRNA. El vector quimérico puede ser administrado a una célula que 
expresa el gen Ad E1, de tal manera que el adenovirus recombinante (rAd) es producido por la célula. Este rAd 
puede cosecharse y es capaz de una única ronda de infección que administrará la composición transgénica a otra 
célula en un mamífero para provocar respuestas inmunes al polipéptido antigénico.

A. Vectores virales adecuados55

Cualquier vector de expresión viral puede utilizarse para la presente revelación. Las vacunas virales están 
habitualmente atenuadas (por ejemplo, replicación incompetente). Los vectores de expresión viral adecuados 
descritos en la presente patente pueden obtenerse a partir de adenovirus, virus Vaccinia modificado de Ankara 
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(MVA; ver, por ejemplo, Kumar y Seth (2004) Gene Ther. Mol. Biol. 8:193-200), virus Vaccinia, virus del herpes, 
baculovirus, virus adenoasociados (AAV), y virus de la rubeola (por ejemplo, según se describe en Pugachev et al. 
(2000) J. Virology 74:10811-15). En la invención, el vector es un vector adenoviral, por ejemplo, obtenido de
adenovirus 5, por ejemplo, Ad5 con deleciones de las regiones E1/E3 y Ad5 con una deleción de la región E4. Otros 
vectores adenovirales adecuados incluyen las cepas 2, las cepas sometidas a ensayo por vía oral 4 y 7, los 5
adenovirus entéricos 40 y 41, y otras cepas (por ejemplo Ad34) que son suficiente para entregar un antígeno y 
provocar una respuesta inmune adaptada al antígeno transgénico [Lubeck et al., Proc Natl Acad Sci U S A, 86(17), 
6763-6767 (1989); Shen et al., J Virol, 75(9), 4297-4307 (2001); Bailey et al., Virology, 202(2), 695-706 (1994)]. En 
algunas realizaciones, el vector adenoviral es un vector adenoviral vivo y de replicación incompetente (tal como el 
rAd5 con E1 y E3 eliminados), un vector adenoviral vivo y atenuado (tal como los virus con deleción de E1B55K), o10
un vector adenoviral vivo con replicación de tipo silvestre.

Las secuencias de control de transcripción y traducción en los vectores de expresión a ser utilizados en la 
transformación de células de vertebrados in vivo pueden proporcionarse mediante fuentes virales. Por ejemplo, los 
promotores y potenciadores se obtienen, por ejemplo, de actina beta, adenovirus, virus simio (SV40), y 
citomegalovirus humano (CMV). Por ejemplo, son adecuados vectores que permiten la expresión de proteínas bajo 15
la dirección del promotor del CMV, promotor temprano de SV40, promotor tardío de SV40, promotor de 
metalotioneína, promotor del virus de tumor mamario murino, promotor del virus del sarcoma de Rous, promotor de 
transducción, u otros promotores que se han mostrado efectivos para la expresión en células de mamíferos. Pueden 
utilizarse secuencias de promotores genómicos virales, de control y/o de señalización, siempre que las secuencias 
de control sean compatibles con la célula hospedadora elegida.20

B. Polipéptidos de H1N1

Loa ácidos nucleicos que codifican polipéptidos heterólogos adecuados descritos en la presente patente, pueden 
obtenerse de los antígenos del virus de la gripe H1N1. El H1N1 infecta los tejidos de la mucosa, tales como el 
intestino, por tanto los antígenos que dan lugar a una respuesta de la mucosa robusta son de particular interés. Los 
polipéptidos antigénicos descritos en la presente patente incluyen antígenos de la superficie viral del H1N1 y 25
fragmentos de los mismos. Los polipéptidos antigénicos descritos en la presente patente incluyen, por ejemplo, HA, 
NA, MP, y NP del virus de la gripe H1N1.

Un experto en el arte entenderá cómo identificar y aislar polipéptidos antigénicos a partir de una cepa del H1N1 
recién aislada o particularmente virulenta, por ejemplo, utilizando comparaciones con secuencias de la gripe 
conocidas.30

Un vector de expresión recombinante descrito en la presente patente puede incluir secuencias de nucleótidos que 
codifican un polipéptido inmunogénico funcionalmente enlazado a elementos reguladores de la transcripción o la 
traducción obtenidos a partir de genes de mamíferos o virales. Tales elementos reguladores incluyen promotores, 
una secuencia que codifica sitios de unión ribosómica del ARNm adecuados, y secuencias que controlan la 
terminación de la transcripción y la traducción. Un origen de replicación, un marcador seleccionables para facilitar el 35
reconocimiento de transformantes, y/o una secuencia operadora para controlar la transcripción, pueden incorporarse 
adicionalmente. En algunos aspectos de la revelación descrita en la presente patente, los componentes del vector 
de expresión recombinante pueden dividirse entre más de un virus de tal manera que los productos génicos están en 
dos vectores diferentes, y los vectores se utilizan para la co-transducción para proporcionar todos los productos 
génicos en transgénicos. Puede haber razones para dividir los productos génicos tales como limitaciones de tamaño 40
para inserciones, o toxicidad de los productos génicos combinados con las líneas celulares producidas por el virus.

C. Agonistas de TLR-3

Los agonistas de TLR-3 se utilizan para incrementar la respuesta inmune ante el polipéptido de H1N1. El agonista 
de TLR-3 puede ser administrado de forma simultánea en el mismo vector de expresión que codifica un antígeno de 
interés. En algunos aspectos de la revelación descrita en la presente patente, el agonista de TLR-3 puede ser 45
administrado por separado (es decir, en el tiempo o en el espacio) del vector de expresión que codifica un antígeno 
de interés. Por ejemplo, el vector de expresión puede ser administrado a través de una vía no parenteral (por 
ejemplo, por vía oral, intranasal, o vía mucosa), mientras que el agonista de TLR se administra por una vía 
parenteral (por ejemplo, por vía intramuscular, intraperitoneal, o subcutánea).

Entre los agonistas de TLR-3 se incluyen, por ejemplo, ARN de horquilla corto, ARN obtenido viralmente, segmentos 50
cortos de ARN que pueden formar cadenas dobles, y ARN de interferencia pequeño (ARNip). En algunas 
realizaciones de la invención, el agonista de TLR-3 es un dsRNA obtenido de forma viral, tal como por ejemplo un 
dsRNA obtenido a partir de un virus Sindbis o intermedios virales de dsRNA [Alexopoulou et al, Nature 413:732-8 
(2001)].
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En un modo de realización preferido de la invención, el agonista de TLR-3 es un ARN de horquilla corto. Las 
secuencias del ARN de horquilla corto comprenden por lo general dos secuencias complementarias unidas por una 
secuencia conectora. La secuencia conectora en particular no es un aspecto fundamental de la invención. Cualquier 
secuencia conectora apropiada puede ser utilizada siempre que no interfiera con la hibridación de las dos 
secuencias complementarias para formar un dsRNA. De forma similar, la secuencia de las extensiones 5
complementarias no es necesariamente fundamental, siempre que las cadenas formen una molécula de doble 
cadena. Las cadenas no necesitan ser 100% complementarias siempre que se mantenga la estructura de doble 
cadena. La extensión complementaria se encuentra habitualmente en el rango de 10-30 nucleótidos, por ejemplo, 4-
10, 5-15, 5-20, 10-25, 20-30, o 10-30 nucleótidos, pero puede ser mayor, por ejemplo, 20-100 nucleótidos de 
longitud.10

En algunos modos de realización, la secuencia que codifica el ARN de horquilla corto comprende una secuencia 
expuesta en cualquiera de las SEQ ID NOs:1-6, una secuencia con identidad sustancial con una secuencia expuesta 
en las SEQ ID NOs:1-6, o una variante de una secuencia expuesta en las SEQ ID NOs:1-6. El dsRNA que es un 
agonista de TLR-3 no codifica un polipétido en particular, sino que da como resultado la producción de una citocina
pro-inflamatoria (por ejemplo, IL-6, IL-8, TNF-alfa, IFN-alfa, IFN-beta) cuando se pone en contacto con una célula 15
respondedora (por ejemplo, una célula dendrítica, una célula mononuclear de sangre periférica, o un macrófago) in 
vitro o in-vivo.

El ácido nucleico que codifica el agonista de TLR-3 (por ejemplo, un dsRNA expresado) y el vector viral quimérico 
que comprende el ácido nucleico que codifica un antígeno de H1N1 se administran en la misma formulación. En
otros casos descritos en la presente patente, el ácido nucleico que codifica el agonista del TLR-3 y el vector viral 20
quimérico que comprende el ácido nucleico que codifica el antígeno de H1N1 se administran en diferentes 
formulaciones, ya sea simultáneamente o secuencialmente.

En algunos modos de realización, el ácido nucleico que codifica el agonista de TLR-3 y el ácido nucleico que codifica 
el antígeno de H1N1 están bajo el control del mismo promotor. En otros modos de realización, el ácido nucleico que 
codifica el agonista de TLR-3 y el ácido nucleico que codifica el antígeno de H1N1 están bajo el control de diferentes 25
promotores.

Diversos análogos de ARN de doble cadena sintetizados químicamente se encuentran comercialmente disponibles. 
Entre éstos se incluyen ácido poliinosínico-policitidílico (poli I:C), ácido poliadenílico-poliuridílico (poli A:U), y poli 
I:poli C. Los anticuerpos (o el entrecruzamiento de anticuerpos) para el TLR-3 puede además conducir a la 
producción de IFN- beta o citocina pro-inflamatoria [Matsumoto et al, Biochem. Biophys. Res. Commun. 24:1364 30
(2002), de Bouteiller et al, J Biol. Chem. 18:38133-45 (2005)]. Los segmentos de ARNip de cualquier secuencia 
disponibles comercialmente pueden también obtenerse mediante fuentes tales como Invitrogen.

IV. Composiciones farmacéuticas

Las composiciones farmacéuticas que comprenden los vectores descritos en la presente patente pueden incluir 
vehículos farmacéuticamente aceptables, que pueden ser biológicamente activos o inactivos. Las composiciones 35
farmacéuticas pueden en general ser utilizadas para propósitos profilácticos y terapéuticos. En algunos modos de 
realización, la composición farmacéutica puede estar designada para proteger contra la degradación del estómago. 
Para el entorno oral, diversas composiciones de ese tipo están disponibles, incluyendo los sistemas de liberación 
Eudragit y TimeClock, además de otros métodos específicamente diseñados para adenovirus [Lubeck et al., Proc 
Natl Acad Sci USA, 86(17), 6763-6767 (1989); Chourasia y Jain, J Pharm Pharm Sci, 6(1), 33-66 (2003)]. Existen 40
además diversos métodos ya descritos para la microencapsulación de ADN y fármacos para su administración por 
vía oral (ver, por ejemplo, la publicación de patente de Estados Unidos Nº 2004043952). En algunos modos de 
realización, el sistema Eudragit puede ser utilizado para administrar el vector viral quimérico al intestino delgado. Sin 
embargo, la administración a otras localizaciones del intestino delgado es también ventajosa para la protección 
contra el virus H1N1.45

Los vectores virales quiméricos de la invención pueden ser administrados utilizando cualquier sistema de 
administración conocido en el arte. Numerosas técnicas de administración son bien conocidas, tales como las 
descritas por Rolland (1998) Crit. Rev. Therap. Drug Carrier Systems 15:143-198, y las referencias citadas en la 
presente patente.

Resultará evidente que una composición inmunogénica puede contener sales farmacéuticamente aceptables de los 50
polinucleótidos que codifican los polipéptidos inmunogénicos de H1N1. Tales sales pueden ser preparadas a partir 
de bases no tóxicas farmacéuticamente aceptables, incluyendo bases orgánicas (por ejemplo, sales de aminas 
primarias, secundarias y terciarias y aminoácidos básicos), y bases inorgánicas (por ejemplo, sales de sodio, 
potasio, litio, amonio, calcio y magnesio). Algunos ejemplos en particular de sales incluyen solución tampón de 
fosfatos y suero salino para inyección.55
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Puede emplearse cualquier vehículo adecuado conocido para los expertos habituales en el arte en las 
composiciones farmacéuticas de esta invención. Entre los vehículos adecuados se incluyen, por ejemplo, agua, 
suero salino, alcohol, una grasa, una cera, un tampón, un vehículo sólido, tal como manitol, lactosa, almidón, 
estearato de magnesio, sacarina sódica, talco, celulosa, glucosa, sacarosa, y carbonato de magnesio, o 
microesferas biodegradables (por ejemplo, polilactato-poliglicolato). Microesferas biodegradables adecuadas se 5
revelan, por ejemplo, en las patentes estadounidenses Nos. 4.897.268; 5.075.109; 5.928.647; 5.811.128; 5.820.883. 
El vector viral quimérico puede ser encapsulado dentro de la microesfera o asociarse a la superficie de la 
microesfera.

Las composiciones de ese tipo pueden comprender tampones (por ejemplo, tampón de solución salina neutraj o 
tampón de solución salina de fosfatos), carbohidratos (por ejemplo, glucosa, manosea, sacarosa o dextranos), 10
manitol, proteínas, polipéptidos o aminoácidos tales como glicina, antioxidantes, bacterióstatos, agentes quelantes 
tales como EDTA o glutatión, adyuvantes (por ejemplo, hidróxido de aluminio), solutos que vuelven la formulación 
isotónica, hipotónica o ligeramente hipertónica con la sangre de un receptor, agentes de suspensión, agentes 
espesantes y/o conservantes. De forma alternativa, las composiciones de la presente invención pueden ser 
formuladas como un liofilizado. Los compuestos pueden también ser encapsulados dentro de liposomas utilizando 15
una tecnología bien conocida.

En algunos modos de realización, las composiciones pueden comprender un adyuvante adicional. Adyuvantes 
adecuados incluyen, por ejemplo, los compuestos lipídicos y no lipídicos, toxina del cólera (CT), subunidad B de la 
CT, derivado CTK63 de la CT, enterotoxina lábil al calor de E. coli (LT), derivado LTK63 de la LT, Al(OH)3, y ácidos 
poliiónicos según se describe en por ejemplo, WO 04/020592, Anderson y Crowle, Infect. Immun. 31(1):413-418 20
(1981), Roterman et al., J. Physiol. Pharmacol., 44(3):213-32 (1993), Arora y Crowle, J. Reticuloendothel. 24(3):271-
86 (1978), y Crowle y May, Infect. Immun. 38(3):932-7 (1982)). Ácidos poliiónicos orgánicos adecuados incluyen, por 
ejemplo, ácido 6,6’-[3,3’-demitil[1,1’-bifenil]-4,4’-diil]bis(azo)bis[4-amino-5-hidroxi-1,3-naftalen-disulfónico] (Azul 
Evans) y ácido 3,3’-[1,1’bifenil]-4,4’-diilbis(azo)bis[4-amino-1-naftalenosulfónico] (Rojo Congo). Se podrá apreciar por 
los expertos en el arte que los ácidos orgánicos poliiónicos pueden ser utilizados para métodos de vacunación 25
basados en genes, en conjunto con cualquier otra vía de administración.

Otros adyuvantes adecuados incluyen inmunomoduladores tales como los miembros de la familia imidazoquinolina, 
por ejemplo, imiquimod y resiquimod (ver, por ejemplo, Hengge et al., Lancet Infect. Dis. 1(3):189-98 (2001).

Adyuvantes adicionales adecuados se encuentran comercialmente disponibles como, por ejemplo, adyuvantes 
adicionales basados en aluminio (por ejmplo, Alhydrogel, Rehydragel, fosfato de aluminio, Algammulin); adyuvantes 30
a base de aceite (adyuvante de Freund incompleto y Adyuvante completo (Difco Laboratories, Detroit, Mich.), 
Specol, RIBI, TiterMax, Montanide ISA50 o Seppic MONTANIDE ISA 720); adyuvantes basados en copolímeros en 
bloque no iónicos, citocinas (por ejemplo, GM-CSF o ligando Flat3); adyuvante 65 de Merck (Merck y Compañía, 
Inc., Rahway, N.J.); AS-2 (SmithKline Beecham, Philadelphia, Pa.); sales de calcio, hierro o zinc; una suspensión 
insoluble de tirosina acilada; azúcares acilados; polisacáridos derivados catiónicamente o iónicamente;35
polifosfacenos; microesferas biodegradables; monofosforil lípido A and Quil A. Citocinas, tales como GM-CSF o
interleucina-2, -7, o -12, son también adyuvantes adecuados. Hemocianinas (e.g., hemocianina extraída de lapa 
californiana) y hemeritrinas también pueden utilizarse. Adyuvantes polisacáridos tales como, por ejemplo, quitina, 
chitosán, y quitina desacetilada son también adyuvantes. Otros adyuvantes adecuados incluyen dipéptido de 
muramilo (MDP, N acetilmuramilo L alanilo D isoglutamina) péptidoglicanos y sus derivados (por ejemplo, treonil-40
MDP, y MTPPE). El esqueleto de la pared celular (CWS) BCG y BCG pueden también utilizarse como adyuvantes, 
con o sin trehalosa dimicolato. La trehalosa dimicolato puede ser utilizada también (ver, por ejemplo, la patente 
estadounidense Nº 4.579.945). También son útiles como adyuvantes las endotoxinas destoxificadas solas o en 
combinación con otros adyuvantes (ver, por ejemplo, las patentes estadounidenses Nos. 4.866.034; 4.435.386; 
4.505.899; 4.436.727; 4.436.728; 4.505.900; y 4.520.019. Las saponinas QS21, QS17, QS7 también son útiles como 45
adyuvantes (ver, por ejemplo, la patente estadounidense Nº 5.057.540; la EP 0362 279; WO 96/33739; y WO 
96/11711). Otros adyuvantes adecuados incluyen Montanide ISA-720 (Seppic, France), SAF (Chiron, Calif., Estados 
Unidos), ISCOMS (CSL), MF-59 (Chiron), la serie SBAS de adyuvantes (por ejemplo, SBAS-2, SBAS-4 o SBAS-6 o
variantes de los mismos, disponibles de SmithKline Beecham, Rixensart, Belgium), Detox (Corixa, Hamilton, Mont.),
y RC-529 (Corixa, Hamilton, Mont.).50

Los superantígenos también se contemplan para su uso como adyuvantes. Los superantígenos incluyen 
exoproteínas de estafilococo, tales como las enterotoxinas α, β, γ y Δ de S. aureus y S. epidermidis, y las exotoxinas
α, β, γ y Δ de E. coli. Las enterotoxinas de estafilococo comunes son conocidas como enterotoxina estafilocócica A 
(SEA) y enterotoxina estafilocócica B (SEB), estando las enterotoxinas descritas hasta la E (SEE) (Rott et al., 1992). 
Estreptococo pyogenes B (SEB), enterotoxina del Clostridium perfringens (Bowness et al., 1992), proteína 55
citoplasmática asociada a la membrana (CAP) de S. pyogenes (Sato et al., 1994) y toxina 1 del síndrome de shock 
tóxico (TSST 1) de S. aureus (Schwab et al., 1993) son también superantígenos de utilidad.

Dentro de las composiciones farmacéuticas proporcionadas en la presente patente, la composición adyuvante puede 
estar diseñada para inducir, por ejemplo, una respuesta inmune predominantemente de tipo Th1 o Th2. Los niveles 
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altos de las citocinas de tipo Th1- (por ejemplo, IFN-gamma, TNF-alfa, IL-2 y IL-12) tienden a favorecer la inducción 
de las respuestas inmunes mediadas por la célula a un antígeno administrado. En contraste, elevados niveles de 
citocinas del tipo Th2 (por ejemplo, IL-4, IL-5, IL-6 y IL-10) tienden a favorecer la inducción de las respuestas 
inmunes humorales. La administración por vía oral de una composición que comprende un polipéptido de H1N1 
inmunogénico puede inducir a una respuesta inmune que incluye respuestas de tipo Thl- y Th2.5

Las composiciones descritas en la presente patente pueden ser administradas como parte de una formulación de 
liberación controlada (es decir, una formulación tal como una cápsula o esponja que efectúa una liberación lenta del 
compuesto a continuación de su administración). Las formulaciones de ese tipo pueden ser preparadas, 
generalmente, utilizando tecnología bien conocida (ver, por ejemplo, Coombes et al. (1996) Vaccine 14:1429-1438). 
Las formulaciones de liberación controlada pueden contener un polipéptido, polinucleótido o un anticuerpo 10
dispersado en una matriz de vehículo y/o estar incluidas en un depósito rodeado por una membrana para el control 
de la tasa de liberación.

Los vehículos para su uso con dichas formulaciones son biocompatibles, y pueden también ser biodegradables; 
preferiblemente, la formulación proporciona un nivel relativamente constante de liberación de componente activo. 
Dichos vehículos incluyen micorpartículas de polyi(láctido-co-glicólido), además de poliacrilato, látex, almidón, 15
celulosa y dextrano. Otros vehículos de liberación retardada incluyen biovectores supramoleculares, que 
comprenden un núcleo hidrofílico no líquido (por ejemplo, un polisacárido u oligosacárido entrecruzado) y, 
opcionalmente una capa externa que comprende un compuesto anfifílico (ver, por ejemplo, WO 94/20078; WO
94/23701; y WO 96/06638). La cantidad de compuesto activo contenido en una formulación de liberación controlada 
depende del sitio de implantación, la tasa y duración esperada y la naturaleza de la condición a ser tratada o 20
prevenida.

La composición farmacéutica puede ser presentada en envases de dosis unitaria o multi-dosis, tales como ampollas 
o viales sellados. Tales envases se encuentran preferiblemente herméticamente sellados para conservar la 
esterilidad de la formulación hasta que se encuentre en uso. En general, las formulaciones pueden ser almacenadas 
como suspensiones o emulsiones en vehículos oleosos o acuosos. De manera alternativa, una composición 25
farmacéutica puede ser almacenada en una condición de liofilizado que requiera únicamente de la adición de un 
vehículo líquido estéril inmediatamente antes de su uso.

V. Usos terapéuticos de la invención

La invención proporciona vacunas para reducir la probabilidad de o la gravedad de una infección por H1N1. Tal 
como se utiliza en la presente patente un “sujeto” o “paciente” hace referencia a un animal de sangre caliente, tal 30
como, por ejemplo un roedor, un felino, canino, o un primate, por ejemplo, un humano.

Las composiciones inmunogénicas pueden ser utilizadas para tratar cualquier etapa, por ejemplo, para prevenir la 
infección con una cepa diferente de H1N1 en un individuo que ya ha experimentado una infección con una cepa de 
H1N1. Dentro de dichos métodos, las composiciones farmacéuticas se administran de manera habitual a un 
paciente. El paciente puede o no estar infectado o expuesto aún. Por consiguiente, las composiciones farmacéuticas 35
pueden ser utilizadas para prevenir el desarrollo de una infección o de los síntomas. La infección o exposición puede 
ser diagnosticada de acuerdo con métodos conocidos en el arte, por ejemplo, midiendo el título viral o el anticuerpo 
viral específico en una muestra del paciente.

La inmunoterapia es habitualmente inmunoterapia activa, en la que el tratamiento se sostiene en la estimulación in 
vivo del sistema inmunológico huésped endógeno para reaccionar contra el virus o las células infectadas viralmente.40

La frecuencia de administración de las composiciones profilácticas o terapéuticas descritas en la presente patente, 
además de la dosificación, variará de un individuo a otro, y puede ser establecida fácilmente utilizando técnicas 
estándar. Por ejemplo, entre 1 y 10 dosis puede administrarse durante un periodo de tiempo establecido (por 
ejemplo, 1 o 2 semanas, o 1, 2, o 3 meses) o durante el transcurso de un brote pandémico. En algunos modos de 
realización, se administran 3 dosis en intervalos de 1 mes. En algunos modos de realización, se administran 2-3 45
dosis cada 2-3 meses. Pueden suministrarse vacunaciones de refuerzo periódicamente, después de las mismas, por 
ejemplo, para la duración de la pandemia o si existe riesgo de resurgimiento de la cepa diana o de una cepa similar.

Un experto en el arte de la medicina apreciará que la dosificación y la frecuencia de administración variará para cada 
paciente individualmente. Una dosis adecuada es una cantidad de la composición que, cuando se administra tal 
como se ha descrito anteriormente, es capaz de promover una respuesta inmune anti-viral que está al menos un 10-50
50% por encima del nivel de referencia (es decir, sin tratar). Una respuesta de ese tipo puede ser monitorizada 
midiendo los anticuerpos específicos en un paciente o mediante la generación dependiente de vacunas de linfocitos 
T citolíticos capaces de matar las células infectadas viralmente in vitro. Tales vacunas deberían ser capaces de 
generar una respuesta inmune que conduce a un resultado clínico mejorado en pacientes vacunados en 
comparación con pacientes no vacunados.55
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En general, una dosificación y régimen de tratamiento apropiados proporciona el o los compuestos activos en una 
cantidad suficiente para proporcionar un beneficio terapéutico y/o profiláctico. Una respuesta de este tipo puede ser 
monitorizada mediante establecimiento de un resultado clínico mejorado (por ejemplo, una reducción en la gravedad 
de los síntomas, tales como la pérdida de peso, una baja cantidad o ningún título viral detectable, una mayor 
oportunidad de supervivencia), en pacientes tratados en comparación con pacientes no tratados. Dichas respuestas 5
inmunes pueden ser evaluadas generalmente utilizando ensayos de proliferación, citotoxicidad o citocinas descritos 
anteriormente. Las respuestas inmunes pueden determinarse utilizando las muestras obtenidas a partir de un 
paciente antes y después del tratamiento, o en comparación con una respuesta media de una población, por 
ejemplo, de individuos similares.

La detección de inmunocomplejos formados entre polipéptidos inmunogénicos y anticuerpos en el fluido corporal 10
puede utilizarse para monitorizar la efectividad de la terapia. Las muestras del fluido corporal tomadas de un 
individuo previamente a y posteriormente a la vacunación pueden ser analizadas para los inmunocomplejos 
mediante las metodologías descritas anteriormente. Un cambio sustancial en el número de inmunocomplejos en la 
segunda muestra (posterior a la vacunación) en relación a la primera muestra (previa a la vacunación) puede reflejar 
el éxito de la vacunación.15

A. Administración de las composiciones de la invención

Una composición que comprende el vector viral quimérico descrito en la presente patente puede ser administrado 
mediante una vía no parenteral (por ejemplo, por vía oral, intranasal, o vía mucosa, por ejemplo la vagina, los 
pulmones, glándulas salivales, cavidades nasales, intestino delgado, colon, recto, amígdalas, o placas de Peyer). La 
composición puede ser administrada sola o con un adyuvante adicional según se describe anteriormente.20

B. Detección de una respuesta inmune a los antígenos de interés

Una respuesta inmune al polipéptido antigénico de H1N1 puede ser detectada utilizando cualquier medio conocido 
en el arte, incluyendo por ejemplo detectar la activación específica de linfocitos T CD4+ o CD8+ o detectando la 
presencia de anticuerpos que se unen de forma específica al polipéptido.

La activación específica de los linfocitos T CD4+ o CD8+ T asociados a una respuesta inmune de la mucosa, 25
humoral, o mediada por la célula puede ser detectada en una variedad de formas. Métodos para detectar la 
activación específica de linfocitos T incluye, pero no se limita a, detectar la proliferación de linfocitos T, la producción 
de citocinas (por ejemplo, linfoquinas) o la generación de actividad citolítica (es decir, la generación de linfocitos T 
citotóxicos específicos para el polipéptido inmunogénico). Para los linfocitos T CD4+, la activación puede ser 
determinada por la detección de proliferación. Para los linfocitos T CD8+ la activación puede ser detectada por la 30
generación de actividad citolítica utilizando ensayos de liberación 51Cr (ver, por ejemplo, Brossart and Bevan, Blood 
90(4): 1594-1599 (1997) y Lenz et al., J. Exp. Med. 192(8):1135-1142 (2000)).

La detección de la proliferación de los linfocitos T puede lograrse mediante una variedad de técnicas conocidas. Por 
ejemplo, la proliferación de linfocitos T puede ser detectada midiendo la tasa de síntesis del ADN. Los linfocitos T 
que han sido estimulados para proliferar muestran una tasa de síntesis del ADN elevada. Una forma típica para 35
medir la tasa de síntesis del ADN es, por ejemplo, mediante cultivos de marcaje de pulso de los linfocitos T con 
timidina tritiada, un precursor de nucleósidos que se incorpora al ADN recién sintetizado. La cantidad de timidina 
tritiada incorporada puede determinarse utilizando un espectrómetro de centelleo líquido. Otras formas de detectar la 
proliferación de linfocitos T incluyen medir aumentos en la producción de interleucina 2 (IL-2), flujo de Ca2+, o 
captación del colorante, tal como 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio. De manera alternativa, puede medirse 40
la síntesis de linfoquinas (por ejemplo, interferón-gamma), o la cantidad relativa de linfocitos T que pueden 
responder al polipéptido inmunogénico puede cuantificada.

Las respuestas inmune de los anticuerpos (respuestas inmunes humorales o respuestas de los linfocitos B), 
incluyendo las respuestas del anticuerpo de la mucosa pueden ser detectadas utilizando inmunoensayos conocidos 
en el arte [Tucker et al., Mol Therapy, 8, 392-399 (2003); Tucker et al., Vaccine, 22, 2500-2504 (2004)]. 45
Inmunoensayos adecuados incluyen la técnica de inmunoensayo doble tipo sándwich de anticuerpos monoclonales 
de David et al. (U.S. Pat. No. 4.376.110); ensayos tipo sándwich de anticuerpos monoclonales-policlonales (Wide et 
al., en Kirkham y Hunter, eds., Radioimmunoassay Methods, E. y S. Livingstone, Edinburgh (1970)); el método 
"western blot" de Gordon et al. (Patente estadounidense Nº 4.452.901); inmunoprecipitación del ligando marcado
(Brown et al. (1980) J. Biol. Chem. 255:4980-4983); ensayos inmunoabsorbentes ligados a enzima (ELISA), según 50
se describe, por ejemplo, por Raines et al. (1982) J. Biol. Chem. 257:5154-5160; técnicas inmunocitoquímicas, 
incluyendo el uso de fluorocromos (Brooks et al. (1980) Clin. Exp. Immunol. 39:477); y neutralización de la actividad
(Bowen-Pope et al. (1984) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:2396-2400). Además de los inmunoensayos descritos 
anteriormente, una cantidad de otros inmunoensayos están disponibles, incluyendo los descritos en las patentes 
estadounidenses Nos. 3.817.827; 3.850.752; 3.901.654; 3.935.074; 3.984.533; 3.996.345; 4.034.074; y 4.098.876.55
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Los ejemplos se proporcionan para ilustrar la invención pero no para limitar su alcance. Otras variantes de la 
invención resultarán fácilmente obvias para una persona experta en el arte habitual y se abarcan en las 
reivindicaciones adjuntas.

VI. Ejemplos

Ejemplo 1: Construcción de un vector adenoviral quimérico (DX1) que codifica un adyuvante de dsRNA y un 5
polipétido HA de H1N1.

La secuencia de codificación para HA de la cepa A/CA/04/09 de la gripe (sintetizada por Blue Heron) fue clonada en 
un sitio de restricción KpnI de un vector versátil (pShuttleCMV, Qbiogene). El codón de iniciación para la secuencia 
de HA se encuentra inmediatamente aguas debajo del promotor de CMV con un pequeño intrón. Una secuencia 
bGH poli A inmediatamente sigue el gen HA. El vector pVersátil además incluye una secuencia que codifica un 10
adyuvante de una horquilla de dsRNA (luc1, SEQ ID NO:1), de manera que tanto el antígeno como el adyuvante se 
codifican los dos en el mismo vector pero con promotores de CMV separados. Este vector versátil se denomina 
pCMVHA-CMV-1uc1.

La recombinación homóloga de pCMV-HA-CMV-1uc1 con la cadena principal adenoviral, pAd (Qbiogene), se realizó
para generar un constructo del plásmido capaz de producir un vector adenoviral recombinante (con deleción de 15
E1/E3) que expresaba el transgén HA y la secuencia de codificación para la horquilla de dsRNA luc1. Este vector se 
denomina pAd-DX1, como se muestra en la SEQ ID NO:7. El Ad recombinante se generó mediante transfección de 
un constructo de expresión linealizado pAd-DX1en células HEK293. Este vector viral se denomina DX1. Los títulos 
virales (unidades infecciosas (UI/ ml) se midieron por un ensayo de inmunotinción por hexón que es similar al
inmunoensayo QuickTiterTM descrito por Cell Biolabs Inc. (San Diego, CA).20

Ejemplo 2: DX1 oral es superior al rAd5 inyectado para inducir respuestas inmunes específicas a un antígeno en los 
tejidos de la mucosa

Generar un título de anticuerpos elevado para la administración de un antígeno basado en genes y administrado por 
vía oral supone un desafío. Buscábamos determinar si el vector DX1 podía inducir títulos sustanciales de 
anticuerpos de la mucosa y sistémicos. Según se ha explicado anteriormente, el DX1 expresa HA bajo control del 25
promotor de CMV en un vector tipo 5 de adenovirus con deleción de E1/E3. A los ratones hembra Balb/c se les 
administró el vector DX1 mediante alimentación forzada en las semanas 0 y 5 con 1,0x107 UI o 1,0x108 UI de DX1 
(etiquetado Ad-CA04/09-Adj en la Figura 1) o mediante inmunización intramuscular (i.m.) de 1,0x108 UI de DX1 (N=6 
para cada grupo). Se vacunaron los grupos de control con un vector Ad similar que expresa un antígeno de H1N1
HA de la cepa de la gripe de laboratorio A/PR/8/34 (marcada como Ad-PR8/34-Adj en la Figura 1). A/PR/8/34 no se 30
considera sumamente similar a la cepa A/CA/04/09 de H1N1. El porcentaje de identidad de aminoácidos de la 
proteína HA se encuentra en el orden del 75-85%. El vector de control Ad vector también se administró o bien por 
vía oral (marcado p.o.) o por inyección i.m.. Los ratones no tratados proporcionaron un control adicional.

Para determinar la respuesta sistémica de anticuerpos, medimos los títulos de anticuerpos en plasma 
posteriormente a la vacunación. Los títulos de anticuerpos para A/CA/4/09 HA se midieron en el plasma 2, 3, 5 y 8 35
semanas después de la administración inicial del virus mediante ELISA anti-HA IgG (Figura 1A). Las inmunizaciones 
con oral e i.m. con DX1 produjeron inmunidad anti-HA IgG sistémica comparable en 8 semanas posteriormente a la 
vacunación.

Se midieron también los títulos de anticuerpos de inhibición de la hemaglutinación (HAI) en plasma a las 3, 5, y 8 
semanas posteriormente a la vacunación (Figura 1B). Se generaron títulos de HAI significativos en ambos grupos 40
orales (p.o.). En 8 semanas, la elevada dosis oral mostró títulos de HAI esencialmente equivalentes a los generados 
mediante inyección muscular. El vector PR/8/34 HA no indujo los títulos de HAI por encima de la señal de fondo del 
ensayo, ya que ELISA se basó en la unión de anticuerpos al antígeno de HA de A/CA/4/09.

Los títulos de anticuerpos IgA para HA se midieron en muestras fecales a las 8 semanas posteriores a la 
administración (Figura 1C), lavados vaginales en la semana 10 posterior a la administración (Figura 1D), y lavados 45
pulmonares en la semana 12 posterior a la administración (Figura 1E). Estos resultados demuestran que la 
administración por vía oral del vector DX1 funcionó de una forma significativamente mejor que la administración i.m. 
a la hora de provocar respuestas de anticuerpos para la proteína HA tanto en tejidos de la mucosa locales (intestino) 
como distales (vagina & pulmones). En particular, el título medio de anticuerpos para HA fue 17-veces mejor en los 
tejidos intestinales (IgA fecal) después de las inmunizaciones orales que después de la vacunación i.m. (Figura 1C).50

Sorprendentemente, una dosis 10 veces más baja de DX1 administrado por vía oral indujo una respuesta de IgA 
específica equivalente o mejor que la administración por vía i.m. de DX1 en lavados pulmonares, lavados vaginales, 
y pellets fecales (Figuras 1C, 1D, 1E). Además, la administración oral del vector PR/8/34 con una muy pobre 
reacción cruzada dio como resultado una respuesta de IgA específica similar a la de DX1 administrado por vía i.m. 
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Los resultados de IgA específicos indican que el uso oral de DX1 proporciona una protección superior contra el virus 
de la gripe H1N1, un patógeno que invade a través de la mucosa. Por tanto, el uso de la aproximación de la 
presente vacuna adenoviral puede permitir dosis efectivas inferiores de vacuna. Además, la vacunación con un 
antígeno no coincidente puede aún conferir un poco de protección inmune específica. Éstas son consideraciones 
importantes durante una pandemia, cuando el suministro de vacunas es fundamental y la disponibilidad de una cepa 5
de vacuna completamente coincidente puede no ser posible.

Ejemplo 3: Demostración de que la administración oral de DX1 puede proteger a animales contra la prueba de 
provocación de la gripe

Se inmunizaron ratones con los grupos detallados en la Tabla 1 en las semanas 0 y 4. Se realizó inmunización 
mediante alimentación forzada con 1x108 o 1x107 UI de DX1 (Grupos A y C). A modo de control de la administración, 10
se realizó también una inmunización i.m. con Dx1 (Grupo B). Para controlar posibles efectos del adyuvante aguas 
abajo (downstream), utilizamos un vector de control de adyuvante que expresa el adyuvante de dsRNA, pero no el 
antígeno. Los ratones no tratados se utilizaron como control negativo. La cantidad de animales en cada grupo de 
prueba de provocación fueron 6.

Los animales fueron sometidos a prueba de provocación con un virus H1N1 pandémico (A/CA/07/2009) en la 15
semana 9 (día 64), utilizando una dosis de 8,6x105 TCID50. El A/CA/07/2009 se considera muy similar al A/CA/04/09, 
y las proteínas HA comparten más del 95% de identidad de aminoácidos. Se midió en los animales la pérdida de 
peso durante 14 días después de la prueba de provocación, ya que la pérdida de peso es un indicador de la salud 
de los animales.

Los resultados muestran que los animales inmunizados con DX1 estaban completamente protegidos contra la 20
muerte y la pérdida sustancial de peso (Figuras 2A y 2B). P< 0,03 mediante test exacto de Fisher cuando se 
compara con los grupos con DX1 con grupos no tratados o con grupos de control de adyuvante para la 
supervivencia. El control de adyuvante y los ratones no tratados todos perdieron cantidades significativas de peso y 
la mayoría murió como resultado de la prueba de provocación. Particularmente significativos son los datos que 
muestran que una dosis oral de DX1 puede todavía proteger el 100% de los animales, con una protección del peso 25
equivalente a los animales inmunizados por vía i.m.

Tabla 1

Grupo Etiqueta Figura 2 Descripción N

A Oral 2X Inmunización oral con 1e8 UI de DX1 6

B IM 2X Inmunización IM con 1e8 UI de DX1 6

C dosis oral Io 2X Inmunización oral con 1e7 UI de DX1 6

D control Ady 2X Inmunización oral 1e8 UI con un vector de control adyuvante 6

E No tratados No tratados 6

Ejemplo 4: Demostración de que la administración oral de DX1 es superior a rAd5 para provocar respuestas de 
anticuerpos para el virus de la gripe H1N130

Se construyó un segundo vector rAd que expresa la HA a partir de A/CA/04/09, esta vez sin el adyuvante de dsRNA
expresado. Este vector se denominó DX2. Se dosificó a ratones Balb/c mediante alimentación forzada por vía oral 
en las semanas 0 y 4 con 1,0x107 UI de DX1 o DX2 (denominado rAd5 (no adyuvante) en la Figura 3). N=6 para este 
experimento. Los títulos de anticuerpos para A/CA/4/09 HA se midieron en el plasma 3 y 7 semanas después de la 
administración mediante ELISA anti-HA IgG (Figura 3). Los resultados muestran que el DX1 indujo un título superior 35
de anticuerpos que DX2, lo que demuestra que el adyuvante mejora las respuestas inmunes para HA a continuación 
de la administración oral.
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REIVINDICACIONES

1. Vector de expresión adenoviral quimérico para la protección contra el virus de la gripe H1N1 pandémico, donde 
dicho vector comprende un casete de expresión que comprende:

(a) un primer promotor enlazado funcionalmente a un ácido nucleico que codifica un agonista del receptor 
de tipo toll 3 (TLR-3), en donde el agonista del TLR-3 es un ARN de doble cadena (dsRNA); y5

(b) un segundo promotor enlazado funcionalmente a un ácido nucleico que codifica un polipéptido de 
hemaglutinina a partir del virus A/CA/04/2009 H1N1 de la gripe.

2. Vector de expresión adenoviral quimérico según la reivindicación 1, en donde el ácido nucleico que codifica el 
agonista del TLR-3 comprende un ARN de horquilla corto.

3. Vector de expresión adenoviral quimérico según la reivindicación 1, en donde el ácido nucleico que codifica el 10
agonista del TLR-3 comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NOs: 1-6.

4. Vector de expresión adenoviral quimérico según cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el primer 
promotor y el segundo promotor son iguales.

5. Vector de expresión adenoviral quimérico según la reivindicación 4, en donde el primer promotor y el segundo 
promotor son cada uno un promotor de CMV.15

6. Composición farmacéutica que comprende el vector de expresión adenoviral quimérico según cualquiera de las 
reivindicaciones anteriores y un vehículo farmacéuticamente aceptable, en donde dicha composición farmacéutica 
se formula para su administración por vía oral, mucosa, o intranasal.

7. Composición farmacéutica de liberación oral que comprende el vector de expresión adenoviral quimérico según 
cualquiera de las reivindicaciones 1-5 y un vehículo farmacéuticamente aceptable.20

8. Cantidad inmunogénicamente efectiva de un vector de expresión adenoviral quimérico según cualquiera de las 
reivindicaciones 1-5, o una composición según las reivindicaciones 6 o 7, para su uso en un método para provocar 
una respuesta inmune ante un virus pandémico de la gripe H1N1 en un mamífero,

en donde la respuesta inmune está dirigida contra el polipéptido de hemaglutinina, y en donde la vía de 
administración se selecciona del grupo que consiste en: oral, intranasal, y mucosa.25

9. Vector de expresión o composición para su uso en el método de la reivindicación 8, en donde la vía de 
administración es oral.

10. Vector de expresión o composición para su uso en el método de la reivindicación 8 o 9, en donde la respuesta 
inmune es una respuesta inmune de la mucosa.

11. Vector de expresión o composición para su uso en el método de cualquiera de las reivindicaciones 8-10, en 30
donde dicho mamífero es un humano.
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