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DESCRIPCIÓN 
 

Partículas funcionales similares al virus de la gripe (VPL) 
 
Antecedentes de la invención 5 
 
El virus de la gripe es un miembro de la familia Orthomyxoviridae (para una revisión, véase Murphy y Webster, 
1996). Hay tres subtipos de virus de gripe que se han designado A, B, y C. El virión de la gripe contiene un genoma 
ARN segmentado en sentido negativo. El virión de la gripe incluye las siguientes proteínas: hemaglutinina (HA), 
neuraminidasa (NA), matriz (M1), proteína del canal ion protón (M2), nucleoproteína (NP), proteína 1 básica 10 
polimerasa (PB1), proteína 2 básica polimerasa (PB2), proteína ácida polimerasa (PA), y proteína 2 no estructural 
(NS2). Las HA, NA, M1 y M2 están asociadas a la membrana, mientras que NP, PB1, PB2, PA, y NS2 son proteínas 
asociadas a la nucleocápside. La NS1 es la única proteína no estructural que no se asocia con partículas de virión 
sino que es específica de las células infectadas con gripe. La proteína M1 es la proteína más abundante en las 
partículas de gripe. Las proteínas HA y NA son glucoproteínas de la envoltura, responsables de la unión y 15 
penetración de las partículas víricas en la células, y fuentes de los epítopos inmunodominantes principales para la 
neutralización vírica y la inmunidad protectora. Tanto las proteínas HA como NA se consideran los componentes 
más importantes para las vacunas profilácticas de gripe. 
 
La infección por virus de la gripe se inicia por la unión de la proteína HA de la superficie del virión a un receptor 20 
celular que contiene ácido siálico (glucoproteínas y glucolípidos). La proteína NA interviene en el proceso del 
receptor de ácido siálico, y la penetración del virus en la célula depende de la endocitosis mediada por receptor 
dependiente de HA. En los confines ácidos de los endosomas internalizados que contienen un virión de gripe, la 
proteína HA se somete a cambios conformacionales que dan lugar a la fusión de las membranas de la células 
huésped y vírica seguidos por la pérdida de recubrimiento y la liberación mediada por M2 de las proteínas M1 de las 25 
ribonucleoproteínas asociadas con la nucleocápside (RNP), que migra en el núcleo de la célula para la síntesis 
vírica. Los anticuerpos contra la molécula HA evita la infección vírica neutralizando la infectividad del virus, mientras 
que los anticuerpos contra las proteínas NA producen su efecto en las etapas tempranas de la replicación vírica. 
 
Las vacunas de virus de gripe A y B tienen licencia actualmente como vacunas trivalentes para administración 30 
parenteral. Estas vacunas trivalentes se producen como volumen monovalente en la cavidad alantoidea de 
embriones de pollo, se purifican por tasa de centrifugación zonal o cromatografía en columna, se inactivan con 
formalina o β-propiolactona, y se formulan como una mezcla de las dos cepas de tipo A y la cepa de tipo B de los 
virus de gripe en circulación entre la población humana en un año determinado. Las vacunas comerciales 
disponibles de gripe son vacunas víricas de virus entero (WV) o subviriones (SV; antígeno de superficie fraccionado 35 
o purificado). La vacuna de WV contiene viriones intactos, inactivados. Las vacunas SV que se tratan con 
disolventes tales como tri-n-butil-fosfato (Flu-Shield, Wyeth-Lederle) contienen casi todas las proteínas víricas 
estructurales y algunas de las envolturas víricas. Las vacunas SV solubilizadas con Triton X-100 (Fluzone, Sanofi-
Aventis; Fluvirin, Novartis) contienen principalmente agregados de monómeros HA, NA, y NP, aunque están 
presentes cantidades residuales de otras proteínas víricas estructurales. Recientemente se concedió la aprobación 40 
de comercialización de una vacuna vírica atenuada adaptada al frío por la FDA para su uso comercial como una 
vacuna de suministro intranasal indicada para la inmunización activa y la prevención de la enfermedad producida por 
los virus de gripe A y B en niños sanos y adolescentes, de 5-17 años de edad y adultos sanos de 18-49 años de 
edad. 
 45 
Se han desarrollado varios productos recombinantes como candidatos de vacunas de gripe recombinantes. Estas 
estrategias se dirigen a la expresión, producción y purificación de proteínas HA y NA de virus gripe tipo A, 
incluyendo la expresión de estas proteínas utilizando células de insecto infectadas por baculovirus (Crawford et al, 
1999; Johansson, 1999; Treanor et al., 1996), vectores víricos (Pushko et al., 1997; Berglund et al., 1999), y 
construcciones de vacuna ADN (Olsen et al., 1997). 50 
 
Crawford et al. (1999) han demostrado que la HA de gripe expresada en células de insecto infectadas con 
baculovirus es capaz de evitar la enfermedad de gripe letal causada por los subtipos de gripe aviar H5 y H7. Al 
mismo tiempo, otro grupo ha demostrado que las proteínas HA y NA de gripe expresada por baculovirus inducen 
respuestas inmunitarias superiores en animales que las inducidas por una vacuna convencional (Johansson et al., 55 
1999).La inmunogenicidad y eficacia de la hemaglutinina del virus de gripe equina que se expresa por baculovirus se 
comparó con un candidato de vacuna ADN homóloga (Olsen et al., 1997). En conjunto, los datos demostraban que 
se puede inducir un alto grado de protección contra la exposición al virus de gripe con proteínas HA y NA 
recombinantes, utilizando varias estrategias experimentales y en diferentes modelos animales. 
 60 
Lakey et al. (1996) demostraron que una vacuna de HA de virus de gripe derivada de baculovirus era bien tolerada e 
inmunogénica en voluntarios humanos en un estudio de seguridad de dosis escalada en Fase I. Sin embargo, los 
resultados de los estudios en Fase II realizados en varios sitios clínicos en voluntarios vacunados con varias dosis 
de vacunas de gripe que comprendían proteínas HA y/o NA indicaban que las vacunas de subunidades proteicas 
recombinantes no producían una inmunidad protectora [G. Smith, Protein Sciences; M. Perdue, USDA, Personal 65 
Communications]. Estos resultados indicaban que los epítopos conformacionales presentados en la superficie de 
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peplómeros HA y NA de viriones infecciosos eran importantes en la producción de anticuerpos neutralizantes e 
inmunidad protectora. 
 
Con respecto a la inclusión de otras proteínas del virus de la gripe en los candidatos de vacunas recombinantes de 
gripe, se llevaron a cabo varios estudios, incluyendo los experimentos que implicaban la nucleoproteína del virus de 5 
la gripe, NP, sola o en combinación con proteína M1 (Ulmer et al., 1993; Ulmer et al., 1998; Zhou et al., 1995; Tsui et 
al., 1998). Estos candidatos de vacunas, que estaba compuestos de proteínas internas de virión casi invariables, 
producían una inmunidad de amplio espectro que era primariamente celular (tanto células T CD4+ como CD8+ de 
memoria) Estos experimentos implicaban el uso de los vectores genéticos víricos o ADN. Se necesitaban cantidades 
relativamente grandes de ADN inyectado, ya que los resultados de los experimentos con dosis bajas de ADN 10 
indicaban poca o ninguna protección (Chen et al., 1998). Además, se pueden necesitar más investigaciones 
preclínicas y clínicas para evaluar si tales estrategias basadas en ADN que implican la NP y M1 de la gripe son 
seguras, eficaces, y persistentes. 
 
Recientemente, en un intento para desarrollar vacunas más eficaces para la gripe, se utilizaron proteínas 15 
particuladas como vehículos de epítopos de proteína M2. El razonamiento para el desarrollo de una vacuna basada 
en M2 era que en estudios animales la inmunidad protectora contra la gripe se producía por proteínas M2 
(Slepushkin et al., 1995). Neirynck et al. (1999) utilizaron un dominio transmembrana de 23 aa como pareja de fusión 
aminoterminal con el antígeno central del virus de la hepatitis B (HBcAg) para exponer el epítopo M2 en la superficie 
de partículas tipo cápside de HBcAg. Sin embargo, a pesar del hecho de que tanto la proteína M2 de longitud 20 
completa como VLP M2-HBcAg inducían anticuerpos detectables y protección en ratones, era improbable que se 
basaran vacunas de gripe en el futuro basadas exclusivamente en la proteína M2, ya que la proteína M2 estaba 
presente en un bajo número de copias por virión, era débilmente antigénica, era incapaz de producir anticuerpos que 
se unieran a los viriones de gripe libres, y era incapaz de bloquear la unión del virus a los receptores celulares (es 
decir, neutralización del virus). 25 
 
Aunque la investigación previa ha demostrado que las glucoproteínas de superficie del virus de gripe, HA y NA, son 
las primeras dianas para la producción de inmunidad protectora contra el virus de la gripe y que M1 proporciona una 
diana conservada par inmunidad células contra la gripe, un nuevo candidato puede incluir estos antígenos víricos 
como una partícula proteica macromolecular, tal como  partículas similares a  virus (VLP). Además, la partícula con 30 
estos antígenos de gripe pueden presentar epítopos conformacionales que produzcan anticuerpos neutralizantes 
contra múltiples cepas de virus de gripe. 
 
Varios estudios han demostrado que las proteínas de virus de la gripe recombinantes podrían auto ensamblarse en 
VLP en cultivo celular utilizando plásmidos de expresión en mamíferos o vectores de baculovirus (Gomez-Puertas et 35 
al., 1999; Neumann et al., 2000; Latham y Galarza, 2001). Gomez-Puertas et al. (1999) demostraron que la 
formación eficaz de VLP de gripe depende de los niveles de expresión de las proteínas víricas. Neumann et al. 
(2000) estableció un sistema basado en plásmido de expresión en mamíferos para generar  partículas similares a  
virus de gripe infecciosas totalmente de ADNc clonados. Latham y Galarza (2001) comunicaron de la formación de 
VPL de gripe en células de insecto infectadas con baculovirus recombinante que co-expresaba genes HA, NA, M1 y 40 
M2. Estos estudios demostraban que las proteínas del virión de gripe puede auto ensamblarse en la co-expresión en 
células eucariotas. 
 
Sumario de la invención 
 45 
La presente invención proporciona una  partícula similar a  virus (VLP) que comprende una proteína M1 del virus de 
la gripe y proteínas hemaglutininas (HA) y neuraminidasa (NA) del virus de gripe. La secuencia de aminoácidos de 
dicha proteína M1 es al menos idéntica en un 98 % a la SEC ID Nº 49, y la VLP se expresa a partir de una célula de 
insecto. Opcionalmente, dichas HA y NA son H5 y N1 respectivamente. En una realización, la proteína M1 se deriva 
de una cepa de virus de gripe diferente en comparación con proteínas H5 y N1. En otra realización, dicha H5 o N1 50 
es del clado 1del virus de gripe H5N1. 
 
Dicha VLP puede producir anticuerpos neutralizantes en un ser humano o un animal que sean protectores contra la 
infección de gripe cuando se administra la VLP a dicho ser humano o animal. 
 55 
La presente invención también proporciona una composición inmunógena que comprende una dosis eficaz de una 
VLP de la invención. En una realización, dicha composición comprende un adyuvante. 
 
La presente invención también proporciona una vacuna que comprende una dosis eficaz de una VLP e la invención. 
En una realización, dicha vacuna comprende al menos una segunda VLP que comprende HA y NA de diferentes 60 
cepas de gripe. En otra realización, dicha vacuna comprende un adyuvante. 
 
La presente invención también proporciona dicha vacuna para su uso en un método para inducir inmunidad 
sustancial contra la infección por virus de gripe en un animal, que comprende la administración de al menos una 
dosis eficaz de una vacuna que comprende la VLP de la invención. En una realización, dicha vacuna se administra a 65 
un animal por vía oral, intradérmica, intranasal, intramuscular, intraperitoneal, intravenosa, o subcutánea. 
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La presente invención también proporciona el uso de una VLP de la invención para la preparación de una vacuna 
para un animal, en que la vacuna induce una inmunidad sustancial contra la infección por el virus de gripe en dicho 
animal. 
 
La presente invención también proporciona un método para fabricar una VLP de la invención, que comprende la 5 
expresión de dichas proteínas M1, HA y NA en una célula de insecto. 
 
La presente solicitud también describe una estructura proteica macromolecular que contiene (a) una primera 
proteína M1 del virus de gripe y (b) una proteína estructural adicional, que puede incluir una segunda o más 
proteínas M1 del virus de gripe; una primera, segunda o más proteína HA de virus de gripe; una primera, segunda o 10 
más proteína NA de virus de gripe; y una primera, segunda o más proteína M2 de virus de gripe. Si la proteína 
estructural adicional no es de una segunda o más proteína M1 de virus de gripe, entonces ambos o todos los 
miembros del grupo, por ejemplo, la primera y segunda proteínas M2 de virus de gripe están incluidas. Por tanto, se 
proporciona una estructura proteica funcional, que incluye una partícula subvírica, VLP, o estructura de capsómero, 
o una parte de los mismos, una vacuna, una vacuna multivalente, y mezclas de los mismos que consisten 15 
esencialmente en proteínas estructurales del virus de gripe que se producen por el método de la invención. En una 
realización particularmente preferida, la estructura proteica macromolecular de gripe incluye proteínas HA, NA y M1 
de virus de gripe que son los productos de expresión de genes del virus de gripe clonados como fragmentos 
sintéticos a partir de un virus tipo silvestre. 
 20 
La estructura proteica macromolecular también puede incluir también puede incluir una proteína estructural 
adicional, por ejemplo, una nucleoproteína (NP), proteínas de membrana de especies distintas de virus no de gripe y 
una proteína de membrana de una fuente no de gripe, que se derivan de orígenes aviares o mamíferos y diferentes 
subtipos de virus de gripe, que incluye los virus de gripe subtipos A y B. La estructura proteica macromolecular 
puede incluir una estructura proteica macromolecular quimérica, que incluye una parte de al menos una proteína que 25 
tiene un resto no producido por el virus de gripe. 
 
Se puede conseguir la prevención de la gripe proporcionando una estructura proteica macromolecular que se 
pueden auto-ensamblar en una célula huésped a partir de una construcción recombinante. La estructura proteica 
macromolecular de la invención tiene la capacidad de auto-ensamblarse en  partículas similares a  virus (VLP) 30 
homotípicas o heterotípicas que presentan epítopos conformacionales en proteínas HA y NA, que producen 
anticuerpos neutralizantes que son protectores. La composición puede ser una composición vacunal, que también 
contienen un vehículo o diluyente y/o un adyuvante. Las VLP de gripe funcionales producen anticuerpos 
neutralizantes contra una o más cepas o tipos de virus de gripe dependiendo de si las VLP de gripe funcionales 
contienen proteínas HA y/o NA de una o más cepas o tipos víricos. La vacuna puede incluir proteínas del virus de 35 
gripe que son proteínas del virus de gripe tipo silvestre. Preferentemente, las proteínas estructurales que contienen 
la VLP de gripe, o una parte de las mismas, se pueden derivar de varias cepas o de virus de gripe tipo silvestre. Las 
vacunas de gripe pueden administrarse a seres humanos o animales para producir inmunidad protectora contra una 
o más cepas o tipos de virus de gripe. 
 40 
Las estructuras proteicas macromoleculares de la invención pueden mostrar actividad hemaglutinina y/o actividad 
neuraminidasa. 
 
La solicitud describe un método para producir una VLP que se deriva de la gripe construyendo una construcción 
recombinante que codifica genes estructurales de gripe, incluyendo M1, 45 
 
HA, y al menos una proteína estructural derivada del virus de la gripe. Una construcción recombinante que se utiliza 
para transfectar, infectar, o transformar una célula huésped adecuada con el baculovirus recombinante. La células 
huésped se cultiva bajo condiciones que permiten la expresión de M1, HA y al menos una proteína estructural deriva 
del virus de gripe y la VLP se forma en la célula huésped. Los medios celulares infectados que contienen una VLP 50 
de gripe funcional se recolectan y se purifica la VLP. El método también presenta una etapa adicional de co-
transfección, co-infección o co-transformación de la célula huésped con una segunda construcción recombinante 
que codifica una segunda proteína de gripe, incorporando de esta manera una segunda proteína de gripe en la VLP. 
Tales proteínas estructurales se pueden derivar del virus de gripe, incluyendo NA, M2 y NP, y al menos una proteína 
estructural que se deriva de orígenes aviares o de mamífero. La proteína estructural puede ser un virus de gripe de 55 
subtipo A y B. La célula huésped puede ser una célula eucariota. Además, la VLP puede ser una VLP quimérica. 
 
La solicitud también describe un método para formular una sustancia farmacológica que contiene un VPL de gripe 
introduciendo construcciones recombinantes que codifican genes víricos de gripe en células huésped y permitiendo 
el auto-ensamblaje de las proteínas vírica recombinantes de gripe en una VLP homotípica o heterotípica en las 60 
células. La VLP de gripe se aísla y se purifica y se formula una sustancia farmacológica que contiene la VLP de 
gripe. La sustancia farmacológica puede incluir además un adyuvante. Además, la solicitud proporciona un método 
para formular un producto farmacológico, mezclando tal sustancia farmacológica que contiene una VLP de gripe con 
una vesícula lipídica, es decir, una vesícula lipídica no iónica. Por lo tanto, las VLP homotípicas y heterotípicas 
pueden aparecer como partículas envueltas a partir de las células infectadas. Las VLP de gripe que surgen se 65 
pueden aislar y purificar por ultracentrifugación o cromatografía en columna como sustancias farmacológicas y se 
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formulan solas o con adyuvantes tales como Novasomes®, un producto de Novavax, Inc., como productos 
farmacológicos tales como vacunas. Novasomes®, que proporciona un aumento del efecto inmunológico, se 
describe además en la Pat. de EE. UU. Nº 4.911.928. 
 
La solicitud describe un método para detectar la inmunidad humoral contra la infección por el virus de la gripe en un 5 
vertebrado proporcionando un reactivo de ensayo que incluye una cantidad eficaz de detección de anticuerpo de 
proteína de virus de gripe que tiene al menos un epítopo conformacional de una estructura macromolecular del virus 
de gripe. El reactivo de ensayo se pone en contacto con una muestra de fluido corporal de un vertebrado que se va 
a examinar en cuanto a infección por virus de la gripe. Se permite que los anticuerpos específicos del virus de gripe 
que contiene la muestra se unan al epítopo conformacional de una estructura macromolecular del virus de gripe para 10 
que formen complejos antígeno-anticuerpo. Los complejos se separan de complejos no unidos y se ponen en 
contacto con un agente de unión de inmunoglobulinas marcado detectablemente. Se determina la cantidad de 
agente de unión de inmunoglobulinas marcado detectablemente que está unido a los complejos.  
 
El virus de gripe se puede detectar en un especimen de un animal o ser humano sospechoso de estar infectado con 15 
el virus proporcionando anticuerpos, que tengan un marcador que produzca una señal detectable, o que estén 
unidos a un reactivo marcado detectablemente, que tienen especificidad contra al menos un epítopo conformacional 
de la partícula de virus de gripe. El especimen se pone en contacto con anticuerpos y se permite que los anticuerpos 
se unan al virus de gripe. La presencia del virus de la gripe en el especimen se determina por medio del marcador 
detectable. 20 
 
La solicitud proporciona métodos para el tratamiento, prevención, y generación de una respuesta inmunitaria 
protectora administrando a un vertebrado una cantidad eficaz de la composición de la invención. 
 
De manera alternativa, la sustancia farmacológica de VLP de gripe se puede formular como reactivos de laboratorio 25 
para estudios de la estructura del virus de gripe y ensayos de diagnóstico clínico. La solicitud también describe un kit 
para el tratamiento del virus de gripe administrando una cantidad eficaz de una composición de la invención e 
instrucciones para su uso. 
 
La solicitud también describe una VLP que comprende proteínas HA, NA y M1 que se derivan del virus de gripe aviar 30 
que puede producir morbilidad y mortalidad en un vertebrado. 
Dichas proteína HA, NA y M1 se pueden derivar de un virus de gripe aviar tipo A. La HA se puede seleccionar de 
entre el grupo que consiste en H1, H2, H3, H4, H5, H6, H7, H8, H9, H10, H11, H12, H13, H14, H15 y H16 y la NA se 
puede seleccionar de entre el grupo que consiste en N1, N2, N3, N4, N5, N6, N7, N8 y N9. Opcionalmente, dichas 
proteínas HA y NA son H5 y N1, respectivamente. De manera alternativa, dichas proteínas HA y NA son H9 y N2, 35 
respectivamente. Dicha HA y/o NA pueden mostrar actividad hemaglutinina y/o actividad neuraminidasa, 
respectivamente. 
 
La VLP puede consistir esencialmente en proteínas HA, NA y M1, es decir, son sustancialmente las únicas proteínas 
de gripe en la VLP. 40 
 
La solicitud también describe un método para producir una VLP, que comprende la transfección de vectores que 
codifican proteínas del virus de gripe aviar en células huésped adecuadas y la expresión de dichas proteínas de 
virus de gripe bajo condiciones que permitan que se formen las VLP. 
 45 
Este método puede implicar la transfección de una célula huésped con moléculas de ADN recombinante que 
codifican solo las proteínas HA, NA y M1. 
 
La solicitud también describe una formulación antigénica que comprende una VLP que comprende proteína HA, NA 
y M1 derivadas del virus de gripe aviar que puede producir morbilidad y mortalidad en un vertebrado. La HA se 50 
puede seleccionar de entre el grupo que consiste en H1, H2, H3, H4, H5, H6, H7, H8, H9, H10, H11, H12, H13, H14, 
H15 y H16 y la NA se puede seleccionar de entre el grupo que consiste en N1, N2, N3, N4, N5, N6, N7, N8 y N9. 
Opcionalmente, dichas proteínas HA y NA son H5 y N1, respectivamente. 
 
De manera alternativa, dichas proteínas HA y NA son H9 y N2, respectivamente. 55 
 
Dicha formulación antigénica se puede administrar al sujeto por vía oral, intradérmica, intranasal, intramuscular, 
intraperitoneal, intravenosa, o subcutánea. 
 
La solicitud proporciona además un método de vacunación de un vertebrado contra el virus de la gripe aviar que 60 
comprende la administración a dicho vertebrado una cantidad que induce protección de una VLP que comprende 
proteínas HA, NA y M1 derivadas de un virus de gripe aviar. 
 
La presente solicitud también describe un método para inducir una inmunidad sustancial contra la infección por el 
virus de la gripe o al menos un síntoma de la misma en un sujeto, que comprende la administración al menos de una 65 
dosis eficaz de una VLP de gripe. Dicha VLP puede consistir esencialmente en HA, NA y M1. De manera alternativa 
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dicha VLP comprende proteínas de gripe, en que dichas proteínas de gripe consisten en HA, NA y M1. Dicha HA y/o 
NA puede mostrar actividad hemaglutinina y/o actividad neuraminidasa, respectivamente. 
 
La presente solicitud también describe un método para inducir una inmunidad sustancial contra la infección por virus 
de la gripe o al menos un síntoma de la misma en un sujeto, que comprende la administración de al menos una 5 
dosis eficaz de una VLP de gripe aviar. Dicha VLP de gripe puede consistir esencialmente en HA, NA y M1 aviar. 
 
La presente solicitud describe además un método para inducir una inmunidad sustancial contra la infección por un 
virus de gripe o al menos un síntoma de la misma en un sujeto, que comprende la administración de al menos una 
dosis eficaz de una VLP de gripe estacional. Dicha VLP de gripe puede consistir esencialmente en HA, NA y M1 10 
estacionales.  
 
La presente solicitud describe además un método para inducir una inmunidad sustancial contra la infección del virus 
de la gripe o al menos un síntoma de la misma en un sujeto, que comprende la administración de al menos una 
dosis eficaz de al menos una VLP de gripe estacional. 15 
 
Dicha VLP de gripe puede comprender HA, NA y M1 de gripe estacional. De manera alternativa, dicha VLP de gripe 
puede consistir esencialmente en HA, NA y M1 de gripe estacional. 
 
La presente solicitud describe además un método para inducir una respuesta de anticuerpos sustancialmente 20 
protectora contra la infección por el virus de la gripe o al menos un síntoma de la misma en un sujeto, que 
comprende la administración de al menos una dosis eficaz de una VLP de gripe. 
 
La presente solicitud describe un método para inducir una respuesta inmunitaria celular sustancialmente protectora 
contra la infección por el virus de la gripe o al menos un síntoma de la misma en un sujeto, que comprende la 25 
administración de al menos una dosis eficaz de una VLP de gripe. 
 
La presente solicitud describe además un método para formular una vacuna que induce inmunidad sustancial contra 
la infección por el virus de gripe o al menos un síntoma de la misma a un sujeto, que comprende la adición a dicha 
formulación de una dosis eficaz de VLP de gripe. 30 
 
Dicha inmunidad sustancial contra la infección por el virus de la gripe o al menos un síntoma de la misma se puede 
suministrar en una dosis. De manera alternativa, dicha inmunidad sustancial contra la infección por virus de gripe o 
al menos un síntoma de la misma se suministra en múltiples dosis. 
 35 
La presente solicitud describe además una vacuna que comprende una VLP de gripe, en que dicha vacuna induce 
una inmunidad sustancial contra la infección por el virus de la gripe o al menos un síntoma de la misma cuando se 
administra a un sujeto. Opcionalmente, dicha VLP de gripe es una VLP de gripe aviar. De manera alternativa, dicha 
VLP de gripe es una VLP de gripe estacional. 
 40 
La presente solicitud describe además una formulación antigénica que comprende una VLP de gripe, en que dicha 
vacuna induce una inmunidad sustancial contra la infección por el virus de la gripe o al menos un síntoma de la 
misma cuando se administra a un sujeto. Opcionalmente, dicha VLP de gripe es una VLP de gripe aviar. De manera 
alternativa, dicha VLP de gripe es una VLP de gripe estacional. 
 45 
Breve descripción de los dibujos 
 

La FIG. 1 representa la secuencia de nucleótidos del gen de la neuraminidasa (NA) del virus de gripe aviar 
A/Hong Kong/1073/99 (H9N2) (SEC ID Nº 1). 
La FIG. 2 representa la secuencia de nucleótidos del gen de la hemaglutinina (HA) del virus de gripe aviar 50 
A/Hong Kong/1073/99 (H9N2) (SEC ID Nº 2). 
La FIG. 3 representa la secuencia de nucleótidos del gen de la proteína de matriz M1 (M1) (SEC ID Nº 3). 
La FIG. 4 representa los vectores de transferencia para la construcción de baculovirus recombinantes para la 
expresión de las proteínas HA, NA y M1 del virus de gripe aviar A/Hong Kong/1073/99 (H9N2). La FIG. 4A 
representa un vector de transferencia para la expresión de genes individuales y la FIG.4B describe el vector de 55 
transferencia para la multi-expresión de genes. 
La FIG. 5 describe la expresión de las proteínas HA, NA y M1 del virus de gripe A/Hong Kong/1073/99 (H9N2) en 
células Sf-9S. 
La FIG. 6 describe la purificación de VLP de gripe aviar A/Hong Kong/1073/99 (H9N2) por el método de gradiente 
de densidad en sacarosa. 60 
La FIG. 7 representa la detección de la proteína del virus de gripe por cromatografía de filtración en gel. Los 
anticuerpos que se utilizan en los análisis de transferencia de Western son los siguientes: (A) anti-H9N2 de 
conejo; (B) anti-M1 mAb murino; y (C) anti-BACgp64 murino.  
La FIG. 8 representa la detección de las proteínas de gripe aviar A/Hong Kong/1073/99 (H9N2) incluyendo 
partículas sub-víricas, VLP, y complejos VLP, por microscopía electrónica. 65 
La FIG. 9 representa la actividad de hemaglutinación de VLP de gripe aviar A/Hong Kong/1073/99 (H9N2) 
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purificadas. 
La FIG. 10 representa la actividad neuraminidasa de VLP de gripe aviar A/Hong Kong/1073/99 (H9N2) 
purificadas. 
La FIG. 11 representa la inmunización y el programa de extracción de sangre para el estudio de inmunogenicidad 
de gripe recombinante con VLP de gripe aviar A/Hong Kong/1073/99 (H9N2) purificadas en ratones. 5 
La FIG. 12 representa los resultados de un estudio de inmunogenicidad en ratones inmunizados con VLP de 
H9N2 recombinante de gripe. La FIG. 12A representa los sueros de ratones BALB/c inmunizados con VLP 
recombinante que comprende proteínas HA, NA y M1 del virus de gripe aviar tipo A/Hong Kong/1073/99. La 
FIG.12B representa los sueros de ratones blancos Nueva Zelanda inmunizados con un virus de gripe aviar 
inactivado tipo A H9N2 que se hicieron reaccionar con transferencias de Western que contenían virus de gripe 10 
aviar tipo A H9N2 inactivado (calles 1 y 3) o virus de gripe aviar adaptado al frío tipo A H9N2 (calles 2 y 4). 
La FIG. 13 representa la media geométrica de las respuestas de anticuerpos en ratones BALB/c tras una 
inmunización primaria y secundaria. 
La FIG. 14 representa las respuestas de inhibición de la aglutinación en el suero (HI) en ratones BALB/c. 
La FIG. 15 representa la pérdida de peso ( %) de los ratones BALB/c desafiados con gripe H9N2. 15 
La FIG. 16 representa los títulos de virus pulmonares a los 3 y 5 días tras la exposición con H9N2. 
Las FIG. 17A, 17B y 17C representan la respuesta de anticuerpo de los ratones al A/Fujian/411/2002 cuando se 
inmunizan con una VLP de H3N2. 
Las FIG. 18A y B representan los isotipos de anticuerpo IgG en ratones. 
La FIG. 19 respuestas de anticuerpos de inhibición de hemaglutinación (HI) en Ratas SD inmunizadas con 20 
vacuna VLP de H9N2. 
Las FIG. 20A y 20B representan las respuestas de anticuerpo de inhibición de hemaglutinación (HI) a diferentes 
dosis de VLP de H9N2 con y sin adyuvante en ratones BALB/c. 
La FIG. 21 representa las respuestas de inhibición de la hemaglutinación (HI) en suero de ratones BALB/c entre 
diferentes dosis de VLP. 25 
La FIG. 22 representa las respuestas de inhibición de la hemaglutinación (HI) en hurones. 
La FIG. 23 representa las respuestas de inhibición de la hemaglutinación del suero extraído los días 21 y 42 de 
hurones tras la administración de diferentes cepas de VLP de H3N2.  
La FIG. 24 representa el anticuerpo anti-HA (título de punto final de dilución) de ratones inoculados por vía 
intramuscular con VLP de H5N1 (Vietnam/1203/2003) a bajas dosis. 30 
La FIG. 25 representa el anticuerpo anti-HA (título de punto final de dilución) de ratones inoculados por vía 
intranasal con VLP de H5N1 (Vietnam/1203/2003) a bajas dosis. 
La FIG. 26 representa un ejemplo de fabricación, aislamiento y purificación de las VPL de la invención. 
La FIG. 27 representa ratones inoculados con VLP de H3N2 por vía intramuscular y desafiados posteriormente 
por vía intranasal con virus A/Aichi/2/68x31 (H3N2). 35 
La FIG. 28 representa ratones inoculados con VLP de H3N2 por vía intranasal y desafiados posteriormente por 
vía intranasal con virus A/Aichi/2/68x31 (H3N2). 
La FIG. 29 representa la dispersión vírica en lavados nasales de hurones inoculados con una vacuna VLP de 
H9N2 y desafiados posteriormente por vía intranasal con virus H9N2. 
Las FIG. 30A, 30B, 30C, 30D, 30E, 30F, 30G, 30H representan las respuestas de anticuerpos de inhibición de la 40 
hemaglutinación (HI) en ratones tras la inoculación con diferentes dosis de VLP de A/Fujian/411/2002 (H3N2) por 
vía intramuscular o intranasal ensayadas contra diferentes cepas H3N2 de virus de gripe. 
 

Descripción detallada de la invención 
 45 
Como se utiliza en el presente documento, el término “baculovirus” también conocido como baculoviridae, se refiere 
a una familia de virus ADN encapsulados de los artrópodos, algunos de cuyos miembros se pueden utilizar como 
vectores de expresión para producir proteínas recombinantes insertándose en cultivos celulares. El virión contienen 
una o más nucleocápsides en forma de barra que contienen una molécula de ADN bicatenaria superenrrollada 
circular (Mr 54 x 106 - 154 x 106). El virus que se utiliza como vector es el virus de poliedrosis nuclear de Autographa 50 
califórnica (NVP). La expresión de genes introducidos está bajo el control del fuerte promotor que regula 
normalmente la expresión del componente poliédrico de proteína de la gran inclusión nuclear en la que se embeben 
los virus en las células infectadas. 
 
Como se utiliza en el presente documento, la expresión “derivado de” se refiere al origen o fuente, y puede incluir 55 
moléculas de origen natural, recombinantes, no purificadas o purificadas. Las proteínas y moléculas de la presente 
invención se pueden derivar de moléculas de gripe y de no gripe. 
 
Como se utiliza en el presente documento el término “primer” proteína del virus de la gripe, es decir, una primera 
proteína M1 del virus de gripe, se refiere a una proteína, tal como M1, HA, NA, y M2, que se deriva de una cepa 60 
particular del virus de la gripe. La cepa o tipo del primer virus de gripe se diferencia de la cepa o tipo de la segunda 
proteína del virus de gripe, que es una cepa o tipo diferente de la primera proteína del virus de gripe. 
 
Como se utiliza en el presente documento, la expresión “actividad hemaglutinina” se refiere a la capacidad de 
proteínas que contienen HA, VLP, o partes de las mismas que se unen y aglutinan glóbulos rojos (eritrocitos). 65 
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Como se utiliza en el presente documento, la expresión “actividad neuraminidasa” se refiere a la actividad 
enzimática de proteínas que contienen NA, VLP, o partes de las mismas para escindir restos e ácido siálico de 
sustratos que incluyen proteínas tales como la fetuina. 
 
Como se utiliza en el presente documento, el término “heterotípico” se refiere a uno o más tipos o cepas diferentes 5 
de virus. 
 
Como se utiliza en el presente documento, el término “homotípico” se refiere a un tipo o cepa de virus. 
 
Como se utiliza en el presente documento, la expresión “estructura proteica macromolecular” se refiere a una 10 
construcción o disposición de una o más proteínas. 
 
Como se utiliza en el presente documento, el término vacuna “multivalente” se refiere a una vacuna contra múltiples 
tipos de cepas de virus de gripe. 
 15 
Como se utiliza en el presente documento, la expresión “no gripe” se refiere a una proteína o molécula que no se 
deriva del virus de gripe. 
 
Como se utiliza en el presente documento, el término “vacuna” se refiere a una preparación de agentes patógenos 
muertos o debilitados, o de derivados de determinantes antigénicos, que se utilizan para inducir la formación de 20 
anticuerpos o inmunidad contra el agente patógeno. Una vacuna se da para proporcionar inmunidad contra la 
enfermedad, por ejemplo, gripe, que está producida por virus de gripe. La presente invención proporciona 
composiciones vacunales que son inmunogénicas y proporcionan protección. Además, el término “vacuna” se refiere 
también a una suspensión o solución de un inmunógeno (por ejemplo una VLP) que se administra a un vertebrado 
para producir inmunidad protectora, es decir, una inmunidad que reduce la gravedad de una enfermedad asociada 25 
con la infección. 
 
Como se utiliza en el presente documento, la expresión “inmunidad sustancial” se refiere a una respuesta 
inmunitaria en la que cuando se administra las VLP de la invención a un vertebrado hay una inducción del sistema 
inmunitario en dicho vertebrado que da como resultado en la prevención de la infección de gripe, la mejoría de la 30 
infección de gripe o la reducción de al menos un síntoma relacionado con la infección del virus de gripe en dicho 
vertebrado. La sustancial inmunidad también se puede referir a un título de inhibición de la hemaglutinación (HI) de ≥ 
40 en un mamífero en que se le ha administrado la VLP de la invención y se le ha inducido una respuesta 
inmunitaria. 
 35 
Como se utiliza en el presente documento el término “adyuvante” se refiere a un compuesto que, cuando se utiliza 
en combinación con un inmunógeno específico (por ejemplo, una VLP) en una formulación, aumenta o altera o 
modifica de otra manera la respuesta inmunitaria resultante. La modificación de la respuesta inmunitaria incluye 
intensificación o amplificación de la especificidad de una o ambas respuestas inmunitarias de anticuerpos o celular. 
La modificación de la respuesta inmunitaria también puede significar el descenso o supresión de ciertas respuestas 40 
inmunitarias específicas de antígeno. 
 
Como se utiliza en el presente documento la expresión “estimulador inmunitario” se refiere a un compuesto que 
aumenta una respuesta inmunitaria por medio de los propios mensajeros químicos (citoquinas) del cuerpo. Estas 
moléculas comprenden varias citoquinas, linfoquinas y quimioquinas con actividades inmunoestimulantes, 45 
inmunopotenciación, y pro-inflamatorias, tales como interleucinas (por ejemplo, IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-12, IL-13); 
factores de crecimiento (por ejemplo, factor estimulante de colonias de granulocitos macrófagos (GM) (CSF)); y otras 
moléculas inmunoestimulantes, tales como factor inflamatorio de macrófagos, ligando Flt3, B7.1; B7.2, etc. Las 
moléculas inmunoestimulantes se pueden administrar en la misma formulación que las VLP de gripe, o se pueden 
administrar por separado. O la proteína o el vector de expresión que codifica la proteína se puede administrar para 50 
producir un efecto inmunoestimulante. 
 
Como se utiliza en el presente documento una “dosis eficaz” se refiere en general a una cantidad de la VLP de la 
invención suficiente para inducir inmunidad, para prevenir y/o mejorar la infección por el virus de la gripe o para 
reducir al menos un síntoma de infección por gripe y/o aumentar la eficacia de otra dosis de una VLP. Una dosis 55 
eficaz se puede referir a la cantidad de la VLP suficiente para retrasar o minimizar la aparición de una infección de 
gripe. Una dosis eficaz puede referirse también a la cantidad de la VLP que proporciona un beneficio terapéutico en 
el tratamiento o manejo de la infección de gripe. Además, una dosis eficaz es la cantidad con respecto a las VLP 
solas de la invención, o en combinación con otras terapias, que proporciona un beneficio terapéutico en el 
tratamiento o manejo de una infección vírica de gripe. Una dosis eficaz puede ser también la cantidad suficiente para 60 
aumentar la respuesta inmunitaria propia de un sujeto (por ejemplo, de un ser humano) contra una posterior 
exposición al virus de gripe. Se pueden controlar los niveles de inmunidad, por ejemplo, midiendo cantidades de 
anticuerpos neutralizantes segregados y/o del suero, por ejemplo, por neutralización de placas, fijación del 
complemento, inmunoabsorción ligado a enzimas, o ensayo de microneutralización. En el caso de una vacuna, una 
“dosis eficaz” es la que previene la enfermedad o reduce la gravedad de los síntomas. 65 
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Como se utiliza en el presente documento la expresión “virus de gripe aviar” se refiere a virus de gripe que se 
encuentran principalmente en aves pero que también pueden infectar seres humanos u otros animales. En algunos 
casos, los virus de gripe aviar se pueden transmitir o diseminar de un ser humano a otro. Un virus de gripe aviar que 
infecta seres humanos tiene el potencial de producir una gripe pandémica, es decir, morbilidad y/o mortalidad en 
seres humanos. Una pandemia se produce cuando emerge una nueva cepa de virus de gripe (un virus para el que el 5 
ser humano no tiene inmunidad natural), diseminándose más allá de localidades individuales, posiblemente 
alrededor del globo, e infectando a muchos seres humanos al mismo tiempo. 
 
Como se utiliza en el presente documento, la expresión “virus de gripe estacional” se refiere a cepas del virus de 
gripe que se ha determinado que pasan por la población humana durante una determinada estación de gripe, que se 10 
basa en la vigilancia epidemiológica que llevan a cabo los Centros Nacionales de Gripe por todo el mundo. Estos 
estudios epidemiológicos, y algunos virus de gripe aislados, se envían a uno de los cuatro laboratorios de referencia 
de la Organización Mundial de la Salud (OMS), uno de los cuales está en el Centro para el Control y Prevención de 
Enfermedades (CDC) en Atlanta para los ensayos detallados. Estos laboratorios ensayan cómo los anticuerpos 
hacen a la presente vacuna que reaccione con el virus circulante y los nuevos virus de gripe. Esta información, junto 15 
con la información, sobre la actividad de la gripe, se resume y se presenta a un comité consultivo de la 
Administración de Alimentos y Fármacos de EE. UU (FDA) y en una reunión de la OMS. Estas reuniones da como 
resultado la selección de tres virus (dos subtipos de virus de gripe A y uno virus de gripe B) para introducirlos en las 
vacunas de gripe del siguiente otoño e invierno. La selección se produce en febrero para el hemisferio norte y en 
septiembre para el hemisferio sur. Habitualmente, uno o dos de las tres cepas de virus de la vacuna cambian cada 20 
año. 
 
Como se utiliza en el presente documento, la expresión “respuesta de anticuerpos sustancialmente protectora” se 
refiere a una respuesta inmunitaria mediada por los anticuerpos contra un virus de gripe, que muestra un vertebrado 
(por ejemplo, un ser humano), que previene o mejora la infección de gripe o reduce al menos un síntoma de la 25 
misma. Las VLP de la invención pueden estimular la producción de anticuerpo, por ejemplo, anticuerpos 
neutralizantes, que bloquean la entrada de los virus de gripe en las células, bloquean la replicación de dichos virus 
de gripe uniéndose a los virus, y/o protegen las células huésped de la infección y destrucción. 
 
Como se utiliza en el presente documento “respuesta celular sustancialmente protectora” se refiere a una sustancia 30 
inmunitaria que está mediada por linfocitos T y/u otros glóbulos blancos sanguíneos contra el virus de gripe, que 
muestra un vertebrado (por ejemplo, un ser humano), que previene o mejora una infección de gripe o reduce al 
menos un síntoma de la misma. Un aspecto importante de la inmunidad celular implica una respuesta específica al 
antígeno por células T citolíticas (“CTL”). Las CTL tienen especificidad por antígenos peptídicos que están presentes 
en asociación con proteínas codificadas por el Complejo Mayor de Histocompatibilidad (MHC) y que se expresan en 35 
la superficie de las células. Las CTL ayudan a la inducción y promoción de la destrucción de microbios 
intracelulares, o la lisis las células infectadas con tales microbios. Otro aspecto de la inmunidad celular implica una 
respuesta específica de antígeno por las células T auxiliares. Las células T auxiliares actúan ayudando a estimular la 
función, y el foco de actividad de células efectoras no específicas contra las células presentadoras de antígenos 
peptídicos en asociación con moléculas del MHC en su superficie. Una “respuesta inmunitaria celular” también se 40 
refiere a la producción de citoquinas, quimioquinas y otras de tales moléculas que se producen por células T 
activadas y/u otros glóbulos blancos sanguíneos, incluyendo las que se derivan de células T CD4+ y CD8+. 
 
Como se utiliza en el presente documento la expresión “inmunidad sustancial con una base poblacional amplia” se 
refiere a la inmunidad como resultado de las VLP de la invención que se administran a individuos de una población. 45 
La inmunidad en dicho individuo en dicha población da como resultado la prevención, mejora de la infección de 
gripe, o la reducción de al menos un síntoma relacionado con la infección por el virus de la gripe en dicho individuo, 
y previene la diseminación de dicho virus de gripe a otros de la población. El término población se define como un 
grupo de individuos (por ejemplo, escolares, ancianos, un país, un estado, etc.). 
 50 
Como se utiliza en el presente documento, la expresión “formulación antigénica” o “composición antigénica” se 
refiere a una preparación que, cuando se administra a un vertebrado, especialmente un ave o un mamífero, inducirá 
una respuesta inmunitaria. 
 
Como se utiliza en el presente documento, el término “vertebrado” o “sujeto” o “paciente” se refiere a cualquier 55 
miembro de un subphylum cordata, incluyendo, sin limitación, seres humanos y otros primates, incluyendo primates 
no humanos tales como chimpancés y otras especies de simios y monos. Animales de granja tales como el ganado 
bovino, ovejas, cerdos, cabras y caballos; animales domésticos tales como perros y gatos; animales de laboratorio 
que incluyen roedores como los ratones, ratas y cobayas; aves, incluyendo las aves domésticas, silvestres y de caza 
tales como pollos, pavos y otras aves gallináceas, patos, gansos, y similares, como ejemplos no limitantes. Los 60 
términos “mamíferos” y “animales” están incluidos en esta definición. Se pretende incluir tanto los individuos adultos 
como los recién nacidos. 
 
La gripe sigue siendo un problema de salud pública generalizado a pesar de la disponibilidad de vacunas específicas 
de virus inactivados que tienen una efectividad del 60-80 % bajo condiciones óptimas. Cuando estas vacunas son 65 
eficaces, habitualmente se evita la enfermedad previniendo la infección vírica. Puede producirse un fallo vacunal 
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como resultado de la acumulación de diferencias antigénicas (cambio antigénico y deriva antigénica). Por ejemplo, el 
virus de gripe aviar tipo A H9N2 co-circula con el virus de gripe humana tipo A Sydney/97 (H3N2) en cerdos y da 
lugar a una reordenación genética y la emergencia de nuevas cepas de virus de gripe humana con un potencial 
pandémico (Peiris et al., 2001). En el caso de tal cambio antigénico, es improbable que las vacunas actuales 
proporcionen una protección adecuada. 5 
 
Otra razón para la insuficiencia de los programas de vacunación de gripe es la relativamente corta persistencia de la 
inmunidad producida por las vacunas actuales. Otra deficiencia de las medidas de control de gripe se refleja en el 
uso restringido de las vacunas actuales debido a la reactogenicidad de la vacuna y los efectos secundarios en niños 
menores, ancianos y personas con alergias a los componentes del huevo, que se usa en la fabricación de las 10 
vacunas de virus de gripe inactivado que tienen la licencia comercial. 
 
De manera adicional, las vacunas de virus de gripe inactivado carecen a menudo o contienen epítopos 
conformacionales HA y NA alterados, que son los que producen anticuerpos neutralizantes y tienen un papel 
principal en la protección contra la enfermedad. Por lo tanto, las vacunas víricas inactivadas, así como algunas 15 
vacunas de subunidades proteicas de gripe monoméricas recombinantes, suministran una protección inadecuada. 
Por otro lado, las estructuras proteicas macromoleculares, tales como los capsómeros, partículas sub-víricas, y/o 
VLP, incluyen múltiples copias de proteínas nativas que muestran epítopos conformacionales, que son ventajosos 
para una inmunogenicidad vacunal óptima. 
 20 
La presente solicitud describe la clonación de los genes HA, NA y M1 del virus de gripe aviar A/Hong Kong/1073/99 
(H9N2) en un vector de expresión único de baculovirus solo o en tándem y la producción de candidatos o reactivos 
vacunales de gripe que comprenden proteínas estructurales recombinantes de gripe que se auto-ensamblan en 
estructuras proteicas macromoleculares homotípicas funcionales e inmunogénicas, incluyendo partículas sub-víricas 
de gripe y VLP de gripe, en células de insecto infectadas con baculovirus. 25 
 
La presente solicitud describe la clonación de los genes HA, NA, M1, M2 y NP de los virus de gripe humana 
A/Sydney/5/97 y A/Fujian/411/2002 (H3N2) en vectores de expresión de baculovirus y la producción de candidatos o 
reactivos que comprenden proteínas estructurales de gripe que se auto-ensamblan en estructuras proteicas 
macromoleculares homotípicas inmunogénicas y funcionales, que incluyen partículas sub-víricas de gripe y VLP de 30 
gripe, en células de insecto infectadas con baculovirus. 
 
Además la presente solicitud describe la clonación del gen HA del virus de la gripe humana A/Sydney/5/97 and 
A/Fujian/411/2002 (H3N2) y los genes HA, NA y M1 de la gripe aviar A/Hong Kong/1073/99 (H9N2) en un único 
vector de expresión de baculovirus en tándem y la producción de candidatos o reactivos de vacuna de gripe que 35 
comprende proteínas estructurales de gripe que se auto-ensamblan en estructuras macromoleculares heterotípicas 
inmunogénicas y funcionales, que incluyen partículas de gripe sub-víricas y VLP de gripe, en células de insecto 
infectadas con baculovirus. 
 
VLP de la invención 40 
 
Las VLP de gripe de la invención son útiles para preparar vacunas contra los virus de gripe. Una característica 
importante de este sistema es la capacidad para remplazar las glucoproteínas de superficie con diferentes subtipos 
de HA y/o NA u otras proteínas víricas, permitiendo así, la actualización de nuevas variantes antigénicas de gripe 
cada año o para prepararlas frente a una gripe pandémica. Una vez que se identifican las variantes antigénicas de 45 
estas glucoproteínas, se pueden actualizar las VLP para incluir estas nuevas variantes (pro9 ejemplo, para vacunas 
de gripe estacional). Además, las glucoproteínas de superficie de los virus potencialmente pandémicos tales como 
H5N1, u otras combinaciones de HA, NA con el potencial pandémico se podrían incorporar en VLP sin el problema 
de liberar genes que no habían circulado en humanos durante varias décadas. Esto es debido a que las VLP no son 
infecciosas, no se replican y no pueden producir la enfermedad. Por lo tanto, este sistema permite crear un nuevo 50 
candidato de vacuna de gripe cada año y/o una vacuna para gripe pandémica siempre que sea necesaria. 
 
Hay 16 hemaglutininas (HA) diferentes y 9 neuraminidasas (NA) diferentes encontrándose todas ellas entre aves 
silvestres. Las aves silvestres son el reservorio natural primario para todos los tipos de virus de gripe A y se cree que 
son la fuente de todos los tipos de virus de gripe A en los demás vertebrados. Estos subtipos se diferencias por los 55 
cambios en la hemaglutinina (HA) y neuraminidasa (NA) en su superficie. Son posibles muchas combinaciones 
diferentes de proteínas HA y NA. Cada combinación representa un tipo diferente de virus de gripe A. Además, cada 
tipo se puede clasificar en cepas basándose en las diferentes mutaciones que se encuentran en cada uno de sus 8 
genes. 
 60 
Todos los tipos conocidos de virus de gripe A se pueden encontrar en aves. Habitualmente los virus de gripe aviar 
no infectan a los seres humanos. Sin embargo, algunos virus de gripe aviar desarrollan variaciones genéticas 
asociadas con la capacidad de cruzar las barreras interespecíficas. Tal virus es capaz de producir una pandemia 
debido a que los seres humanos no tienen inmunidad natural contra el virus y puede diseminarse fácilmente de 
persona a persona. En 1997, el virus de gripe aviar saltó de un ave a un ser humano en Hong Kong durante un brote 65 
de gripe aviar en una granja. Este virus se identificó como un virus de gripe H5N1. El virus produjo enfermedad 
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respiratoria grave en 18 personas, seis de los cuales murieron. Desde entonces, se han producido muchos más 
casos de infecciones por H5N1 conocidas entre seres humanos por todo el mundo; aproximadamente la mitad de 
estas personas murieron. 
 
Por lo tanto, la presente solicitud describe la clonación de nucleótidos HA, NA y M1 de los virus de gripe aviar, virus 5 
de gripe con potencial pandémico y/o virus de gripe estacional en vectores de expresión. La presente solicitud 
describe también la producción de candidatos o reactivos de vacuna de gripe compuestos por proteínas que se auto-
ensamblan en VLP funcionales. Todas las combinaciones de proteínas víricas se deben co-expresar con un 
nucleótido M1. 
 10 
Las VLP descritas en el presente documento consisten o comprenden proteínas HA, NA y M1. 
 
Dicha VLP puede comprender una HA de un virus de gripe aviar, pandémico y/o estacional y una NA de un virus de 
gripe aviar, pandémico y/o estacional, en que dicha HA se selecciona de entre el grupo que consiste en H1, H2, H3, 
H4, H5, H6, H,7 H8, H9, H10, H11, H12, H13, H14, H15 y H16 y dicha NA se selecciona de entre el grupo que 15 
consiste en N1, N2, N3, N4, N5, N6, N7, N8 y N9. De manera alternativa, la VLP puede consistir esencialmente en 
HA, NA y M1. Dicha HA y NA puede ser de la lista anterior de HA y NA. Estas VLP pueden comprender proteínas de 
gripe adicionales y/o proteínas contaminantes en concentraciones despreciables. De manera alternativa, dicha VLP 
de gripe comprende proteínas de gripe, en que dichas proteínas de gripe consisten en las proteínas HA, NA y M1. 
Estas VLP contienen HA, NA y M1 y pueden contener constituyentes celulares adicionales tales como proteínas 20 
celulares, proteínas de baculovirus, lípidos, carbohidratos, etc., pero no contienen proteínas de gripe adicionales 
(distintas de fragmentos de M1, HA y/o NA). 
 
La HA y/o NA pueden mostrar actividad de hemaglutinina y7o actividad neuraminidasa, respectivamente, cuando se 
expresan en la superficie de las VLP. 25 
 
Dicha VLP puede comprender HA y NA del virus H5N1 y una proteína M1 (la proteína M1 puede ser o no de la 
misma cepa vírica).  
De manera alternativa, dicha VLP puede consistir esencialmente en HA, NA del virus H5N1 y una proteína M1. Estas 
VLP pueden comprender proteínas de gripe adicionales y/o proteínas contaminantes en concentraciones 30 
despreciables. De manera alternativa, dicha VLP puede consistir en HA, NA del virus H5N1 y una proteína M1. 
Dicha VLP puede comprender proteínas de gripe, en que dichas proteínas de gripe consisten en proteínas H5, N1 y 
M1. Estas VLP contienen H5, N9 y M1 y pueden contener constituyentes celulares adicionales tales como proteínas 
celulares, proteínas de baculovirus, lípidos, carbohidratos, etc., pero no contienen proteínas de gripe adicionales 
(distintas de fragmentos de M1, H5 y/o N1). La H5 y/o N1 pueden mostrar actividad hemaglutinina y/o actividad 35 
neuraminidasa, respectivamente, cuando se expresan en la superficie de las VLP. 
 
Dicha VLP puede comprender la HA y NA del virus H9N2, y una proteína M1. De manera alternativa, dicha VLP 
puede consistir esencialmente en HA y NA del virus H9N2 y una proteína M1. Estas VLP pueden comprender 
proteínas de gripe adicionales y/o proteínas contaminantes en concentraciones despreciables. De manera 40 
alternativa, dicha VLP puede consistir en la HA y NA del virus H9N2 y una proteína M1. Dicha VLP de gripe puede 
comprender proteínas de gripe, en que dichas proteínas de gripe consisten en H0, N2 y proteínas M1. Estas VLP 
contienen H9, N2 y M1 y pueden contener constituyentes celulares adicionales tales como proteínas celulares, 
proteínas de baculovirus, lípidos, carbohidratos, etc., pero no contienen proteínas de gripe adicionales (distintas de 
fragmentos de M1, H9 y/o N2). En otra realización la H9 y/o N2 pueden mostrar actividad hemaglutinina y/o actividad 45 
neuraminidasa, respectivamente, cuando se expresan en la superficie de las VLP. 
 
También se describe en el presente documento una VLP que comprende la HA y NA del virus de la gripe B, y una 
proteína M1. Los virus de gripe B se encuentran habitualmente solo en seres humanos. A diferencia de los virus de 
gripe A, estos virus no se clasifican según un subtipo. Los virus de gripe B pueden causar morbilidad y mortalidad en 50 
seres humanos, pero se asocian en general con epidemias menos graves que con los virus de gripe A. Dicha VLP 
puede consistir esencialmente en la HA y NA del virus de gripe B, y una proteína M1. Estas VLP pueden comprender 
proteínas de gripe adicionales y7o proteínas contaminantes en concentraciones despreciables. De manera 
alternativa, dicha VLP de gripe puede comprender proteínas de gripe, en que dichas proteínas de gripe consisten en 
proteínas HA, NA y M1. Estas VLP contienen HA, NA y M1 y pueden contener constituyentes celulares adicionales 55 
tales como proteínas celulares, proteínas de baculovirus, lípidos, carbohidratos, etc., pero no contienen proteínas de 
gripe adicionales (distintas de fragmentos de M1, HA y/o NA). De manera alternativa, dicha VLP consiste en HA y 
NA del virus de gripe B, y una proteína M1. 
 
La HA y/o NA pueden mostrar actividad hemaglutinina y/o actividad neuraminidasa, respectivamente, cuando se 60 
expresan en la superficie de las VLP. 
 
También se describen en el presente documento variantes de dichas proteínas de gripe que se expresan sobre o en 
las VLP de la invención. Las variantes pueden contener alteraciones en las secuencias de aminoácidos de las 
proteínas que las constituyen. El término “variante” con respecto a un polipéptido se refiere a una secuencia de 65 
aminoácidos que se ha alterado en uno o más aminoácidos con respecto a una secuencia de referencia. La variante 

E06826264
20-07-2015ES 2 543 056 T3

 



12 

puede tener cambios “conservadores”, en que un aminoácido que se sustituye tiene propiedades estructurales o 
químicas similares, por ejemplo, el remplazo de leucina por isoleucina. De manera alternativa, una variante puede 
tener cambios “no conservadores”, por ejemplo, el remplazo de una glicina por un triptófano. Variaciones menores 
análogas pueden incluir también eliminaciones o inserciones de aminoácidos, o ambas. Las directrices de la 
determinación de los restos de aminoácidos que se pueden sustituir, insertar o eliminar sin eliminar la actividad 5 
biológica o inmunológica se puede encontrar utilizando programas de computadora bien conocidos en la técnica, por 
ejemplo, el software DNASTAR. 
 
Se pueden producir variantes naturales debido a la deriva antigénica. La deriva antigénica son pequeños cambios en 
las proteínas víricas que ocurren continuamente a lo largo del tiempo. Por lo tanto, una persona infectada con una 10 
cepa de virus de gripe particular desarrolla anticuerpos contra ese virus, si aparecen cepas nuevas de virus, los 
anticuerpos contra las cepas antiguas no reconocen más el virus más reciente y se puede producir una reinfección. 
Este es el porqué de una nueva vacuna para la gripe en cada estación. Además, algunos cambios en un virus de 
gripe puede producir que el virus de gripe cruce entre especies. Por ejemplo, algunos virus de gripe aviar 
desarrollaron variaciones genéticas asociadas con la capacidad de cruzar la barrera interespecies. Tal virus es 15 
capaz de producir una pandemia porque la población no tiene inmunidad natural contra el virus y el virus puede 
diseminarse fácilmente de persona a persona. Estas variaciones que se producen naturalmente de las proteínas de 
gripe se contemplan para su uso en la invención. 
 
Los textos generales que describen las técnicas de biología molecular, que se aplican en la presente invención, tal 20 
como clonación, mutación, cultivo celular y similares, incluyen Berger and Kimmel, Guide to Molecular Cloning 
Techniques, Methods in Enzymology volumen 152 Academic Press, Inc., San Diego, Calif. (Berger); Sambrook et al., 
Molecular Cloning--A Laboratory Manual (3rd Ed.), Vol. 1-3, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, 
N.Y., 2000 ("Sambrook") and Current Protocols in Molecular Biology, F. M. Ausubel et al., eds., Current Protocols, a 
joint venture between Greene Publishing Associates, Inc. and John Wiley & Sons, Inc., ("Ausubel"). Estos textos 25 
describen la mutagénesis, el uso de vectores, promotores y muchos otros asuntos relevantes relacionados con 
estos, por ejemplo, la clonación y mutación de moléculas de HA y/o NA, etc. Por lo tanto, la invención también 
engloba la utilización de métodos conocidos de modificación proteína y tecnología de ADN recombinante para 
mejorar o alterar las características de las proteínas de gripe expresadas sobre o en las VLP de la invención. Se 
pueden utilizar varios tipos de mutagénesis para producir y/o aislar la variante de las moléculas de HA, NA y/o M1 30 
y/o para modificar/mutar además los polipéptidos de la invención. Estas incluyen, pero no se limitan a estas, la 
dirigida al sitio, la mutagénesis de punto aleatorio, recombinación homóloga (mezclado de ADN), mutagénesis 
utilizando matrices que contienen uracilo, mutagénesis dirigida a oligonucleótidos, mutagénesis de ADN modificada 
con fosforotioato, mutagénesis utilizando ADN doble con huecos o similares. Métodos adicionales adecuados 
incluyen reparación de punto de falta de coincidencia, mutagénesis utilizando cepas huésped deficientes de 35 
reparación, restricción-selección y restricción-purificación, mutagénesis de eliminación, mutagénesis por síntesis 
genética total, reparación de doble cadena rota, y similares. La mutagénesis, por ejemplo, la que implica 
construcciones quiméricas, está incluida también en la presente invención. En una realización, la mutagénesis se 
puede dirigir por la información que se conoce de la molécula de origen natural o bien alterada o la molécula mutada 
de origen natural, por ejemplo, secuencia, comparaciones de secuencia, propiedades físicas, estructura cristalina o 40 
similares. 
 
La solicitud también describe variantes de proteínas de gripe que muestran actividad biológica sustancial, por 
ejemplo, que sea capaz de producir una respuesta de anticuerpos eficaz cuando se expresa sobre o en una VLP. 
Tales variantes incluyen eliminaciones, inserciones, inversiones, repeticiones, y sustituciones que se seleccionan de 45 
acuerdo con las reglas generales que se conocen en la técnica de forma que tengan poco efecto en la actividad. 
 
Los métodos de clonación de dichas proteínas de gripe se conocen en la técnica. Por ejemplo, el gen de gripe que 
codifica una proteína de gripe específica ase puede aislar por RT-PCR a partir del ARNm poliadenilado extraído de 
las células que se han infectado con virus de gripe. El producto genético resultante se puede clonar como una 50 
inserción de ADN en un vector. El término “vector” se refiere al medio por el que se puede propagar y/o transferir un 
ácido nucleico entre organismos, células, o componentes celulares. Los vectores incluyen plásmidos, virus, 
bacteriófagos, pro-virus, fagémidos, transposones, cromosomas artificiales, y similares, que se replican 
autónomamente o se pueden integrar en un cromosoma de una célula huésped. Un vector puede también ser un 
polinucleótido ARN desnudo, un polinucleótido ADN desnudo, un polinucleótido compuesto tanto e ADN como ARN 55 
en la misma cadena, una ADN o ARN conjugado con poli-lisina, un ADN o ARN conjugado con un péptido, un ADN 
conjugado con liposomas, o similares, que no se replican autónomamente. En muchas, pero no todas de las 
realizaciones comunes, los vectores útiles en la presente invención son plásmidos o bácmidos. 
 
Por lo tanto, la solicitud describe nucleótidos que codifican proteínas de gripe HA, NA y M1 que se clonan en un 60 
vector de expresión que se pueden expresar en una célula que induce la formación de VLP. Un “vector de 
expresión” es un vector, tal como un plásmido que es capaz de promocionar la expresión, así como la replicación de 
un ácido nucleico incorporado en el mismo. Normalmente, el ácido nucleico que se va a expresar está “unido 
operativamente” a un promotor y/o amplificador, y está sometido a un control regulador de la transcripción por el 
promotor y/o amplificador. 65 
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Opcionalmente, dichos nucleótidos que codifican HA de virus de gripe aviar, pandémico y/o estacional se selecciona 
de entre el grupo que consiste en H1, H2, H3, H4, H5, H6, H7, H8, H9, H10, H11, H12, H13, H14, H15 y H16. 
Opcionalmente dichos nucleótidos que codifican NA de un virus de gripe aviar, pandémico y/o estacional, se 
selecciona de entre el grupo que consiste en N1, N2, N3, N4, N5, N6, N7, N8 y N9. 
 5 
Dicho vector puede comprender nucleótidos que codifican proteína de gripa HA, NA y/o M1. De manera alternativa, 
dicho vector puede consistir en nucleótidos que codifican proteína HA, NA y M1. Un vector de expresión preferido es 
un vector baculovirus. Después de que se clonen los nucleótidos que codifican dichas proteínas de gripe, dichos 
nucleótidos se pueden modificar más. Por ejemplo, un experto en la técnica puede mutar bases específicas en la 
región codificante para producir variantes. Las variantes pueden contener alteraciones en las regiones codificantes, 10 
no codificantes o ambas. Tales variantes pueden aumentar la inmunogenicidad de una proteína de gripe o eliminar 
el sitio de corte y empalme de una proteína o ARN. Por ejemplo, en una realización los sitios de corte y empalme 
donante y receptor de la proteína M de gripe (de longitud completa) se mutan para evitar el corte y empalme del 
ARNm M en transcripciones M1 y M2. En otra realización, se modifica HA para eliminar o mutar el sitio de escisión. 
Por ejemplo, la HA H5 de tipo silvestre tiene un sitio de escisión que contiene múltiples aminoácidos básicos 15 
(RRRKR). Esta secuencia de tipo silvestre hace a la HA más susceptible a múltiples proteasas ubicuas que pueden 
estar presentes en el huésped o el sistema de expresión de estas HA. En una realización, la eliminación de estos 
aminoácidos puede reducir la susceptibilidad de la HA a varias proteasas. En otra realización, el sitio de escisión se 
puede mutar para eliminar el sitio de escisión (por ejemplo, mutar a RESR). 
 20 
La solicitud describe también ácidos nucleicos y polipéptidos que codifican NA, HA y M1. Un ácido nucleico o 
proteína NA de gripe ejemplar es idéntica en al menos un 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o 99 % a las SEC ID 
Nos 11, 31, 32, 39, 38, 46, 47, 54 o 55. 
 
Un ácido nucleico o proteína HA ejemplar es idéntica en al menos un 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o 99 % a 25 
las SEC ID Nos 2, 10, 56, 57, 58, 27, 28, 29, 30, 37, 36, 33, 34, 35, 42, 43, 44, 45, 50, 51, 52, o 53. La proteína M1 de 
gripe que se utiliza en la presente invención es idéntica en al menos un 98 % o 99 % a la SEC ID Nº 49. 
 
En algunas realizaciones, las mutaciones que contienen alteraciones que producen sustituciones, adiciones, o 
eliminaciones silentes, que no alteran las propiedades o actividades de la proteína codificada o como se fabrican las 30 
proteínas. Las variantes de nucleótidos se pueden producir por varias razones, por ejemplo, para optimizar la 
expresión del codón para un huésped particular (cambio de codones en el ARNm humano por los preferidos por las 
células de insecto tales como las células Sf9). Véase la publicación de patente de EE. UU. 2005/0118191. Se 
desvelan ejemplos de secuencias de codón optimizado posteriormente (por ejemplo, las SEC ID 42, 44, 46, 48, 50, 
52, y 54). 35 
 
Además, los nucleótidos se pueden secuenciar para asegurarse de que se clonaron las regiones codificantes 
correctas y no contengan cualquier mutación no deseada. Los nucleótidos se pueden subclonar en un vector de 
expresión (por ejemplo, un baculovirus) para la expresión en cualquier célula. Lo anterior es solo un ejemplo de 
cómo se pueden clonar proteínas del virus de gripe. Un experto en la técnica entiende que hay disponibles y son 40 
posibles métodos adicionales. 
 
La solicitud describe también construcciones y7o vectores que comprenden nucleótidos aviares, pandémicos y/o 
estacionales que codifican genes estructurales del virus de gripe, que incluyen NA, M1 y/o HA. El vector puede ser, 
por ejemplo, un fago, plásmido, vector vírico, o retrovírico. Las construcciones y/o vectores que codifican genes 45 
estructurales del virus de gripe aviar, pandémico y/o estacional, que incluyen NA, M1 y/o HA deberían estar unidos 
operativamente a un promotor apropiado, tal como el promotor polihedrina AcMNPV (u otro baculovirus), promotor 
PL de fago lambda, el Iac, poa y tac de E. coli, los promotores tempranos y tardíos de SV40, y promotores de LTR 
retrovíricos, como ejemplos no limitantes. Otros promotores adecuados los conocerán los expertos en la técnica 
dependiendo de la célula huésped y/o la tasa de expresión deseada. Las construcciones de expresión contendrán 50 
además sitios para el inicio y terminación de la transcripción, y, en la región transcrita, un sitio de unión al ribosoma 
para la traducción. La porción codificante de las transcripciones que se expresan por las construcciones 
preferentemente incluirán un codón de inicio de la traducción al principio y un codón de terminación posicionado 
apropiadamente el final del péptido que se va a traducir. 
 55 
Los vectores de expresión preferentemente incluirán al menos un marcador genético. Tales marcadores incluyen la 
dihidrofolato reductasa, resistencia a G418 o neomicina para cultivos celulares de eucariotas y genes de resistencia 
a tetraciclina, kanamicina o ampicilina para el cultivo de E. coli y otras bacterias. Entre los vectores preferidos están 
los vectores víricos, tales como baculovirus, poxvirus (por ejemplo, virus vacunal, virus de viruela aviar, virus de 
viruela del canario, virus de viruela aviar, virus de viruela del mapache, virus de viruela porcina, etc.), adenovirus 60 
(por ejemplo, adenovirus canino), herpesvirus, y retrovirus. Otros vectores que se pueden utilizar comprenden 
vectores para su uso en bacterias que comprenden pQE70, pQE60 y pQE-9, pBluescript, vectores Fagoscript, 
pNH8A, pNH16a, pNH18A, pNH46A, ptrc99a, pKK223-3, pKK233-3, pDR540, pRIT5. Entre los vectores para 
eucariotas preferidos están pFastBac1 pWINEO, pSV2CAT, pOG44, pXT1 y pSG, pSVK3, pBPV, pMSG, y pSVL. 
Otros vectores adecuados serán fácilmente aparentes para el experto en la técnica. Opcionalmente, dicho vector 65 
que comprende nucleótidos que codifican genes estructurales del virus de gripe aviar, pandémica o estacional, 
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incluyendo HA, M1 y/o NA, es pFastBac. De manera alternativa, dicho vector que comprende una inserción que 
consiste en nucleótidos que codifican genes estructurales de virus de gripe aviar, pandémica o estacional, 
comprende HA, M1 y NA, pFastBac 
 
A continuación, el vector recombinante puede transfectarse, infectarse, o transformarse en una célula huésped 5 
adecuada. Por lo tanto, la solicitud proporciona células huésped que comprenden un vector (o vectores) que 
contienen ácidos nucleicos que codifican HA, M1 y/o NA y permiten la expresión de HA, M1 y/o NA en dicha célula 
huésped bajo condiciones que permitan la formación de VLP. 
 
Las construcciones recombinantes mencionadas anteriormente se podrían utilizar para transfectar, infectar, o 10 
transformar y puedan expresar proteínas de gripe HA, NA y M1 en células eucariotas y/o células procariotas. Entre 
las células huésped eucariotas están las células huésped de levadura, insecto, aviares, vegetales, C. elegans (o 
nematodo) y de mamífero. Ejemplos no limitantes de células de insecto son, células de Spodoptera frugiperda (Sf), 
por ejemplo Sf9, Sf21, células de Trichoplusia ni, por ejemplo células High Five y células de Drosophila S2. Ejemplos 
de células huésped de hongos (que incluyen levaduras) son S. cerevisiae, Kluyveromyces lactis (K. lactis), especies 15 
de Candida incluyendo C. albicans y C. glabrata, Aspergillus nidulans, Schizosaccharomyces pombe (S. pombe), 
Pichia pastoris, y Yarrowia lipolytica. Ejemplos de células de mamífero son células COS, células de riñón de cría de 
hámster, células L de ratón, células LNCaP, células de ovario de hámster chino (CHO), células embrionarias de 
riñón humanas (HEK), y células de mono africano verde, células CV1, células HeLa, células MDCK, células Vero y 
Hep-2. También se pueden utilizar oocitos de Xenopus laevis, u otras células de origen anfibio. Las células huésped 20 
procariotas incluyen células bacterianas, por ejemplo, E. coli, B. subtilis, y micobacterias. 
 
Los vectores, por ejemplo, los vectores que comprenden polinucleótidos HA, NA y M1, se pueden transfectar en las 
células huésped de acuerdo con métodos bien conocidos en la técnica. Por ejemplo, la introducción ácidos nucleicos 
en células eucariotas se puede realizar por co-precipitación en fosfato cálcico, electroporación, microinyección, 25 
lipofección, y transfección empleando reactivos de transfección poliamina. En una realización, dicho vector es un 
baculovirus recombinante. 
 
De acuerdo con la presente invención, la VLP se expresa a partir de una célula de insecto. En otra realización, dicha 
célula de insecto es una célula Sf9. 30 
 
También se describe en el presente documento un vector y/o una células huésped que comprenden nucleótidos que 
codifican una proteína HA del virus de la gripe aviar, pandémica y/o estacional que se selecciona de entre el grupo 
que consiste en H1, H2, H3, H4, H5, H6, H7, H8, H9, H10, H11, H12, H13, H14, H15 y H16. También se describe un 
vector y células huésped que comprenden nucleótidos que codifican una proteínas NA que se selecciona de entre el 35 
grupo que consiste en N1, N2, N3, N4, N5, N6, N7, N8 y N9. Dicho vector y/o célula huésped puede comprender HA, 
M1 y/o NA de gripe. Dicho vector y/o células huésped puede consistir en proteína de gripe que comprende HA, M1 y 
NA. Estos vectores y/o células huésped contienen HA, NA y M1 y pueden contener constituyentes celulares 
adicionales tales como proteínas celulares, proteínas de baculovirus, lípidos, carbohidratos, etc., pero no contienen 
proteínas de gripe adicionales (distintas de fragmentos de M1, HA y/o NA). Dichos nucleótidos pueden codificar una 40 
HA y/o la NA que muestran actividad hemaglutinina y/o actividad neuraminidasa, respectivamente, cuando se 
expresan en la superficie de las VLP. 
 
Esta solicitud también describe construcciones y métodos que aumentarán la eficacia de la producción de VLP. Por 
ejemplo, eliminando sitios de escisión de las proteínas con el fin de aumentar la expresión proteica (véase 45 
anteriormente). Otro método comprende la adición de secuencias directoras para la proteína HA, NA y/o M1 para un 
transporte más eficaz. Por ejemplo, se puede fusionar una secuencia de señal heteróloga a la proteína de gripe HA, 
NA y/o M1. En una realización la secuencia de señal se puede derivar del gen de una célula de insecto y fusionarse 
a la proteína HA de gripe (para la expresión en células de insecto). En otra realización, el péptido de señal es la 
secuencia de señal de Quitinasa, que funciona eficazmente en los sistemas de expresión de baculovirus. En otra 50 
realización, el intercambio de secuencias directoras entre las proteínas de gripe puede proporcionar un mejor 
transporte proteico. Por ejemplo, se ha demostrado que la hemaglutinina H5 es menos eficaz a la hora de 
transportarse a la superficie de partículas. Las hemaglutininas H9, sin embargo, se dirige a la superficie y se integra 
en la superficie más eficazmente. Por lo tanto, en una realización, se fusiona la secuencia directora H9 a la proteína 
H5. 55 
 
Otro método para aumentar la eficacia de la producción de VLP es en el codón optimizar los nucleótidos que 
codifican proteínas HA, NA y/o M1 para un tipo celular específico. Por ejemplo, el codón que optimiza ácidos 
nucleicos para la expresión en células Sf9 (véase la publicación de patente de EE. UU. 2005/0118191). Se desvelan 
posteriormente ejemplos de secuencias de codón optimizado para células Sf9 (por ejemplo, las SEC ID Nos 42, 44, 60 
46, 48, 50, 52, y 54). La secuencia de ácido nucleico del codón optimizado de proteína de gripe puede ser al menos 
un 85 %, 90 %, 95 %, 96, 97, 98, o 99 % de cualquiera de las SEC ID Nos 42, 44, 46, 48, 50, 52, y 54. 
 
La solicitud también describe métodos de producción de VLP, comprendiendo dichos métodos la expresión de 
proteínas de gripe aviares, pandémicas y/o estacionales bajo condiciones que permiten la formación de VLP. 65 
Dependiendo del sistema de expresión y célula huésped seleccionada, las VLP se producen cultivando las células 
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huésped transformadas por un vector de expresión bajo condiciones por las que se expresan proteínas 
recombinantes y se forman las VLP. La selección de las condiciones de cultivo adecuadas están en la técnica o un 
experto con la técnica de alguien experto habitual en la técnica. 
 
Los métodos para cultivar células modificadas para producir VLP de la invención incluyen, pero no se limitan a 5 
técnicas de cultivo celular discontinuo, semicontinuo, continuo y de perfusión. Cultivo celular significa el cultivo y 
propagación de células en un biorreactor (una cámara de fermentación) donde se propagan las células y expresan la 
proteína (por ejemplo, proteínas recombinantes) para la purificación y aislamiento. Normalmente, el cultivo celular se 
lleva a cabo bajo condiciones de esterilidad, temperatura y atmosféricas controladas en un biorreactor. Un 
biorreactor es una cámara que se utiliza para cultivar células en el que las condiciones ambientales tales como la 10 
temperatura, atmósfera, agitado y/o pH se pueden controlar. En una realización, dicho biorreactor es una cámara de 
acero inoxidable. En otra realización, dicho biorreactor es una bolsa de plástico pre-esterilizada (por ejemplo 
Celbag®, Wave Biotech, Bridgewater, NJ). En otra realización, dichas bolsas de plástico pre-esterilizadas son bolsas 
de aproximadamente 50 l a 100 l. 
 15 
Las VLP se aíslan entonces utilizando métodos que conserven la integridad de las mismas, tal como por 
centrifugación en gradiente, por ejemplo, de cloruro de cesio, sacarosa, y yodixanol, así como técnicas de 
purificación de referencia que incluyen, por ejemplo, cromatografía de intercambio iónico y filtración en gel. 
 
Lo siguiente es un ejemplo de cómo las VLP de la invención se pueden fabricar, aislar y purificar. Habitualmente las 20 
VLP se producen a partir de líneas celulares recombinantes modificadas para crear VLP cuando dichas células se 
cultivan en un cultivo celular (véase anteriormente). La producción de VLP se puede conseguir por el esquema que 
se ilustra en la Figura 26. Un experto en la técnica entendería que hay métodos adicionales que se pueden utilizar 
para fabricar y purificar las VLP de la invención, por lo tanto, la invención no se limita al método descrito. 
 25 
La producción de VLP de la invención puede iniciarse sembrando células Sf9 (no infectadas) en matraces con 
agitado, permitiendo a las células expandirse y aumentando según crecen y se multiplican (por ejemplo, de un 
matraz de 125 ml a una bolsa Wave de 50 l). El medio que se usa para cultivar las células se formula para la línea 
celular apropiada (preferentemente medio libre de suero, por ejemplo el medio para insecto ExCell-420, JRH). 
Después, dichas células se infectan con baculovirus recombinante a la multiplicidad más eficaz de infección (por 30 
ejemplo, desde aproximadamente 1 a aproximadamente 3 unidades formadoras de placas por célula). Una vez que 
se produce la infección, las proteínas de gripe HA, NA y M1 se expresan a partir del genoma vírico, se auto-
ensamblan en VLP y se segregan de las células aproximadamente a las 24 a 72 horas tras la infección. 
Habitualmente, la infecciones más eficaz cuando las células están en fase medio logarítmica de crecimiento (4-8 x 
106 células/ml) y son al menos viables en un 90 %. 35 
 
Las VLP de la invención se pueden recolectar aproximadamente a las 48 a 96 horas tras la infección, cuando los 
niveles de VLP en el medio de cultivo están cerca del máximo, pero antes de la lisis celular extensa. La densidad y 
viabilidad celular Sf9 en el momento de la recolección puede ser aproximadamente de 0,5 x 106 células/ml a 
aproximadamente 1,5 x 106 células/ml con al menos una viabilidad del 20 %, como se muestra por el ensayo de 40 
exclusión por tinción. Después, el medio se retira y se clarifica. Se puede añadir NaCl al medio a una concentración 
de aproximadamente 0,4 a aproximadamente 1,0 M, preferentemente a aproximadamente 0,5 M, para evitar la 
agregación de VLP. La retirada de las células y restos celulares del medio de cultivo celular que contiene las VLP de 
la invención se puede conseguir por filtración de flujo tangencial (TFF) con un cartucho de filtro pre-esterilizado 
desechable de fibras huecas de 0,5 a 1,00 µm o un dispositivo similar. 45 
 
Después, las VLP en el medio de cultivo clarificado se puede concentrar por ultracentrifugación utilizando un 
cartucho de fibra hueca pre-esterilizado, desechable, con el corte a un peso molecular de 500.000. Las VLP 
concentradas se pueden diafiltrar contra 10 volúmenes de solución salina fosfato tamponada (PBS) pH 7,0 a 8,0 que 
contiene 0,5 M de NaCl para eliminar los componentes residuales del medio. 50 
 
Las VLP concentradas, diafiltradas se pueden purificar más en un gradiente discontinuo de sacarosa del 20 % al 60 
% en tampón PBS a pH 7,2 con un 0,5 M de NaCl por centrifugación a 6.500 x g durante 18 horas a 
aproximadamente 4 ºC a aproximadamente 10 ºC. Habitualmente, las VLP formarán una banda distintiva visible 
entre aproximadamente el 30 % y aproximadamente el 40 % de sacarosa o en la interfase (en un gradiente en 55 
etapas del 20 % y 60 %) que se puede recolectar del gradiente y se puede almacenar. Este producto se puede diluir 
para que comprenda 200 mM de NaCl en la preparación para la nueva etapa del proceso de purificación. Este 
producto contiene VLP y puede contener partículas de baculovirus intactas. 
 
Se puede conseguir purificar más las VLP por cromatografía de intercambio aniónico, o centrifugación en colchón de 60 
sacarosa isopícnica al 44 %. En la cromatografía de intercambio aniónico, la muestra del gradiente de sacarosa 
(véase anteriormente) se carga en la columna que contiene un medio con un anión (por ejemplo, Matrix Fractogel 
EMD TMAE) y se eluye por medio de un gradiente de sal (desde aproximadamente 0,2 M a aproximadamente 1,0 M 
de NaCl) que puede separar las VLP de otros contaminantes (por ejemplo, baculovirus y ADN/ARN). En el método 
del cojín de sacarosa, la muestra que comprende las VLP se añade a un colchón de sacarosa al 44 % y se 65 
centrifuga durante aproximadamente 18 horas a 30.000 g. Las VLP forman una banda en la parte superior de la 
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sacarosa al 44 %, mientras que el baculovirus precipita en el fondo y otras proteínas contaminantes permanecen en 
la capa del 0 % de sacarosa en la superficie. El pico de VLP o la banda, se recolecta. 
 
El baculovirus intacto se puede inactivar, si se desea. La inactivación se puede conseguir por métodos químicos, por 
ejemplo, formalina o β-propil lactona (BPL). La eliminación o inactivación del baculovirus intacto también se puede 5 
conseguir en gran medida utilizando precipitación selectiva y métodos cromatográficos que se conocen en la técnica, 
como se ha ejemplificado anteriormente. Los métodos de inactivación comprenden la incubación de la muestra que 
contiene VLP en un 0,2 % de BPL durante 3 horas a aproximadamente 25 ºC a aproximadamente 27 ºC. El 
baculovirus también se puede inactivar incubando la muestra que contiene las VLP a 0,05 % a 4 ºC durante 3 días, y 
luego a 37 ºC durante una hora. 10 
 
Tras la etapa de inactivación/eliminación, el producto que comprende las VLP se puede someter a otra etapa de 
diafiltración para eliminar cualquier reactivo de la etapa de inactivación y/o cualquier sacarosa residual, y para 
colocar las VLP en el tampón deseado (por ejemplo, PBS). La solución que comprende las VLP se puede esterilizar 
por métodos conocidos en la técnica (por ejemplo, filtración estéril) y almacenarse en el refrigerador o congelador. 15 
 
Las técnicas anteriores se pueden practicar a lo largo de varias escalas. Por ejemplo, matraces-T, matraces con 
agitado, matraz de agitación, hasta biorreactores de tamaño industrial. Los biorreactores pueden comprender o 
depósitos de acero inoxidable o una bolsa de plástico pre-esterilizada (por ejemplo, el sistema que vende Wave 
Biotech, Bridgewater, NJ). Un experto en la técnica sabrá la que es más deseable para estos fines. 20 
 
La expansión y producción de vectores de expresión de baculovirus y la infección de las células con baculovirus 
recombinantes para producir VLP recombinantes de gripe se puede conseguir en células de insecto, por ejemplo, en 
células de insecto Sf9 como se ha descrito previamente. En una realización preferida, las células que se infectan con 
baculovirus modificado para producir VLP de gripe son SF9. 25 
 
Formulaciones farmacéuticas o vacunas y su administración 
 
Las composiciones farmacéuticas útiles en el presente documento contienen un vehículo farmacéuticamente 
aceptable, incluyendo cualquier diluyente o excipiente adecuado, que incluye cualquier agente farmacéutico que no 30 
induce por sí mismo la producción de una respuesta inmunitaria perjudicial para el vertebrado que recibe la 
composición, y que se puede administrar sin toxicidad innecesaria y una VLP de la invención. Como se utiliza en el 
presente documento, la expresión “farmacéuticamente aceptable” significa que está aprobado por una agencia 
reguladora del gobierno estatal o federal o que se enumere en la Farmacopea de EE. UU., Farmacopea Europea u 
otra farmacopea reconocida generalmente para su uso en vertebrados, y más particularmente en seres humanos. 35 
Estas composiciones pueden ser útiles como una vacuna y/o como composiciones antigénicas para inducir una 
respuesta inmunitaria protectora en un vertebrado. 
 
Dichas formulaciones farmacéuticas de la invención comprenden VLP que comprenden una proteína M1, HA y/o NA 
y un vehículo o excipiente farmacéuticamente aceptable. Los vehículos farmacéuticamente aceptables incluyen pero 40 
no se limitan a solución salina, solución salina tamponada, dextrosa, agua, glicerol, tampón acuoso isotónico estéril, 
y combinaciones de los mismos. Una exposición más profunda de los vehículos, diluyentes, y otros excipientes 
farmacéuticamente aceptables se presenta en Remington’s Pharmaceutical Sciences (Mack Pub. Co. N.J. última 
edición). La formulación debería adecuarse al modo de administración. En una realización preferida, la formulación 
es adecuada para su administración a seres humanos, preferentemente es estéril, no particulada, y/o no pirogénica. 45 
 
La composición, si se desea, también puede contener cantidades menos importantes de agentes humectantes o 
emulsionantes, o agentes tamponantes del pH. La composición puede estar en forma sólida, tal como un polvo 
liofilizado adecuado para su reconstitución, una solución líquida, suspensión, emulsión, comprimido, píldora, 
cápsula, formulación de liberación sostenida, o polvo. La formulación oral puede incluir vehículos de referencia tales 50 
como calidades farmacéuticas de manitol, lactosa, almidón, estearato magnésico, sacarina sódica, celulosa, 
carbonato magnésico, etc. 
 
La invención también proporciona un paquete o kit farmacéutico que comprende uno o más envases llenos con uno 
o más de los ingredientes de las formulaciones vacunales de la invención. En una realización preferida, el kit 55 
comprende dos envases, uno que contiene las VLP y el otro que contiene un adyuvante. Junto con tales envases 
puede haber un prospecto en la forma que prescriba la agencia gubernamental que regule la fabricación, uso o 
venta de productos farmacéuticos o biológicos, cuyo prospecto refleja la aprobación por la agencia de la fabricación, 
uso o vena para la administración humana. 
 60 
La invención también proporciona que la formulación VLP se envasa en un envase sellado herméticamente tal como 
una ampolla o papelillo que indica la cantidad de composición. En una realización, la composición VLP se suministra 
como un líquido, en otra realización, como un polvo seco liofilizado estéril o concentrado libre de agua en un envase 
sellado herméticamente y se puede reconstituir, por ejemplo, con agua o solución salina hasta la concentración 
adecuada para la administración a un sujeto. Preferentemente, la composición de VLP se suministra como un polvo 65 
liofilizado estéril en un envase sellado herméticamente como una unidad de dosificación de preferentemente, 
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aproximadamente 1 µg, aproximadamente 5 µg, aproximadamente 10 µg, aproximadamente 20 µg, 
aproximadamente 25 µg, aproximadamente 30 µg, aproximadamente 50 µg, aproximadamente 100 µg, 
aproximadamente 125 µg, aproximadamente 150 µg, o aproximadamente 200 µg. De manera alternativa, la unidad 
de dosificación de la composición de VLP es menor de aproximadamente 1 µg, (por ejemplo, aproximadamente 0,08 
µg, aproximadamente 0,04 µg; aproximadamente 0,2 µg, aproximadamente 0,4 µg, aproximadamente 0,8 µg, 5 
aproximadamente 0,5 µg o menos, aproximadamente 0,25 µg o menos, o aproximadamente 0,1 µg o menos), o más 
de aproximadamente 125 µg, (por ejemplo, aproximadamente 150 µg o más, aproximadamente 250 µg o más, o 
aproximadamente 500 µg o más). Estas dosis se pueden medir como VLP totales o como µg de HA. La composición 
de VLP debería administrarse en aproximadamente 12 horas, preferentemente en aproximadamente 6 horas, en 
aproximadamente 5 horas, en aproximadamente 3 horas, o en aproximadamente 1 hora después de reconstituirse a 10 
partir del polvo liofilizado. 
 
En una realización alternativa, una composición VLP se suministra en forma líquida en un envase sellado 
herméticamente que indica la cantidad y concentración de la composición DE VPL. Preferentemente, la forma líquida 
de la composición VLP se suministra en un envase sellado herméticamente al menos aproximadamente a 50 µg/ml, 15 
más preferentemente al menos a aproximadamente 100 µg/ml, al menos a aproximadamente 200 µg/ml, o al menos 
1 mg/ml. 
 
En general, las VLP de gripe de la invención se administran en una cantidad eficaz o cantidad (como se define 
anteriormente) suficiente para estimular una respuesta inmunitaria contra una o más cepas del virus de la gripe. 20 
Preferentemente la administración de la VLP de la invención produce una inmunidad sustancial contra al menos un 
virus de gripe. Normalmente, la dosis se ajustará en este intervalo basándose en, por ejemplo, la edad, estado físico, 
peso corporal, sexo, dieta, tiempo de administración, y otros factores clínicos. La formulación vacunal profiláctica se 
administra sistémicamente, por ejemplo, por inyección subcutánea o intramuscular utilizando una jeringa y una 
aguja, o un dispositivo de inyección sin aguja. De manera alternativa, la formulación vacunal se administra por vía 25 
intranasal, sea en gotas, aerosol de grandes partículas (mayores de aproximadamente 10 micras), o pulverizador en 
el tracto respiratorio superior. Aun que cualquiera de las vías de suministro anteriores da como resultado una 
respuesta inmunitaria, la administración intranasal confiere el beneficio añadido de provocar inmunidad mucosa en el 
sitio de entrada del virus de la gripe. 
 30 
Por lo tanto, la solicitud también describe un método de formulación de una vacuna o composición antigénica que 
induce una inmunidad sustancial contra la infección del virus de la gripe o al menos un síntoma de la misma a un su 
jeto, que comprende la adición de dicha formulación una dosis eficaz de una VLP de gripe. 
 
Aunque se prefiere la estimulación de una inmunidad sustancial con una única dosis, se pueden administrar dosis 35 
adicionales, por la misma vía o diferente, para conseguir el efecto deseado. En neonatos y niños, por ejemplo, se 
pueden necesitar múltiples administraciones para provocar suficientes niveles de inmunidad. La administración 
puede continuar a intervalos durante la infancia, según se necesite para mantener niveles de protección suficientes 
contra la infección de gripe. De manera similar, los adultos que son particularmente susceptibles de repetir o de 
infección de gripe grave, tal como, por ejemplo, trabajadores de salud pública, trabajadores de salud primaria, 40 
miembros de la familia de niños pequeños, los ancianos, y los individuos con una función cardiopulmonar 
comprometida pueden necesitar múltiples inmunizaciones para establecer y/o mantener respuestas inmunitarias 
protectoras. Los niveles de inmunidad que se inducen se pueden controlar, por ejemplo, midiendo las cantidades de 
anticuerpos neutralizantes secretores y del suero, y se ajustan las dosificaciones o se repiten las vacunaciones 
según se necesite para provocar o mantener los niveles de protección que se deseen. 45 
 
Por lo tanto, en una realización, un método para inducir inmunidad sustancial contra la infección del virus de la gripe 
o al menos un síntoma de la misma en un sujeto, comprende la administración de al menos una dosis eficaz de una 
VLP de gripe, en que dicha VLP comprende proteínas HA, NA y M1. En otra realización, un método de inducción de 
inmunidad sustancial contra la infección por el virus de gripe o al menos un síntoma de la misma en un sujeto, 50 
comprende la administración de al menos una dosis eficaz de una VLP de gripe, en que dicha VLP consiste 
esencialmente en HA, NA y M1 de gripe. Dichas VLP pueden comprender proteínas de gripe adicionales y/o 
proteínas contaminantes en concentraciones despreciables. En otra realización, un método de inducción de 
inmunidad sustancial contra la infección por el virus de la gripe o al menos un síntoma de la misma en un sujeto, 
comprende la administración al menos de una dosis eficaz de una VLP de gripe, en que dicha VLP consisten en HA, 55 
NA y M1 de influenza. En otra realización, dichas HA, NA y M1 de gripe se derivan del virus de la gripe estacional 
y/o la gripe aviar. En otra realización, un método de inducción de inmunidad sustancial contra la infección por el virus 
de la gripe o al menos un síntoma de la misma en un su jeto, comprende la administración de al menos una dosis 
eficaz de una VLP de gripe que comprende proteínas de gripe en que dichas proteínas de gripe consisten en 
proteínas HA, NA y M1. Estas VLP contienen HA, NA y M1 y pueden contener constituyentes celulares adicionales 60 
tales como proteínas celulares, proteínas de baculovirus, lípidos, carbohidratos, etc., pero no contienen proteínas de 
gripe adicionales (distintas de fragmentos de M1, HA y/o NA). En otra realización, dicha HA y/o NA muestran 
actividad hemaglutinina y/o actividad neuraminidasa, respectivamente. En otra realización, dicho sujeto es un 
mamífero. En otra realización dicho mamífero es un ser humano. En otra realización, el método comprende la 
inducción de inmunidad sustancial contra la infección por el virus de la gripe o al menos un síntoma de la misma 65 
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administrando dicha formulación en una dosis. En otra realización, el método comprende la inducción de inmunidad 
sustancial contra la infección por el virus de la gripe o al menos un síntoma de la misma administrando dicha 
formulación en dosis múltiples. 
 
 Los métodos de administración de una composición que comprende VLP (vacuna y/o formulaciones antigénicas) 5 
incluyen, pero no se limitan a, administración parenteral (por ejemplo, intradérmica, intramuscular, intravenosa o 
subcutánea), epidural y mucosa (por ejemplo, vía intranasal y oral o pulmonar o por supositorios). En una realización 
específica, las composiciones de la presente invención se administran por vía intramuscular, intravenosa, 
transdérmica, o intradérmica. Las composiciones se pueden administrar por cualquier vía conveniente, por ejemplo 
por infusión o infección en embolada, por absorción a través de los revestimientos epiteliales o mucocutáneos (por 10 
ejemplo, mucosa oral, de colon, conjuntiva, nasofaringe, orofaringe, vagina, uretra, vejiga urinaria y mucosa 
intestinal, etc.) y se puede administrar junto con otros agentes biológicamente activos. En algunas realizaciones, la 
vía intranasal u otras vías mucosas de administración de la composición que comprende VLP de la invención puede 
inducir un anticuerpo u otra respuesta inmunitaria que es sustancialmente más alta que otras vías de administración. 
En otra realización, la vía intranasal u otras vías mucosas de administración de una composición que comprenden 15 
VLP de la invención puede inducir un anticuerpo u otra respuesta inmunitaria que inducirá una protección cruzada 
contra otras cepas de virus de gripe. La administración puede ser sistémica o local. 
 
En otra realización más, la vacuna y/o formulación antigénica se administra de tal manera que se dirige a los tejidos 
mucosos con el fin de provocar una respuesta inmunitaria en el sitio de la inmunización. Por ejemplo, se puede 20 
dirigir a los tejidos mucosos tales como el tejido linfoide asociado al intestino (GALT) para inmunizarlo utilizando la 
administración oral de composiciones que contienen adyuvantes con propiedades que se dirigen a una mucosa en 
particular. También se pueden dirigir a tejidos mucosos adicionales, tales como el tejido linfoide nasofaríngeo 
(NALT) y el tejido linfoide asociado a bronquios (BALT). 
 25 
Las vacunas y/o formulaciones antigénicas de la invención también se pueden administrar con una dosificación 
programada, por ejemplo, una administración inicial de la composición vacunal con posteriores administraciones de 
refuerzo. En realizaciones particulares, se administra una segunda dosis de la composición en cualquier momento 
de entre dos semanas y un año, preferentemente desde aproximadamente 1, aproximadamente 2, 
aproximadamente 3, aproximadamente 4, aproximadamente 5 a aproximadamente 6 meses, tras la administración 30 
inicial. Adicionalmente, se puede administrar una tercera dosis tras la segunda dosis y desde aproximadamente 3 
meses a aproximadamente dos años, o incluso más, preferentemente aproximadamente 4, aproximadamente 5, or 
aproximadamente 6 meses, o aproximadamente 7 meses a aproximadamente un año tras la administración inicial. 
La tercera dosis se puede administrar opcionalmente cuando no se detectan o están bajos los niveles de 
inmunoglobulinas específicas en el suero y/u orina o secreciones mucosas del sujeto tras la segunda dosis. En una 35 
realización preferida, se administra una segunda dosis aproximadamente un mes después de la primera 
administración y se administra una tercera dosis aproximadamente seis meses después de la primera 
administración. En otra realización, la segunda dosis se administra aproximadamente seis meses después de la 
primera administración. 
 40 
En otra realización, dicha VLP de la invención se puede administrar como parte de una terapia de combinación. Por 
ejemplo, las VLP de la invención se pueden formular con otras composiciones inmunogénicas y/o antivíricos (por 
ejemplo, Amantadina, Rimantadina, Zanamivir Y Osteltamivir). 
 
La dosificación de la formulación farmacéutica puede determinarla fácilmente por un experto en la técnica, por 45 
ejemplo, identificando primero las dosis eficaces para provocar una respuesta inmunitaria profiláctica o terapéutica, 
por ejemplo, midiendo el título en el suero de las inmunoglobulinas específicas del virus o midiendo la relación 
inhibidora de anticuerpo en las muestras de suero, o muestras de orina, o secreciones mucosas. Dichas 
dosificaciones se pueden determinar a partir de los estudios con animales. Una lista no limitante de animales que se 
utilizan para estudiar el virus de gripe incluyen cobayas, hámster sirio, chichilla, erizo, pollo, rata, ratón y hurón. La 50 
mayoría de los animales no son huéspedes naturales del virus de gripe pero siguen sirviendo para los estudios de 
varios aspectos de la enfermedad. Por ejemplo, cualquiera de los animales anteriores, se puede dosificar con un 
candidato a vacuna, por ejemplo, con VLP de la invención, para caracterizar parcialmente la respuesta inmunitaria 
que se induce, y/o determinar si se ha producido algún anticuerpo neutralizante. Por ejemplo, se han llevado a cabo 
muchos estudios en modelo de ratón que debido a su pequeño tamaño y su bajo coste permite a los investigadores 55 
llevar a cabo estudios a gran escala. Sin embargo, el tamaño pequeño del ratón también aumenta la dificultad para 
observar fácilmente cualquier signo clínico de la enfermedad y el ratón no es un modelo predictivo para la 
enfermedad en los seres humanos. 
 
 Se ha hecho extensivo el uso de hurones para estudiar varios aspectos de la infección por virus de gripe y su curso 60 
de acción. El desarrollo de muchos conceptos contemporáneos de inmunidad contra el virus de gripe sería imposible 
sin el uso del hurón. (Maher, et al. 2004). Los hurones han demostrado ser un buen modelo para estudiar la gripe 
por varias razones: la infección de gripe en el hurón se parece estrechamente a la de los seres humanos con 
respecto a los signos clínicos, patogénesis, e inmunidad; Los tipos A y B del virus de la gripe humana infectan al 
hurón, proporcionando así una oportunidad para estudiar una población completamente controlada en la observar la 65 
interacción de la transmisión de la infección, la enfermedad, y la variación de secuencia de los aminoácidos en las 
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glucoproteínas del virus de gripe; y los hurones tienen otras características físicas que lo hacen un modelo ideal para 
descifrar las manifestaciones de la enfermedad. Por ejemplo, los hurones y los seres humanos muestran signos 
clínicos muy similares de infección de gripe que parecen depender de la edad del huésped, la cepa del virus, las 
condiciones ambientales, el grado de infección bacteriana secundaria, y muchas otras variables. Por lo tanto un 
experto en la técnica puede correlacionar más fácilmente la eficacia de una vacuna de gripe y los regímenes de 5 
dosificación a partir del modelo de hurón a seres humanos en comparación con el de ratón o cualquier otro modelo 
descrito anteriormente. 
 
Además, se pueden llevar a cabo estudios clínicos en humanos para que un experto determine la dosis eficaz 
preferida para humanos. Tales estudios clínicos son rutinarios y bien conocidos en la técnica. La dosis precisa que 10 
se va emplear dependerá también de la vía de administración. Las dosis eficaces se pueden extrapolar a partir de 
las curvas de respuesta a la dosis derivadas de los sistemas de ensayo in vitro y con animales. 
 
Como también se conoce bien en la técnica, la inmunogenicidad de una composición en particular se puede 
aumentar con el uso de estimulantes no específicos de la respuesta inmunitaria, conocidos como adyuvantes. Los 15 
adyuvantes se han utilizado experimentalmente para promover un aumento generalizado de la inmunidad contra 
antígenos desconocidos (por ejemplo, Pat. de EE. UU. Nº 4.877.611). Los protocolos de inmunización se han 
utilizado durante muchos años para estimular las respuestas, y como tales, los adyuvantes se conocen bien por los 
expertos en la técnica. Algunos adyuvantes afectan la manera en la que se presentan los antígenos. Por ejemplo, la 
respuesta inmunitaria se aumenta cuando los antígenos proteicos se precipitan con alúmina. La emulsificación de 20 
antígenos también prolongan la duración de la presentación del antígeno. La inclusión de cualquier adyuvante 
descrita en Vogel et al., "A Compendium of Vaccine Adjuvants and Excipients (2ª Edición)," se incluye en el ámbito 
de la presente invención. 
 
Ejemplarmente, los adyuvantes incluyen el adyuvante completo de Freund (un estimulante no específico de la 25 
respuesta inmunitaria que contiene Mycobacterium tuberculosis muertos), adyuvante incompleto de Freund y 
adyuvante de hidróxido de aluminio. Otros adyuvantes incluyen GMCSP, BCG, hidróxido de aluminio, compuestos 
MDP, tales como tur-MDP y nor-MDP, CGP (MPT-PE), lípido A, y lípido A monofosforilo (MPL). También se 
contemplan el RIBI, que contiene tres componentes extraídos de bacterias, MPL, dimicolato de trehalosa (TDM) y 
esqueleto de la pared celular (CWS) en una emulsión del 2 % de escualeno/Tween 80. También se pueden utilizar 30 
MF-59, Novasomes®, antígenos MHC. 
 
En una realización de la invención el adyuvante es una vesícula de lípido paucilamelar que tiene aproximadamente 
de dos a diez bicapas dispuestas de forma de conchas sustancialmente esféricas separadas por capas acuosas 
rodeadas de una gran cavidad central amorfa libre de bicapas lipídicas. Las vesículas lipídicas paucilamelares 35 
pueden actuar para estimular la respuesta inmunitaria de varias maneras, como estimulantes no específicos, como 
vehículos para el antígeno, como vehículos para adyuvantes adicionales, y combinaciones de las mismas. Las 
vesículas lipídicas paucilamelares actúan como estimuladores no específicos cuando, por ejemplo, se prepara una 
vacuna entremezclando el antígeno con las vesículas pre-formadas tal que el antígeno permanece extracelular a las 
vesículas. Encapsulando un antígeno en la cavidad central de la vesícula, la vesícula actúa tanto como estimulante 40 
inmunitario y como vehículo para el antígeno. En otra realización, las vesículas se fabrican primariamente de 
vesículas no fosfolípidos. En otra realización las vesículas son Novasomes. Las Novasomes® son vesículas 
paucilamelares no fosfolipídicas que varían desde aproximadamente 100 nm a aproximadamente 500 nm. 
Comprenden Brij 72, colesterol, ácido oleico y escualeno. Las Novasomes han demostrado que son adyuvantes 
eficaces para los antígenos de gripe (véase las Patentes de EE. UU. 5.629.021. 6.387.373. and 4.911.928). 45 
 
En un aspecto el efecto adyuvante se consigue por el uso de un agente, tal como la alúmina, que se utiliza en una 
solución aproximadamente del 0,05 a aproximadamente el 0,1 % en solución salina fosfato tamponada. De manera 
alternativa, las VLP se pueden hacer como una mezcla con polímeros sintéticos de azúcares (Carbopol®) que se 
utiliza como una solución de aproximadamente el 0,25 %. Algunos adyuvantes, por ejemplo, ciertas moléculas 50 
orgánicas que se obtienen a partir de bacterias; actúan sobre el huésped más que sobre el antígeno. Un ejemplo es 
el dipéptido muramilo (N-acetilmurlmil-L-alanil-D-isoglutamina [MDP]), un peptidoglucano bacteriano. En otras 
realizaciones, se pueden utilizar también hemocianinas y hemoeritrinas con las VLP de la invención. El uso de 
hemocianina de la lapa californiana (KLH) se prefiere en ciertas realizaciones, aunque se pueden emplear 
hemocianinas y hemoeritrinas de otros moluscos y artrópodos. 55 
 
También se pueden utilizar varios adyuvantes polisacáridos. Por ejemplo, se ha descrito el uso de varios adyuvantes 
polisacáridos de neumococos sobre las respuestas de anticuerpo de ratones (Yin et al., 1989). Las dosis que 
producen respuestas óptimas, o de otra manera que no producen supresión, se deberían emplear como se indica 
(Yin et al., 1989). Se prefieren particularmente las variedades poliamina de polisacáridos, tales como la quitina y el 60 
quitosano, incluyendo la quitina desacetilada. En otra realización, se utiliza un derivado tripéptido-disacárido del 
dipéptido muramilo que se ha descrito para su uso en liposomas artificiales formados de fosfatidil colina y fosfatidil 
glicerol. 
 
 Los agentes anfipáticos y tensioactivos, por ejemplo, la saponina y derivados tales como QS21 (Cambridge 65 
Biotech), forman otro grupo más de adyuvantes para su uso con las VLP de la invención. También se pueden 
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emplear tensioactivos copolímeros bloqueantes no iónicos (Rabinovich et al., 1994). Los oligonucleótidos son otro 
grupo de adyuvantes útiles (Yamamoto et al., 1988). Otros adyuvantes que se pueden utilizar en ciertas 
realizaciones de la presente invención son QuilA y lentineno. 
 
Otro grupo de adyuvantes son las endotoxinas detoxificadas, tales como la endotoxina detoxificada refinada de la 5 
Pat de EE. UU. Nº 4.435.386. También se contemplan las combinaciones de endotoxinas detoxificadas con 
dimicolato de trehalosa y los glucolípidos endotóxicos (Pat. de EE. UU. Nº 4.505.899), como la combinación de 
endotoxinas con esqueleto de la pared celular (CWS) o CWS y dimicolato de trehalosa, como se describe en las Pat. 
de EE. UU. Nos 4.436.727, 4.436.728 y 4.505.900. Las combinaciones de solo CWS y dimicolato de trehalosa, sin 
endotoxinas detoxificadas, también se ha visto que son útiles, como describen en la Pat. de EE. UU. Nº 4.520.019. 10 
 
Los expertos en la técnica sabrán los diferentes tipos de adyuvantes que se pueden conjugar con las vacunas de 
acuerdo con la presente invención y estas incluyen alquil lisofosfolípidos (ALP); BCG; y biotina (incluyendo los 
derivados biotinilados) entre otros. Ciertos adyuvantes particularmente contemplados para su uso son los ácidos 
teicoicos de las células Gram -. Estos incluyen los ácidos lipoteicoicos (LTA), ácidos ribitol teicoicos (RTA) y ácido 15 
glicerol teicoico (GTA). Las formas activas de sus equivalentes sintéticos también se pueden emplear en conexión 
con la invención (Takada et al., 1995). 
 
Varios adyuvantes, incluso los que no se utilizan habitualmente en seres humanos, se pueden emplear en otros 
vertebrados, en los que, por ejemplo, se desea producir anticuerpos o para obtener posteriormente células T 20 
activadas. La toxicidad u otros efectos secundarios que pueden resultar de los adyuvantes o de las células, por 
ejemplo, como se puede producir utilizando células tumorales no irradiadas, es irrelevante en tales circunstancias. 
 
Otro método para inducir una respuesta inmunitaria se puede conseguir formulando las VLP de la invención con 
“estimulantes inmunitarios”. Estos son mensajeros químicos propios del cuerpo (citoquinas) para aumentar la 25 
respuesta del sistema inmunitario. Los estimulantes inmunitarios incluyen, pero no se limitan a estos, varias 
citoquinas, linfoquinas y quimioquinas con actividades inmunoestimulantes, inmunopotenciadoras, y pro-
inflamatorias, tales como las interleucinas (por ejemplo, IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-12, IL-13); factores de crecimiento 
(por ejemplo, factor estimulante de colonias de granulocitos-macrófagos (GM) (CSF)); y otras moléculas 
inmunoestimulantes, tales como el factor inflamatorio de macrófagos, ligando Flt3, B7.1; B7.2, etc. Las moléculas 30 
inmunoestimulantes se pueden administrar en la misma formulación que las VLP de gripe, o se pueden administrar 
por separado. Se puede administrar o la proteína o un vector de expresión que codifica la proteína para producir un 
efecto inmunoestimulante. 
 
Método de estimulación de una respuesta inmunitaria anti-gripe 35 
 
Las VLP de la invención son útiles para preparar composiciones que estimulan la respuesta inmunitaria que confiere 
inmunidad o inmunidad sustancial contra los virus de gripe. Tanto la inmunidad mucosa como celular pueden 
contribuir a la inmunidad contra la infección de gripe y la enfermedad. Los anticuerpos segregados localmente en el 
tracto respiratorio superior son el factor más importante en la resistencia a la infección natural. La inmunoglobulina A 40 
segregada (sIgA) está implicada en la protección del tracto respiratorio superior y la IgG sérica en la protección del 
tracto respiratorio inferior. La respuesta inmunitaria inducida por una infección protege contra la re-infección con el 
mismo virus o una cepa vírica antigénicamente similar. El virus de gripe se somete a cambios frecuentes e 
impredecibles; por lo tanto, tras la infección natural, el periodo de protección que se proporciona por la inmunidad del 
huésped puede ser de solo unos pocos años contra las nuevas cepas de virus que circulan en la comunidad. 45 
 
Las VLP de la invención pueden inducir inmunidad sustancial en un vertebrado (por ejemplo, un ser humano) 
cuando se administran a dicho vertebrado. La inmunidad sustancial resulta de una respuesta inmunitaria contra la 
VLP de gripe de la invención que protege o mejora la infección de gripe o al menos reduce un síntoma de la 
infección del virus de la gripe en dicho vertebrado. En algunos casos, si dicho vertebrado se infecta, dicha infección 50 
será asintomático. La respuesta puede ser una respuesta no completamente protectora. En este caso, si dicho 
vertebrado se infecta con in virus de gripe, el vertebrado experimentará síntomas reducidos o de duración más corta 
de los síntomas en comparación con un vertebrado no inmunizado. 
 
En una realización, la invención comprende un método de inducción de inmunidad sustancial contra la infección por 55 
el virus de la gripe o al menos un síntoma de la misma en un su jeto, que comprende la administración de al menos 
una dosis eficaz de una VLP de gripe. En otra realización, dicha inducción de inmunidad sustancial reduce la 
duración de los síntomas de gripe. En otra realización, un método de inducción de inmunidad sustancial contra la 
infección por virus de gripe o al menos un síntoma de la misma en un su jeto, comprende la administración de al 
menos una dosis eficaz de una VLP de gripe, en que dicha VLP comprende las proteínas HA, NA y M1 de gripe. En 60 
otra realización, dicha VLP de gripe comprende proteínas de gripe, en que dichas proteínas de gripe consisten en 
las proteínas HA, NA y M1. Estas VLP contienen HA, NA y M1 y pueden contener constituyentes celulares 
adicionales tales como proteínas celulares, proteínas de baculovirus, lípidos, carbohidratos, etc., pero no contienen 
proteínas de gripe adicionales (distintos de fragmentos de M1, HA y/o NA). En otra realización, el método de 
inducción de inmunidad sustancial contra la infección por el virus de la gripe o al menos un síntoma de la misma en 65 
un sujeto, comprende la administración de al menos una dosis eficaz de una VLP de tripe, en que dicha VLP 
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consiste esencialmente en HA, NA y M1 de gripe. Dichas VLP pueden comprender proteínas de gripe adicionales 
y/o proteínas contaminantes en concentraciones despreciables. En otra realización, un método de inducción de 
inmunidad sustancial contra la infección por el virus de la gripe o al menos un síntoma de la misma en un sujeto, 
comprende la administración de al menos una dosis eficaz de una VLP de gripe, en que dicha VLP consiste en HA, 
NA y M1 de gripe. En otra realización, dicha HA y/o NA muestran actividad hemaglutinina y/o actividad 5 
neuraminidasa, respectivamente. En otra realización, dicho sujeto es un mamífero. En otra realización, dicho 
mamífero es un ser humano. En otra realización, dicha VLP se formula como un adyuvante o estimulante 
inmunitario. 
 
Recientemente se ha coordinado un esfuerzo para crear una vacuna contra el virus de la gripe aviar que tiene el 10 
potencial de crear una pandemia. Esto es debido a varios virus de gripe aviar que han cruzado la barrera 
interespecies y han infectado seres humanos directamente dando lugar a enfermedad, y en algunos casos, la 
muerte. Estos virus eran H5N1, H9N2 y H7N7 (Cox et al., 2004). Un reciente estudio examinaba el potencial de 
utilizar el virus de gripe H5N1 inactivado como una vacuna. La formulación de la vacuna era similar a las vacunas 
inactivadas con licencia que se aprueban actualmente para su comercialización. El estudio concluyó que el uso del 15 
virus H5N1 inactivado inducía una respuesta inmunitaria en seres humanos, sin embargo la dosis que se daba era 
muy alta (90 µg de gripe aviar en comparación con los 15 µg de la vacuna aprobada) (Treanor et al., 2006). Esta alta 
cantidad de antígeno de gripe aviar es impracticable para una campaña de vacunación mundial. Como se ilustra 
posteriormente, las VLP de la invención inducen una respuesta inmunitaria en un vertebrado cuando se administra a 
dicho vertebrado. 20 
 
Por lo tanto, la invención engloba una VLP para su uso en un método de inducción de una inmunidad sustancial 
contra la infección por el virus de la gripe o al menos un síntoma de la misma en un su jeto, que comprende la 
administración de al menos una dosis eficaz de una VLP DE GRIPE AVIAR, En otra realización, dicha inducción de 
inmunidad sustancial reduce la duración de los síntomas de gripe. En otra realización, dicha inducción de inmunidad 25 
es por la administración de al menos 0,2 µg de HA aviar en las VLP de la invención. En otra realización, dicha 
inducción de la inmunidad es por la administración de aproximadamente 0,2 µg de HA aviar a aproximadamente 15 
µg de HA aviar en las VLP de la invención. La administración puede ser en una o más dosis, peros puede ser 
ventajosamente en una única dosis. En otra realización, dicha VLP aviar se deriva del H5N1 de gripe aviar. 
 30 
 En otra realización, la invención comprende una VLP para su uso en un método de inducción de inmunidad 
sustancial contra la infección por el virus de gripe aviar o al menos un síntomas de la misma en un sujeto que 
comprende la administración de al menos una dosis eficaz de una VLP de gripe aviar, en que dicha VLP comprende 
HA, NA y M1 de gripe aviar. En otra realización dicha VLP de gripe aviar comprende proteínas de gripe aviar, en que 
dichas proteínas de gripe aviar consisten en las proteínas HA, NA y M1. Estas VLP contienen HA, NA y M1 y pueden 35 
contener constituyentes celulares adicionales tales como proteínas celulares, proteínas de baculovirus, lípidos, 
carbohidratos, etc., pero no contienen proteínas de gripe adicionales (distintas de fragmentos de M1, HA y/o NA). En 
otra realización, dicho método de inducción de inmunidad sustancial contra la infección por el virus de la gripe aviar 
o al menos un síntoma de la misma en un su jeto comprende la administración de al menos una dosis eficaz de una 
VLP de gripe aviar, en que dicha VLP consiste esencialmente en HA, NA y M1 de gripe aviar. Dichas VLP pueden 40 
comprender proteínas de gripe adicionales y/o proteínas contaminantes en concentraciones despreciables. En otra 
realización, un método de inducción de inmunidad sustancial contra la infección por el virus de gripe o al menos un 
síntoma de la misma en un sujeto, comprende la administración de al menos una dosis eficaz de una VLP de gripe, 
en que dicha VLP consiste en HA, NA y M1 de gripe aviar. En otra realización dichas HA y NA de gripe aviar son 
H5N1, respectivamente. En otra realización dichas HA y NA son H9N2, respectivamente. En otra realización, dichas 45 
HA y NA de gripe aviar son H7N7, respectivamente. En otra realización, dichas HA y NA muestran actividad 
hemaglutinina y/o actividad neuraminidasa, respectivamente. En otra realización, dicho sujeto es un mamífero. En 
otra realización, dicho mamífero es un ser humano. En una realización más, dicha VLP se formula con un adyuvante 
o estimulante inmunitario. 
 50 
En otra realización, dichas VLP de gripe aviar inducirán una respuesta inmunitaria en un vertebrado que es 
aproximadamente de 2 veces, aproximadamente de 4 veces, aproximadamente de 16 veces, aproximadamente de 
32 veces, aproximadamente de 64 veces, aproximadamente de 128 veces más (o más alta) potente que antígenos 
de gripe aviar similares formulados similarmente a las vacunas inactivadas aprobadas, que tienen licencia comercial 
actualmente. Las formulaciones actuales comprenden vacunas de virus inactivados completos (por ejemplo, tratados 55 
con formaldehido), virus fraccionados (destruidos químicamente), y subunidades (glucoproteínas purificadas). Los 
métodos para determinar la potencia de una vacuna se conocen y son rutinarios en la técnica. Por ejemplo, los 
ensayos de microneutralización y los ensayos de inhibición de la hemaglutinación se pueden llevar a cabo para 
determinar la potencia de una vacuna de VLP aviar en comparación con los antígenos de gripe aviar formulados de 
forma similar a las vacunas inactivadas con licencia aprobadas actualmente para su comercialización. En una 60 
realización, dicho aumente en la potencia se nota cuando aproximadamente 6 µg, aproximadamente 7 µg, 
aproximadamente 9 µg, aproximadamente 10 µg, aproximadamente 15 µg, aproximadamente 20 µg, 
aproximadamente 25 µg, aproximadamente 30 µg, aproximadamente 35 µg, 40 µg, aproximadamente 45 µg, 
aproximadamente 50 µg, o más de las VLP y el antígeno formulado de forma similar de las vacunas inactivadas 
aprobadas actualmente para su comercialización se administran a un vertebrado (es decir, cantidades equivalentes 65 
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de HA y/o NA en una VLP con cantidades similares de HA y/o NA formuladas similarmente a las acunas inactivadas 
con licencia y/o cualquier otro antígeno). Las cantidades se pueden medir de acuerdo con el contenido de HA. Por 
ejemplo, 1 µg de una VLP de la invención es aproximadamente 1 µg de HA en una solución de VLP que comprende 
HA o se puede medir por el peso de VLP. 
 5 
Las vacunas de gripe estacional se administran a seres humanos cada año para reducir la incidencia de casos de 
gripe cada año. Hoy en día, hay dos subtipos de gripe A y gripe B circulando en los Estados Unidos. Las vacunas 
actuales son, por lo tanto, trivalentes, para proporcionar protección contra las cepas que circulan actualmente. Cada 
año una cepa o variación diferente de una gripe vírica cambia. Por lo tanto, para la mayoría de los años se fabrica 
una nueva composición vacunal y se administra. Las vacunas inactivadas se producen por propagación del virus en 10 
huevos de gallina embrionados. El líquido alantoideo se recolecta, y el virus se concentra y purifica, luego se 
inactiva. Por lo tanto, las vacunas del virus de gripe con licencia actualmente pueden contener cantidades traza de 
proteínas de huevo residuales y, por lo tanto, no deberían administrarse a personas que tienen hipersensibilidad 
anafiláctica a los huevos. Además, se tienen que organizar los suministros de huevos y se deben seleccionar las 
cepas para la producción de vacunas con meses de adelanto de la próxima estación de gripe, limitando así la 15 
flexibilidad de esta estrategia y resultando a menudo en retrasos y acortamientos de la producción y la distribución. 
Además, algunas cepas de gripe no se replican bien en huevos embrionados de pollo lo que puede limitar las cepas 
de gripe que se pueden cultivar y formular en las vacunas. 
 
Como se ha mencionado anteriormente, la VLP de la invención no necesita huevos para su producción. Estas VLP 20 
se hacen por media de un sistema de cultivo celular. Por lo tanto, la solicitud describe un método de inducción de 
una inmunidad sustancial contra la infección por el virus de gripe o al menos un síntoma de la misma en un su jeto, 
que comprende la administración de al menos una dosis eficaz de una VLP de gripe estacional. Como se expuso 
anteriormente, virus de gripe estacional se refiere a las cepas víricas de gripe que se ha determinado que pasan por 
la población humana durante una determinada estación de gripe basándose en las vigilancias epidemiológicas por 25 
los centros nacionales de gripe por todo el mundo. Dichos estudios y algunos virus de gripe asilados se envían a uno 
de los cuatro laboratorios de referencia de la Organización Mundial de la Salud (OMS), uno de los cuales se localiza 
en los Centros para el control y prevención de enfermedades (CDC) en Atlanta, para su ensayo detallado. Estos 
laboratorios ensayan qué tal reaccionan los anticuerpos producidos por la vacuna actual frente al virus circulante y 
nuevos virus de gripe. Esta información, junto con la información sobre la actividad de la gripe, se resume y se 30 
presenta a un comité consultivo de la Administración de alimentos y fármacos de EE. UU (FDA) y en la reunión de la 
OMS. Estas reuniones dan como resultado la selección de tres virus (dos subtipos de virus de gripe A y uno de virus 
de gripe B) para integrarse en las vacunas de gripe para el siguiente otoño e invierno. La selección se produce en 
febrero para el hemisferio norte y en septiembre para el hemisferio sur. Habitualmente, una o dos de las tres cepas 
de virus de la vacuna cambian cada año. En otra realización, dicha inducción de inmunidad sustancial reduce la 35 
duración de los síntomas de gripe. 
 
La presente solicitud describe un método de inducción de una inmunidad sustancial contra una infección por el virus 
de la gripe o al menos un síntoma de la misma en un sujeto que comprende la administración al menos de una dosis 
eficaz de una VLP de gripe estacional, en que dicha VLP comprende una HA, NA y M1 de gripe estacional. Dicha 40 
VLP de gripe estacional Puede comprender proteínas de gripe estacional, en que dichas proteínas consisten en 
proteínas HA, NA y M1. Estas VLP contienen HA, NA y M1 y pueden contener constituyentes celulares adicionales 
tales como proteínas celulares, proteínas de baculovirus, lípidos, carbohidratos, etc., pero no contienen proteínas de 
gripe adicionales (distintas de fragmentos de M1, HA y/o NA). Dicho método de inducción de una inmunidad 
sustancial contra la infección por el virus de la gripe estacional o al menos un síntoma de la misma en un sujeto 45 
puede comprender la administración de al menos una dosis eficaz de una VLP de gripe estacional, en que dicha 
VLP consiste esencialmente en HA, NA y M1 de gripe estacional. Dichos VLP pueden comprender proteínas de 
gripe adicionales y7o proteínas contaminantes en concentraciones despreciables. 
 
Un método de inducción de una inmunidad sustancial contra la infección por el virus de la gripe o al menos un 50 
síntoma de la misma en un sujeto puede comprender la administración de al menos una dosis eficaz de una VLP de 
gripe, en que dicha VLP consiste en HA, NA y M1 de gripe estacional. 
 
Dicha HA y/o NA de gripe aviar puede mostrar actividad hemaglutinina y/o actividad neuraminidasa, 
respectivamente. Dicho sujeto puede ser un mamífero. Dicho mamífero puede ser un ser humano. Opcionalmente 55 
dicha VLP se formula con un adyuvante o estimulante inmunitario. 
 
En general, las VLP de gripe estacional se administran en una cantidad suficiente para estimular una inmunidad 
sustancial para una o más cepas del virus de gripe estacional. Las VLP se pueden mezclar con otras VLP que 
comprenden diferentes subtipos de proteínas de gripe (como se enumeran anteriormente). La formulación puede ser 60 
una formulación trivalente que comprende una mezcla de VLP con proteínas HA y/o NA de gripe estacional de al 
menos dos de gripe A y/o uno al menos uno del subtipo B. Dicho subtipo B se puede producir por el mismo método 
que se ha descrito anteriormente. 
 
Opcionalmente, las VLP (VLP estacionales o aviares) pueden provocar una respuesta inmunitaria que proporcionará 65 
protección contra más de una cepa de virus de gripe. Esta protección cruzada de un vertebrado con una VLP de 
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gripe construida a partir de una cepa particular, de un subgrupo particular, puede inducir protección cruzada contra 
virus de gripe de diferentes cepas y/o subgrupo. Los ejemplos posteriores muestran que las VLP son capaces de 
inducir reactividad cruzada con diferentes cepas y/o subgrupos. 
 
El sistema inmunitario humoral produce anticuerpos contra diferentes antígenos de gripe, de los que el anticuerpo 5 
específico de HA es el más importante para la neutralización del virus y por tanto la prevención de la enfermedad. 
Los anticuerpos específicos de NA son menos eficaces en la prevención de la infección, pero disminuyen la 
liberación de virus de las células infectadas. Los tejidos mucosos son el principal portal de entrada de muchos 
patógenos, incluyendo la gripe, y el sistema inmunitario mucoso proporciona la primera línea de defensa contra la 
infección aparte de la inmunidad innata. La SIgA y, hasta cierto punto, la IgM son los anticuerpos neutralizantes 10 
principales que se dirigen contra los patógenos mucosos previniendo la entrada de agentes patógenos y pueden 
funcionar intracelularmente para inhibir la replicación del virus. Las secreciones nasales contienen anticuerpos 
neutralizantes particularmente para HA y NA de gripe, que son primariamente del isotipo IgA y se producen 
localmente, Durante la infección primaria, las tres clases de Ig principales (IgG, IgA e IgM) específicas contra HA se 
pueden detectar por ensayo de inmunoabsorción ligado a enzimas en lavados nasales, aunque se detectan más 15 
frecuentemente la IgA e IgM que la IgG. Tanto la IgA como, hasta cierto punto la IgM se segregan localmente 
activamente, mientras que la IgG se deriva como una secreción sérica. En sujetos que tienen una respuesta de IgA 
local, también se observa una respuesta de IgA sérica. La respuesta de IgA local estimulada por la infección natural 
dura durante al menos 3-5 meses, y las células de memoria encargadas de IgA específica de gripe se pueden 
detectar localmente. La IgA también es el isotipo predominante de Ig en las secreciones locales tras la infección 20 
secundaria, las células de memoria se pueden detectar localmente. La IgA también es el isotipo Ig predominante en 
las secreciones locales tras la infección secundaria, y se detecta una respuesta de IgA en el suero en la infección 
posterior. La presencia de anticuerpos neutralizantes producidos localmente que se inducen por la vacuna de virus 
vivos se correlaciona con la resistencia a la infección y enfermedad tras la exposición al virus de tipo silvestre. 
 25 
La resistencia a la infección de gripe o enfermedad se correlaciona con el nivel local y/o sérico de anticuerpos contra 
HA y NA. Los anticuerpos anti-HA son los más medidos comúnmente que se correlacionan con la protección contra 
la gripe (Cox et al., 1999). Una respuesta protectora de anticuerpo sérico (con un título de inhibición de la 
hemaglutinación (HI) ≥ 40) se puede detectar en aproximadamente el 80 % de los sujetos tras la infección de gripe 
natural. Las células B que producen las tres clases de Ig principales están presentes en la sangre periférica de 30 
sujetos normales (Cox et al., 1994) y los individuos que padecen la infección de gripe. En los seres humanos, los 
anticuerpos séricos tienen un papel tanto en la resistencia a la enfermedad tras la infección experimental y la 
infección natural. Durante la infección primaria, las tres clases de Ig principales se pueden detectar en 10-14 días. 
Los niveles de IgA e IgM tienen un pico tras 2 semanas y luego comienzan a declinar, mientras que el nivel de IgG 
tiene el pico a las 4-6 semanas. Mientras que la IgG e IgM son dominantes en la respuesta primaria, la IgG e IgA 35 
predominan en la segunda respuesta inmunitaria. 
 
Por lo tanto, la invención engloba una VLP de acuerdo con la invención para su uso en un método de inducción de 
una respuesta de anticuerpo sustancialmente protectora contra la infección por el virus de gripe o al menos de un 
síntoma de la misma en un su jeto, que comprenden la administración de al menos una dosis eficaz de dicha VLP de 40 
gripe. En otra realización, dicha inducción de respuesta de anticuerpo sustancialmente protectora reduce la duración 
de los síntomas de gripe. En otra realización, un método de inducción de una respuesta de anticuerpos 
sustancialmente protectora contra la infección por el virus de la gripe o al menos un síntoma de la misma en un 
sujeto, comprende la administración de al menos una dosis eficaz de una VLP de gripe, en que dicha VLP 
comprende proteínas HA, NA y M1, de acuerdo con las reivindicaciones. 45 
 
En otra realización, la invención comprende una VLP de acuerdo con la invención para su uso en un método de 
inducción de una respuesta de anticuerpos sustancialmente protectora contra la infección por el virus de la gripe o al 
menos una síntoma de la misma en un sujeto, que comprende la administración de al menos una dosis eficaz de 
dicha VLP de gripe, en que dicha VLP consiste esencialmente en HA, NA y M1 de acuerdo con las reivindicaciones. 50 
Dichas VLP pueden comprender proteínas de gripe adicionales y/o proteínas contaminantes en concentraciones 
despreciables. En otra realización, dicha VLP de gripe comprende proteínas de gripe, en que dichas proteínas de 
gripe consisten en proteínas HA, NA y M1 de acuerdo con las reivindicaciones. Estas VLP contienen HA, NA y M1 y 
pueden contener constituyentes celulares adicionales tales como proteínas celulares, proteínas de baculovirus, 
lípidos, carbohidratos, etc., pero no contienen proteínas de gripe adicionales (distintas de fragmentos de M1, HA y/o 55 
NA). En otra realización, un método de inducción de inmunidad sustancial contra la infección por el virus de gripe o 
al menos un síntoma de la misma en un sujeto, comprende la administración de al menos una dosis eficaz de una 
VLP de gripe, en que dicha VLP consiste en HA, NA y M1 de gripe de acuerdo con las reivindicaciones. 
 
En otra realización, dicha HA y/o NA muestran actividad hemaglutinina y/o actividad neuraminidasa, 60 
respectivamente. En otra realización, dicho sujeto es un mamífero. En otra realización, dicho mamífero es un ser 
humano. En una realización más, dicha VLP se formula con una adyuvante o un estimulante inmunitario. 
 
Como se utiliza en el presente documento, un “anticuerpo” es una proteína que comprende uno o más polipéptidos 
sustancialmente o parcialmente codificado por genes de inmunoglobulina o fragmentos de genes de 65 
inmunoglobulina. Los genes de inmunoglobulina reconocidos incluyen las regiones genéticas de inmunoglobulina 
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constantes kappa, lambda, alfa, gamma, delta, épsilon y mu, así como miríadas de regiones genéticas de 
inmunoglobulina variables. Las cadenas ligeras se clasifican o bien en kappa o en lambda. Las cadenas pesadas se 
clasifican como gamma, mu, alfa, delta o épsilon, que a su vez definen las clases de inmunoglobulinas, IgG, IgM, 
IgA, IgD e IgE, respectivamente. Una unidad estructural de inmunoglobulinas (anticuerpos) comprende un tetrámero. 
Cada tetrámero está compuesto por dos pares idénticos de cadenas polipeptídicas, teniendo cada par una cadena 5 
“ligera” (aproximadamente de 25 kD) y una cadena “pesada” (aproximadamente 50-70 kD). El extremo N de cada 
cadena define una región variable de aproximadamente 100 a 110 o más aminoácidos responsables primariamente 
del reconocimiento antigénico. Los anticuerpos se encuentran como inmunoglobulinas intactas o como varios 
fragmentos bien caracterizados que se producen por digestión con varias peptidasas. 
 10 
La inmunidad mediada por células también tiene un papel en la recuperación de la infección de gripe y puede 
prevenir las complicaciones asociadas a la gripe. Los linfocitos celulares específicos de gripe se han detectado en la 
sangre y las secreciones del tracto respiratorio inferior de sujetos infectados. La citólisis de las células infectadas de 
gripe está mediada por los CTL en concierto con los anticuerpos específicos de gripe y el complemento. La 
respuesta citotóxica primaria es detectable en la sangre tras 6-14 días y desaparece el día 21 en individuos 15 
infectados o vacunados (Ennis et al., 1981). Los CTL específicos de gripe muestran especificidades de reacción 
cruzada en cultivos in vitro; así, lisan células infectadas con el mismo tipo de gripe pero no con otros tipos (por 
ejemplo virus de gripe A pero no de gripe B). La respuesta de CTL tiene reacción cruzada entre cepas de gripe A 
(Gerhard et al., 2001) y es importante para minimizar la diseminación vírica en combinación con los anticuerpos 
(Nguyen et al., 2001). 20 
 
La inmunidad mediada por células también tiene un papel en la recuperación de la infección de gripe y puede 
prevenir las complicaciones asociadas a la gripe. Los linfocitos celulares específicos de gripe se han detectado en la 
sangre y las secreciones del tracto respiratorio inferior de sujetos infectados. La citólisis de las células infectadas de 
gripe está mediada por los CTL en concierto con los anticuerpos específicos de gripe y el complemento. La 25 
respuesta citotóxica primaria es detectable en la sangre tras 6-14 días y desaparece el día 21 en individuos 
infectados o vacunados (Ennis et al., 1981). Los CTL específicos de gripe muestran especificidades de reacción 
cruzada en cultivos in vitro; así, lisan células infectadas con el mismo tipo de gripe pero no con otros tipos (por 
ejemplo virus de gripe A pero no de gripe B). La respuesta de CTL tiene reacción cruzada entre cepas de gripe A 
(Gerhard et al., 2001) y es importante para minimizar la diseminación vírica en combinación con los anticuerpos 30 
(Nguyen et al., 2001). 
 
Por lo tanto, la invención engloba una VLP de la invención para s uso en un método de inducción de una respuesta 
inmunitaria celular sustancialmente protectora contra la infección por el virus de gripe o al menos un síntoma de la 
misma en un sujeto, que comprende la administración de al menos una dosis eficaz de una VLP de gripe de acuerdo 35 
con las reivindicaciones. En otra realización, un método de inducción de inmunidad sustancial contra la infección por 
el virus de la gripe o al menos un síntoma de la misma en un sujeto, comprende la administración de al menos una 
dosis eficaz de una VLP de gripe, en que dicha VLP consiste en HA, NA y M1 de gripe de acuerdo con las 
reivindicaciones. Estas VLP contienen HA, NA y M1 y puede contener constituyentes celulares adicionales tales 
como proteínas celulares, proteínas de baculovirus, lípidos, carbohidratos, etc. pero no contienen proteínas de gripe 40 
adicionales (distintas de fragmentos de M1, HA y/o NA). 
 
En otra realización, dicha M1, HA y/o NA muestra actividad hemaglutinina y/o actividad neuraminidasa, 
respectivamente. En otra realización dicho sujeto es un mamífero. En otra realización, dicho mamífero es un ser 
humano. En otra realización más, dicha VLP se formula con un adyuvante o estimulante inmunitario. 45 
 
Como se ha mencionado anteriormente, las VLP de la invención previene o reduce al menos un síntoma de la 
infección de gripe en un sujeto. Los síntomas de gripe se conocen bien en la técnica. Incluyen fiebre, mialgia, dolor 
de cabeza, malestar general grave, tos no productiva, irritación de garganta, pérdida de peso y rinitis. Por lo tanto, el 
tratamiento de la invención comprende la prevención o reducción de al menos un síntoma asociado con la infección 50 
vírica de gripe. Una reducción de un síntoma se puede determinar subjetiva u objetivamente, por ejemplo, por la 
auto-evaluación por un sujeto, por una evaluación del médico o por la realización de una medición o ensayo 
apropiado (por ejemplo, temperatura corporal), que incluyen, por ejemplo, una evaluación de la calidad de vida, una 
progresión ralentizada de una infección de gripe o síntomas adicionales, una gravedad reducida de síntomas de 
gripe o ensayos adecuados (por ejemplo, el título de anticuerpos y/o un ensayo de activación de células T). La 55 
evaluación objetiva comprende tanto evaluaciones animales y humanas. 
 
La estrategia principal que aboga el Comité Consultivo en Prácticas de Inmunización (ACIP) para el control de gripe 
ha sido la vacunación de personas con riesgo de complicaciones de gripe serias, en particular, las personas de ≥ 65 
años de edad. Las epidemias de gripe anuales, sin embargo, siguen sin reducirse y son responsables de una carga 60 
sanitaria y financiera significativa a nuestra sociedad (Glaser et al., 1996). En los últimos 20 años (1976-1999), se ha 
producido un significativo aumento en muertes en exceso por todas las causas asociadas a la gripe. Desde 1990 a 
1999, el número anual de muertes de toda causa asociada a gripe superaba los 50.000 (Thompson et al., 2003). A 
pesar del aumento en la cobertura de vacunación de personas de ≥ 65 años al 65 % durante la última década, no se 
ha observado una reducción correspondiente en las muertes en exceso de toda causa asociadas a gripe. 65 
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Por lo tanto, otra estrategia para la prevención y el control de la gripe es la vacunación universal de niños e 
individuos sanos. Los niños tienen altas tasas de infección, enfermedad atendida médicamente y hospitalización por 
gripe (Neuzil et al., 2000). Los niños tienen un papel importante en la transmisión de la gripe en las escuelas, 
familias y comunidades. La vacunación con la gripe actual, vacunas de aproximadamente el 80 % de los escolares 
de una comunidad disminuyó la enfermedad respiratoria en adultos y las muertes en exceso en los ancianos 5 
(Reichert et al., 2001). Este concepto se conoce como inmunidad comunitaria o “inmunidad de manada” y se cree 
que supone una parte importante de la protección de la comunidad contra la enfermedad. Debido a que la gente que 
se vacuna tiene anticuerpos que neutralizan el virus de gripe, hay mucha menos probabilidad de transmitir el virus 
de gripe a otras personas. Por lo tanto, incluso la gente que no se ha vacunado (y aquellos en los que se han 
debilitado las vacunaciones o cuyas vacunas no son totalmente eficaces) a menudo pueden protegerse por la 10 
inmunidad de manada debido a la gente vacunada a su alrededor no enferman. La inmunidad de manada es más 
eficaz según aumenta el porcentaje de gente vacunada. Se cree que aproximadamente el 95 % de la gente de la 
comunidad debe protegerse con una vacuna para conseguir la inmunidad de manada. La gente que no se inmuniza 
aumenta la probabilidad de que ellos y otros se pongan enfermos. 
 15 
Por lo tanto, la invención engloba una VLP de acuerdo con la invención para su uso en un método de inducción de 
una inmunidad sustancialmente protectora contra la infección por el virus de gripe en una población o una 
comunidad con el fin de reducir la incidencia de las infecciones por el virus de gripe entre los individuos 
inmunocomprometidos o individuos no vacunados por la administración de VLP de la invención a una población de 
una comunidad. En una realización, la mayoría de los individuos sanos de una comunidad se inmunizan contra el 20 
virus de gripe administrando las VLP de la invención. En otra realización, las VLP de la invención son parte de una 
estrategia de “vacunación dinámica”, La vacunación dinámica es la producción estable de una vacuna de baja 
eficacia que está relacionada con una cepa pandémica emergente, pero que debido a una deriva antigénica no 
proporciona una protección completa en un mamífero (véase, Germann et al., 2006). Debido a la incertidumbre 
sobre la identidad futura de una cepa pandémica, es casi imposible acopiar una cepa pandémica con buena 25 
coincidencia. Sin embargo, la vacunación con una vacuna de coincidencia baja pero potencialmente eficaz puede 
ralentizar la diseminación del virus pandémico y/o reducir la gravedad de los síntomas de una cepa pandémica del 
virus de la gripe. 
 
La invención también engloba una vacuna que comprende una VLP de gripe de acuerdo con las reivindicaciones, en 30 
que dicha vacuna induce una inmunidad sustancial contra la infección por el virus de gripe o al menos un síntoma de 
la misma cuando se administra a un su jeto. En otra realización, dicha inducción de inmunidad sustancial reduce la 
duración de los síntomas de gripe. En otra realización, dicha vacuna induce inmunidad sustancial contra la infección 
por el virus de gripe o al menos un síntoma de la misma en un sujeto, comprende una VLP que comprende proteínas 
HA, NA y M1 de gripe de acuerdo con las reivindicaciones. En otra realización, dicha vacuna induce inmunidad 35 
sustancial contra la infección por el virus de gripe o al menos un síntoma de la misma en un su jet, comprende una 
VLP que consiste esencialmente n proteínas HA, NA y M1 de gripe de acuerdo con las reivindicaciones. Dichas VLP 
pueden comprender proteínas de gripe adicionales y/o proteínas contaminantes en concentraciones despreciables. 
En otra realización, dicha vacuna induce inmunidad sustancial contra la infección por el virus de gripe o al menos un 
síntoma de la misma en un su jeto, comprende una VLP que consiste en las proteínas HA, NA y M1 de gripe de 40 
acuerdo con las reivindicaciones. En otra realización, dicha vacuna induce inmunidad sustancial contra la infección 
por el virus de gripe o al menos un síntoma de la misma en un sujeto, comprende una VLP que comprende proteínas 
de gripe, en que dichas proteínas de gripe consisten en las proteínas HA, NA y M1 de acuerdo con las 
reivindicaciones. Estas VLP contienen HA, NA y M1 y pueden contener constituyentes celulares adicionales tales 
como proteínas celulares, proteínas de baculovirus, lípidos, carbohidratos, etc., pero no contienen proteínas de gripe 45 
adicionales (distintas de fragmentos de HA y/o NA). 
 
En otra realización, dicha HA y/o NA muestra actividad hemaglutinina y/o actividad neuraminidasa, respectivamente. 
En otra realización, dicho sujeto es un mamífero. En otra realización, dicho mamífero es un ser humano. En otra 
realización más, dicha VLP se formula con un adyuvante o estimulante inmunitario. En otra realización dicha vacuna 50 
se administra a una mamífero. En otra realización más, dicho mamífero es un ser humano. 
 
La presente invención se ilustra además por los siguientes ejemplos que no se deben considerar como limitantes. 
 
Ejemplos 55 
 
Ejemplo de referencia 1 
 
Materiales y métodos 
 60 
Se expresaron genes de HA, NA y M1 del virus de gripe aviar A/Hong Kong/1073/99 (H9N2) en células de 
Spodoptera frugiperda (línea celular Sf-9S; ATCC PTA-4047) utilizando el sistema de expresión de bácmido de 
baculovirus. Los genes HA, NA y M1 se sintetizaron por transcripción inversa y la reacción en cadena de la 
polimerasa (PCR) utilizando el ARN aislado del virus de gripe aviar A/Hong Kong/1073/99 (H9N2) (FIG. 1, 2 y 3). 
Para la transcripción inversa y la PCR, se utilizaron los oligonucleótidos cebadores específicos para los genes HA, 65 
NA y M1 del virus de gripe aviar A/Hong Kong/1073/99 (H9N2) (Tabla 1). Las copias ADNc de estos genes se 
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clonaron inicialmente en el vector de subclonación bacteriano, pCR2.1TOPO. A partir de los tres plásmidos basado 
en el pCR2.1TOPO, los genes HA, NA y M1 se insertaron corriente abajo de los promotores AcMNPV polihedrina en 
el vector de transferencia de baculovirus, pFastBac1 (InVitrogen), dando como resultado tres plásmidos basados en 
pFastBac1: pHA, pNA y pM1 que expresan estos genes del virus de gripe, respectivamente. Luego se construyó un 
único plásmido pHAM basado en pFastBac1 que codificaba tanto los genes HA como M1, cada uno corriente abajo 5 
de un promotor polihedrina separado (FIG.4). La secuencia de nucleótidos del gen NA con las regiones adyacentes 
5’ y 3’ en el plásmido pNA se determinó (SEC ID Nº 1) (FIG. 1). Al mismo tiempo se determinaron también las 
secuencias de nucleótidos de los genes HA y M1 con las regiones adyacentes utilizando el plásmido pHAM (SEC ID 
Nos 2 y 3) (FIG. 2 y 3). 
 10 
Finalmente, se clonó un fragmento de restricción ADN del plásmido pHAM que codifica los casetes de expresión 
tanto HA como M1 en el plásmido pNA. Esto daba como resultado el plásmido pNAHAM que codifica los genes HA, 
NA y M1 del virus de gripe aviar A/Hong Kong/1073/99 (H9N2) (FIG. 4). 
 
Se utilizó el plásmido pNAHAM para construir un baculovirus recombinante que contenía genes HA, NA y M1 del 15 
virus de gripe integrado en el genoma, cada uno corriente abajo de un promotor polihedrina de baculovirus 
separado. La infección de las células de insecto Sf-9S que lo permiten con el baculovirus recombinante resultante 
daba como resultado la co-expresión de estos tres genes de gripe en cada célula Sf-9S infectada con tal baculovirus 
recombinante. 
 20 
Los productos de expresión en las células Sf-9S se caracterizaron a las 72 h tras la infección (p.i. por análisis SDS-
PAGE, tinción con proteína Coomasie azul, y análisis de inmunotransferencia de Western utilizando anticuerpos 
específicos de HA y M1 (FIG. 5), El análisis de inmunotransferencia de Western se llevó a cabo utilizando 
anticuerpos de conejo producidos contra el virus de gripe tipo A/Hong Kong/1073/99 (H9N2) (CDC, Atlanta, Ga, EE. 
UU.), o anticuerpos monoclonales de ratón contra la proteína M1 de gripe (Serotec, RU). Las proteínas HA, NA y M1 25 
de los pesos moleculares esperados (64 kD, 60 kD, y 31 kD, respectivamente) se detectaron por análisis de 
inmunotransferencia de Western. En comparación con la cantidad de proteína HA detectada en este ensayo, la 
proteína NA mostró una reactividad más baja con el suero de ratón contra el virus de gripe A/Hong Kong/1073/99 
(H9N2). La explicación de la cantidad de proteína NA detectable incluye, niveles más bajos de expresión de la 
proteína NA a partir de las células Sf-9S infectadas con el baculovirus recombinante en comparación con la proteína 30 
HA, reactividad más baja de la NA con este suero bajo condiciones de desnaturalización en el ensayo de 
inmunotransferencia de Western (debido a la eliminación de epítopos NA importantes durante la electroforesis en gel 
de unión a membrana), avidez más baja de los anticuerpos NA en comparación con los anticuerpos HA, o una 
abundancia más baja de anticuerpos NA en el suero. 
 35 
El medio de cultivo de las células Sf-9S infectadas con baculovirus recombinante que expresan proteínas HA, NA y 
M1 del A/Hong Kong/1073/99 (H9N2) también se sondeó en cuanto a proteínas de gripe. Los sobrenadantes del 
cultivo clarificado se sometieron a ultracentrifugación a 27.000 rpm con el fin de concentrar los complejos proteicos 
altos moleculares de virus de gripe, tal como partículas subvíricas, VLP, complejos de VLP, y posiblemente, otros 
particulados auto-ensamblados que comprenden proteínas HA, NA y M1 de gripe. Los productos proteicos 40 
aglomerados se resuspendieron en solución salina fosfato tamponada (PBS, pH 7,2) y luego se purificaron por 
ultracentrifugación en gradientes discontinuos en etapas de sacarosa al 20-60 %. Las fracciones de los gradientes 
de sacarosa se recolectaron y se analizaron por análisis SDS-PAGE, análisis de inmunotransferencia de Western, y 
microscopía electrónica. 
 45 
Las proteínas de gripe HA y M1 de los pesos moleculares esperados se detectaron en múltiples fracciones del 
gradiente de densidad de sacarosa por tinción en Coomasie azul y análisis de inmunotransferencia de Western (FIG. 
6, Tabla 1). Esto sugiere que las proteínas víricas de gripe de las células Sf-9S se agregan en complejos de alto 
peso molecular, tales como capsómeros, partículas subvíricas, VLP, y/o complejos de VLP. Las proteínas NA 
aunque se detectan inconstantemente por tinción con Coomasie azul y análisis de inmunotransferencia de Western, 50 
que era debido probablemente a la incapacidad del suero anti-gripe de conejo para reconocer la proteína NA 
desnaturalizada en el ensayo de inmunotransferencia de Western, se detectaba constantemente en el ensayo de 
actividad enzimática de neuraminidasa (FIG 10). 
 

TABLA 1 55 

Fracción nº* Título 

1 <1:5001 

3 <1:500 
5 1:500 

7 1:1000 

9 1:2000 

11 1:2000 
12 1:4000 
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14 1:500 
16 <1:500 

PBS** <1:500 

A/Shangdong/9/93 <1:1000 

*Fracción del gradiente de sacarosa al 20-60 %   

** Control Negativo   
*** Control Positivo   
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La presencia de VLP de alto peso molecular se confirmó por cromatografía de filtración en gel. Se cargó una alícuota 
de las fracciones de gradiente de densidad de sacarosa que contenía las proteínas víricas de gripe en una columna 
de Sepharosa CL-4B para el fraccionamiento basándose en la masa. La columna se calibró con dextrano azul 2000, 
dextrano amarillo, y vitamina B12 (Amersham Pharmacia) con pesos moleculares aparentes de 2.000.000; 20.000; y 
1.357 daltons, respectivamente, y se determinó el volumen de hueco de la columna. Como se esperaba las 5 
proteínas víricas de gripe de alto peso molecular migraron en el volumen de hueco de la columna, que era 
característico de proteínas macromoleculares, tales como las partículas víricas. Las fracciones se analizaron por 
análisis de inmunotransferencia de Western para detectar las proteínas de gripe y de baculovirus. Por ejemplo, se 
detectaron las proteínas M1 en las fracciones de volumen de hueco, que también contenían proteínas de baculovirus 
(FIG. 7). 10 
 
La morfología de las VLP de gripe y las proteínas de las fracciones del gradiente de sacarosa se esclarecieron por 
microscopía electrónica. Para la tinción negativa en el microscopio electrónico, las proteínas de gripe de dos 
fracciones del gradiente de densidad de sacarosa se fijaron un un 2 % de glutaraldehído en PBS pH 7,2. El examen 
en el microscopio electrónico de las muestras teñidas negativamente revelaron la presencia de complejos proteicos 15 
macromoleculares o VLP en ambas fracciones. Estas VLP presentaban diferentes tamaños que incluían diámetros 
de aproximadamente 60 y 80 nM y morfologías (esferas). También se detectaron complejos mayores de ambos tipos 
de partículas, como 53 pozos como partículas en forma de barra (FIG. 8). Todas las estructuras macromoleculares 
observadas tenían espinas (peplómeros) en sus superficies, lo que es característico de los virus de gripe. Como el 
tamaño y apariencia de las partículas de 80 nm eran similares a las partículas del virus de gripe tipo silvestre, estas 20 
estructuras probablemente representaban VLP, que tiene distintas similitudes con los viriones de gripe de tipo 
silvestre, incluyendo una geometría de partícula, arquitectura, número de triangulación, simetría y otras 
características similares. Las partículas más pequeñas de aproximadamente 60 nm pueden representar partículas 
subvíricas que se diferencia de las VLP tanto morfológica como estructuralmente. Un fenómeno similar de proteínas 
macromoleculares recombinantes de diferentes tamaños y morfologías se ha comunicado también en otros virus. 25 
Por ejemplo, el antígeno central recombinante (HBcAg) del virus de la hepatitis B forma partículas de diferentes 
tamaños que tienen diferente arquitectura y número de triangulación T = 4 y T = 3, respectivamente (Crowther et al., 
1994). 
 
Para caracterizar las propiedades funcionales de las VLP de gripe A/Hong Kong/1073/99 (H9N2), se ensayaron las 30 
muestras en un ensayo de hemaglutinación (FIG. 9) y un ensayo enzimático de neuraminidasa (FIG. 10). Para el 
análisis de hemaglutinación se mezclaron diluciones de 2 veces de VLP de gripe purificadas con 0,6 % de glóbulos 
rojos de cobaya y se incubaron a 4 ºC durante 1 h o 16 h. Se inspeccionó la extensión de la hemaglutinación 
visualmente y se determinó y registró la dilución más alta de proteínas de gripe recombinantes capaz de aglutinar 
glóbulos rojos (FIG. 9). DE nuevo, muchas fracciones del gradiente de densidad de sacarosa mostraban actividad de 35 
hemaglutinación, sugiriendo que estaban presentes múltiples formas macromoleculares y monoméricas de proteínas 
de gripe. El título más alto que se detectó era de 1:4000. En un experimento de control, el virus de gripe 
A/Shangdong tipo silvestre demostró un título de 1:2000. El ensayo de hemaglutinación revelaba que la VLP 
recombinante consistía en proteínas HA, NA y M1 de virus de gripe A/Hong Kong/1073/99 (H9N2) era 
funcionalmente activa. Esto sugiere que el ensamblaje, conformación y plegado de las subunidades proteicas HA en 40 
las VLP eran similares o idénticas a las del virus de gripe tipo silvestre. 
 
De manera adicional, se llevó a cabo un ensayo enzimático de neuraminidasa en las muestras de VLP de H9N2 
purificadas. La cantidad de actividad neuraminidasa en las fracciones de gradiente de densidad de sacarosa se 
determinaron utilizando fetuina como sustrato. En el ensayo de neuraminidasa, la neuraminidasa escindía el ácido 45 
siálico de las moléculas de sustrato y liberaban ácido siálico para su medición. Se añadió el reactivo arsenito para 
parar la actividad enzimática. Se determinó químicamente la cantidad de ácido siálico liberado con ácido 
tiobarbitúrico que produce un color rosa que era proporcional a la cantidad de ácido siálico libre. La cantidad de color 
(cromofor) se midió espectrofotométricamente a una longitud de onda de 549 nm. Utilizando este método, se 
observó actividad neuraminidasa en las fracciones de gradiente de sacarosa que contenían VLP de gripe (FIG. 10). 50 
Como se esperaba, la actividad se observaba en varias fracciones, con dos fracciones pico. Como control positivo, 
se utilizó un virus de gripe de tipo silvestre. El virus de gripe de tipo silvestre mostraba actividad enzimática 
neuraminidasa comparable a la de las VLP purificadas de gripe. Estos hallazgos corroboraban los resultados de HA 
con respeto a la conformación y sugería que las VLP purificadas de virus de gripe A/Hong Kong/1073/99 (H9N2) 
eran funcionalmente similares al virus de gripe tipo silvestre. 55 
 
Los resultados de los análisis y los ensayos anteriores indicaban que la expresión de proteínas HA, NA y M1 de 
gripe A/Hong Kong/1073/99 (H9N2) era suficiente para el auto-ensamblaje y transporte de VLP funcionales de las 
células de insecto infectadas por baculovirus. Como estas VLP de gripe representaban proteínas estructurales de 
gripe auto-ensambladas y demostraban propiedades funcionales y bioquímicas similares a las del virus de gripe tipo 60 
silvestre, estas VLP de gripe conservaban conformaciones estructurales importantes incluyendo los epítopos de 
superficie necesarios para vacunas de gripe eficaces. 
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Ejemplo de referencia 2 
 
Clonación por RT-PCR de genes víricos de gripe aviar de A/Hong Kong/1073/99 
 
Un objetivo de la presente invención es proporcionar secuencias de ácido nucleico sintéticas capaces de dirigir la 5 
producción de proteínas víricas de gripe recombinantes. Tales secuencias de ácido nucleico sintéticas se obtienen 
por transcripción inversa y métodos de reacción en cadena de polimerasa (PCR) utilizando el ARN genómico natural 
del virus de gripe aislado del virus. Para los fines de la presente solicitud, secuencia de ácido nucleico se refiere a 
ARN, ADN, ADNc o cualquier variante sintética de los mismos que codifica la proteína. 
 10 
El virus de gripe aviar A/Hong Kong/1073/99 (H9N2) fue proporcionado por el Dr. K. Subbarao (Centro de Control de 
Enfermedades, Atlanta, Ga., EE. UU.). El ARN genómico vírico se aisló por extracción de ARN ácido fenol bajo 
condiciones de contención de Bioseguridad Nivel 3 (BSL3) en el CDC utilizando el reactivo Trizol LS (Invitrogen, 
Carlsbad, Calif. EE. UU.). Las moléculas de ADNc de los ARN víricos se obtuvieron por transcripción inversa 
utilizando la transcriptasa inversa MuLV (InVitrogen) y la PCR utilizaba cebadores oligonucleótidos específicos para 15 
las proteínas HA, NA y M1 y Taq I ADN polimerasa (InVitrogen) (Tabla 1). Los fragmentos de PCR se clonaron en el 
vector de subclonación bacteriano, pCR2.1TOPO. (InVitrogen), entre los sitios EcoRI lo que daba como resultado 
tres plásmidos recombinantes, que contienen clones ADNc de HA, NA y M1. 
 
Ejemplo de referencia 3 20 
 
Clonación por RT-PCR de genes víricos de gripe humana A/Sydney/5/94 (H3N2) 
 
El virus de gripe A/Sydney/5/94 (H3N2) se obtuvo del Dr. M. Massare (Novavax, Inc., Roclcville, Md.). El ARN 
genómico vírico se aisló por el método de extracción ácido fenol bajo condiciones de contención BSL2 en Novavax, 25 
Inc. utilizando el reactivo Trizol LS (Invitrogen). Las moléculas de ADNc de los ARN víricos se obtuvieron por 
transcripción inversa y PCR utilizando cebadores oligonucleótidos específicos para las proteínas HA, NA, M1, M2 y 
NP (Tabla 1). Los fragmentos PCR se clonaron en el vector de subclonación bacteriano pCR2.1TOPO., entre los 
sitios EcoRI que daban como resultado cinco plásmidos recombinantes, que contenían los clones ADNc de HA, NA, 
M1, M2, y NP. 30 
 
Ejemplo de referencia 4 
 
Clonación de los ADNc víricos del A/Hong Kong/1073/99 (H9N2) en vectores de transferencia de baculovirus 
 35 
A partir de los plásmidos basados en pCR2.1TOPO, se subclonaron los genes de HA, NA o M1 en el vector de 
transferencia de baculovirus pFastBac1 (InVitrogen) en los sitios locus poliedro y Tn7 att y corriente abajo del 
promotor polihedrina de baculovirus y corriente arriba de la secuencia de señal de poliadenilación. Los genes víricos 
se ligaron con T4 ADN ligasa. Para el gen HA, se insertó un fragmento ADN HI-Kpn I del pCR2.1TOPO-HA en el 
plásmido ADN pFastBac1 digerido en BamHI-KpnI. Para el gen NA, un fragmento ADN EcoRI del pCR2.1TOPO-NA 40 
se insertó en el plásmido ADN pFastBac1 digerido en EcoRI. Para el gen M1, un fragmento de ADN EcoRI del 
pCR2.1TOPO-M1 se insertó en el plásmido ADN pFastBac1 digerido en EcoRI. Se transformaron las bacterias 
competentes de E. coli DH5α (InVitrogen) con estas reacciones de ligadura de ADN, que dieron como resultado 
colonias transformadas, y los clones bacterianos se aislaron. Los plásmidos basados en pFastBac1 resultantes, 
pFastBac1-HA, pFastBac1-NA, y pFastBac1-M1 se caracterizaron por mapeo enzimático de restricción en geles de 45 
agarosa (FIG. 4A). Las secuencias de nucleótidos de los genes clonados como se muestran en las FIG. 1-3 se 
determinaron por secuenciación de ADN automática. Los análisis de secuencia de ADN mostraban que los genes de 
gripe clonados HA, NA y M1 eran idénticas a las secuencias de nucleótidos de estos genes que se habían publicado 
anteriormente [genes HA, NA, y M1 de gripe A/Hong Kong/1073/99 (H9N2) (Números de registro GenBank 
AJ404629, AJ404626, y AJ278646, respectivamente)]. 50 
 
Ejemplo de referencia 5 
 
Clonación de ADNc víricos de gripe humana A/Sydney/5/94 (H3N2) en vectores de transferencia de 
baculovirus 55 
 
A partir de los plásmidos basados en pCR2.1TOPO, se subclonaron los genes de HA, NA, M1, M2, y NP en el vector 
de transferencia de baculovirus pFastBac1en los sitios locus poliedro y Tn7 att y corriente abajo del promotor 
polihedrina de baculovirus y corriente arriba de la secuencia de señal de poliadenilación. Para el gen HA, se insertó 
un fragmento ADN HI-Kpn I del pCR2.1TOPO-hHA3 en el plásmido ADN pFastBac1 digerido en BamHI-KpnI. Para 60 
el gen NA, un fragmento ADN EcoRI del pCR2.1TOPO-hNA se insertó en el plásmido ADN pFastBac1 digerido en 
EcoRI. Para el gen M1, un fragmento de ADN EcoRI del pCR2.1TOPO-hM1 se insertó en el plásmido ADN 
pFastBac1 digerido en EcoRI. Para el gen M2, un fragmento de ADN EcoRI del pCR2.1TOPO-hM2 se insertó en el 
plásmido ADN pFastBac1 digerido en EcoRI. Para el gen NP, un fragmento de ADN EcoRI del pCR2.1TOPO-hNP 
se insertó en el plásmido ADN pFastBac1 digerido en EcoRI. Se transformaron las bacterias competentes de E. coli 65 
DH5α (InVitrogen) con estas reacciones de ligadura de ADN, que dieron como resultado colonias transformadas, y 
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los clones bacterianos se aislaron. Los plásmidos basados en pFastBac1 resultantes, pFastBac1-hHA3, pFastBac1-
hNA, pFastBac1-hM1, pFastBac1-hM2, pFastBac1-hNP se caracterizaron por mapeo enzimático de restricción en 
geles de agarosa. Las secuencias de nucleótidos de los genes clonados se determinaron por secuenciación de ADN 
automática. Los análisis de secuencia de ADN mostraban que los genes de gripe clonados HA, NA, M1, M2 y NP 
eran idénticas a las secuencias de nucleótidos de estos genes que se habían publicado anteriormente. 5 
 
Ejemplo de referencia 6 
 
Construcción de vectores de transferencia de baculovirus que codifican múltiples genes víricos de gripe 
aviar A/Hong Kong/1073/99 10 
 
Con el fin de construir los bácmidos vectores de transferencia basados en pFastBac1 que expresan múltiples genes 
de virus de gripe A/Hong Kong/1073/99 (H9N2), inicialmente un fragmento de ADN Sna BI-Hpa I del plásmido 
pFastBac1-M1 que contenía el gen M1 se clonó en el sitio Hpa I del pFastBac1-HA. Esto daba como resultado el 
plásmido pFastBac1-HAM que codifica los genes HA y M1 en casetes de expresión independientes y que se 15 
expresan bajo el control de promotores polihedrina separados.  
 
Finalmente, un fragmento de ADN SnaBI-AvrII del pFastBac1-HAM que contenía los casetes de expresión HA y M1, 
se transfirió el plásmido ADN pFastBac1-NA digerido con Hpa I-Avr II. Esto daba como resultado el plásmido 
pFastBac1-NAHAM que codifica tres casetes de expresión independientes para la expresión de genes de gripe HA, 20 
NA y M1 y que se expresan bajo el control de promotores de polihedrina separados (FIG. 4B). 
 
En otro ejemplo, el gen H3 del pFastBac1-hHA3 (véase el ejemplo 5) se clonó en el pFastBac1-NAHAM como un 
cuarto gen vírico de gripe para la expresión y producción de VLP heterotípicas de gripe. 
 25 
Ejemplo de referencia 7 
 
Generación de baculovirus recombinante multigénico que codifica genes NA, HA y M1 del virus gripe aviar 
A/Hong Kong/1073/99 en células de insecto 
 30 
El vector bácmido de transferencia multigénico pFastBac1-NAHAM se utilizó para generar un baculovirus 
recombinante multigénico que codificara los genes HA, NA y M1 de gripe aviar A/Hong Kong/1073/99 (H9N2) para la 
expresión en células de insecto. Los bácmidos ADN recombinantes se produjeron por recombinación específica del 
sitio en las secuencias polihedrina y Tn7 att ADN entre el ADN pFastBac1-NAHAM y el genoma de baculovirus 
AcMNPC albergado en las células de E. coli DH10BAC (InVitrogen) (FIG. 4B). El bácmido ADN recombinante se 35 
aisló por el método de plásmido ADN mini-prep y se transfectó a las células Sf-9S utilizando el lípido catiónico 
CELLFECTIN (InVitrogen). Tras la transfección, se aislaron los baculovirus recombinantes, se purificaron las placas, 
y se amplificaron en células de insecto Sf-9S. Las bases de virus se prepararon en células de insecto Sf-9S y se 
caracterizaron por la expresión de productos genéticos víricos HA, NA y M1 de gripe aviar. El baculovirus 
recombinante resultante se designó bNAHAM-H9N2. 40 
 
Ejemplo de referencia 8 
 
Expresión de proteínas recombinantes de gripe aviar A/Hong Kong/1073/99 en células de insecto 
 45 
Las células de insecto Sf-9S se mantenían como cultivos en suspensión en matraces con agitado a 28 ºC. Se 
infectaron en medio libre de suero (HyQ SFM, HyClone, Ogden, Utah) a una densidad celular de 2 x 106 células/ml 
con el baculovirus recombinante, bNAHAM-H9N2, a una multiplicidad de infección (MOI) de 3 ufp/célula. La infección 
vírica trascurrió durante 72 h para permitir la expresión de las proteínas de gripe. La expresión de las proteínas HA y 
M1 de gripe aviar A/Hong Kong/1073/99 (H9N2) en las células de insecto infectadas se confirmó por SDS-PAGE y 50 
análisis de inmunotransferencia de Western. El análisis SDS-PAGE se llevó a cabo en geles de gradiente lineal del 
4-12 % NuPAGE (Invitrogen) bajo condiciones reducidas y desnaturalizantes. Los anticuerpos primarios en el 
análisis de inmunotransferencia de Western eran policlonales de antisuero de conejo contra la gripe aviar A/Hong 
Kong/1073/99 (H9N2) obtenidos del CDC y monoclonales de antisuero murino contra la proteína M1 de gripe 
(Serotec, RU). Los anticuerpos secundarios para el análisis de inmunotransferencia de Western era fosfatasa 55 
alcalina conjugada con antisuero IgG de cabra producidos contra IgG de conejo o ratón (H + L) (Kirkegaard and 
Perry Laboratories, Gaithersburg, Md., EE. UU.). Los resultados de estos análisis (FIG. 5) indican que las proteínas 
HA y M1 se expresaban en las células de insecto infectadas con baculovirus. 
 
Ejemplo de referencia 9 60 
 
Purificación de Partículas recombinantes tipo virus de gripe aviar H9N2 y complejos proteicos 
macromoleculares 
 
Los sobrenadantes de los cultivos (200 ml) de las células de insecto Sf-9S infectadas con el baculovirus 65 
recombinante bNAHAM-H9N2 que expresa productos genéticos HA, NA y M1 de gripe aviar A/Hong Kong/1073/99 
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(H9N2) se recolectaron por centrifugación a baja velocidad. Los sobrenadantes del cultivo se clarificaron por 
centrifugación en una centrífuga superspeed Sorval RC-5B durante 1 h a 10.000 x g y 4 ºC utilizando un rotor GS-3. 
Los virus y las VLP se aislaron de los sobrenadantes de los cultivos clarificados por centrifugación en una 
ultracentrífuga Sorval OTD-65 durante 3 h a 27.000 rpm a 4 ºC. utilizando un rotor de cubeta oscilante Sorval TH-
641. El aglomerado de virus se resuspendió en 1 ml de PBS (pH 7,2) que se cargó en un 20-60 % (p/v) de gradiente 5 
en etapas discontinuo de sacarosa, y se re-disolvió por centrifugación en una ultracentrífuga Sorval OTD-65 durante 
16 h a 27.000 rpm a 4 ºC utilizando un rotor Sorval TH-641. Se recolectaron fracciones (0,5 ml) desde la parte 
superior del gradiente de sacarosa. 
 
Las proteínas de gripe en las fracciones del gradiente de sacarosa se analizaron por SDS-PAGE y análisis de 10 
inmunotransferencia de Western como se ha descrito anteriormente en el Ejemplo 6. Las proteínas HA y M1 se 
encontraron en las mismas fracciones del gradiente de sacarosa (FIG. 6) como se mostró por análisis de 
inmunotransferencia de Western y sugiere que las proteínas HA y M1 se asociaban como complejos proteicos 
macromoleculares. También se encontraban las proteínas HA y M1 en fracciones a lo largo del gradiente de 
sacarosa los que sugiere que estas proteínas víricas recombinantes estaban asociadas con complejos proteicos 15 
macromoleculares de diferentes densidades y composiciones. 
 
Ejemplo de referencia 10 
 
Análisis de VLP y proteínas recombinantes de gripe aviar H9N2 por cromatografía de filtración en gel 20 
 
Las macromoléculas proteicas tales como las VLP y las proteínas monoméricas migran de manera diferente en las 
columnas cromatográficas de exclusión por tamaño y filtración en gel basándose en su tamaño de masa y forma. 
Para determinar si las proteínas de gripe recombinantes de las fracciones del gradiente de sacarosa eran proteínas 
monoméricas o complejos proteicos macromoleculares tales como VLP, se preparó una columna de cromatografía 25 
(7 mm x 140 mm) con un volumen de cama de resina de 14 ml de Sepharosa CL-4B (Amersham). La columna de 
exclusión por tamaño se equilibró con PBS y se calibró con Dextrano azul 2000, Dextrano amarillo, y vitamina B 12 
(Amersham Pharmacia) con pesos moleculares aparentes de 2.000.000; 20.000; y 1.357, respectivamente, para 
determinar el volumen vacío de la columna. El Dextrano Azul 2000 se eluía de la columna en el volumen vacío 
(fracción de 6 ml) también. Como se esperaba, los complejos proteicos recombinantes de gripe se eluían de la 30 
columna en el volumen vacío (fracción de 6 ml). Este resultado era característico de un complejo proteico 
macromolecular de alto peso molecular tal como las VLP. Las proteínas víricas en las fracciones de la columna se 
detectaban por análisis de inmunotransferencia de Western como se ha descrito anteriormente en el Ejemplo 6. Las 
proteínas M1 se detectaron en las fracciones de volumen vacío (FIG. 7). Como se esperaba las proteínas de 
baculovirus también estaban en el volumen vacío. 35 
 
Ejemplo de referencia 11 
 
Microscopía electrónica de VLP recombinantes de gripe 
 40 
Para determinar si los complejos proteicos macromoleculares aislados en gradientes de sacarosa y que contienen 
las proteínas recombinantes de gripe aviar tenían morfologías similares a los viriones de gripe, se llevó a cabo el 
examen con microscopio electrónico de las muestras con tinción negativa. Los complejos proteicos recombinantes 
de gripe aviar A/Hong Kong/1073/99 (H9N2) se concentraron y purificaron de los sobrenadantes de los cultivos por 
ultracentrifugación en gradientes de sacarosa discontinuos como se describe en el Ejemplo 7. Se trataron alícuotas 45 
de las fracciones de gradiente de sacarosa con un 2 % de glutaraldehido en PBS, pH 7,2., absorbida en rejillas 
recubiertas con plástico/carbono recién desechado, y lavados en agua destilada. Las muestras se tiñeron con un 2 
% de fosfotungstato sódico, pH 6,5, y se observaron utilizando el microscopio electrónico de transmisión (Phillips). 
Las micrografías electrónicas de las muestras teñidas negativamente de complejos proteicos recombinantes de gripe 
aviar H9N2 de dos fracciones de gradiente de sacarosa mostraban partículas esféricas y en forma de barra (FIG. 8) 50 
a partir de dos fracciones de gradiente de sacarosa. Las partículas tenían diferentes tamaños (60 y 80 nm) y 
morfologías. Los complejos más grandes de ambos tipos de partículas también se detectaban, así como las 
partículas con forma de barra (FIG. 8). Todas las estructuras de los complejos proteicos observados mostraban 
espículas como proyecciones de superficie que se parecen a los peplómeros HA y NA del virus de gripe. Aunque el 
tamaño y apariencia de las partículas de 80 nm era similar a las partículas de virus de gripe tipo silvestre, estas 55 
estructuras probablemente representaban VLP de gripe recubiertas. Las partículas más pequeñas de 
aproximadamente 60 nm representaban probablemente partículas subvíricas que se diferencian de las VLP 
anteriores tanto morfológica como estructuralmente. 
 
Ejemplo de referencia 12 60 
 
Análisis de las características funcionales de las proteínas de gripe por el ensayo de hemaglutinación 
 
Para determinar si las VLP y las proteínas de gripe purificadas poseían actividades funcionales, tales como la 
actividad de hemaglutinación y neuraminidasa, que eran características del virus de gripe, las VLP y proteínas de 65 
gripe purificadas se ensayaron en ensayos de hemaglutinación y neuraminidasa. 
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Para el ensayo de hemaglutinación, se prepararon una serie de diluciones de 2 veces de fracciones de gradiente de 
sacarosa que contenían las VLP de gripe o el control positivo de virus de gripe tipo A de tipo silvestre. Luego, se 
mezclaron con un 0,6 % de glóbulos rojos de cobaya en PBS (pH 7,2) y se incubó a 4 ºC durante 1 a 16 h. Como 
control negativo se utilizó PBS. Se determinó la extensión de la hemaglutinación visualmente, y se determinó la 
dilución más alta de la fracción que era capaz de la aglutinación de los glóbulos rojos de cobaya (FIG. 9). El título de 5 
hemaglutinación más alto que se observó para las VLP y proteínas de gripe purificadas era de 1:4000, que era más 
alto que el título mostrado por el control de gripe tipo silvestre, que era de 1:2000. 
 
Ejemplo de referencia 13 
 10 
Análisis de las características funcionales de las proteínas de gripe por el ensayo de neuraminidasa 
 
Se determinó la cantidad de actividad neuraminidasa en las fracciones de gradiente de sacarosa que contenían VLP 
de gripe por el ensayo de neuraminidasa. En este ensayo la NA (una enzima) actuaba sobre el sustrato (fetuina) y 
liberaba ácido siálico. El reactivo arsenito se añadía para parar la actividad enzimática. La cantidad de ácido siálico 15 
liberado se determinaba químicamente con el ácido tiobarbitúrico que producía un color rosa en proporción al ácido 
siálico libre. La cantidad de color (cromofor) se medía en un espectrofotómetro a una longitud de onda de 594 nm. 
Los datos, que se presentan en la FIG. 8, mostraban que se producía una cantidad significativa de ácido siálico por 
las fracciones que contenían VLP en los gradientes de sacarosa y que estas fracciones correspondían con las 
fracciones que mostraban actividad de hemaglutinación. 20 
 
Ejemplo de referencia 14 
 
Inmunización de ratones BALB/c con VLP funcionales homotípicas recombinantes de gripe H8N2 
 25 
Se determinó la inmunogenicidad de las VLP recombinantes de gripe por inmunización de ratones seguida por el 
análisis de transferencia de Western de los sueros inmunes. Las VLP recombinantes (1 pg/inyección) que 
comprendían proteínas HA, NA y M1 víricas del virus de gripe aviar tipo A/Hong Kong/1073/99 (H9N2) y purificadas 
en gradientes de sacarosa se inocularon por vía subcutánea en la región deltoides de diez (10) ratones BLAG/c 
hembras el día 0 y el día 28 (FIG. 11). Se administró PBS (pH 7,2) similarmente como control negativo en cinco (5) 30 
ratones. Los ratones se sangraron de la cavidad supraorbitaria el día -1 (pre-sangrado), el día 27 (sangrado 
primario), y el día 54 (sangrado secundario). Los sueros se recolectaron a partir de las muestras de sangre tras una 
noche de coagulación y centrifugación, 
 
Para los análisis de transferencia de Western, 200 ng de virus tipo A H9N2 de gripe aviar inactivado o virus tipo A 35 
H9N2 de gripe aviar adaptado al frío, así como proteínas de referencia pre-teñidas See Blue Plus 2 (Invitrogen), se 
desnaturalizaron (95 ºC, 5 minutos) y se sometieron a electroforesis bajo condiciones reducidas (19 mM de β-
mercapto etanol) en un 4-12 % de geles NuPAGE en gradiente de poliacrilamida (InVitrogen) en tampón MES a 172 
voltios hasta que desaparecía el rastro azul de colorante bromofenol. Para los geles de proteínas, las electroforesis 
de proteínas se visualizaban por tinción con reactivo Coomasie azul coloidal (InVitrogen). Las proteínas se 40 
transfirieron desde el gel a membranas de nitrocelulosa en metanol por el procedimiento de transferencia de 
Western de referencia. Los sueros de los ratones inmunizados con VLP y conejos inmunizados con virus H9N2 de 
gripe aviar inactivado (sueros de control positivo) se diluyeron a 1:25 y 1:100, respectivamente, en solución PBS (pH 
7,2) y se utilizaron como anticuerpo primario. Las membranas unidas a las proteínas, que se habían bloqueado con 
un 5 % de caseína, se hicieron reaccionar con los antisueros primarios durante 60 minutos a temperatura ambiente y 45 
agitado constante. Tras el lavado de las membranas de anticuerpo primario con solución salina fosfato tamponada 
que contenía Tween 20, se hizo reaccionar le antisuero secundario [anti-IgG murina de cabra --conjugado con 
fosfatasa alcalina (1:10.000) o anti-IgG de conejo de cabra--conjugada con fosfatasa alcalina (1:10.000)] durante 60 
minutos con la membrana. Tras el lavado de las membranas del anticuerpo secundario con solución salina fosfato 
tamponada que contenía Tween 20, las proteínas unidas al anticuerpo en las membranas se visualizaron por el 50 
desarrollo con el sustrato cromogénico tal como NBT/BCIP (InVitrogen). 
 
Los resultados del análisis de transferencia de Western (FIG. 12) eran las proteínas con pesos moleculares similares 
a las proteínas HA y M1 víricas (75 y 30 kD, respectivamente) unidas a los sueros de control positivos (FIG. 12B) y 
los sueros de los ratones inmunizados con las VLP recombinantes de gripe H9N2 (FIG. 12A). Estos resultados 55 
indicaban que las VLP recombinantes de gripe H9N2 solas eran inmunogénicas en los ratones por esta vía de 
administración. 
 
Ejemplo de referencia 15 
 60 
Inmunogenicidad de VLP de A/Hong Kong/1073/99 (H9N2) y estudio de exposición en ratones BALB/c 
 
Se inmunizaron los ratones BALB/c con VLP de H9N2 (1 µg de HA o 10 µg de HA/dosis), con o sin 100 µg de 
adyuvante Novasome, el día 0 y el día 21 y se desafiaron con virus infeccioso homólogo IN el día 57. Los ratones se 
sangraron los días 0, 27 y 57 y se ensayó el suero para detectar anticuerpos anti-HA por el ensayo de inhibición de 65 
la hemaglutinación (HI) utilizando RBC de pavo, y gripe por ELISA. Los resultados de este estudios se muestran 
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desde la Figura 13 hasta la Figura 16. 
 
Se inducían altos títulos de anticuerpos H9N2 tras una única inmunización (primaria) con vacuna VLP de H9N2 sin o 
con Novasomes y una dosis de 10 µg de VLP que contenía 1 µg de HA (Figura 13). Los títulos de anticuerpos 
específicos aumentaban aproximadamente medio a un log después de la inmunización de refuerzo. 5 
 
Tras la inmunización y un refuerzo con 1 µg de HA en forma de VLP de H9N2 los niveles de HI del suero eran al 
nivel o por encima que en general se considera protector (log2 = 5) en todos los animales (Figura 14, panel inferior 
izquierdo). Las VLP de H9N2 formuladas con adyuvante Novasome aumentaban las respuestas de HI 
aproximadamente 2 veces tras la inmunización primaria y aproximadamente 4 veces tras el refuerzo (Figura 14, 10 
panel inferior derecho). La subunidad hemaglutinina de H9N2 purificada también inducía niveles protectores de 
anticuerpos HI tras el refuerzo y los Novasomes de nuevo aumentaban las respuestas de anticuerpos en la HI 
aproximadamente 2 veces tras la inmunización primaria y 4 veces tras el refuerzo (Figura 14, paneles superiores). El 
nivel de anticuerpos HI que se inducía con 10 µg de HA que se daba como subunidad vacunal era equivalente a 1 
µg de HA que se presenta en forma de una VLP. 15 
 
Además, la pérdida de peso era significativamente menor en los ratones inmunizados con VLP de H9N2 o con VLP 
más adyuvante, al compararse con los animales de control sin vacunar (Figura 15). No había una diferencia 
estadística en la pérdida de peso en los grupos inmunizados con VLP de H9N2 y con VLP de H9N2 más adyuvante 
Novasome. 20 
 
Igualmente, los títulos de virus en pulmón a los 3 y 5 días tras la exposición al virus H9N2 se reducían 
significativamente en los ratones inmunizados con VLP de H9N2 (Figura 16). El día 3 cuando los títulos de virus de 
gripe alcanzan el pico en los tejidos pulmonares, los ratones inmunizados con VLP de H9N2 más Novasomes® 
tenían una reducción mayor del título vírico comparado con los ratones inmunizados con las VLP solas y los ratones 25 
de control sin vacunar. 
 
Ejemplo de referencia 16 
 
Inmunogenicidad de VLP A/Fujian/411/2002 (H3N2) y reacción cruzada entre varias cepas de gripe 30 
 
Se inmunizaron ratones BALB/c con VLP A/Fujian/411/2002 (H3N2) (3,0, 0,6, 0,12 y 0,24 µg HA/dosis), dos veces 
IM e IN. Los ratones se sangraron los días 0 y 35. El suero se ensayó para detectar anticuerpos anti-HA por el 
ensayo de inhibición de la hemaglutinación (HI) utilizando RBC de pavo, y en cuanto a anticuerpos antigripe por 
ELISA. Los resultados de este estudio se muestran en las Figuras 17A, 17B y 17C. Estos resultados indican que se 35 
montó una respuesta inmunitaria tanto por vía IM como IN contra HA y NA. 
 
Ejemplo de referencia 17 
 
Determinación de los isotipos IgG en ratón tras la inoculación de VLP de H3N2 40 
 
Se inocularon ratones con VLP por vía intramuscular e intranasal. A la semana 5 se recolectaron los sueros y se 
ensayaron para distinguir entre los isotipos IgG. 
 
Los sueros se ensayaron en placas recubiertas con HA purificada (Protein Sciences) de A/Wyoming/3/2003 45 
utilizando un ensayo ELISA. Se añadieron diluciones de cinco veces del suero en los pocillos y se incubaron las 
placas. A continuación, se añadieron anti-Ig de ratón biotinilado de cabra, o anti-IgG1 de ratón, anti-IgG2a de ratón, 
anti-IgG2b de ratón y anti-IgG3 de ratón. Luego se añadió a los pocillos estreptavidina-peroxidasa. Se detectaron los 
conjugados unidos. Los resultados se ilustran en las Figuras 18A y B. Estos resultados ilustran que la IgG2a era el 
isotipo más abundante en una respuesta inmunitaria contra VLP en el ratón. 50 
 
Ejemplo de referencia 18 
 
Estudio de intervalo de dosis de VLP A/Hong Kong/1073/99 (H9N2) en ratas SD 
 55 
Se inmunizaron ratas SD (n = 6 por dosis) el día 0 y el día 21 con VLP purificadas de A/Hong Kong/1073/99 (H9N2) 
diluidas con PBS a pH neutro hasta 0,12, 0,6, 3,0 y 15,0 µg de HA o con PBS solo. Se tomaron muestras de sangre 
de los animales el día 0, día 21, día 35 y día 49 y se ensayó el suero por el ensayo de inhibición de la 
hemaglutinación (HI) para detectar los anticuerpos funcionales capaces de inhibir la función de unión de la HA. La 
dosificación se basaba en el contenido de HA que se midió utilizando SDS-PAGE y densitometría de exploración de 60 
las VLP de H9N2. Los resultados de los títulos del ensayo de inhibición de la hemaglutinación se representan en la 
Figura 19. Una única dosis de 0,6 µg de VLP de H9N2 o dos dosis de 0,12 µg de HA producían niveles protectores 
de anticuerpos HI en ratas. Estos datos indican que una cantidad menor de HA puede inducir una respuesta 
protectora cuando dicha HA es parte de una VLP. 
 65 
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Ejemplo de referencia 19 
 
Inmunogenicidad de la VLP A/Hong Kong/1073/99 (H9N2) 
 
Se inmunizaron ratones BALB/c con VLP de H9N2 (0,12, 0,6 µg HA/dosis), con o sin 100 µg de adyuvante 5 
Novasome y alúmina, el día 0 y el día 21 y se desafiaron con el virus homólogo infeccioso por vía IN el día 57. Los 
ratones también se inmunizaron con 3,0 y 15,0 µg de HA/dosis (sin adyuvante). Los ratones se sangraron los días 0, 
21, 35 y 49 con el suero ensayado respecto a anticuerpos anti-HA por el ensayo de inhibición de la hemaglutinación 
(HI) utilizando RBC de pavo, y respecto a gripe por ELISA. Los resultados de este estudio se muestran en las 
Figuras 20A y B. 10 
 
Los resultados indican que se observó una respuesta inmunitaria total más robusta cuando se administraban las 
VLP con un adyuvante. Sin embargo, se provocaba una respuesta protectora con 0,12 µg de HA/dosis la semana 3 
cuando se comparaba con la formulación de VLP con alúmina y la VLP sin adyuvante. También la semana 7, las 
VLP que comprendían Novasomes tenían un aumento de aproximadamente 2 log en el título HI en comparación de 15 
la VLP con alúmina. La robustez de la respuesta era similar a las VLP administradas a 3,0 y 15,0 µg de HA/dosis sin 
un adyuvante. Estos resultados indican que los Novasomes provocan una respuesta más robusta en comparación 
con la alúmina. Además, se puede conseguir una respuesta inmunitaria protectora con 25 x menos VLP cuando 
dichas VLP se administran en una formulación que comprende Novasomes. 
 20 
También, en los datos de la dosis de 0,6 µg de HA/dosis, la formulación con Novasome tenía una respuesta 
aproximadamente 1,5 log mayor comparada con la alúmina. Las respuestas inmunitarias eran similares en magnitud 
a las VLP administradas en 3,0 y 15,0 µg de HA/dosis sin adyuvante. Estos resultados indican que con un 
adyuvante, se necesita administrar aproximadamente 5 x menos de VLP para conseguir una respuesta protectora. 
 25 
También, la Figura 20B representa el título de HI de VLP de H9N2 utilizando diferentes formulaciones de 
Novasomes. Las siguientes son las fórmulas que se utilizaron en el experimento: 
 

Grupo 1: VLP de H9N2 (0,1 µg) (n=5) 
Grupo 2: VLP de H9N2 (0,1 µg) c/ DCW neto) (n=5) 30 
Grupo 3: VLP de H9N2 (0,1 µg) c/ DCW 1:3) (n=5) 
Grupo 4: VLP de H9N2 (0,1 µg) c/ DCW 1:9) (n=5) 
Grupo 5: VLP de H9N2 (0,1 µg) c/ DCW 1:27) (n=5) 
Grupo 6: VLP de H9N2 (0,1 µg) c/ NVAX 1) (n=5) 
Grupo 7: VLP de H9N2 (0,1 µg) c/ NVAX 2) (n=5) 35 
Grupo 8: VLP de H9N2 (0,1 µg) c/ NVAX 3) (n=5) 
Grupo 9: VLP de H9N2 (0,1 µg) c/ NVAX 4) (n=5) 
Grupo 10: VLP de H9N2 (0,1 µg) c/ NVAX 5) (n=5) 
Grupo 11: VLP de H9N2 (0,1 µg) c/ Alum-OH) (n=5) 
Grupo 12: VLP de H9N2 (0,1 µg) c/ CpG) (n=5) 40 
Grupo 13: PBS (0,6 µg) (n=5) 
Grupo 14: VLP de H3 (0,6 µg) (n=5) 
Grupo 15: VLP de H5 (0,6 µg) (n=8) 
 
-  H9: (Lote nº 11005) 45 
-  DCW: Novasomes (Lote nº 121505-2, Polioxietileno-2-cetil éter, Colesterol, aceite de soja Superfmed, y 

Cloruro de Cetilpiridinio) 
-  NVAX 1: B35P83, MF-59 replica (Escualeno, Polisorbato, y Span) 
-  NVAX 2: B35P87 (Aceite de soja, Brij, Colesterol, Pluronic F-68) 
-  NVAX 3: B35P88 (Aceite de soja, Brij, Colesterol, Pluronic F-68, and Polietilenimina) 50 
-  NVAX 4: B31P60 (Escualeno, Brij, Colesterol, Ácido oleico) 
-  NVAX 5: B31P63 (Aceite de soja, monoestearato de Glicerilo, Colesterol, Polisorbato) 
-  CpG: (Lote nº1026004) 
-  H5: (Lote nº22406) 

 55 
La Figura 21 representa la curva de respuesta a la dosis de las VLP de H9N2. Estos datos indican que una dosis de 
VLP de 0,6 µg de HA/dosis es la mínima para provocar una respuesta inmunitaria protectora en ratones tras 3 
semanas. 
 

60 
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Ejemplo de referencia 20 
 
Materiales y métodos de los estudios en Hurones 
 
Los hurones se obtuvieron en Triple F Farms (FFF, Sayre, PA). Todos los hurones obtenidos tienen un título HAI de 5 
menos de 10 unidades de hemaglutinación. Aproximadamente dos días antes de la vacunación, se les implantó a los 
animales un transponder de temperatura (BioMedic Data Systems, Inc.). Los animales (6 animales por grupo) se 
vacunaron el día 0 o con (1) PBS (control negativo, grupo uno), (2) VLP de H3N2 de gripe @ 15 µg de H3 (grupo 2), 
(3) VLP de H3N2 de gripe @ 3 µg de H3 (grupo 2), (4) VLP de H3N2 de gripe @ 0,6 µg de H3 (grupo 3), (5) VLP de 
H3N2 de gripe @ 0,12 µg de H3 (grupo 5), o (6) rH3HA @ 15 µg (grupo 6). El día 21 los animales se reforzaron con 10 
vacuna. Los animales se sangraron los días 0 (antes de la vacunación), día 21 (antes del refuerzo vacunal), y el día 
42. Los animales se evaluaron en cuanto a signos clínicos de efectos adversos de la vacuna una vez a la semana 
durante el periodo de estudio. Se llevaron a cabo estudios similares con otras VLP de gripe. 
 
Niveles de HAI en sueros de hurón 15 
 
Se obtuvieron sueros de hurón en FFF, que se trataron con la Enzima destructora del receptor (RDE) y ensayados 
en cuanto al ensayo de inhibición de la hemaglutinación (HAI) por procedimientos de referencia (Kendal et al. 
(1982)). Todos los hurones que se eligieron para el estudio tenían un ensayo negativo (HAI = 10) para anticuerpos 
pre-existentes a los virus circulantes actualmente de gripe humana (A/New Caledonia/20/99 (H1N1), A 20 
panamá/2007/99 (H3N2), A/Wellington/01/04 (H2N3) y B/Sichuan/379/99 y H5N1). 
 
Hurones 
 
Se obtuvieron de FFF, hurones Fitch machos (Mustela putorius furo), castrados y desodorizados, no expuestos 25 
previamente a la gripe de aproximadamente 8 meses de edad. Los animales se alojaron en jaulas de conejo de 
acero inoxidable (Shor-line, KS) que contenían una cama de animales de laboratorio SAni chips (P.J. Murphy Forest 
Products, NJ). Los hurones se alimentaron con Dieta para hurones Global Teklad (Harlan Teklad, WI) y agua dulce 
ad libitum. Los paneles se cambiaban tres veces a la semana, y se limpiaban las jaulas dos veces a la semana. 
 30 
Vacunaciones y recolección de sangre de los hurones 
 
La vacuna, VLP de H3N2 de gripe o VLP de H9N2 de gripe y los controles, por ejemplo, rH3NA (A/Wyoming/3/2003) 
y PBS (control negativo) se guardaron a 4 ºC antes de su uso. Para las mayorías de los estudios, se vacunaron por 
vía intramuscular 6 grupos de hurones (N-6/grupo) con la concentración de vacuna o de control con un volumen de 35 
0,5 ml. 
 
Antes de la recolección de sangre y la vacunación, los animales se anestesiaron con una inyección intramuscular en 
el interior del muslo con una solución de Ketamina (25 mg/kg, Atropina (0,05 mg/kg) y Xylacina (2,0 mg/kg) “KAX”. 
Una vez anestesiados, los hurones se posicionaron en decúbito dorsal y se recolectó la sangre (con un volumen 40 
entre 0,5 y 1,0 ml) de la vena cava anterior utilizando una aguja de 23 gauge de 1’’ conectada a una jeringa de 
tuberculina. La sangre se transfirió a un tubo que contenía un separador de suero y activación del coágulo y se 
permitió coagular a temperatura ambiente. Los tubos se centrifugaron y se retiró el suero y se congeló a -80 ºC. La 
sangre se recolectó antes de la vacunación (día 0), antes del refuerzo (día 21) y el día 42 y se ensayaron por el 
ensayo HAI. 45 
 
Seguimiento de los hurones 
 
Se midieron las temperaturas semanalmente aproximadamente a la misma hora durante el periodo de estudio. Los 
valores pre-vacunales se promediaron para obtener una línea base de temperaturas para cada hurón. El cambio de 50 
temperatura (en grados Fahrenheit) se calculó en cada punto de tiempo para cada animal. Los hurones se 
examinaron semanalmente en cuanto a signos clínicos de efectos vacunales adversos, que incluían la temperatura, 
pérdida de peso, pérdida de actividad, descarga nasal, estornudos y diarrea. Se utilizó un sistema de puntuación 
basado en el descrito por Reuman et al. (1989) para evaluar el nivel de actividad donde 0 = alerta y activo; 1 = alerta 
pero activo solo cuando se estimula; 2 = alerta pero no activo cuando se estimula. Basándose en las puntuaciones 55 
para cada animal de un grupo, se calculó un índice de inactividad relativa como Σ(día 0-día 42) [puntuación de 
actividad + 1] / Σ (día 0-día 42), donde n es igual al número total de observaciones. Un valor de 1 se añadió a cada 
puntuación de base de forma que se pudiera dividir la puntuación de “0” or un denominador, resultando un valor del 
índice de 1,0. 
 60 
Preparaciones del suero 
 
Los sueros en general tenían bajos niveles de inhibidores no específicos de hemaglutinación. Para inactivar estos 
inhibidores no específicos, los sueros se trataron con (RDE) antes de ensayarse. En resumen, se añadieron tres 
partes de RDE a una parte de suero y se incubaron una noche a 37 ºC. El RDE se inactivó por incubación a 56 ºC 65 
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durante aproximadamente 30 minutos. Después de la inactivación de RDE, se añadió PBS a la muestra para 
obtener una dilución del suero final de 1:10 (RDE-Tx). El suero diluido RDE-Tx se almacenó a 4 ºC antes de 
ensayarlo (durante 7 días) o se almacenó a -20 ºC. 
 
Preparación de eritrocitos de pavo: 5 
 
Los virus de gripe humana se une a los receptores del ácido siálico que contienen enlaces ácido N-acetilneuramínico 
α 2,6-galactosa. Los virus de gripe aviar se unen a los receptores de ácido siálico que contienen enlaces ácido N-
acetilneuramínico α 2,3-galactosa (enlaces α 2,3) y expresan tanto enlaces α 2,3 como α 2,6. Los eritrocitos de pavo 
(TRBC) se utilizan para el ensayo HAI ya que el A/Fujian es un virus de gripe humana. Los TRBC se ajustan con 10 
PBS para alcanzar un volumen del 0,5 %/ volumen de suspensión. Las células se mantienen a 4 ºC y se utilizan en 
las 72 h de la preparación. 
 
Ensayo HAI 
 15 
El ensayo HAI se adaptó del manual de vigilancia de gripe basando en el laboratorio CDC (Kendal et al. (1982) 
Concepts and procedures for laboratory based influenza surveillance, U.S. Department of Health and Human 
Services, Public Health Service, Centers for Disease Control, Atlanta, Georgia.). 
 
Los sueros RDE-Tx se diluyeron 2 veces seriadamente en placas microtiter con fondo en V. Se ajustó un volumen 20 
igual de virus, aproximadamente a 8 HAU/50 ul y se añadió a cada pocillo. Las placas se cubrieron y se incubaron a 
temperatura ambiente durante 15 minutos seguido por la adición de TRBC al 0,5 %. Las placas se mezclaron por 
agitación, se cubrieron, y se permitió que los TRBC se asentaran durante 30 minutos a temperatura ambiente. Se 
determinó el título HAI por dilución recíproca de la última fila que contenía TRBC no aglutinados. Se incluyeron en 
cada placa controles de suero positivo y negativo. 25 
 
Ejemplo de referencia 21 
 
Estudio de intervalo de dosificación de VLP A/Hong Kong/1073/99 (H9N2) en hurones 
 30 
Los hurones, serológicamente negativos por inhibición de la hemaglutinación para virus de gripe, se utilizaron para 
evaluar el título de anticuerpos e HI tras la inoculación con VLP de H9N2. Los hurones se sangraron los días 0, y 21 
con el suero ensayado en cuanto a anticuerpos anti-HA por el ensayo de inhibición de la hemaglutinación (HI) 
utilizando RBC de pavo, y en cuento a anticuerpos anti-gripe por ELISA. Los resultados se ilustran en la Figura 22. 
Estos resultados muestran títulos de HI que corresponden a los niveles de anticuerpos protectores a dosis de VLP 35 
de 1,5 y 15 µg. 
 
Ejemplo de referencia 21 
 
Vacunación con VLP de H3N2 en hurones 40 
 
Se vacunaron los hurones el día 0, y se les puso un refuerzo el día 21 con diferentes cepas de VLP de H3N2 a 
diferentes dosificaciones (dosificaciones de HA 0,12, 0,6, 3,0, 15,0 µg). El control positivo era rH3N2 a 15 µg y el 
control negativo es PBS solo. Los sueros, como se ha descrito anteriormente, se tomaron de los hurones el día 0 
antes de la vacunación, el día 21 (antes del refuerzo) y el día 42. Se llevó a cabo un ensayo de HI en las muestras 45 
de suero para determinar si había una respuesta inmunitaria contra las VLP. Estos datos se ilustran en la Figura 23. 
Estos datos indican que las VLP de H3N2, cuando se introducen en los hurones, inducen una respuesta inmunitaria. 
Por lo tanto, las VLP de H3N2 son inmunogénicas en hurones. 
 
Ejemplo 22 50 
 
RT-PCR y clonación de genes HA, NA y M1 del virus de gripe A/Indonesia/5/05 (H5N1) 
 
Se extrajo el ARN vírico del clado 2 del virus de gripe, cepa A/Indonesia/5/05 (H5N1) utilizando Trizol LS (Invitrogen, 
Carlsbad, CA) bajo condiciones de contención BSL-3. La transcripción inversa (RT) y PCR se llevaron a cabo en el 55 
ARN vírico extraído utilizando un sistema RT-PCR de una etapa (Invitrogen) con cebadores oligonucleótidos 
específicos del gen. Se utilizaron los siguientes pares de cebadores para la síntesis de la hemaglutinina (HA), 
neuraminidasa (NA), genes de matriz (M1) del H5N1, respectivamente: 
 

5’-AACGGTCCGATGGAGAAAATAGTGCTTCTTC-3’ (SEC ID 4) y 60 
5’-AAAGCTTTTAAATGCAAATTCTGCATTGTAACG-3’ (SEC ID 5) (HA); 
5’-AACGGTCCGATGAATCCAAATCAGAAGATAAT-3’ (SEC ID 6) y  
5’-AAAGCTTCTACTTGTCAATGGTGAATGGCAAC-3’ (SEC ID 7) (NA); y 
5’-AACGGTCCGATGAGTCTTCTAACCGAGGTC-3’ (SEC ID 8) y 
5’-AAAGCTTTCACTTGAATCGCTGCATCTGCAC-3’ (SEC ID 9) (M1) (los codones ATG están subrayados). 65 
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A continuación de la RT-PCR, se clonaron los fragmentos de ADNc que contenían los genes de gripe HA, NA y M1 
con pesos moleculares de 1,7, 1,4, y 0,7 kB, respectivamente, en el vector pCR2.1-TOPO (Invitrogen). Las 
secuencias de nucleótidos de los genes HA, NA, y M1 se determinaron por secuenciación de ADN. Una estrategia 
similar se siguió para clonar un clado 1 H5N1 del virus de gripe a partir de Vietnam/1203/2003. 
 5 
Ejemplo 23 
 
Generación de baculovirus recombinantes que comprenden H5N1 
 
El gen HA se clonó como un fragmento de ADN RsrII-HindIII (1,7 kb) corriente abajo del promotor polihedrina 10 
AcMNPV con el vector bácmido de transferencia pFastBac1 (Invitrogen) digerido con RsrII y HindIII. De manera 
similar, los genes NA y M1 se clonaron como fragmentos de ADN EcoRI-HindIII (1,4 y 0,8 kb, respectivamente) en el 
plásmido ADN pFastBac1 digerido con EcoRI-HindIII. Los tres plásmidos de transferencia de baculovirus pHA, pNA, 
y pMI que contenían los genes HA, NA y M1 del virus de gripe A/Indonesia/5/05 (H5N1), respectivamente, se 
utilizaron para generar bácmidos recombinantes. 15 
 
Los bácmidos se produjeron por recombinación homóloga específica del sitio siguiendo la transformación de 
plásmidos bácmidos de transferencia que contienen genes de gripe en células competentes E. coli DH10Bac, que 
contenían el genoma de baculovirus AcMNPV (Invitrogen). El bácmido ADN recombinante se transfectó en células 
de insecto Sf9. 20 
 
Secuencias de nucleótidos de los genes HA, NA y M1 del Indonesia/5/05. 
 

HA (SEC ID 10) 
 25 
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NA (SEC ID 11) 
 

 

 
 5 

M1 (SEC ID 12) 
 

 
 

Un gen clonado HA, pHA5, contenía dos cambios de nucleótidos, nt nº 1172 y nt nº 1508 (en el wt), cuando se 10 
comparaba con la secuencia del gen HA de tipo silvestre. Se siguió una estrategia similar para construir y crear el 
clado 1 del virus de gripe H5N1 de las VLP Vietnam/1203/2003 (véase posteriormente). Los alineamientos de 
nucleótidos del pHA5 y las secuencias de aminoácidos son los siguientes. 
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Alineamiento de la secuencia de aminoácidos de Hemaglutinina 
 

 
 5 
Ejemplo 26 
 
Generación de genes HA, NA, y M1 optimizados de A/Indonesia/5/05 para la expresión eficaz en células Sf9. 
 
Se derivaron los siguientes polipéptidos de los nucleótidos de codón optimizado que correspondían al gen HA de 10 
Indonesia/5/05 (véase el ejemplo 31). Los nucleótidos de codón optimizado se diseñaron y produjeron (Geneart 
GMBH, Regensburg, FRG) de acuerdo con los métodos desvelados en la publicación de patente de EE. UU. 
2005/0118191. Véase el Ejemplo 31 para las secuencias de ácidos nucleicos. 
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Vac2-hac-opt (secuencias de aa sin modificar) (SEC ID 27) 
 

 
 

Vac2-hac-spc-opt (modificado, péptido de señal de Quitinasa, subrayado) (SEC ID 28) 5 
 

 
 

Vac2-hac-sph9-opt (modificado, péptido de señal de H9, subrayado) 
 10 

 
 

 
 

Vac2-hac-cs-opt (-es el sitio de escisión modificado) (SEC ID 30) 15 
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Los siguientes polipéptidos que corresponden a los genes NA y M1 de codón optimizado, sin modificar también se 
sintetizaron. 
 

Vac2-naj-opt (neuraminidasa) (SEC ID 31) 5 
 

 
 

Vac2-mc-opt (matriz) (SEC ID 32) 
 10 

 
 

Los genes HA, NA y M1 de codón optimizado, sintéticos se subclonaron en el plásmido de transferencia pFastBac1 
utilizando los sitios BamHI and HindIII, como se ha descrito anteriormente. Los bácmidos recombinantes para la 
expresión en células Sf9 de los genes sintéticos HA, NA y M1 se generaron como se ha descrito anteriormente, 15 
utilizando la cepa de E. coli DH10Bac (Invitrogen). 
 
Ejemplo de referencia 24 
 
Clonación del clado 1 del virus de gripe A/Vietnam/1203/04 (H5N1) por RT-PCR 20 
 
Los genes HA, NA y M1 se clonaron por RT-PCR de acuerdo con el método descrito anteriormente. Las secuencias 
posteriores son comparaciones entre el gen publicado comparado con los genes clonados. 
 
El gen HA para el clado 1 del A/Vietnam/1203/04 (H5N1) 25 
Calle superior: Gen HA Reg. nº AY818135 (SEC ID 36) 
Calle inferior: Gen HA de Novavax A/Vietnam/1203/2009 (H5N1) (SEC ID 37) 
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Comparación de genes NA 
 

El gen NA para el clado 1 del A/Vietnam/1203/04 (H5N1) (SEC ID 39) H5N1naLANL ISDN 38704 x 5 
NA_Viet1203_Lark(NVAX) (SEC ID 38) 
 

 
 

10 
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Comparaciones de los genes M1 
 

El gen para el clado 1 de A/Vietnam/1203/04 (H5N1) (SEC ID 40) H5N1m1Lan1 ISDN39958 x 5 
M1_Viet1203_Lark(NVAX) (SEC ID 41) 
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Todas las secuencias se clonaron y analizaron de acuerdo con los métodos desvelados anteriormente. 
 
Ejemplo de referencia 25 5 
 
Generación de los genes HA, NA y M1 optimizados del clado 1 de A/Vietnam/1203/04 (H5N1) para la 
expresión eficaz en células Sf9 
 
Los siguientes polipéptidos se derivaron de los nucleótidos de codón optimizado que corresponden al 10 
A/Vietnam/1203/04 (H5N1). Los nucleótidos se diseñaron y sintetizaron (Geneart GMBH, Regensburg, FRG) como 
se ha desvelado anteriormente (véase el Ejemplo 24). 
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VN1203-ha-cs-opt (sitio de escisión modificado, subrayado) (SEC ID 33) 
 

 
 

VN1203-ha-spc-opt (péptido de señal modificado, subrayado) (SEC ID 34) 5 
 

 
 

VN1203-ha-sph9-opt (El péptido de señal y el sitio de señal están sombreados) (SEC ID 35) 
 10 

 
 

Ejemplo de referencia 26 
 
Inmunogenicidad de VLP de H5N1 del Vietnam/1203/2003 (Ahorro de dosis extrema) 15 
 
Se inmunizaron ratones BALB/c por vía intramuscular e intranasal con VLP de H5N1 a dosis muy bajas de VLP (0,2, 
0,04, 0,008, 0,0016 µg de HA/dosis). Los ratones se sangraron los días 0, 21 y 35. Se les puso un refuerzo a los 
ratones el día 21. El suero se ensayó en cuanto a anticuerpos anti-HA por el ensayo de inhibición de la 
hemaglutinación (HI) utilizando RBC de pavo y virus de gripe utilizando un ELISA. Los resultados de este estudio se 20 
muestran en las Figuras 24 y 25. 
 
Los resultados indican que se observaba una respuesta inmunitaria total robusta cuando se administraban VLP por 
vía intramuscular a dosis muy bajas. La robustez de la respuesta era similar al control a 3,0 y 0,6 µg de HA/dosis. 
Estos datos muestran que se aprecia una respuesta a la dosis verdadera y que la respuesta de anticuerpos a 0,2 µg 25 
de VLP es mayor que 3,0 µg de proteína rHA. Aunque la respuesta no era tan robusta en la administración 
intranasal, una dosis de VLP a 0,2 µg de HA/dosis inducía una respuesta robusta. El título de ELISA con 0,2 µg de 
dosis en este experimento es similar a la dosis de 0,12 de la vacuna con VLP de H3N2 en los experimentos previos, 
véase anteriormente. 
 30 
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Ejemplo de referencia 27 
 
Estudios de exposición 
 
Tras la inoculación a ratones BALB/c con VLP a concentraciones de 3 µg, 0,6 µg, 0,12 µg y 0,02 µg de VLP de H3N2 5 
por vía intramuscular e intranasal (dosis de HA total), los ratones se desafiaron con virus de gripe A/Aichi/268x31. 
Los resultados de este estudio se muestran en las Figuras 27 y 28. Estos datos muestras que hay un descenso de 
peso en todos los animales vacunados, sin embargo, los animales que se vacunaron con 3,0 µg y 0,12 µg de VLP se 
recuperaban más rápido que los otros animales tanto en las vacunaciones intramuscular como intranasal. Las dosis 
intranasales proporcionaban una protección mayor. 10 
 
Ejemplo de referencia 29 
 
Estudios de exposición (hurones) 
 15 
En este estudio, los hurones se vacunaron con VLP de H9N2. Había un total de 18 hurones en el estudio de 
exposición: 6 vacunados falsamente, 6 vacunados con media dosis (1,5 µg), y 6 vacunados con una dosis alta (15,0 
µg) por vía intramuscular. Luego se desafiaron los hurones con 106 EID50 de A/HK/1073/99 por vía intranasal. Los 
lavados nasales se recolectaron los días 1, 3, 5, y 7. Los virus en los lavados nasales se titularon los días 3, 5, y 7 
para todos los animales. Estos datos se representan en la Tabla 2 y la Figura 29. Estos datos muestras que en el día 20 
7, todos los animales vacunados no tenían virus detectables en los lavados nasales mientras que el grupo falso 
tenía títulos víricos detectables. 
 

TABLA 2. Títulos de virus tipo silvestre (log10/ml) en hurones tras la exposición vírica  
Grupo: Placebo control falso (n = 6) 25 

Hurón Día 3 Día 5 Día 7 

4512 7 5,5 3,5 
4524 6,5 6,75 1,98 
4525 7,5 6,5 6,75 
4526 7,5 7,25 3,5 
4527 6,75 7,25 2,5 
4528 7,5 6,25 2,75 

Media 7,125 6,583333 3,496667 
Desv. Estánd. 0,44017 0,66458 1,699137 

 
Grupo: Dosis baja 
 

Hurón Día 3 Día 5 Día 7 

3916 6,75 2,75 1,5 

3917 7,5 5,5 1,5 

3918 7,5 6,5 1,5 

3919 5,5 3 1,5 
3920 6,75 2,25 1,5 

3921 6,5 3,5 1,5 

Media 6,75 3,916667 1,5 

Desv. 
Estánd. 0,74162 1,693123 0 

 
Grupo: Dosis alta 30 
 

Hurón Día 3 Día 5 Día 7 

3922 6,5 2,75 1,5 

3923 6,25 3,75 1,5 

3924 5,75 1,5 1,5 
3925 6,5 4,75 1,5 
3926 6,25 3,5 1,5 
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3927 5,75 1,5 1,5 

Media 6,166667 2,958333 1,5 

Desv. 
Estánd. 0,341565 1,298236 0 

 
Ejemplo de referencia 30 
 
Estudios de inoculación intramuscular e intranasal en ratones 
 5 
Se inocularon los ratones con VLP A/Fujian/411/2002 (H3N2) a concentraciones de 3 µg, 0,6 µg, 0,12 µg o 0,024 µg 
(dosis total HA) por vía intramuscular o intranasal el día 0 y se reforzaron 3 semanas más tarde. Los ratones de 
control se inocularon con A/Wyoming (cepa vacunal similar a Fujian) inactivado con formalina o PBS. Los sueros se 
recolectaron de los ratones inoculados las semanas 0, 3, 5, y 8. Los sueros recolectados se ensayaron para detectar 
anticuerpos anti-HA por el ensayo de inhibición de hemaglutinación (HI) y anticuerpos anti-gripe por ELISA. El 10 
ensayo se llevó a cabo utilizando cepas de virus de gripe A/Fujian/411/2002, A/Panama/2007/99, A/Wyoming/3/03 y 
A/New York/55/2004 H3N2. Los resultados de estos estudios se muestran en las Figuras 30A-H. Estos datos indican 
que las VLP de H3N2 inducen anticuerpos contra las cepas parentales de A/Fujian/411/2002 de virus de gripe y 
contra otras cepas de H3N2. Estos datos también indican que los títulos en los ratones inoculados por vía intranasal 
aparecen más tarde que en los ratones inoculados por vía intramuscular. Sin embargo, los antígenos inactivados no 15 
parece ser tan inmunogénico después de la inoculación intranasal, ni es ampliamente protector después de la 
inoculación intranasal. 
 
Ejemplo 31 
 20 
Generación de los genes HA, NA y M1 del clado 2 de gripe H5N1 optimizado para la expresión eficaz en 
células Sf9 
 
Los siguientes nucleótidos y polipéptidos optimizados que corresponden a HA, NA y M1 del clado 2 de los virus 
H5N1 A A/Indonesia/5/05, A/Bar headed goose/Qinghai/1A/2005 y A/Anhui/1/2005, fueron diseñados y sintetizados 25 
(Geneart GMBH, Regensburg, FRG) como se ha desvelado anteriormente. Los nucleótidos y polipéptidos 
optimizados se enumeran posteriormente. Con el fin de fabricar VLP, la HA de A/Anhui se pueden expresar con NA 
y M1 de A/Indonesia. Para las VLP que comprenden HA y NA de A/Quinghai, el gen M1 de A/Indonesia se puede 
co-expresar con HA y NA de A/Quinhai. 
 30 
A/INDONESIA/5/05 
 

HA optimizada de A/INDONESIA (los codones de inicio y parada están subrayados) (SEC ID 42) 
 

 35 
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Secuencia de proteína HA de A/INDONESIA (SEC ID 43) 
 
 5 

 
 

HA optimizada de A/INDONESIA (sitio de escisión eliminado) (los codones de inicio y de parada están 
subrayados) (SEC ID 44) 
 10 
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Secuencia de la proteína HA de A/INDONESIA (SEC ID 45) 
 

 5 
 

NA optimizada de A/INDONESIA (los codones de inicio y de parada están subrayados) (SEC ID 46) 
 

 
 10 

Secuencia de la proteínas NA de A/INDONESIA (SEC ID 47) 
 

 
 

15 
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M1 optimizada de A/INDONESIA (SEC ID 48) 
 

 
 

Secuencia de la proteínas M1 de A/INDONESIA (SEC ID 49) 5 
 

 
 

A/Anhui/1/2005 
HA optimizada de A/Anhui (los codones de inicio y de parada están subrayados) (SEC ID 50) 10 
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Secuencia de la proteína HA de A/Anhui (SEC ID 51) 
 

 
 

A/Bar headed goose/Qinghai/1A/2005 5 
HA optimizada de A/Qinghai (los codones de inicio y de parada están subrayados) (SEC ID 52) 
 

 
 
Secuencia de la proteína HA de A /Qinghai (SEC ID 53) 10 
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NA optimizada de A/Qinghai (los codones de inicio y de parada están subrayados) (SEC ID 54) 
 

 
 
Secuencia de proteína NA A/Qinghai (SEC ID 55) 5 
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REIVINDICACIONES 
 

1. Una partícula similar a un virus (VLP) que comprende una proteína M1 del virus de la gripe, una proteína 
hemaglutinina (HA) de la gripe y una proteína neuraminidasa (NA) de la gripe, en que la secuencia de 
aminoácidos de dicha proteína M1 es idéntica al menos en el 98 % a la SEC ID Nº 49 y en donde la VLP se 5 
expresa en una célula de insecto. 
 
2. La VLP de la reivindicación 1, en la que dicha proteína M1 comprende la SEC ID Nº 49. 
 
3. La VLP de la reivindicación 1, en la que dicha HA y NA son H5 y N1, respectivamente. 10 
 
4. La VLP de la reivindicación 3, en la que dicha H5 o N1 son de un clado 1 del virus de la gripe H5N1, o en la 
que dichas H5 y N1 son de un clado 2 del virus de la gripe H5N1. 
 
5. La VLP de la reivindicación 4, en la que a) dichas proteínas H5 y N1 comprenden las SEC ID Nos 53 y 55, 15 
respectivamente, o una secuencia que comprende al menos una identidad de secuencia del 90 % con dichas 
secuencias, o b) dichas proteínas H5 y N1 comprenden las SEC ID Nos 43 y 47, respectivamente, o una 
secuencia que comprende una identidad de secuencia de al menos el 90 % con dichas secuencias. 
 
6. La VLP de la reivindicación 3, en la que dichas H5 y N1 son de un virus de la gripe que se ha aislado de un 20 
animal infectado. 
 
7. La VLP de la reivindicación 6, en la que dicho animal infectado es un ser humano. 
 
8. La VLP de la reivindicación 1, en la que dicha célula de insecto es Sf9. 25 
 
9. La VLP de la reivindicación 1, en la que dicha VLP provoca anticuerpos neutralizantes en un ser humano o un 
animal que son protectores contra la infección de gripe cuando se administra a dichos ser humano o animal. 
 
10. Una composición inmunogénica que comprende una dosis eficaz de una VLP de una cualquiera de las 30 
reivindicaciones 1-9. 
 
11. La composición de la reivindicación 10, en la que dicha composición comprende un adyuvante. 
 
12. Una vacuna que comprende una dosis eficaz de una VLP de una cualquiera de las reivindicaciones 1-9. 35 
 
13. La vacuna de la reivindicación 12, en la que dicha vacuna comprende al menos dos VLP diferentes con 
diferentes proteínas de la gripe. 
 
14. La vacuna de las reivindicaciones 12 o 13, en la que dicha vacuna comprende un adyuvante. 40 
 
15. Una vacuna de una cualquiera de las reivindicaciones 12-14, en la que dicha vacuna se ha tratado para 
inactivar baculovirus. 
 
16. La vacuna de la reivindicación 15, en la que dicho tratamiento de inactivación comprende la incubación de 45 
una muestra que comprende VLP en aproximadamente un 0,2 % de β-propil lactona (BPL) durante 
aproximadamente 3 horas a aproximadamente 25 ºC. 
 
17. La composición inmunogénica o la vacuna de las reivindicaciones 11 o 14 en que la dicho adyuvante 
comprende Novasomes®. 50 
 
18. El uso de una VLP de una cualquiera de las reivindicaciones 1-9 para la preparación de una vacuna para un 
animal, en donde la vacuna induce inmunidad sustancial contra la infección por el virus de la gripe en dicho 
animal. 
 55 
19. Una vacuna de una cualquiera de las reivindicaciones 12-17 para su uso en un método de tratamiento en 
donde la vacuna induce inmunidad sustancial contra la infección por el virus de la gripe en un animal. 
 
20. La vacuna para el uso de la reivindicación 19 o el uso de la reivindicación 18, en donde la vacuna se 
administra al animal por vía oral, intradérmica, intranasal, intramuscular, intraperitoneal, intravenosa o 60 
subcutánea. 
 
21. Un método de elaboración de una VLP de una cualquiera de las reivindicaciones 1-9, que comprende la 
expresión de una proteína MI, una proteína hemaglutinina (HA) de la gripe y una proteína neuraminidasa (NA) 
de la gripe en una célula de insecto en donde la secuencia de aminoácidos de dicha proteína MI es idéntica al 65 
menos en un 98 % a la SEC ID Nº 49. 
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22. El método de la reivindicación 21, en el que dicha célula de insecto es Sf9. 
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