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DESCRIPCIÓN 

Vacunas en forma de ADNi y métodos para utilizarlas 

CAMPO DE LA INVENCION 

Varias realizaciones descritas en la presente se refieren a vacunas víricas atenuadas vivas y sistemas y métodos 
para producir y administrar tales vacunas. 5 

ANTECEDENTES  

En la siguiente discusión, se hace referencia a ciertas estructuras y/o métodos. Sin embargo, las siguientes 
referencias no se deben interpretar como una admisión de que esas estructuras y/o métodos constituyen la técnica 
anterior. Los solicitantes se reservan expresamente el derecho de demostrar que tales estructuras y/o métodos no 
se consideran la técnica anterior. 10 

Muchos virus con ARN, incluidos el virus de la fiebre amarilla (YF, por sus siglas en inglés), el virus de la encefalitis 
equina venezolana (VEE, por sus siglas en inglés) son peligrosos patógenos humanos. VEE es un patógeno con 
prioridad de la categoría B e YF es un patógeno con prioridad de la categoría C, según la clasificación de NIH/NIAID. 

El virus VEE es un arbovirus con ARN monocatenario positivo que pertenece al género Alphavirus de la familia 
Togaviridae. El virus se transmite principalmente mediante los mosquitos, que pican a un animal infectado y 15 
posteriormente pican a otro animal o ser humano y se alimentan de este. El VEE es raro en los EE. UU. En Texas 
tuvo lugar una epizootia en caballos importante, pero tan solo se han documentado aproximadamente 100 casos 
confirmados por laboratorio en seres humanos. Sin embargo, el cambio climático puede favorecer el establecimiento 
del virus en áreas más cálidas de los EE. UU. Además, el VEE es un arma biológica y un agente de bioterrorismo 
potencial. 20 

El virus YF también es un arbovirus con ARN monocatenario positivo. Sin embargo, a diferencia del VEE, el virus YF 
pertenece a la familia Flaviviridae. La enfermedad de YF ocurre principalmente en África y Sudamérica. La infección 
en seres humanos comienza tras el depósito de partículas víricas por parte de un mosquito infectado a través de la 
piel. A menudo la enfermedad es grave. Pueden ocurrir casos más moderados como resultado de una infección 
previa por parte de otro flavivirus. Existe una diferencia entre brotes de la enfermedad en áreas rurales o forestales y 25 
en áreas urbanas (Barnett, 2007). Los brotes de la enfermedad en pueblos y con gente no nativa pueden ser más 
serios debido a unas densidades de los mosquitos vectores más elevadas y densidades de población más elevadas. 
Con fecha de 2001, la Organización Mundial de la Salud (OMS) estimó que el virus YF causa 200 000 
manifestaciones clínicas y 30 000 fallecimientos cada año en las poblaciones no vacunadas. En la mayoría de los 
casos, los pacientes con YF requieren un tratamiento sintomático. En los casos graves se utilizan la reposición de 30 
fluidos, transfusión de derivados sanguíneos y otras medidas. 

Se han desarrollado virus atenuados vivos para su utilización como vacunas con muchos virus con ARN tales como 
los virus VEE, YF, de la poliomielitis, de la gripe, del sarampión, de la rabia y de la rubeola. Las vacunas con virus 
con ARN atenuados vivos tradicionales comprenden virus con ARN atenuados vivos que se inyectan en el receptor 
de la vacuna. El virus inyectado suministra su genoma de ARN al interior de las células, lo que da lugar a la 35 
producción de antígenos víricos así como también de una progenie de virus atenuados en los tejidos del receptor de 
la vacuna. Esto conlleva la generación de una respuesta inmunitaria que protege contra los virus no atenuados 
homólogos. 

La técnica anterior incluye el artículo J. Experimental Medicine, 203(2), 413-424, 2006, que divulga una vacuna 
contra el virus de la fiebre amarilla basada en la cepa YF17D atenuada viva. 40 

COMPENDIO 

La materia en cuestión para la que se busca protección es tal y como se define en las reivindicaciones. En particular, 
la presente invención proporciona un vector plasmídico que comprende: 

(a) un promotor de la ARN polimerasa, ligado operablemente a un ADN que codifica una molécula de ARN 
infeccioso; y 45 

(b) una cola de poli-A en dirección 3’ respecto a dicho ADN 

donde: 

(i) la molécula de ARN codifica un virus de la fiebre amarilla (YF) atenuado; y 
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(ii) el promotor de la ARN polimerasa es adecuado para la expresión en células de mamífero. 

Esta solicitud proporciona vectores que comprenden ADN que codifica una molécula de ARN infeccioso y un 
promotor de la ARN polimerasa, donde el ADN que codifica una molécula de ARN infeccioso está ligado 
operablemente al promotor de la ARN polimerasa y la molécula de ARN infeccioso codifica un virus de la fiebre 
amarilla (YF). En ciertas realizaciones, el virus YF no es patógeno. También se describen vacunas contra la fiebre 5 
amarilla (YF) que comprenden los vectores descritos anteriormente y los métodos para utilizar las vacunas para 
inmunizar contra un virus de YF. También se divulgan virus atenuados vivos purificados clonalmente homogéneos 
preparados a partir de células cultivadas transfectadas con el vector, vacunas contra YF que los comprenden y 
métodos para utilizar las vacunas para inmunizar contra un virus YF. 

Aunque no es parte de la invención reivindicada, esta solicitud divulga vectores que comprenden ADN que codifica 10 
una molécula de ARN infeccioso y un promotor de la ARN polimerasa, donde el ADN que codifica una molécula de 
ARN infeccioso está ligado operablemente al promotor de la ARN polimerasa y la molécula de ARN infeccioso 
codifica un virus de la encefalitis equina venezolana (VEE). El virus de la VEE podrá no ser patógeno. También se 
describen vacunas contra la encefalitis equina venezolana (VEE) que comprenden los vectores descritos 
anteriormente y métodos para utilizar las vacunas para inmunizar contra un virus VEE. También se describen virus 15 
atenuados vivos purificados clonalmente homogéneos preparados a partir de células cultivadas transfectadas con el 
vector, vacunas contra VEE que los comprenden y métodos para utilizar las vacunas para inmunizar contra un virus 
VEE. 

Aunque no es parte de la invención reivindicada, esta solicitud divulga vectores que comprenden un ADN que 
codifica una molécula de ARN infeccioso y un promotor de la ARN polimerasa de citomegalovirus (CMV), donde el 20 
ADN que codifica una molécula de ARN infeccioso está ligada operablemente al promotor de la ARN polimerasa de 
CMV, el promotor de la ARN polimerasa de CMV está ubicado entre aproximadamente 12 y aproximadamente 18 
residuos de ácido nucleico en dirección 5’ respecto al extremo 5’ de dicho ADN que codifica una molécula de ARN 
infeccioso, y la molécula de ARN infeccioso codifica un virus con ARN atenuado. El virus con ARN atenuado podrá 
ser un alfavirus o un flavivirus. 25 

Aunque no es parte de la invención reivindicada, esta solicitud divulga métodos para atenuar un virus con ARN, que 
comprende insertar dos promotores de ARN dependientes de ARN en el ADNc que codifica el virus con ARN, con lo 
que la nucleocápside y las glucoproteínas se expresan por separado a partir de promotores independientes. 

BREVE DESCRIPCIÓN DE LAS FIGURAS 

Figura 1. Representación esquemática de vacunas TC-83 contra VEE basadas en un ADNi. (A) El ADNc 30 
completo que corresponde al genoma de ARN de TC-83 se clona en el ADN que contiene un promotor de la ARN 
polimerasa dependiente de ADN, por ejemplo, un promotor CMV. Se muestra la ubicación de las secuencias del 
promotor CMV, promotor 26S, poliA, terminación de la transcripción y ribozima (opcional). (B) Ejemplo de la 
vacuna con TC-83 basadas en ADNi, en la que se expresan los genes de la cápside y glucoproteína de TC-83 a 
partir de promotores independientes. Se muestra la ubicación de los promotores. Se puede modificar el sitio de 35 
inicio de la transcripción variando la distancia entre el extremo 3’ del promotor CMV y el extremo 5’ de la 
secuencia codificante de TC-83. 

Figura 2. Administración de la vacuna en forma de ADNi de TC-83 al interior de células in vitro o  in vivo. Se 
muestra la inyección de la vacuna en forma de ADN de TC-83 controlado por promotor de la ARN polimerasa 
dependiente de ADN (remítase a la Figura 1) al interior de las células in vitro o in vivo. Como consecuencia de la 40 
administración de la vacuna en forma de ADNi de TC-83, se genera una vacuna TC-83 con un virus atenuado 
vivo. Si se administra in vivo, la producción de la vacuna TC-83 en los tejidos del paciente provoca una respuesta 
inmunitaria contra la vacuna TC-83. 

Figura 3. Representación esquemática de una vacuna con YF17D basada en ADNi. Se clona el ADNc completo 
correspondiente al genoma de ARN de 17D en el ADN que contiene el promotor de la polimerasa de ARN 45 
funcional, por ejemplo, el promotor CMV. Se muestran la ubicación de las secuencias de promotor CMV, poliA, 
terminación de la transcripción y ribozima. 

Figura 4. Administración de la vacuna en forma de ADNi de YF17D recombinante al interior de células in vitro o in 
vivo. Se muestra la inyección de la vacuna en forma de ADNi de 17D que contiene ADNc de YF17D controlado 
por el promotor de la ARN polimerasa dependiente de ADN al interior de las células in vivo o in vitro. Como 50 
consecuencia de la administración de la vacuna en forma de ADNi de 17D, se genera una vacuna con el virus 
atenuado vivo 17D. Si se administra in vivo a los tejidos del receptor de la vacuna, la producción de la vacuna 
YF17D en los tejidos del paciente conlleva la generación de una respuesta inmunitaria a la vacuna 17D. 
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Figura 5. Ensayo de inmunofluorescencia (IFA, por sus siglas en inglés) de células CHO transfectadas con (A) 
una vacuna en forma de ADNi de TC-83 contra VEE, clon 13-2 (Figura 6); y (B) ADN p3-10 que expresa las 
proteínas estructurales de TC-83 (control). En el cuadro (A) es visible un concentrado de células positivas para 
TC-83, mientras que el cuadro (B) muestra células positivas para TC-83 individuales. Se transfectan las células 
con una vacuna en forma de ADN utilizando el reactivo de transfección Fugene 6 o un método de transferencia 5 
génica similar. Se incuban las células transfectadas a 37 ºC en un incubador con un 5% de CO2. Tras una 
incubación de 24 h, se fijan las células con acetona fría y se realiza un IFA utilizando un anticuerpo de conejo 
específico para el antígeno de TC-83. Se incuban las células a continuación utilizando un anticuerpo conjugado 
con rodamina para la IgG de ratón y se observan utilizando la microscopía fluorescente. 

Figura 6. Fragmento de la secuencia de ADNi del plásmido pAA_TC83 (clones n.os 13-1; 13-2) que contiene el 10 
ADNc de TC-83 en dirección 3’ respecto al promotor CMV (SEQ ID NO:1). Se indican las ubicaciones del 
promotor CMV, promotor 26S y sitio poliA. 

Figura 7. Fragmento de la secuencia de ADNi del plásmido pAA_TC-83_C_GP modificado (clon n.º 12) que 
contiene dos promotores 26S de TC-83 (SEQ ID NO:2). Se indican las ubicaciones del promotor CMV, promotor 
26S y sitio poliA. 15 

Figura 8. Fragmento de la secuencia de ADNi de pCMV_YF17D que contiene el ADNc de YF17D en dirección 3’ 
respecto al promotor CMV y la terminación de la transcripción del ribozima σ y de BGH y casetes de 
poliadenilación en dirección 3’ respecto al extremo 3’ de la secuencia YF17D (SEQ ID NO: 3). 

Figura 9. Optimización de la distancia entre el extremo 3’ del promotor CMV y el extremo 5’ del ADNc de TC-83 
mediante un ensayo de encapsidación que utiliza vectores HA o N y auxiliares para el ADNc. 20 

Figura 10. Transfección de células CHO con ADNi de TC-83 n.º 13-1 (natural)  da lugar a una expresión rápida 
del antígeno TC-83 en células CHO. 

Figura 11. Transfección de células CHO con ADNi de TC-83 n.º 12 (promotor 26S doble) da lugar a una 
expresión retardada del antígeno de TC-83 en células CHO. 

Figura 12. Los virus TC-83 generados in vitro a partir de clones infecciosos son avirulentos en ratones BALB/c. 25 
Los virus TC-83 clonados se generaron mediante la transfección de células CHO utilizando electroporación con 
los clones infecciosos de ADNc de la vacuna TC-83 n.º 12 y n.º 13-1.  Se inoculan los virus en ratones según el 
protocolo USAMRIID estándar (Dr. Michael Parker, USAMRIID, Ft. Detrick, MD). 

Figura 13. Oligonucleótidos sintéticos de longitudes variables (SEQ ID NOS: 4-14, desde la parte superior a la 
inferior) para crear una serie de plásmidos de “ADNi de la cápside” en los que la distancia entre el promotor y el 30 
ADNi varía entre 8 y 25 pares de bases (remítase al Ejemplo 8). La A en mayúsculas y negrita muestra el 
extremo 5’ de la secuencia de VEE (en TC-38, el codón de inicio es ATA en lugar de ATG; fíjese en los 
nucleótidos ATA en las posiciones 704-706 en la SEQ ID NO:1). 

DESCRIPCIÓN DETALLADA 

En la presente se describen composiciones para provocar una respuesta inmunitaria o una inmunidad protectora 35 
contra la fiebre amarilla (YF). En una realización, las composiciones comprenden vacunas para prevenir y/o tratar 
enfermedades asociadas con el virus YF. También se describen métodos para producir, evaluar y probar estas. 

En el pasado se desarrolló una vacuna TC-83 atenuada viva, obtenida a partir de células contra VEE. TC-83 
contiene mutaciones atenuadoras (Kinney et al., 1993). La vacuna TC-83 actual está totalmente aprobada para su 
uso veterinario en caballos y se utilizó con éxito durante la epizootia en Texas en 1970-1971. También se ha 40 
aprobado la vacuna para su uso en personas como un producto en fase de investigación clínica (PEI). La vacuna 
TC-83 proporciona protección contra muchas cepas epizoóticas. Se ha utilizado la vacuna TC-83 como parte de 
programas de seguridad y ha sido importante para proteger a los individuos que trabajan con animales infectados y 
preparados víricos. Hasta la fecha la vacuna se ha administrado a -9000 personas. Se ha preparado otra vacuna 
PEI, C-84, a partir de la vacuna TC-83 inactivada con formalina. Debido a los antecedentes del uso como vacuna en 45 
personas con éxito, la vacuna TC-83 también es un vector de vacuna prometedor, que se puede utilizar como un 
portador de genes relevantes para la vacuna o terapéuticos (Pushko P., solicitud de patente de los EE. UU. N.º 
2006/0198854, Vector platforms derived from the alphavirus vaccines). 

Debido a que se carece de una terapia específica para la YF, la vacuna es la única medida médica efectiva para 
combatirla. La vacuna contra YF actual es un preparado con un virus atenuado, vivo producido a partir de la cepa 50 
vírica 17D YF (Smithburn et al., 1956). Las vacunas con virus vivos 17D se han considerado seguras y eficaces 
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(Monath, 2001). El virus vacuna 17D YF es la base para los linajes 17D-204 y 17DD. La vacuna 17D-204 se utiliza 
en los EE. UU. y Australia, mientras que la vacuna 17DD se utiliza en Brasil. La secuenciación ha revelado que los 
tipos de vacuna 17D-204 y 17DD no son idénticos, lo que refleja la acumulación de mutaciones genéticas durante 
múltiples pases de siembras de virus. Con sus antecedentes de seguridad en seres humanos, YF17D también es un 
vector prometedor para el desarrollo de vacunas contra patógenos relacionados con flavivirus (p. ej., vacunas 5 
basadas en YF17D quimérico contra el virus del Nilo occidental, del dengue y de la encefalitis japonesa (Pugachev 
et al., 2005) así como también patógenos que no pertenecen al género flavivirus tales como el virus de la malaria 
(Tao et al., 2005) y de Lassa (Bredenbeek et al., 2006). 

En la presente se describen moléculas de ADNi que expresan el genoma de ARN de virus atenuados vivos y 
métodos para utilizarlas. Cuando se inyecta ADNi en las células cultivadas in vitro, se podrá generar el ARN de virus 10 
atenuados vivos en las células mediante transcripción in vivo. Esto inicia la producción de una progenie de virus 
atenuados en el medio a partir de células cultivadas. Tales virus atenuados clonalmente puros y homogéneos se 
pueden utilizar para la vacunación como una vacuna atenuada viva homogénea mejorada. Cuando se inyecta ADNi 
en las células del receptor de la vacuna, el ARN de virus atenuados vivos se podrá generar mediante la transcripción 
in vivo en los tejidos. Esto inicia la producción de una progenie de virus atenuados en los tejidos del receptor de la 15 
vacuna, así como también la generación de una respuesta inmunitaria eficaz contra los virus atenuados vivos. De 
manera similar a cualquier ADN, el ADNi puede estar compuesto de células bacterianas y representa una molécula 
estable. 

En las realizaciones de la invención, las moléculas de ADNi son vectores que comprenden ADN que codifica una 
molécula de ARN infeccioso, donde la molécula de ARN infeccioso a su vez codifica un virus YF. El ADN que 20 
codifica una molécula de ARN infeccioso puede estar ligado operablemente a un promotor de la ARN polimerasa y, 
en general, se modifica para que codifique un virus YF no patógeno (atenuado). 

En ciertas realizaciones, las moléculas de ADNi (ADN infeccioso) comprenden el ADNc de YF YF17D. Aunque no es 
parte de la invención reivindicada, la vacuna contra VEE basada en ADNi podrá comprender una molécula de ADN 
que contiene la copia de ADNc completa del genoma de ARN del virus atenuado vivo TC-83. En esta molécula de 25 
ADNi, se coloca el ADNc de TC-83 en dirección 3’ respecto a un promotor de la ARN polimerasa, tal como el 
promotor CMV. Cuando se introduce una molécula de ADNi de este tipo en las células in vitro, se genera el ARN 
vírico de TC-83 en las células. El ARN de TC-83 resultante es “infeccioso” e inicia la producción de una vacuna con 
virus atenuados vivos TC-83 en las células. Una vacuna con virus TC-83 de este tipo se puede recolectar a partir de 
células cultivadas y utilizar para la vacunación según las prácticas actuales. La vacuna que se genera a partir del 30 
ADNi de TC-83 representa una progenie de virus homogénea generada a partir del mismo ADN estable, bien 
caracterizado. Debido a que se utiliza el mismo ADNi clonalmente purificado para la producción de los lotes de la 
vacuna, tal vacuna podrá tener una uniformidad y una regularidad entre lotes mayores en comparación con las 
vacunas actuales que pueden acumular mutaciones durante los pases de virus. 

Como alternativa, la vacuna en forma de ADNi que contiene el ADNc de TC-83 se puede administrar directamente al 35 
receptor de la vacuna. Una administración de ADNi de este tipo al receptor de la vacuna inicia la producción de la 
vacuna con virus TC-83 en los tejidos del paciente in vivo, lo que proporciona una vacunación eficaz contra VEE. 

Las vacunas contra YF basadas en el ADNi de la invención pueden comprender una molécula de ADN que contenga 
una copia de ADNc del genoma de ARN del virus atenuado vivo YF 17D. En esta molécula de ADNi, la copia de 
ADNc de YF17D se puede colocar en dirección 3’ desde un promotor de la ARN polimerasa, por ejemplo, el 40 
promotor de citomegalovirus (CMV). Cuando se introduce una molécula de ADNi de este tipo en las células in vitro o 
se administra directamente a los tejidos del receptor de la vacuna in vivo, se genera el ARN vírico de 17D mediante 
transcripción a partir del promotor de la ARN polimerasa. El ARN de YF17D resultante es infeccioso e inicia la 
producción de la vacuna atenuada viva YF17D. Cuando se inyecta en los tejidos de un receptor de la vacuna in vivo, 
tal ADNi basado en YF17D proporciona una vacunación con éxito del paciente contra la YF. 45 

El ADNc de YF17D se puede modificar para garantizar una atenuación suficiente y/o para introducir otras 
características a la vez que se mantiene la infectividad y el efecto terapéutico deseado. En ciertas realizaciones, se 
modifica el ADNc mediante la inserción, deleción y/o sustitución de uno o más de los nucleótidos en la secuencia de 
ADNc de YF17D. Por ejemplo, el ADNc modificado puede tener una identidad secuencial de al menos un 50%, 60%, 
70%, 80% o 90% con la secuencia YF17D, tal como una identidad secuencial de al menos un 91%, 92%, 93%, 94%, 50 
95%, 96%, 97%, 98% o 99%. 

Los ejemplos de ADNc modificado incluyen un ADN que tiene un promotor 26S adicional en el clon 12 del ADNi de 
TC-83 modificado (remítase al ejemplo de referencia 3, Tabla I). Esta modificación ralentiza el desarrollo de focos 
positivos para TC-83, lo que es un signo de una atenuación adicional provocada por la inserción del promotor 26S 
adicional en este constructo (Figura 1, B). Tal atenuación adicional puede mejorar la vacuna con TC-83 y reducir los 55 
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efectos adversos asociados con esta vacuna. Un promotor 26S adicional se podrá insertar de modo que la 
nucleocápside y glucoproteínas de TC-83 se generen a partir de promotores independientes (Figura 1B). Por lo 
tanto, el promotor de 26S de TC83 está duplicado y la cápside y glucoproteínas se generan a partir de los dos 
promotores 26S. Se pueden realizar otras modificaciones para incrementar la estabilidad del ADNi en E. coli o en las 
células diana o para incrementar la estabilidad del ADNi en células de E. coli. 5 

Además, en el ADNi se pueden insertar otros genes o fragmentos de genes, incluido material genético de otros 
alfavirus o de fuentes no relacionadas tal como otros virus, bacterias, microorganismos, otros organismos, plantas, 
animales y/o seres humanos. En tales casos, el ADNi de YF17D o TC-83 modificado podría servir como vector para 
la expresión de genes heterólogos in vitro  o in vivo. 

En la presente se describen vectores especializados para la preparación de vacunas en forma de ADNi. Sin 10 
embargo, los expertos en la técnica apreciarán que el ADNi descrito en la presente se puede formar utilizando 
cualquier vector adecuado. En general, un vector es una molécula de ácido nucleico (normalmente ADN o ARN) que 
sirve para transferir una secuencia de ácido nucleico pasajera transportada por el vector (es decir, ADN o ARN) a 
una célula hospedadora. Los tres tipos comunes de vectores incluyen plásmidos, fagos y virus. En la invención, el 
vector es un plásmido. Las vacunas en forma de ADNi de la presente comprenden ADN que se produce en forma de 15 
plásmido que se puede introducir en un tejido animal y es expresado ahí por parte de células animales para producir 
una molécula de ácido ribonucleico mensajero (ARNm) que tiene aproximadamente el tamaño del genoma YF, que 
se traduce para producir poliproteínas víricas. Las poliproteínas víricas son procesadas a su vez por parte de la 
maquinaria celular para proporcionar un conjunto de proteínas YF completo que son capaces de iniciar la replicación 
del transcrito de ARN primario anterior e iniciar de esta manera el ciclo de replicación vírica en un tejido animal en el 20 
cual se ha introducido el plásmido de ADN anterior. 

Los vectores plasmídicos ilustrativos y adecuados que se han utilizado en vacunas en forma de ADN convencionales 
incluyen, sin carácter limitante, pBR322 (ATCC n.º 31344); pUC19 (ATCC n.º 37254); pcDNA3.1 (Invitrogen, 
Carlsbad Calif. 92008; n.º de Cat. V385-20); pNGVL (National Gene Vector Laboratory, Universidad de Michigan, 
Mich.); p414cyc (ATCC n.º 87380), p414GALS (ATCC n.º 87344), pBAD18 (ATCC n.º 87393), pBLCAT5 (ATCC n.º 25 
77412), pBluescriptIIKS, (ATCC n.º 87047), pBSL130 (ATCC n.º 87145), pCM182 (ATCC n.º 87656), pCMVtkLUC 
(ATCC n.º 87633), pECV25 (ATCC n.º 77187), pGEM-7zf (ATCC n.º 87048), pGEX-KN (ATCC n.º 77332), pJC20 
(ATCC n.º 87113, pUB110 (ATCC n.º 37015), pUB18 (ATCC n.º 37253). 

El ADNi descrito en la presente también está controlado por un promotor adecuado. Para la expresión en eucariotas 
los ejemplos de promotores adecuados incluyen el promotor temprano del citomegalovirus (“CMV”), el promotor LTR 30 
del virus del sarcoma de Rous (“RSV”) y el promotor de SV40. 

A continuación se describen métodos para producir vectores de ADNi y vacunas en forma de ADNi: 

Se obtiene el fragmento del ADNc correspondiente al ARN de TC-83 completo mediante la reacción en cadena de la 
polimerasa por transcripción inversa (RT-PCR) utilizando el ARN vírico de TC-83 y cebadores oligonucleotídicos 
específicos de la secuencia de TC-83. Se extrae el ARN vírico de TC-83 a partir de la vacuna con TC-83 utilizando 35 
extracción con fenol u otros métodos. Los cebadores oligonucleotídicos específicos de TC-83 pueden contener 
elementos funcionales adicionales que incluyen, sin carácter limitante, sitios de enzimas de restricción, terminadores 
de la transcripción, señales de poliadenilación, ribozimas, etc. 

Como alternativa, se generan dos o más fragmentos de ADNc que engloban la totalidad del ARN de TC-83 
utilizando RT-PCR. A continuación se ensamblan tales fragmentos de ADNc dentro de un único plásmido de manera 40 
que comprendan el ADNc completo correspondiente al ARN de TC-83 completo, tal y como se ha descrito en el 
párrafo anterior. 

Como alternativa, se genera el ADNc de TC-83, tal y como se ha descrito en los párrafos anteriores, mediante 
síntesis química o una combinación de síntesis química y/o PCR y/o RT-PCR. 

El fragmento de ADNc correspondiente al ARN completo se clona en el ADN que contiene un promotor de la ARN 45 
polimerasa funcional, por ejemplo, un promotor CMV (Figura 1A). Se muestra un ejemplo de una secuencia de ADNi 
recombinante resultante de este tipo (Figura 6). Como resultado de la transcripción in vitro o in vivo de un ADNi de 
este tipo, se genera ARN de TC-83 funcional infeccioso que contiene una o más mutaciones atenuadoras. La 
distancia entre el promotor y el ADNc de TC-83 se puede optimizar para garantizar el nivel deseado de expresión de 
ARN. En ciertas realizaciones, la distancia entre el extremo 3’ GAGCTC del promotor CMV (indicado en el nucleótido 50 
(nt) 687 con una flecha en la Figura 6) y el extremo 5’ del ADNc de TC-83 (indicado en el nucleótido 703 con otra 
flecha en la Figura 6), es de 15(±3) pares de bases (pb). Esto permite una transcripción y producción del ARN de 
TC-83 eficaces. Para comparar, de acuerdo con Invitrogen, el sitio de inicio de la transcripción de CMV se ubicaría 
en el nt 697, que está a 9 nt del extremo 3’ GAGCTC del promotor CMV dentro del plásmido (-) pADNc3.1. De 
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manera similar, el extremo 3’ del ADNc de TC-83  puede estar seguido por ribozimas, secuencias de terminación de 
la transcripción, poliA, así como también por otros nucleótidos y señales para garantizar una producción óptima de 
ARN funcionalmente activo. En una realización preferida, la distancia entre el extremo 3’ del ADNc de TC-82 (nt 
12170, Figura 6) y el sitio poliA es de 184 pb y puede variar entre 0 y aproximadamente 500 pb. 

Como alternativa, la nucleocápside y glucoproteínas de TC-83 se expresan a partir de promotores independientes 5 
(Figura 1B).  

El ADNi plasmídico recombinante resultante que contiene el ADNc de TC-83 controlado por el promotor de la ARN 
polimerasa (Figura 1A, B) se genera y purifica a partir de células de E. coli. A continuación se introduce el ADNi 
purificado en células eucariotas cultivadas, por ejemplo, en células de ovario de hámster chino (CHO), células 
renales de cría de hámster (BHK-21) u otras células susceptibles (Figura 2). Se administra el ADN a las células 10 
mediante inyección, cañón de genes, electroporación, transfección con liposomas u otro método de transferencia 
génica. En las células, se genera el ARN de TC-83 infeccioso completo mediante transcripción, que inicia la 
producción de virus TC-83 atenuados vivos en células cultivadas y la liberación de virus TC-83 en el medio (Figura 
2). Se recolecta el virus TC-83 a partir de los cultivos celulares, se formulan y se utilizan como una vacuna contra 
VEE de acuerdo con las prácticas actuales. 15 

Como alternativa, el ADNi recombinante que contiene el ADNc de TC-83 (Figura 1) se introduce en el receptor de la 
vacuna directamente in vivo. Se administra el ADNi a los tejidos del receptor de la vacuna mediante inyección, 
electroporación, transfección con liposomas, cañón de genes u otro método de transferencia genética. En los tejidos 
del receptor de la vacuna, se genera el ARN de TC-83 infeccioso completo mediante la transcripción, que inicia la 
producción in vivo de virus TC-83 atenuados vivos. Se liberan los antígenos del virus TC-83 desde las células in vivo 20 
en los tejidos, lo que inicia la inducción de una respuesta inmunitaria eficaz contra la vacuna contra TC-83. 

De manera similar al ADNi de TC-83 descrito anteriormente, un ADNi de YF17D incluye el ADNc de YF17D. Se 
obtiene el ADNc de YF17D completo a partir del ARN vírico completo o se ensambla a partir de dos o más 
fragmentos o se sintetiza por medios químicos tal y como se ha descrito anteriormente para TC-83. Se controla el 
ADNc de YF17D completo mediante un promotor de la ARN polimerasa funcional, tal y como se muestra en la 25 
Figura 4A. La distancia entre el extremo 3’ GAGCTC del promotor CMV y el extremo 5’ del ADNc de TC-83 podrá ser 
de 15(±3) pb tal y como se ha descrito anteriormente para TC-83. Esto permite una transcripción y producción de 
ARN de YF 17D eficaces. Se colocan el ribozima, la terminación de la transcripción y los casetes de poli(A) según se 
requiera en dirección 3’ desde el extremo 3’ del ADNc de YF17D para garantizar una transcripción y poliadenilación 
correctas de los transcritos de ARN de YF17D funcionales. Como resultado de la transcripción de ADNi de YF17D in 30 
vitro o in vivo, se genera ARN de YF17D infeccioso funcional (que contiene opcionalmente una o más mutaciones 
atenuadoras adicionales). Como se aprecia en la Figura 4, la transfección de células BHK-21 con un ADNi de YF17D 
completo que contiene ADNc de YF17D controlado por el promotor CMV da como resultado la transcripción de ARN 
infeccioso, traducción, corrección y procesamiento postraduccional de la poliproteína, ensamblaje y liberación de 
partículas de YF17D infecciosas. 35 

Como se ha señalado anteriormente, se pueden realizar modificaciones en el YF17D completo así como también en 
los constructos de ADNc de TC-83. La optimización de la atenuación podrá mejorar adicionalmente la vacuna en 
forma de ADNi de YF17D y reducir los efectos adversos, incluida la enfermedad viscerotrópica asociada con la 
vacunación  con YF17D (Monath, 2007). 

Los métodos descritos en la presente comprenden administrar a un sujeto que lo necesite una composición o 40 
vacuna en forma de ADN que comprende ADNi que codifica un virus YF o VEE atenuado en un portador 
farmacéuticamente aceptable. 

La cantidad de ADNi presente en las composiciones o en las vacunas en forma de ADN descritas en la presente es 
preferentemente una cantidad terapéutica o farmacéuticamente eficaz. Una “cantidad terapéuticamente eficaz” de 
ADNi es la cantidad necesaria para que la secuencia nucleotídica que codifica el polipéptido YF ejecute su función 45 
inmunológica sin causar demasiados efectos negativos en el hospedador al que se administra la composición. La 
cantidad exacta de plásmido que se va a utilizar y la composición/vacuna que se va a administrar variará en función 
de factores tales como la potencia de los promotores transcripcionales y traduccionales utilizados, el tipo de afección 
que se está tratando, el modo de administración, así como también otros ingredientes de la composición. En una 
realización, la composición o la formulación de la vacuna comprende desde aproximadamente 1 ng hasta 50 
aproximadamente 1 mg de plásmido. 

Se puede modificar la inmunogenicidad de las vacunas en forma de ADN y las composiciones farmacéuticas 
formulándolas con uno o más adyuvantes o inmunoestimulantes farmacéuticamente aceptables tales como 
interferón alfa, interferón beta, interferón gamma, el factor estimulador de colonias de granulocitos y macrófagos 
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(“GM-CSF”, por sus siglas en inglés), factor estimulador de colonias de macrófagos (“M-CSF”, por sus siglas en 
inglés), interleucina 2 (“IL-2”), interleucina 12 (“IL-12”) y oligonucleótidos CpG. Para preparar este tipo de 
composiciones, se pueden utilizar métodos muy conocidos en la técnica. En ciertas realizaciones, se genera ADNi 
en células de E. coli en forma de un plásmido de ADN, que contiene motivos de CpG no metilados y por si mismo 
constituye una molécula inmunoestimulante que activa el sistema inmunitario mediante los receptores de tipo toll. 5 

La inyección subcutánea, la introducción intradérmica, la impresión a través de la piel y otros modos de 
administración tales como el suministro intraperitoneal, intravenoso, oral o por inhalación también son adecuados. 
Por ejemplo, se pueden introducir los vectores que contienen el ADNi en el hospedador deseado mediante métodos 
conocidos en la técnica, por ejemplo, transfección, electroporación, microinyección, micropartículas, microcápsulas, 
transducción, fusión celular, DEAE dextrano, precipitación con fosfato de calcio, lipofección (fusión con liposomas), 10 
uso de un cañón de genes (bombardeo de partículas) o un transportador vectorial de ADN (remítase a, p. ej., Wu et 
al., 1992, J. Biol. Chem. 267:963-967; Wu y Wu, 1988, J. Biol. Chem. 263:14621-14624). 

Tal y como se utilizan en la presente, los términos “que trata”, “tratamiento” y similares se utilizan en la presente 
generalmente para referirse a un medio para obtener un efecto farmacológico y/o fisiológico deseado y se refieren a 
un proceso mediante el cual los síntomas de una enfermedad asociada a YF se eliminan completamente o mejoran 15 
en cualquier grado medible cuantitativa y/o clínicamente. El término “prevenir” se refiere a un proceso mediante el 
cual se dificulta y/o retrasa una enfermedad asociada con YF. Las composiciones y las vacunas descritas en la 
presente comprenden ADNi (ADNi) capaz de producir virus vivos atenuados. Se podrá producir in vivo el virus 
atenuado vivo. 

Tal y como se utiliza en la presente, la expresión “respuesta inmunitaria” incluye una respuesta en forma de linfocitos 20 
T, niveles séricos elevados de anticuerpos contra un antígeno, la presencia de anticuerpos neutralizantes contra un 
antígeno (tal como un polipéptido YF) o combinaciones de estos. El término “protección” o la expresión “inmunidad 
protectora” incluye la capacidad de los anticuerpos séricos o la respuesta de linfocitos T inducidos durante la 
inmunización para proteger (parcial o totalmente) contra la enfermedad o muerte provocada por virus YF. 

El “sujeto” es un vertebrado, tal como un mamífero. Los mamíferos incluyen, sin carácter limitante, seres humanos, 25 
otros primates, roedores, animales de granja, animales de deporte (caballos, etc.) y mascotas. En ciertas 
realizaciones, el sujeto es un ser humano. En otras realizaciones, los métodos son útiles en animales de laboratorio 
(tales como todas las especies de monos) en la aplicación veterinaria y/o en el desarrollo de modelos en animales 
para una enfermedad. Un “sujeto que lo necesite” se refiere a cualquier sujeto, paciente o individuo que se podría 
beneficiar de los métodos descritos en la presente. 30 

Las expresiones “dosis terapéutica (o farmacéuticamente) eficaz” o “cantidad terapéutica (o farmacéuticamente) 
eficaz” se refieren a una dosis o cantidad que produce el efecto deseado por el cual se administra. La dosis exacta 
dependerá del objetivo del tratamiento y podrá ser determinada por un experto en la técnica utilizando técnicas 
conocidas. 

La expresión “farmacéuticamente aceptable” significa que está aprobada por una agencia reguladora de un gobierno 35 
federal o estatal o que está enumerada en la Farmacopea de los EE. UU. u otra farmacopea con reconocimiento 
general para su uso en animales y, más concretamente, seres humanos. 

El término “portador” se refiere a un diluyente, adyuvante, excipiente o vehículo con el que se administra el ADNi. 
Tales portadores farmacéuticos pueden ser líquidos estériles tales como agua y aceites, incluidos aquellos que se 
obtienen a partir del petróleo, de animales, de vegetales o mediante métodos sintéticos, tales como aceite de 40 
cacahuete, aceite de soja, aceite mineral, aceite de sésamo o combinaciones de estos y similares. Los excipientes 
farmacéuticos adecuados incluyen almidón, glucosa, lactosa, sacarosa, gelatina, malta, arroz, harina, creta, gel de 
sílice, estearato de sodio, monoestearato de glicerol, talco, cloruro de sodio, leche desnatada en polvo, glicerol, 
propileno, glicol, agua, etanol, combinaciones de estos y similares. Si se desea, la composición también puede 
contener cantidades minoritarias de agentes humectantes o emulsionantes o agentes tamponantes del pH. Estas 45 
composiciones pueden tomar la forma de soluciones, suspensiones, emulsiones, comprimidos, pastillas, cápsulas, 
polvos, formulaciones de liberación prolongada, combinaciones de estos y similares. La composición se puede 
formular como un supositorio, con aglutinantes y portadores tradicionales tales como triglicéridos. Las formulaciones 
orales pueden incluir portadores estándar tales como manitol, lactosa, almidón, estearato de magnesio, sacarina 
sódica, celulosa, carbonato de magnesio de calidad farmacéutica, combinaciones de estos, etc. En “Remington’s 50 
Pharmaceutical Sciences” de E.W. Martin se describen ejemplos de portadores farmacéuticos adecuados. 

Por lo tanto, tal y como se aprecia en la presente, la expresión “portador farmacéuticamente aceptable” se refiere, 
sin carácter limitante, a un vehículo que contiene el ADNi que se puede inyectar en un mamífero hospedador sin 
efectos adversos. Los portadores farmacéuticamente aceptables adecuados conocidos en la técnica incluyen, sin 
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carácter limitante, partículas de oro, agua estéril, solución salina, glucosa, dextrosa, o soluciones tamponadas, 
combinaciones de estos y similares. Los portadores podrán incluir agentes auxiliares que incluyen, sin carácter 
limitante, diluyentes, estabilizantes (es decir, azúcares y aminoácidos), conservantes, agentes humectantes, agentes 
emulsionantes, agentes tamponantes del pH, aditivos para potenciar la viscosidad, colorantes, combinaciones de 
estos y similares. 5 

Tal y como se utilizan en la presente, las formas singulares “un”, “uno/a” y “el/la” incluyen los referentes en plural a 
menos que el contexto dicte claramente lo contrario. Por lo tanto, por ejemplo, la referencia a la “vacuna” incluye 
varias de tales vacunas y la referencia a “la dosificación” incluye la referencia a una o más “dosificaciones” y sus 
equivalentes conocidas por los expertos en la técnica y así sucesivamente. 

Aunque se ha descrito la divulgación detalladamente haciendo referencia a ciertas realizaciones de esta, será 10 
evidente para el experto en la técnica que se pueden realizar varios cambios, y que se pueden emplear 
equivalentes, sin alejarse del alcance de la divulgación. Además, los siguientes ejemplos son ilustrativos de los 
métodos descritos en la presente y no deben considerarse limitantes de la divulgación anterior de ninguna manera. 

EJEMPLOS 

Ejemplo 1 (Ejemplo de referencia). Preparación de ADNi de TC-83. Se extrae el ARN total de la vacuna con TC-83 15 
utilizando una extracción con fenol. El ADNc correspondiente a la longitud completa del ARN de TC-83 se obtiene 
por transcripción inversa y la reacción en cadena de la polimerasa (RT-PCR) utilizando ARN vírico TC-83 extraído y 
los cebadores oligonucleotídicos específicos de la secuencia de TC-83. 

Se clona el fragmento de ADNc correspondiente al ARN de TC-83 completo en el vector plasmídico pASP5 que 
contiene un promotor de CMV funcional (Figura 1A, Figura 6), lo que genera el clon 13-1 y 13-2 del ADNi de TC-83. 20 
La distancia entre el extremo 3’ del promotor CMV y el extremo 5’ del ADNc de TC-83 es de 15 pb tal y como se 
muestra en la Figura 6. Tras la transcripción de un ADNi de TC-83 de este tipo in vitro o in vivo mediante la 
maquinaria de transcripción celular, se generan ARN de TC-83 y virus TC-83 infecciosos funcionales. 

El ADNi de TC-83 se puede modificar fácilmente para optimizar las características funcionales, por ejemplo, el nivel 
de atenuación. Por ejemplo, se genera el clon 12 de ADNc de TC-83 modificado duplicando el promotor 26S y 25 
colocando el segundo promotor 26S en dirección 5’ desde los genes de la glucoproteína de TC-83 (Figura 1B, Figura 
7). En tal constructo, el ARN que se genera a partir del promotor CMV expresa la cápside y glucoproteínas de TC-83 
a partir de promotores 26S independientes. Con el fin de garantizar la expresión de las proteínas TC-83 a partir de 
tal ARN de TC-83 modificado, se pueden realizar cambios apropiados, por ejemplo, se introduce el codón ATG en el 
extremo 5’ de los genes de la glucoproteína. El ARN completo que codifica el ADNc del TC-83 modificado (clon 12) 30 
se introduce en el vector plasmídico reivindicado pASP5 que contiene el promotor de CMV funcional (Figura 1B, 
Figura 7). La distancia entre el extremo 3’ del promotor CMV y el extremo 5’ del ADNc de TC-83 modificado es de 15 
pb tal y como se muestra en la Figura 7.  

Ejemplo 2. Preparación de ADNi de YF17D. Se extrae el ARN total de la vacuna con YF17D utilizando la extracción 
con fenol o un método similar. Los ADNc correspondientes al ARN 17D completo se obtienen mediante transcripción 35 
inversa y la reacción en cadena de la polimerasa (RT-PCR) utilizando el ARN vírico de 17D extraído y los cebadores 
oligonucleotídicos específicos de la secuencia 17D. Como alternativa, se ensambla el ADNc de YF17D completo 
procedente de dos o más plásmidos. 

Se transfiere el fragmento de ADNc correspondiente al ARN completo  en el vector plasmídico reivindicado pASP5 
que contiene el promotor CMV funcional (Figura 3), que da lugar a ADNi de YF17D (Figura 8). La distancia entre el 40 
extremo 3’ del promotor CMV y el extremo 5’ del ADNc de YF17D es de 15 pb tal y como se muestra en la Figura 8 y 
como se describe anteriormente para los constructos de TC-83. Tras la transcripción del ADNi de YF17D en las 
células in vitro o in vivo, se generan ARN de YF17D y virus YF17D infecciosos funcionales. 

Ejemplo 3. (Ejemplo de referencia) Transfección de células CHO con una vacuna en forma de ADNi de TC-83. Se 
transfectan células CHO con ADN plasmídico que contiene ADNi de TC-83 utilizando el reactivo de transfección 45 
Fugene 6 (Roche Applied Sciences). Resumiendo, se cultivan las células CHO en matraces de 75 cm2, a 
continuación se lavan con solución salina tamponada con fosfato (PBS) y se tripsinizan. Se transfiere una alícuota 
de la suspensión de células CHO a placas de cultivo de 6 pocillos. A continuación, se añade una mezcla de ADN 
plasmídico y reactivo Fugene 6 de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Como ADN plasmídico, se utilizan 
los siguientes constructos: 50 

(1) ADNi modificado de TC-83 contra VEE, clon 12 (Figura 1B, Figura 7); 
(2) ADNi de TC-83 contra VEE, clon 13-1 (Figura 1A, Figura 6); 
(3) ADNi de TC-83 contra VEE, clon 13-2 (Figura 1A, Figura 6); 
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(4) Como control, se utiliza ADN p3-10 que expresa únicamente proteínas estructurales de TC-83.  

Como control adicional, se utilizan células CHO no transfectadas (5). Se espera que los ADNi de (1) a (3) que 
contienen el ADNc de TC-83 completo generen los virus TC-83 vivos. Tal y como se ha descrito anteriormente, el 
ADNi del clon 12 (1) contiene el promotor 26S duplicado para expresar la cápside y glucoproteínas de TC-83 a partir 
de dos promotores 26S independientes (Figura 1B). Por el contrario, el ADN (4) contiene únicamente un fragmento 5 
de TC-83 correspondiente únicamente a los genes estructurales de TC-83 y no se espera que genere virus TC-83 
vivos. 

Se siembra una alícuota (0.3 mL) de células CHO transfectadas de las placas de 6 pocillos en portaobjetos con 8 
pocillos. Se incuban las células CHO transfectadas a 37 ºC en CO2 al 5%. Se determina la mortalidad celular en 
placas de 6 pocillos diariamente mediante microscopia visual. Se realiza un ensayo de inmunofluorescencia (IFA) 24 10 
h después de la transfección utilizando portaobjetos con 8 pocillos con antisuero que reconoce los antígenos de TC-
83, de acuerdo con el método descrito por Pushko et al. (1997). Los resultados se muestran en la Tabla I. Las 
células transfectadas con ADNi de (1) a (3), mueren en los 5 días posteriores a la transfección, mientras que las 
células CHO con transfecciones de control (4) y (5) permanecen vivas. Asimismo, se detectan mediante IFA focos 
de células que expresan los antígenos de TC-83 24 h después de la transfección en las células transfectadas con 15 
los ADN (2) y (3), lo que indica la presencia de virus TC-83 vivos (Figura 5). El resultado indica que la introducción 
de vacunas con TC-83 basadas en ADNi en células cultivadas dio lugar a la producción de virus TC-83 vivos. 

Tabla I. Transfección de células CHO con la vacuna en forma de ADNi de TC-83 

 Vacuna en forma de ADNi* Mortalidad de las células CHO tras 
la transfección con ADN ** 

Focos de células infectadas, 
por IFA*** 

1. ADNi modificado de TC-83 contra VEE, clon 
12 (Figura 7) 

Sí Ninguno, únicamente células 
individuales positivas 

2. ADNi de TC-83 contra VEE, clon 13-1 
(Figura 6) 

Sí Sí 

3. ADNi de TC-83 contra VEE, clon 13-2 
(Figura 6) 

Sí Sí 

4. ADN p3-10 que expresa únicamente 
proteínas estructurales de TC-83 (control) 

No Ninguno, únicamente células 
individuales positivas 

5. Células CHO no transfectadas (control) No No 

* La transfección de células CHO con ADN se realiza en placas de 6 pocillos utilizando el reactivo de transfección 
Fugene 6 (Roche Applied Sciences) 
** Observado el día 5 tras la transfección.  
*** IFA, ensayo de inmunofluorescencia, utilizando antisuero para las proteínas estructurales de TC-83. 

 

Ejemplo 4. Transfección de células BHK-12 con la vacuna en forma de ADNi de YF17D. Resumiendo, se 20 
transfectaron células cultivadas (CHO, BHK-21 o líneas celulares similares) con ADN plasmídico que contenía ADNi 
de YF17D y se sometió a ensayo utilizando métodos estándar tal y como se describe en el Ejemplo 3. Los 
resultados se muestran en la Tabla II. Se utilizan ensayos en placa para determinar el título de los virus de YF17D 
vivos generados en las células transfectadas con el ADNi plasmídico. Estos resultados indican que la introducción 
de la vacuna con 17D basada en ADNi en células cultivadas da lugar a la síntesis de ARN específico del virus y la 25 
producción del virus YF17D vivo (Tabla II). 

Tabla II. Transfección de células BHK-21 con ADN plasmídico que contiene ADNi de YF17D 

 Vacuna en forma de ADNi* Mortalidad de las células BHK tras la 
transfección con ADN in vitro** 

Título de YF17D, mediante 
ensayo en placas*** 

1. ADNi de YF17D Sí 108 pfu/mL 

6. Células BHK-21 no 
transfectadas (control) 

No No detectado 

* La transfección de las células BHK con ADN se realiza en placas de 6 pocillos utilizando el reactivo de transfección 
Fugene 6 (Roche Applied Sciences)  
** Observado el día 5 tras la transfección 
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 Vacuna en forma de ADNi* Mortalidad de las células BHK tras la 
transfección con ADN in vitro** 

Título de YF17D, mediante 
ensayo en placas*** 

*** Ensayo realizado en medio recogido a partir de las células transfectadas 5 días después de la transfección. 

 

Ejemplo 5. (Ejemplo de referencia) Infección de células CHO con virus TC-83 obtenidos a partir de células 
transfectadas con ADNi. Con el fin de confirmar que se generan virus TC-83 vivos en las células transfectadas con 
ADN plasmídico que contienen el ADNc de TC-83 completo, se recolecta el medio a partir de células transfectadas 
(remítase al ejemplo 3) y se utiliza para infectar células CHO frescas. Se infectan células CHO frescas en 5 
portaobjetos con 8 pocillos con medio diluido 100 veces recolectado a partir de las células transfectadas, y se 
detecta la expresión de antígenos de TC-83 mediante IFA 24 h después de la infección (Tabla III). Los resultados 
indican que el medio procedente de las células transfectadas con vacunas con TC-83 basadas en que ADNi 
contienen virus TC-83 infecciosos vivos. 

Tabla III. Infección de células CHO frescas con medio recogido a partir de las células CHO transfectadas con ADNi 10 
que contiene el ADNc completo de la vacuna TC-83 en dirección 8’ respecto al promtor CMV* 

 Transfección con vacuna en forma de ADN % de células positivas para el antígeno de 
TC-83, por IFA 

1. ADNi modificado de TC-83 contra VEE, clon 12 100 

2. ADNi de TC-83 contra VEE, clon 13-1 80 

3. ADNi de TC-83 contra VEE, clon 13-2 100 

4. ADN p3-10 que expresa únicamente proteínas estructurales de 
TC-83 (control) 

0 

5. Células CHO no transfectadas (control) 0 

* Se diluye 100 veces el medio recogido a partir de las células transfectadas 5 días después de la transfección 
(Tabla I), a continuación se utilizan 100 mcL para infectar células CHO frescas en portaobjetos con 8 pocillos 
durante 1 h a 37°C, 5% de CO2. A continuación, se añaden 300 mcL de medio completo y se prolonga la incubación 
24 h. 
** IFA 24 h después de la infección, utilizando antisuero para proteínas estructurales de TC-83.  

 

Ejemplo 6. (Ejemplo de referencia) Vacunación de ratones con la vacuna en forma de ADNi de TC-83. 

Se inyecta una dosis de cada vacuna en forma de ADNi de TC-83 (clones 12, 13-1, 13-2, tal y como se indica en la 
Tabla I) comprendida entre 1 ng y 1 mg por vía intramuscular, subcutánea e intradérmica a ratones de laboratorio 15 
(BALB/c, C57BL/6, Swiss Webster exógamos, u otra cepa susceptible). Se aíslan las vacunas en forma de ADNi de 
TC-83 a partir de E. coli en forma de ADN plasmídico utilizando el método de aislamiento de ADN Endo-free de 
Promega. En 30 días, los animales reciben una segunda dosis idéntica del seno retroorbital en los días 0, 30 y 60. 
Se determina la respuesta inmunitaria mediante métodos inmunológicos estándar incluida la determinación de 
anticuerpos séricos contra los antígenos de TC-83 en el suero de animales vacunados mediante ELISA. Se detectan 20 
anticuerpos séricos contra los antígenos de TC-83 lo que sugiere una vacunación con éxito con la vacuna en forma 
de ADNi de TC-83. 

Ejemplo 7. Vacunación de ratones con la vacuna en forma de ADNi de YF17D. 

Se inyecta una dosis  de cada vacuna en forma de ADNi de 17D (remítase a la secuencia de ADN en la Figura 7) 
comprendida entre 1 ng y 1 mg por vía intramuscular, subcutánea e intradérmica a ratones de laboratorio (BALB/c, 25 
C57BL/6, Swiss Webster exógamos u otra cepa susceptible). Se aísla la vacuna en forma de ADNi de 17D a partir 
de E. coli en forma de ADN plasmídico utilizando el método de aislamiento de ADN Endo-free de Promega. En 30 
días, los animales reciben una segunda dosis idéntica de la vacuna en forma de ADNi de 17D. Se toman muestras 
séricas del seno retroorbital de animales anestesiados en los días 0, 30 y 60. Se determina la respuesta inmunitaria 
mediante métodos inmunológicos estándar que incluyen la determinación de anticuerpos séricos contra los 30 
antígenos de YF 17D en el suero de animales vacunados mediante ELISA. Se detectan anticuerpos séricos contra 
los antígenos de YF lo que sugiere una vacunación con éxito con la vacuna en forma de ADNi de YF17D. 
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Ejemplo 8. (Ejemplo de referencia) Optimización de la distancia entre el extremo 3’ del promotor CMV y el extremo 5’ 
del ADNc mediante ensayo de encapsidación utilizando vectores HA o N y los auxiliares para el ADNc. 

Para la función con éxito del ADNi, es importante conseguir una transcripción eficaz del ARN de TC-83 completo 
funcional a partir del plásmido con ADNi. Por lo tanto, es importante optimizar la transcripción, incluida la distancia 
entre el extremo del promotor y el comienzo del ADNc, con el fin de maximizar la eficacia de la síntesis de ARN 5 
funcional. Los autores construyen un “ADNi pequeño” que codifica únicamente el gen de la cápside del virus TC-83 
incluidas las regiones reguladoras. Se eliminan todos los demás genes de TC-83 de tal “ADNi de la cápside”. A 
continuación, los autores insertan oligonucleótidos sintéticos de longitudes variables (remítase a la Figura 13) entre 
el promotor CMV y el “ADNi de la cápside” utilizando el sitio SacI en el extremo 3’ del promotor CMV. Por lo tanto, se 
producen una serie de plásmidos de “ADNi de la cápside” en los que la distancia entre el promotor y el ADNi varía 10 
entre 8 y 25 pares de bases. Se utiliza cada constructo de ADNi de la cápside para transfectar células CHO 
mediante electroporación junto con (1) ARN auxiliar de GP y (2) ARN en un vector HA. El ARN auxiliar de GP 
codifica las glucoproteínas de TC-83, mientras que el ARN en un vector HA codifica el gen HA de la gripe. En las 
células CHO cotransfectadas, la cápside de TC-83 y las proteínas GP encapsidan el vector HA en partículas con un 
único ciclo. Se detecta el título de las partículas titulando tales partículas utilizando un ensayo de 15 
inmunofluorescencia (IFA) y antisuero HA. En este sistema, el nivel de expresión de la cápside del “ADNi de la 
cápside” es un factor limitante de la velocidad y afecta al título de partículas. 

Los autores observan que la distancia óptima entre el extremo 3’ del promotor CMV y el extremo 5’ del ADNc de la 
cápside de TC-83 es de 15 pares de bases entre el sitio SacI (el extremo del promotor CMV) y el comienzo del 
ADNc (Figura 9). Los autores observan que esta distancia óptima proporciona la expresión de un antígeno de la 20 
cápside funcional con un nivel máximo. Sin embargo, otros constructos con ADNi de la cápside con distancias de 12 
a 18 pb también proporcionan un nivel detectable de expresión y títulos elevados de partículas. Se confirman los 
datos con varios experimentos utilizando la titulación del vector HA. Los autores también confirman esos resultados 
de la optimización cuando utilizan para la cuantificación el vector N que expresa el gen de la nucleoproteína en lugar 
del gen HA. 25 

Ejemplo 9. (Ejemplo de referencia) Los virus TC-83 generados a partir de clones infecciosos in vitro son avirulentos 
en ratones BALB/c. 

Se generan virus TC-83 mediante la transfección de células CHO con el ADNc (ADNi) de la vacuna con TC-83 
infecciosos, clones n.º 12 y n.º 13-1. Se muestra la expresión de los antígenos TC-83 mediante IFA 24 h después de 
la transfección en células transfectadas con cualquier ADNi (n.º 12 y n.º 13-1). Se recolectan los virus a partir de 30 
cultivos de células CHO 96 h después de la transfección, después y el efecto citopático (CPE, por sus siglas en 
inglés) es evidente. Se determina el título de cada virus mediante un ensayo en placa estándar en monocapas de 
células Vero. El virus generado a partir del ADNi n.º 13-1 tiene el título de 7x107 PFU/mL, mientras que el virus 
generado a partir del ADNi n.º 12 no muestra las placas, lo que sugiere una formación más lenta de placas y, 
posiblemente, un nivel más elevado de atenuación. A continuación, se inoculan 105 unidades formadoras de placas 35 
(PFU, por sus siglas en inglés) del virus n.º 13-1 en ratones BALB/c por vía intramuscular de acuerdo con un 
protocolo estándar. El virus generado a partir del ADNi n.º 12 no se utiliza para la inoculación de animales debido a 
que no se puede determinar el título de placas. Se inocula el virus VEE natural (cepa Trinidad) en los animales como 
control. 

En el grupo VEE de control, 10 de los 10 animales mueren tras la inoculación, lo que demuestra la naturaleza 40 
virulenta del virus de control (Figura 12). Por el contrario, el virus generado a partir de ADNi (n.º 13-1) es avirulento 
en ratones, ya que los ratones no muestran signos de enfermedad. Este resultado confirma que el ADNi contiene 
mutaciones atenuadas que se derivan de la vacuna con TC-83 y que esas mutaciones atenuadoras no revierten al 
fenotipo virulento natural durante la producción de virus a partir de ADNi. 
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REIVINDICACIONES 

1.   Un vector plasmídico que contiene: 

(a) un promotor de la ARN polimerasa, ligado operablemente a un ADN que codifica una molécula de ARN 
infeccioso; y 5 

(b) una cola de poli-A en dirección 3’ respecto a dicho ADN 

donde: 

(i) la molécula de ARN codifica un virus de la fiebre amarilla (YF) atenuado; y 

(ii) el promotor de la ARN polimerasa es adecuado para la expresión en células de mamífero. 

2. El vector de la reivindicación 1, donde el promotor está ubicado entre aproximadamente 12 y aproximadamente 18 10 
nucleótidos en dirección 5’ respecto al extremo 5’ de dicho ADN. 

3. El vector de la reivindicación 2, donde el promotor está ubicado 15 nucleótidos en dirección 5’ respecto al extremo 
5’ de dicho ADN. 

4. El vector de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde la cola de poli-A está ubicada entre 0 y 500 
nucleótidos en dirección 3’ respecto a dicho ADN. 15 

5. El vector de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde el promotor es un promotor de la ARN 
polimerasa de CMV. 

6. El vector de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde dicho ADN que codifica dicha molécula de 
ARN comprende un ADNc de YF17D (nucleótidos de 703 a 11564 de la Figura 8 o una secuencia polinucleotídica 
que tiene una identidad secuencial de al menos un 95% con dicho ADNc de YF17D a lo largo de la longitud 20 
completa de este último). 

7. Una vacuna que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz del vector de cualquiera de las reivindicaciones 
precedentes. 

8. La vacuna de la reivindicación 7 que comprende además un portador farmacéuticamente aceptable. 

9. La vacuna de la reivindicación 7 o la reivindicación 8 para su uso en la inmunización de un mamífero contra un 25 
virus YF. 

10. La vacuna para su uso tal y como se reivindica en la reivindicación 9, donde el mamífero es un ser humano. 
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