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DESCRIPCION
Virus de ARN oncolitico genéticamente estable, método de fabricacion y uso del mismo
Campo técnico

La invencion se refiere al desarrollo de una novedosa preparacion contra el cancer producida biotecnolégicamente,
concretamente, un virus de ARN oncolitico genéticamente estable, un método para la fabricacion del virus oncolitico
y el uso del mismo.

Antecedentes de la invenciéon

La capacidad de los virus para destruir las células cancerosas se conoce desde hace méas de un siglo [Kelly, E.;
Russell, S.J. History of oncolytic viruses: genesis to genetic engineering. Mol. Ther. 2007, 15, pp. 651-659] y ha
habido numerosos éxitos prometedores en la terapia del cancer experimental con diversos virus, sin embargo, su
uso en la préactica clinica se ve obstaculizada por la dificultad de prever la interaccion entre el tumor y su
hospedador, asi como entre el virus y la respuesta del sistema inmunitario humano a los anticuerpos virales.

Aunque las investigaciones clinicas sobre el uso de virus en la terapia del cancer se iniciaron hace mas de 50 afios,
en la actualidad sélo dos virus estan aprobados para uso clinico en el tratamiento del cancer. Son adenovirus con el
gen E1 B 55K suprimido (Garber, K. China approves world's first oncolytic virus therapy for cancer treatment. J. Natl.
Cancer Inst. 2006, 98, pp. 298-300) y enterovirus Picornaviridae pasivizados sin modificar del tipo Echo (patente
eurasiatica 007839; solicitud de patente europea 03733607), que actian como inmunoestimulantes antitumorales.

El documento EP 1537872 divulga el uso de un virus ECHO-7 en la inmunoterapia activa de tumores. El virus se
recuper6 a partir del tracto intestinal y se aislé en un cultivo de células embrionarias primarias humanas. En la
pagina 2, parrafo 18 se sefiala que se seleccionaron los serotipos no patogénicos del virus (en particular ECHO 7).
El virus se cultivd en el tejido tumoral, a continuacion en los fibroblastos embrionarios humanos y se repitié el
proceso. Se demostr6 que el virus obtenido era capaz de mejorar la supervivencia en pacientes con melanomas de
piel.

El desarrollo de virus oncoliticos novedosos eficaces sigue siendo actualmente un problema (Han Hsi Wong,
Nicholas R. Lemoine, Yaohe Wang, Viruses 2010, 2, pp. 78-106).

Con el fin de aumentar el potencial del virus para infectar selectivamente las células cancerosas y aumentar la
actividad oncolitica, se han divulgado una serie de virus modificados. Se caracterizan por la eliminaciéon de genes
especificos, evitando asi su propagacion en las células normales, o la integracion de genes adicionales para mejorar
las propiedades oncoliticas.

Sin embargo, el conocimiento limitado acerca de las modificaciones genéticas que proporcionan la selectividad y
eficacia contra las células tumorales, da lugar a virus modificados con actividad citolitica inferior, en comparacion
con el original, o una mayor respuesta contra el virus del sistema inmunitario humano (S.Meerani, Yang Yao,
Oncolytic viruses in cancer therapy. European Journal of Scientific Research, vol. 40 no.1 (2010), pp.156-171; Han
Hsi Wong, Nicholas R. Lemoine,Yaohe Wang, Viruses 2010, 2, 78-106).

Aunque los virus son herramientas bien establecidas para el transporte de vectores en la célula, su uso esta limitado
por la alta inmunogenicidad de los virus (Peng, Z. Current status of gendicine in China: recombinant human Ad-p53
agent for treatment of cancers. Hum. Gene. Ther. 2005, 16, 1016-1027).

Una de las propiedades adversas mas graves de los virus de tipo ECHO no modificados, incluyendo ECHO 7, es su
capacidad de causar infecciones que pueden tener un resultado mortal (Wreghitt T.G., Gandy G.M., King A., Sutehall
G., Fatal neonatal ECHO 7 virus infection, The Lancet, vol. 324, p.465, 1984). Estos virus son conocidos por ser
responsables de la fiebre aftosa humana en Malasia (http://www.vadscorner.com/echovirus7.html), de la miocarditis
en nifios leucémicos (Midula M., Marzetti G., Borra G., Sabatino G., Myocarditis associated with ECHO 7 type
infection in leukemic child, Acta Paediatrica Volume 65, Issue 4, pp. 649-651, July 1976), la meningitis aséptica, la
enfermedad paralitica y fiebre (http://virology-online.com/viruses/ Enteroviruses6.htm).

Por lo tanto la patogenicidad es una de las principales limitaciones que deben superarse en el uso de los virus de
tipo ECHO 7 en el tratamiento de pacientes con cancer.

Descripcion de la invencién
[PROBLEMA TECNICO]

Por lo tanto, el problema a resolver era el desarrollo de un virus oncolitico selectivo altamente eficiente sin
patogenicidad en las células normales y de baja respuesta inmunitaria y que posea una alta estabilidad genética.
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[SOLUCION AL PROBLEMA]

Este problema se resuelve sorprendentemente mediante una modificacién dirigida de un virus de ARN de cadena
sencilla mediante el desarrollo de un método que utiliza el alto potencial de mutacion del virus de ARN de cadena
sencilla en combinacion con una seleccidon de mutantes dirigida especificamente, que permita la separacion rapida
del conjunto de especies mutantes con una actividad oncolitica alta y selectiva. Muchas células cancerosas son
resistentes al virus (el virus no puede entrar en la célula y sobrevivir alli). Mediante la seleccion cuidadosa de lineas
celulares en donde se modifica el virus y mediante el tratamiento previo adecuado de las células cancerosas es
posible crear un virus genéticamente estable y no patégeno para el tratamiento del cancer.

Breve descripcion de la invencion

Hemos desarrollado un método para modificar el virus ECHO 7 nativo, identificado por la secuencia del genoma
SeqNo2, comprendiendo el método inicialmente realizar la adaptacion del virus en las células cancerosas, atenuado
por un agente antineoplasico, tal como dacarbazina, hacer pases del virus modificado a un cultivo de fibroblastos
embrionarios humanos, propagar en células de melanoma humano y hacer pases en un cultivo de fibroblastos
embrionarios humanos, opcionalmente tratado con ribavirina, aislar el virus y purificar el virus. El virus puede ser
aislado y purificado por métodos conocidos.

Durante la realizacion de la adaptacion del virus se pueden utilizar mas de un tipo de lineas celulares.
La invencion es como se expone en las reivindicaciones 1-12.

BREVE DESCRIPCION DE LOS APENDICES QUE CONTIENEN LAS SECUENCIAS (apéndices que forman parte
de la descripcién)

Apéndice 1: Secuencia de nucleétidos del virus modificado (SEQ ID NO: 1)

Apéndice 2: Secuencia de nucleétidos del virus no modificado (nativo) (SEQ ID NO: 2)

Apéndice 3.Secuencia de nucledtidos del virus modificado después de la propagacion durante 12 meses (SEQ ID
NO: 3)

Apéndice 4.Comparacion de los genomas del virus modificado y el virus no modificado (nativo) (SEQ ID NO: 4)
Apéndice 5.Comparacion de las secuencias de aminoacidos del virus modificado y el virus no modificado (nativo)
(SEQ ID NO: 5).

Descripcion detallada de la invencion

Hemos descubierto inesperadamente la idoneidad para este fin de un enterovirus Picornaviridae de tipo Echo 7
conocido, aislado a partir de intestino humano. Se determiné que la secuencia de nucleétidos original, determinada
por un método estandar, era bastante similar a la del enterovirus Picornaviridae de tipo Wallace.

La comprobacion de la actividad oncolitica de los enterovirus nativos aislados en el tejido de angiosarcoma demostré
gue ni los virus individuales ni sus combinaciones en una dosis de 3x10° TCIDso/0,03 ml poseian actividad oncolitica
sustancial con excepcion del tipo ECHO 7 que mostré la actividad mas prometedora (Tabla 1).

Tabla 1. Influencia de los virus sobre el cultivo de tejido de angiosarcoma

Virus NUmero de | NUmero de tumores Aislado Titulo viral el dia 4
animales en regresion el dia 4 (virus TCDs/0,1 ml
despues de la supervivientes)
infeccién
ECHO 4 6 0 ECHO 4 10°-10’
ECHO 7 6 0 ECHO 7 10°-10°
Coxsackie B-5 6 0 Coxsackie B-5 10’-10°
ECHO 4+ ECHO 7 6 2 ECHO 7 10°
ECHO 4 + Coxsackie B-5 6 1 ECHO 4 + 10°
Coxsackie B-5 L 108
ECHO 7 + Coxsackie B-5 6 0 ECHO 7 10* )
Control 6 0 10®

La inestabilidad del genoma de los virus de ARN de cadena sencilla es un hecho bien conocido; por lo tanto, dichos
virus por lo general no son seleccionadas para la construccion de agentes virales oncoliticos.

La modificacion del virus nativo aislado se realiz6 en varias etapas consecutivas.
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La primera etapa aprovecha el alto potencial de mutacion de los virus de ARN (en promedio una mutacion en cada
replicacién) para desarrollar un mutante citopatico mediante la replicacién del virus en monocapa tripsinizada de
cultivo de fibroblastos embrionarios humanos en presencia de suero bovino.

Las células se incubaron durante 10 dias, llevando a cabo el pase cada vez que las células en cultivo habian
degenerado un 50 %.

Al analizar el virus seleccionado en cultivo de células RD ya se observé un efecto citopéatico pronunciado 24 horas
despu%s de la infeccion. El titulo del virus desarrollado, determinado por el método de la ultima dilucién fue TCIDsg =
1x10".

Esta cepa se propago, se aisld y se conservo a -70 °C para su uso posterior en la produccion de una cepa oncolitica
selectiva y genéticamente estable.

El virus asi obtenido fue modificado, utilizando el método desarrollado especialmente que comprende tres etapas.
12 etapa de modificacién en una primera linea de células tumoral

En la primera etapa de modificacion, el virus se propagé en lineas de células tumorales atenuadas por el agente
antineoplasico. En esta etapa se utilizé la linea celular de adenocarcinoma de mama humano (MCF-7).

Una monocapa de estas células se tratd con dacarbazina DTIC en dosis subtoxicas (20 puM). Después de tratar con
dacarbazina, las células se transfirieron a medio de cultivo fresco y se pusieron en contacto con el virus y la
propagacion continud sin afiadir suero. Después de 24 horas de la puesta en contacto con el virus, se retiraron las
células y el virus se aislé de los medios.

El virus se propagd de forma repetida (a través de pases) en cultivos celulares de fibroblastos embrionarios
humanos y de nuevo se utilizé para infectar la linea celular MCF-7. Este procedimiento se repitié6 10 veces. Por lo
tanto, esta etapa de modificacion comprende alternativamente la propagacion del virus en células de
adenocarcinoma de mama humano y fibroblastos embrionarios humanos.

22 etapa de modificacion en una segunda linea de células tumorales

En la siguiente etapa de modificacion, el virus como se describe anteriormente, se pone en contacto con el cultivo de
células de adenocarcinoma gastrico. Una monocapa de estas células se traté con dacarbazina DTIC en dosis
subtoxicas (20 uM).

La monocapa de estas células se infectd con el virus, el cual se aislé después de la modificacion en la primera etapa
y la propagacion continué en un medio de cultivo sin suero.

Después de 24 horas de la puesta en contacto con el virus, se retiraron las células y el virus se aislé de los medios.
El virus se propagd de forma repetida (a través de pases) en cultivos celulares de fibroblastos embrionarios
humanos y de nuevo se utilizé para infectar la linea celular de adenocarcinoma gastrico. Este procedimiento se
repitié6 10 veces. Por lo tanto, esta segunda etapa de modificacién comprende alternativamente la propagacion del
virus en células de adenocarcinoma gastrico y en fibroblastos embrionarios humanos.

En la primera etapa de modificacion y en la segunda etapa de modificacion, el procedimiento de propagacion se
terminé siempre mediante la propagacion del ltimo virus en el cultivo de fibroblastos embrionarios humanos.

32 etapa de modificacion en células de melanoma humano
El virus producido en la segunda etapa se utilizé para infectar tumores humanos obtenidos durante la cirugia.

Se obtuvieron tejidos cancerosos de melanoma de la cirugia de 23 pacientes tratados previamente con
quimioterapia.

Los tejidos fueron infectados por el virus modificado y se incubaron a 37 °C en ausencia de dioxido de carbono.
Antes de ser utilizados para infectar nuevo material de tejido (tejido de melanoma fresco procedente de otro
paciente), el virus modificado se propagé repetidamente en cultivos de fibroblastos embrionarios humanos hasta un
titulo de 7 Ig TCIDso/1 ml.

El virus modificado se propag6 en cultivos celulares de fibroblastos embrionarios humanos que fueron tratados con
ribavirina 5 mM 7 horas antes de la infeccion y cultivados durante 24 horas. El virus fue aislado a partir del cultivo y
el procedimiento de propagacion del virus en el cultivo de fibroblastos se repitié 10 veces.
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Finalmente, se aisl6 el virus, se purificd y se propag6 en cultivo de fibroblastos embrionarios humanos sin la adicion
de ribavirina.

El virus propagado se utilizd para la determinacion de la secuencia. El genoma del virus modificado difiere del
genoma del virus nativo no modificado congelado (cepa Echo 7 tipo Wallace de la base de datos NCBI) en
aproximadamente un 10 %, la parte de la cubierta aproximadamente un 12 %.

Se observé que el virus modificado por el método descrito era sorprendentemente estable. Su genoma cambiaba
solamente un 0,7 % después de pases continuos durante 12 meses (propagacion durante 12 meses en el cultivo de
pulmén embrionario humano MRC 5).

Es especialmente importante el hecho de que el virus modificado (en lo sucesivo VM) se caracteriza por un efecto
citopatico excepcionalmente alto sobre las células malignas y por una baja citotoxicidad en lineas de células
normales, asi como por la ausencia de toxicidad in vivo en ratones.

En experimentos con lineas celulares, se encontré que el VM era citotoxico para las lineas celulares de melanoma
FM9, FM55, FM94 y SK-Mel26, células de carcinoma gastrico, células SCC25 de carcinoma de células escamosas
oral humano, linea de células epiteliales humanas derivadas de un carcinoma de pulmén (A549), células de
leucemia monocitica aguda THP-1, células RD de rabdomiosarcoma, células HPAF-II de adenocarcinoma
pancreatico humano, células de adenocarcinoma de mama humano (MCF-7), asi como en cultivos celulares
primarios de adenocarcinoma gastrico GC1 y la linea de cancer de tiroides HA0O7.

En experimentos con animales, el VM provoco la regresion del sarcoma murino M-1, el fibrosarcoma MX-17 murino,
asi como de tumores trasplantables — sarcoma de Moloney (SM) y sarcoma KRS-321.

En un estudio clinico piloto, de un grupo de 46 pacientes con melanoma en estadio |, en 43 pacientes tratados con el
VM no se observd progreso del melanoma durante 50 meses de observacion. En el grupo control, el melanoma
progresé en 10 de 31 pacientes sometidos a la terapia estandar.

En un estudio de 50 meses de 44 pacientes con melanoma en estadio I, el progreso del melanoma se detuvo en 38
pacientes, en comparacion con el grupo control de 36 pacientes sometidos a la terapia estandar, donde el melanoma
no progresé en 15 pacientes, pero si en 21 pacientes. No se observaron efectos adversos graves en los pacientes
tratados con el VM.

Aplicabilidad industrial

Hemos desarrollado una nueva cepa de virus (VM) con secuencia del genoma original, estable frente a la deriva
genética, que posee actividad citopéatica contra varios tipos de tumores, caracterizada por una baja incidencia de
efectos adversos y baja toxicidad que se puede utilizar con ventaja en la virioterapia del cancer. Por lo tanto, hemos
resuelto de forma inesperada el principal obstaculo en un uso mas generalizado de virus de ARN en la medicina,
hemos obtenido una cepa genéticamente estable que se puede utilizar en la fabricacion continua estandarizada de
una preparacion viral oncolitica. La preparacion viral se puede utilizar en la terapia contra el cancer contra una
variedad de células tumorales.

Ejemplos

La presente invencion se describe con mayor detalle en los Ejemplos. Sin embargo, la invenciéon no se interpreta
como limitada a los ejemplos.

Virus

El virus modificado de acuerdo con la invencion es el virus ECHO-7 (de la familia Picornaviridae, género Enterovirus,
ECHO (entérico citopatico humano huérfano) tipo 7, grupo 1V, virus de ARN de cadena sencilla de sentido positivo).

Ejemplo 1. El aislamiento y la caracterizacién de la cepa de virus original

Se utilizé un método conocido de aislamiento (A.C. Rentz, J.E. Libbey, R.S. Fujinami, F.G. Whitby, and C.L.
Byington. Investigation of Treatment Failure in Neonatal Echovirus 7 Infection. The Pediatric Infectious Disease
Journal, Volume 25, Number 3, March 2006, 259) y de propagacion en la linea celular BS-C-1 (CCL 26, ATCC)
(Libbey JE, McCright 1J, Tsunoda I, et al. Peripheral nerve protein, PO, as a potential receptor for Theiler's murine
encephalomyelitis virus. J Neurovirol. 2001;7:97-104. Pevear DC, Tull TM, Seipel ME, et al. Activity of pleconaril
against enteroviruses. Antimicrob Agents Chemother. 1999;43:2109-2115). La propagacion del virus y la
determinacion del titulo se llevé a cabo en concordancia con el método publicado (Zurbriggen A, Fujinami RS. A
neutralization-resistant Theiler's virus variant produces an altered disease pattern in the mouse central nervous
system. J Virol. 1989;63:1505-1513).
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Ejemplo 2. Modificacién de virus

En la primera etapa de modificacion, el virus se propagé en lineas de células tumorales atenuadas por un agente
antineoplésico. Inicialmente, para la propagacion se utilizo el cultivo de células de adenocarcinoma de mama
humano (MCF-7), cultivadas en medio DME (Sigma-Aldrich) con 10 % de suero (Gibco) y antibidticos (100 Ul/ml de
penicilina, 100 Ul/ml de estreptomicina) a 37 °C bajo una atmoésfera que contiene CO, 5 % hasta el desarrollo de la
monocapa.

La monocapa obtenida de estas células se traté6 con dacarbazina DTIC en dosis subtdxicas (20 uM). Después de
tratar con dacarbazina, las células fueron transferidas a medio de cultivo fresco sin suero afiadido, las células se
pusieron en contacto con el virus y la propagacion continu.

Después de 24 horas de la puesta en contacto con el virus, las células se eliminaron y el virus se aisl6 de los
medios. El virus se propago6 repetidamente en cultivo celular de fibroblastos embrionarios humanos y se utilizé de
nuevo para infectar la linea celular MCF-7. Este procedimiento se repitié 10 veces.

En la segunda etapa siguiente, el virus como se describe anteriormente, se puso en contacto con el cultivo de
células de adenocarcinoma géstrico. El cultivo celular para la propagacién se cultivé en medio DME (Sigma-Aldrich)
con suero 10 % (Gibco) y antibiéticos (100 Ul/ml de penicilina, 100 Ul/ml de estreptomicina) a 37 °C en atmoésfera
que contenia CO, 5 % hasta el desarrollo de la monocapa.

La monocapa obtenida de estas células se tratd con dacarbazina DTIC en dosis subtoxica (20 uM). Después de
tratar con dacarbazina, las células fueron transferidas a medio de cultivo fresco sin suero afadido, las células se
pusieron en contacto con el virus y la propagacion continud.

Después de 24 horas de la puesta en contacto con el virus, las células se eliminaron y los virus se aislaron de los
medios. El virus se propagé repetidamente en cultivo celular de fibroblastos embrionarios humanos y se utilizé de
nuevo para infectar la linea celular de adenocarcinoma gastrico. Este procedimiento se repitié 10 veces.

En la tercera etapa, el virus producido en la segunda etapa se utilizé para infectar los tumores humanos, obtenidos
en la cirugia. Los tejidos cancerosos de melanoma se obtuvieron de la cirugia de 23 pacientes tratados previamente
con quimioterapia.

Las células tumorales fueron separadas de las células de grasa, del tejido necrético y de la sangre, se mantuvieron a
0 °C durante 24 horas, se fragmentaron y en forma de trozos de tejido de un tamafio de aproximadamente 0,1 cm?®
se sumergieron en medio de Eagle (4 ml de medio por 10 mg de tejido), se infectaron con el virus preparado y se
incubaron en ausencia de dioxido de carbono a 37 °C.

El medio fue reemplazado por una porcion fresca cada dia hasta la destruccion del tumor, determinado
morfolégicamente y visualmente por el nivel de oxidacién del medio.

El titulo del virus se determiné todos los dias en la muestra de medio sin tejido tumoral. La tasa de reproduccién del
virus se determind a partir del titulo del virus a la conclusion de un experimento en comparacion con el dia 0. Tal
modificacién del virus se realiz6 en tejidos obtenidos de 23 pacientes.

Antes de ser utilizado para infectar un material de tejido nuevo, el virus modificado se propagd cada vez
repetidamente en cultivo de fibroblastos embrionarios humanos hasta un titulo de 7 Ig TCIDs¢/1 ml.

El virus modificado se propag6 en cultivos celulares de fibroblastos embrionarios humanos que fueron tratados con
ribavirina 5 mM 7 horas antes de la infeccion y se cultivd durante 24 horas. El virus se aislé a partir del medio de
cultivo y el procedimiento se repitié 10 veces.

Finalmente, se aisl6 el virus, se purificd y se propagé en cultivo de fibroblastos embrionarios humanos sin la adicion
de ribavirina.

La muestra de virus propagado se utilizd para la determinacion de la secuencia del genoma, la actividad
antineoplasica y la estabilidad replicativa mediante pases del mismo durante 12 meses en cultivo de fibroblastos
embrionarios humanos con determinacion repetida de la secuencia del genoma (Apéndice 1).

Ejemplo 3. Determinacién de la secuencia del genoma del virus

El aislamiento, la amplificacién y secuenciacion del genoma del virus aislado, modificado y cultivado se realiz6 de
acuerdo con el método conocido [Chua BH, McMinn PC, Lam SK, Chua KB. Comparison of the complete nucleotide
sequences of echovirus 7 strains UMMC and the prototype (Wallace) strain demonstrates significant genetic drift
over time. J Gen Virol. 2001 Nov; 82(Pt 11): 2629-39].
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Para este propésito, se seleccionaron 96 enterovirus con secuencia completa del genoma del NCBI Gene bank. Se
descargaron las secuencias completas del genoma de estos virus y se compararon mediante el programa Vector
NTI.

Basandose en los resultados de la comparacion, se determinaron las regiones mas conservadoras de los genomas
de los virus y 13 pares de oligonucledtidos degenerados seleccionados en estas regiones, que abarcan la longitud
del potencial genoma de los enterovirus. Después de la sintesis de los primeros 13 fragmentos, se produjeron otros
13 pares de nucledtidos. Estos pares de oligonucleétidos eran especificos del virus y estaban disefiados para
producir fragmentos solapantes. Después de la construccion de la secuencia del genoma completo, el genoma del
virus se secuencio repetidamente con los cebadores especificos del virus.

Ejemplo 3.1. La secuencia del genoma del virus no modificado (nativo)

La secuencia del virus nativo se produjo a partir de 26 fragmentos de PCR solapantes separados, sintetizados a
partir de los cebadores enumerados en la Tabla 2.

Tabla 2. Cebadores usados para secuenciar el genoma completo del virus

Cebador Secuencia (5'-3") Longitud (pb) Posicion Region diana
Eo7-1F TTAAAACAGCCTGTGGGTTG 20 1-20 5'UTR
Eo7-1R GAAACACGGACACCCAAAGTAG 22 545-566 5'UTR
Eo7-2F CCATGGGACGCTTCAATACT 20 391-410 5'UTR
Eo7-2R GCACCAGTCTTTTGTGTCGA 20 758-777 VP4
Eo7-3F CGACTACTTTGGGTGTCCGTGTTTC 25 542-566 5'UTR
Eo7-3R TCDGGRAAYTTCCACCACCACCC 23 1178-1200 VP2
Eo7-4F CGACAGGGTGAGATCCCTAA 20 979-998 VP2
Eo7-4R TTTCACCCTTCGTGAGGTTC 20 1381-1400 VP2
Eo7-5F GCATCYAARTTYCAYCARGG 20 1289-1308 VP2
Eo7-5R CACATKGGKGCAATSGTGAC 20 1676-1695 VP2
Eo7-6F GTGGATCAACTTGCGCACTA 20 1513-1532 VP2
Eo7-6R AAATTGTGGCATAGCCGAAG 20 1797-1816 VP3
Eo7-7F GTCACSATTGCMCCMATGTG 20 1676-1695 VP2
Eo7-7R CTTNATRCTYCCTGACCAGTGTG 23 2055-2077 VP3
Eo7-8F AAGCATGGACGCATATCACA 20 1921-1940 VP3
Eo7-8R GATATGGGTTCCCACATTGC 20 2174-2194 VP3
Eo7-9F CACACTGGTCAGGRAGYATNAAG 23 2055-2077 VP3
Eo7-10F CAAGTGTGTCGTCCTGTGCT 20 2350-2369 VP3
Eo7-9R CCTATTGGCGCTGTCTTGAT 20 2694-2713 VP1
Eo7-11F ACCAAAGATCAAGACAGCGC 20 2687-2706 VP1
Eo7-11R TTGGCACCCACACTCTGATA 20 3178-3197 VP1
Eo7-12F ACCAGTCCGGTGCTGTTTAC 20 3336-3355 VP1-2A
Eo7-12R TCCCAYACACARTTYTGCCAGTC 23 3401-3423 2A
Eo7-13F CARAAYTGTGTGTGGGAAGACTA 23 3407-3429 2A
Eo7-13R CCCTGYTCCATKGCTTCATCYTCYARC 27 3748-3774 2A-2B
Eo7-14F TTACCCAGTCACCTTCGAGG 20 3535-3554 2A
Eo7-14R TGTTTTTCCTTCACTTCCGG 20 4181-4200 2C
Eo7-15F GTTRGARGATGATGCNATGGARCARGG 27 3748-3774 2A-2B
Eo7-15R TCAATACGGYRTTTGSWCTTGAA 23 4409-4431 2C
Eo7-16F CCTYTRTAYGCVGCYGARGC 20 4343-4362 2C
Eo7-17F TTCAAGWSCAAAYRCCGTATTGA 23 4409-4431 2C
Eo7-16R AAYTGAATGGCCTTHCCACACAC 23 4922-4944 2C
Eo7-18F CTDGTGTGTGGRAAGGCYATNCA 23 4919-4941 2C
Eo7-18R TATGCTCCYTGRAARCCTGCAAA 23 5309-5330 3A-3B
Eo7-19F CAAGCCCTAACCACGTTTGT 20 5252-5271 3A
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Cebador Secuencia (5'-3") Longitud (pb) Posicion Region diana
Eo7-19R ACCCGTAGTCAGTCACCTGG 20 5740-5759 3C
Eo7-20F TTTGCAGGMTTYCARGGWGCATA 23 5309-5330 3A-3B
Eo7-20R GCYCTWGTGGGRAAGTTRTACAT 23 5723-5745 3C
Eo7-21F GTGTTGGATGCCAAGGAACT 20 5555-5574 3C
Eo7-21R ATGGGCTCCGATCTGATGTC 20 6203-6222 3D
Eo7-22F TTCCCCACWAGRGCAGGCCARTGYGG 26 5907-5832 3C
Eo7-22R CTCCAAAABASRTCYGGGTCRCA 23 6572-6594 3D
Eo7-23F TGAAGGAATGCATGGACAAA 20 6360-6379 3D
Eo7-23R ATGGGTATTGCTCATCTGCC 20 7078-7097 3D
Eo7-24F TGYGACCCRGAYSTVTTTTGGAG 23 6572-6594 3D
Eo7-24R TCRTGDATDTCYTTCATGGGCA 22 7116-7137 3D
Eo7-25F CCTGGACGAATGTGACCTTT 20 7041-7060 3D
Eo7-25R CCCTACCGCACTTTTATCCA 20 7384-7403 3UTR
Eo7-26F ATCCAYGARTCHATYAGRTGGAC 23 7130-7152 3D
Eo7-26R CCGCACCGAATGCGGAGAATTTAC 24 7404-7427 3'UTR
UTR - regio6n sin traducir.

Se obtuvieron secuencias del extremo 5' terminal y del extremo 3' terminal, usando métodos de 5-RACE y 3'-RACE,
correspondientemente.

Como resultado, se encontr6 que la secuencia del genoma completo del virus no modificado consistia en 7434
nucledtidos, excluyendo la secuencia poli A (Apéndice 2, SEQ ID NO: 2).

El extremo 5' terminal (5'NTR) no traducible contiene 742 nucleétidos, seguido de la parte codificante que se inicia a
partir del codén de iniciacion (AUG) en la posicién 743, contiene codones para los 2196 aminoacidos y termina con
el coddn de parada (UAA) en la posicion 7331 (Apéndice 2). El extremo 3'-terminal (3'NTR) no traducible de esta
cepa contiene 100 nucledtidos, seguido de la secuencia de poli A.

Ejemplo 3.2. La secuencia del virus modificado (VM)

La secuencia del virus de partida se produjo a partir de 26 fragmentos de PCR solapantes separados, sintetizados
usando los cebadores enumerados en la Tabla 2.

Se obtuvieron las secuencias del extremo 5' terminal y del extremo 3' terminal, usando métodos de 5-RACE y 3'-
RACE, correspondientemente.

Como resultado, se encontré que la secuencia del genoma completo del virus modificado consistia en 7427
nucleétidos, excluyendo la secuencia poli A (Apéndice 1; SEQ ID NO1).

El extremo 5' terminal (5'NTR) no traducible de esta cepa contiene 742 nucledtidos, seguido de la secuencia de
codificacion. La parte codificante que contiene informacién acerca de la poliproteina del virus, se inicia con el codon
de iniciacion (AUG) en la posicidon 743, contiene codones para los 2914 aminoacidos y termina con el codén de
parada (UAA) en la posicion 7325 (Apéndice 1). El extremo 3' terminal (3'NTR) de esta cepa contiene 100
nucleétidos, seguido de la secuencia de poli A.

Ejemplo 3.3. La secuencia del genoma del virus modificado después de la propagacion durante 12 meses

La secuencia del virus modificado se produjo a partir de 26 fragmentos de PCR solapantes separados, sintetizados
usando los cebadores enumerados en la Tabla 2.

Las secuencias del extremo 5' terminal y el extremo 3' terminal de esta cepa se obtuvieron utilizando métodos de 5'-
RACE y 3'-RACE, correspondientemente.

Como resultado, se encontré que la secuencia del genoma completo del virus modificado consistia en 7427
nucledtidos, excluyendo la secuencia poli A (Apéndice 3). El extremo 5' terminal (5'NTR) no traducible contiene 742
nucledtidos, seguido de la parte codificante, que se inicia con el codén de iniciacion (AUG) en la posicion 743,
contiene codones para los 2194 aminoacidos y termina con el coddn de parada (UAA) en la posicion 7325 (Apéndice
3). El extremo 3' terminal (3'NTR) no traducible de esta cepa contiene 100 nucleétidos, seguido de la secuencia poli
A.
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Ejemplo 3.4. Comparacion de los genomas del virus modificado (VM) y de la cepa nativa

La comparacién de los genomas del virus modificado (VM) y de la cepa de partida se proporciona en el Apéndice 4.
La diferencia en la secuencia de nucleétidos, calculada por el programa Vector NTI es sustancial, 10 % para el
genoma completo y 12 % para la parte codificante de las proteinas de la cubierta del virus. Las secuencias de
aminoacidos de las cepas modificadas y de partida se enumeran en el Apéndice 5.

Ejemplo 3.5. La secuencia del genoma del virus modificado después de la propagacion durante 12 meses

Los cambios en la secuencia del genoma del virus modificado (VM) después de pases continuos durante 12 meses
no excedieron el 0,7 % de la secuencia inicial.

Se encontrd que todos los cambios eran sustituciones de un nucleétido, parcialmente mutaciones silenciosas (sin
cambio de aminoacido). Si el aminoacido cambiaba, su posiciébn era en la parte polimérfica del genoma,
evidentemente, sin influencia destacable en la actividad del virus.

Ejemplo 4. Pases de virus

El VM se pas6 por métodos conocidos y se propagd durante 12 meses en el cultivo de células de pulmon
embrionario humano MRC 5 (Instituto Zooprofilattico Sperimentale della Lombardia e dell Emilia, Brescia -
Laboratorio Centro Substrati Cellulari, N° de catalogo BS CL 68 (origen: American Type Culture Centre Collection,
Rockville, Md, EE.UU.), libre de bacterias, virus, hongos o micoplasmas y posteriormente se conservé congelado a -
70 °C.

Ejemplo 5. Determinacién de la actividad antineoplasica del virus modificado (VM)

En experimentos con lineas celulares, se encontrd que el VM era citotéxico para las lineas celulares de melanoma
FM9, FM55, FM94 y SK-Mel26, células de carcinoma gastrico, células SCC25 de carcinoma de células escamosas
oral humano, linea de células epiteliales humanas derivadas de un carcinoma de pulmén (A549), células de
leucemia monocitica aguda THP-1, células RD de rabdomiosarcoma, células HPAF-II de adenocarcinoma
pancreatico humano, células de adenocarcinoma de mama humano (MCF-7), asi como en cultivos celulares
primarios de adenocarcinoma gastrico GC1 y la linea de cancer de tiroides HA007.

Asi, por ejemplo, las inyecciones de VM durante 3 dias causé la reduccion de la masa de sarcoma M-1 en un 55 %
(en 11 de 22) de los animales, en comparacién con el 6 % (en 1 de 18) de regresion espontanea en el grupo de
control.

Tras el trasplante del sarcoma KRS-321 en el dia 5 después de la inyeccion del VM en una dosis de 15x10° TCIDso
en ratas Wistar, en el 44 % de los animales (11/25) se observé la regresion del tumor, mientras que en el grupo
control no hubo casos de regresion.

Tras el ensayo de la actividad antineoplasica de la muestra de virus después de 12 meses de pases en las mismas
lineas celulares de céancer y en los tumores trasplantados no se observé ninguna diferencia estadisticamente
significativa respecto al VM original.

Ni el VM ni el virus pasado durante 12 meses caus0 ninguna reaccion toxica en ratones intactos.

Ejemplo 6. Actividad antineoplasica del virus modificado en el tratamiento de pacientes

El tratamiento de pacientes con melanoma con el virus modificado (VM) se realiz6 de acuerdo con el siguiente
esquema: la terapia se inici6 2-3 semanas después de la extirpacion del tumor mediante la administracion
intramuscular de 2 ml de solucién con titulo de 2x10° TCIDso/ml — 2 x 10% TCIDso/ml durante 3 dias consecutivos con
inyecciones de apoyo a intervalos mensuales de acuerdo con el mismo esquema de 3 dias. Después del cuarto
mes, la preparacion de virus se administré una vez al mes durante los siguientes 8 meses. En los 2 afios siguientes
la terapia de apoyo se continué con la misma dosis, aumentando gradualmente el intervalo entre las
administraciones a 6, 8 y 12 semanas.

En un estudio clinico piloto, de un grupo de 46 pacientes con melanoma en estadio |, en 43 pacientes tratados con el
VM no se observd progreso del melanoma durante 50 meses de observacion. En el grupo control, el melanoma
progresé en 10 de 31 pacientes sometidos a la terapia estandar.

En un estudio de 50 meses de 44 pacientes con melanoma en estadio I, el progreso del melanoma se detuvo en 38
pacientes, en comparacion con el grupo control de 36 pacientes sometidos a la terapia estandar, donde el melanoma
no progreso en 15 pacientes, pero si en 21 pacientes.
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La eficacia del tratamiento se caracteriza por los siguientes ejemplos:

Caso 1. Mujer, edad 76, Melanoma cutis dorsi

Op. 11.09.2009. Excisio tu cutis dorsi

pT4b NO MO

No se realizé biopsia del NC

Ex consilio: seguimiento

Op. 07.04.2010. LAE axillaris sin.

Mts I/n axillaris sin

Ex consilio: Roferon

Roferon 6 ml 3x a la semana desde 24.06.2010 hasta 30.08.2010.

El tratamiento se suspendi6 debido a los efectos secundarios.

En Octubre de 2010 comenzé la terapia con la preparacion del virus en dosis de 2 ml con titulo 2x10° TCIDso/ml
— 2x10% TCIDso/ml. El tratamiento fue bien tolerado y no se documentd progresion de la enfermedad hasta
01.02.2012.

Caso 2. Mujer, 42 afios, Melanoma cutis dorsi

Op. 25.05.2008. Excisio tu cutis dorsi

pT4a NO MO, Clark V, Breslow 9 mm

No se realiz6 biopsia del NC

La preparacién del virus (2 ml con titulo 2x10° TCIDso/ml — 2x10° TCIDso/ml se administré desde 27.06.2008
hasta 27.06.2011.

21.01.2011. Ecografia: recurrencia en la cicatriz

Op. 02.02.2011. Excisio. Examen histolégico: granuloma.

La administracion de la preparacién del virus (2 ml con titulo 2x10° TCIDso/ml — 2x10% TCIDso/ml prosiguié hasta
27.06.2011.

Durante el periodo de observacién (hasta diciembre de 2011) no se documentd observacion de progresion de la
enfermedad.

Caso 3. Mujer, 57 afios, Melanoma cutis dorsi

0Op.19.08.2007. Excisio tu cutis dorsi

P T3b NO MO

No se realizé biopsia del NC

Recomendaciones: seguimiento

Op. 10.12.2009. LAE colli dx. Examen histologico: mts I/n colli dx Progresién de la enfermedad — Ecografia el
22.02.2010: mts I/n colli 22.02.2010. Ex consilio: no se recomendd cirugia debido al volumen tumoral. La
preparacion del virus (2 ml con titulo 2x10° TCIDso/ml — 2x10°® TCIDso/ml se administré desde el 22.02.2010 yen
la actualidad sigue en progreso.

Ultima visita en el centro el 22.11.2011 — la enfermedad se ha estabilizado.

Caso 4. Mujer, 58 afios, Melanoma cutis dorsi

Op. Abril 2004. Excisio tu cutis dorsi, LAE axillaris sin.

pT4b, N2¢, MO (Breslow 15 mm)

Reexcisio Enero 2006, Septiembre 2006 (recurrencia local)

Terapia con IFN desde Octubre de 2006 hasta Mayo de 2007.

Reexcisio cum dermoplasticum Febrero de 2007, Mayo de 2007, Septiembre de 2007. La preparacion del virus (2
ml con titulo 2x10° TCIDso/ml — 2x10° TCIDso/ml desde Febrero de 2008 hasta Abril de 2011.

Metéastasis viscerales Febrero de 2011.

Exitus letalis Octubre de 2011.

Posologia

La preparacion viral para el tratamiento terapéutico puede ser en forma de solucién acuosa inyectable que contiene
el virus modificado que tiene la secuencia del genoma estable como se explic6 anteriormente, por ejemplo, en el
titulo de 2x10° TCIDso/ml — 2x10° TCIDso/ml. La solucién que lleva el virus puede ser cualquier solucion estéril
fisiologicamente aceptable, especialmente una solucion de cloruro de sodio. La preparacion se almacena y se
transporta en estado congelado y se descongela a temperatura ambiente antes del uso. La preparacién puede ser
en viales u en otras unidades de envase en los volimenes que se corresponden una sola dosis inyectada de una
vez al paciente.

La preparacion se puede administrar mediante la inyeccion por via intramuscular (i.m.) al paciente después de la
extirpacion del tumor en cuestion, cuando la herida haya cicatrizado. La dosis puede ser de 2 ml de la solucién antes
mencionada de una vez. La administracion intramuscular por inyeccion se repite de acuerdo con el esquema
terapéutico planificado.
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Apéndice 1: SEQ ID NO: 1
Secuencia del virus modificado
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UUAAAACAGC
CACACUGGUA
ACUGUAACUU
CAACUGAGCC
GGCUGCUCGC
UCGAGAARACC
ARCCCCAGUG
CGUGGCGGUG
CUUCARAUACU
CCGGCCCCUG
CAGUGGGUGG
UGGGUGUCCG
UUGAGAGAUU
AGAGCAAUCA
UUACAACACU
ACAAGUAUCG
ACGGACACUC
GCRUCCAACU
CACUGAACCG
CACCGUCCGC
CUCGGCAACU
CUAUGGCAGG
AUCAGCCAAC
UCCGUCCAGU
AGCACUUAAG
UCGGUAGAGC
CAUCAGGGCU
UUCCCAGACG
CGGCGCACAA
UCCAUAGUGU
CUACCCUCAC
UGAUGCCGUA
AAUUUCACGC
AGCAUCUGAG
AAUACAAUGG
ACACCGGGAA
GGCUAUGCCA
UGCACAACCU
AACACUGCGG
CRCAGGAAAL
GGCUGGAUUC
UACGCGCACU
AGCAAUGGCC
AUGUACCGGC
GACUUAGGGC
GACACAUUAU
UCACCUGCUG
ARGUGUGUCG
CAUGCUGCGU
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CUGUGGGUUG
UCACGGUACC
AGAARGARUGHA
CCGACCAAGC
GCGGCUGAAG
UAGUACCACC
UAGAUCAGGU
GCUGCGCUGG
GACAUGGUGC
BRAUGCGGCUA
CUUGUCGUALR
UGUUUCCUUYU
GUURCCAUAU
UAUUCCUCUU
CUGCUACAUA
ACACAAARGA
UAUCAUUCAC
CAGCCARACAG
GUCAAGGAUA
GGAGGAGUGC
CRAACCAUUAC
UGGCCAGAGU
ACARCCCGAU
GGGAGAAAMA
GACAUGGGCC
AGGCUACACU
GUCUACUUGU
GACAARGAGG
GUUUGAACCA
GCAACGCGGG
CAGUGGRUCA
UAURAAUUCA
UBAUGGUGAU
UACGUACCUG
UUURAGGCUG
GCAAUCAGUU
CAAUUUGAUG
CAUGGAGAUU
CCAAUCUGCA
CACCAAGGUG
AGUGUUUAAG
GGUCAGGGAG
ACGGGCAAGC
UBAGCAGARAAG
UGCAAUCCAG
CGCCUAGUGC
GUAUCAGACA
UccusUGeUU
GACACACCAU

UUCCCACCCA
CUUGUGCGCC
CAUAAACGGU
ACUUCUGUUA
GUGARAACGU
AUGAAGGUUG
CGAUGAGUCA
CGGCCUGCCU
GAAGAGUCUA
AUCCUAACUG
CGGGUAACCC
UAUUCUUAUU
AGCUAUUGGA
UGUUGGAUUU
UUAUUUGCUU
CUGGUGCACA
UAUACCAACA
GCAGGAUUUC
UCAUGAUCAA
GGGUACAGCG
CACUCAAGAA
ACUUGAAAGA
GUAGCCACRU
UAGCGCUGGA
UCUUUGGUCA
AUACAUGUGC
UGUCUGUGUA
UUGCUGCGAU
ACCAAAACCA
UAUGGGCAUC
ACUUGCGCAC
GUACCCAUGG
CCCAUUUGCA
UAACUGUCAC
GCUUACCAGC
UAUGACAUCG
UGACUCCGCA
GCAGAAGUUG
AAGCAUGGAC
ARAAGAUAUY
AGAACACUGC
CAUUAAGCUA
UACUCUUAGC
CAGGCAAUGA
UUGCGUUCUA
ARCAGGAUGA
GGUAUAGUGG
UGUGUCAGCG
UCAUCGGCCA
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CAGGGCCCAC
UGUUUUAUCU
CAACAGAUAG
CCCCGGACCG
UCGUUACCCG
CGCAGCGUUU
CCGCACUCCC
AUGGGGCAAC
UUGAGCUAAU
CGGGGCAAGU
UGCAGCGGAA
CUGGCUGCUU
UUGGCCRUCU
AUACCACUUG
ARAAUACAAGA
CGAGACCSGU
UCAACUACUA
ACCCAGGAUC
RUCGAUGCCC
ACAGGGUGAG
AGUGCAAACG
UGAAGAAGCU
GCAGGUUCUA
UGGUGGUGGA
GAACAUGCUU
AGUGCAACGC
CCUGAAGCUG
GAACCUCACG
CAGGCGGCCA
GGCGUGGGGA
UAARUARACUGC
AUAACAUGUU
CCCCUGGAUU
AAUAGCCCCA

AAGGGCUGCC

GAUGAUUUUC
CAUGGACAUC
AUUCGGUGGU
GCAUAUCACA
CGCUUUCCAG
UAGGUGAAGU
ACAUUCACAU
BUACUCCCCA
UGGGAACCCA
UGUAUUCCAU
GUACACCAGC
UUCCACCCGG
UGUAAUGACU
ARCARCACUG

UGGGCGCUAG
gccccucece
CUCAGUACAC
AGUAACAAUA
GCCAAUUACU
CGCUCCGCAC
CACGGGCGAC
CCAUGGGACG
UGGUAGUCCU
GCCCACAAAC
CCGACUACUU
AUGGUGACAA
GGUGAGUAAC
AUUCCACUAG
AGAUGGGAGC
UUGAGCGCUA
CAAAGAUGCA
CAGGUAAGUU
GCCCUAAACU
AUCCCUAACG
UAGUUGUUGG
ACUGCGGAAG
CACGUUGGARA
AGUUCCCCGA
UACCACUAUC
AUCCARAUUU
AGAUGGGGUG
AAGGGUGAAA
CACAGUGCARA
ACCUCACCAU
GCUACAAUUG
UAGGCACUAC
ACAAUGCCCA
AUGUGUGCAG
AGUGCUAAAU
ARUCCccUuC
CCAGGUGAAG
ACCUGUUAAC
UAGAGGUGARA
AUACAACCCG
GCUCAAUUAU
UduGuGGUuUC
CCUGGCGCCG
UAUCAUCUGG
GGAUCAGUCA
GCCGGCAAUG
CACACCCARAC
UCUCCGUGCG
CUACAAGGUG
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AUACGGACGU
GCCAGUGGGE
GACUGGGCAC
AUGUAAAGAA
AGCCCGUCGE
CAGCGCCARAU
AAUUGAGGCG
AUCACAUUUG
AGACAUGCCG
CAGUACCARA
AGUAUCUUUY
JAUAAGCAUA
UCUCACARAA
UURUACGCAC
GAUUCGUGUG
CACCACGUUU
ACCAACCURA
CCGUCCGGAA
UUUACGUGGG
GACUGGCAAA
CACCACUACA
CAGGCGUAUA
GAGGGGCCAG
AYAUCAGUCC
GUGGCGGARAU
GGUGGAGAGG
AGAGGAUGAU
GARAUGCUUU
CUCCUCRAAG
UAAGGCUCUA
ACGAUGAUCU
JCUUCUCCEY
ACCCAGGGCT
UGACCARCGE
UUUAUUGAGU
CGAGUUCCUC
CAACCAUAGA
UCCAACGUCC
CGCUGCCGAR
ACAUACAGUU
CAUGGCAGCC
AUCCCUCGCA
CCGACCACUU
UUAUGCCAAA
UUCUAGCGUG
UCCUAUUUAC
ARUGCACCCA
UGACAUGAAC
ACAUGCCCAU
UUCAARAGGU
UAGGAGAACU
UUAGGGAGUA
UUCCAAGGGC
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GGCCGUCAAC
CCAGCAACUC
ACAUCACAGG
CUACCAUUCG
CCUGUGUAUA
AGGUACAUGU
BARGUUUGAA
UUAUCACUAG
CCACUGACAC
CAGUGUGACC
GGACUGAGGG
GGGAAUGCAU
UGGGGUAUAC
GCCAUGUGARA
UACUUUAAAC
GUGCCCCUAU
CUGAUUCAAG
GUCCGUACAG
UAAUUACAGA
ACUGUGUGUG
GCCCAUGGGT
guuausuGee
GCUUGGUGGA
CACGUGCUUC
CCUCAGAUGU
GGGUCGUUGG
GCCAUGGAAC
CGGCUCAGGU
AGUCAUUGGU
GUUAAGAUUA
CAUAACGGUU
GGCGGUGGCY
GAGCGACARA
CUGCAAGGGC
GGCUUAAAGU
AACAGGCUARA
GCAGAGUGCA
AGUACUUCGC
GCGAAGAGAG
CAAGUCCAAA
CAGGGGCCGG
GARAARCUCA
UGATGGCUAC
AUCCUGAUGG
GACUUUGUAC
cuccceeuuc
CUGUGUCUCA
AUUGAAGUCA
GUCAGUUARAA
GCUGCCCGUU
CAAGUUAGAU
UAACCAUAGA
CACCAGUCUA

ARUGCAGUAG
CACUAGCAUU
UAGAGCCUAG
CGAUCUGAAT
UAUUGAAGAG
CAUGGACUAU
CUGUUCACAU
UAGACAACUG
ACCAAAUCAU
GAUUUUGCAD
CAAUGCCCCC
ACAGCAACUU
GGCUACARAUG
CAAAGACACA
CCAAACAUAU
AUUAAAUCUA
AUCAAGUAUA
CUGGAAAAUU
AUAGUGAACA
GGAAGACUAC
GUGACACUAU
UCAAGGAACA
AGUUCAGGAG
UAGCUGCAGG
CAACACGGCG
GUUUGCCGAC
AGGGCGUAAG
UUCACCAAUC
UGGACAGGAU
UCUCAGCACU
ACCGCCACUC
CARAGCAGAAG
ACAAUAGCUG
AUGGAGUGGA
CAAGAUUCUG
AGCAAUUACC
CCAUCGCAGA
CCAUUAUUGC
UGUUCUCACU
UGCCGUAUTUG
AAAGUCCGUG
ACAGCUCUGU
ABRGCAGCAAG
AABBRGAUGUC
CACCGAUGGC
GUGUUGGCAU
CAGCAGAGCG
UUUCUAUGUA
ACAUGUGAUG
GGUGUGUGGA
AUUCGCUGGA
CACAGUGUGG
CAGAGAGAUC
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CCAGGGUAGC
CCUGCACURA
UGAUACAAUG
CARCAAUAGA
UACUUUACCA
AAAUGCUAGA
ACAUGCGGUU
CCUGGGACUA
GUAUAUACCC
GGCAAACUUC
CCGCGUAUGU
UUAUGACGGR
CAUUAAACAA
CCGUACCAGA
CAGAGUGUGG
GUAACGUURA
ACAUAUGUGC
CGGCCACCAG
GGCACCUCGC
AACAGAGACC
AGCCAGAUGU
AACAUUACCC
AGCGAGUACU
AUUTUCUGAA
UGAUCGGUAU
GUCAGAGARCC
AGACUAUGUU
AARUUUGUGA
UCUAUICUGG
GGUCRUUGUA
UAGCUUUANU
GUGUCACAAU
GCUCAAGARAG
UAGCCAUARMA
CCGGAAGUGA
ACUCCUAGAG
GUGAUCAAGA
AGRAAGUAUG
UGAGAAGAAA
AGCCUGUAUG
GCCACCAACU
RUACUCCCUA
CGGUCGUGARU
UCACUAUUUU
UGCGCUAGAG
CAACCAACGC
CUCGCUAGGA
CAGUCARAAC
AAGAGUGUUG
AAGGCYAUGC
CAUGCUAGUU
GAGCCACUCU
AARAUCAGCG

UGAUACAAUU
CCGCAGUUGA
CABACACGGC
GAACUUCCUD
AAGAUCAAGA
AGGAUGGUGC
UGAUAUGGAG
GCAUCGCGCA
CCUGGUGGUC
GACUAAUCCA
CCAUACCAUU
UCGUCGCACU
CAUGGGCAAA
TGUCCAGUAC
GUGCCAAGAC
CUUUGACCCA
CAGACACUAU
UCCGGUGCUG
CACGCACAAC
UCCUUGUGAG
CAGUGCACAG
AGUCACCUUC
ACCCAARARG
CCGGGCGAUT
CGUCACCAUG
UACUGUGGUU
GAACAACUAG
BCAGGUCAAC
ARARAUCCCU
GUGAGAAAUC
UGGUUGCACC
AUUAUGGAAU
UUDACUGAGA
BAUUCARAAG
AGGAAARACA
AGCCAGAUUG
GCAACUCUUC
CGCCAUUGUA
AUGAGCAACU
CUUACUCCUA .
UGAUUGGCAG
CCAGCAGACE
CAUGGAUGAC
GUCAGAUGGD
GARAAAGGAA
UGGGUCCAUC
GAUUCCACUU
GGCARGAUCA
UCCAGUUAAC
ARUUCAUUGA
ACUGABAUG
UGAAGCUCUG
UCGCCCCAGA



5100
5150
5200
5250
5300
5350
5400
5450
5500
5550
5600
5650
5700
5750
5800
5850
5900
5950
6000
6050
6100
6150
6200
6250
6300
€350
6400
6450
6500
6550
6600
6650
6700
6750
€800
6850
6900
6350
7000
7050
7100
7150
7200
7250
7300
7350
7400

GACACCCCCA
AAGCUGUGAG
AAUUCUACCC
ACAAGCCCUA
ACAAAUUAUU
AAACCURAAGG
UGAGUUCGCU
AGUACGGUGA
CCGCGCCACG
CGGCGUGUUG
AAUUGACUCU
GGGUUUCUAG
AAAUACAMNGC
ACUACGGGUU
UAUAACUUCC
AGGGAAAGUC
CAGCGGCACU
UUCAUUGAGA
UAAGACAARA
AGGAACCAGC
GAGGAAGCAA
UGAGUACAUG
UGGACAUCAG
GAGGGGCUGG
GGCCCUGGGC
UCACUAAGUU
GUAACCUACG
AARRAUCCAGG
GGCRRACAUU
GUUACGGGCA
CCCUGUUAUG
ACGCUAGCCU
AAACUAGGGU
UUCCCAUCAC
CAUCAGGGUG
AUAAUCAGGA
AUUCAGAAUG
CUAUCGAUGC
AUGACCCCAG
UGUGACCUUU
UGGUCCAUCC
ACCAAAGAUC
GGCUUGGCAC
GAAGCGUGCC
CGCAGGAAGU
AUAAUUGGCU
GGGGUAARAUU

ES 2 566 146 T3

CCACCAGCUA
GGAAUACUGC
UACAAAUAGA
ACCACGUUUG
UGCAGGUUUC
UGCCCACCCU
GUGGCGAUGA
AUUCACCAUG
CCAAGCCUGG
GAUGCCAAGG
CCUGAAGCUC
CAAGAGAAGA
ARAUUCCCUA
UCUGAACCUG
CAACUAGAGC
CUGGGAAUAC
CCUCAGGCAC
GCUCAAAGGA
UUGGARCCAA
GGUCCUUAGA
UCUUCUCCAA
UUGGAGGCUG
UACGGAGCCC
AAGCACUAGA
AUCAAGAAAA
GARGGAAUGC
UCAAAGAUGA
CUUAUUGAGG
UGGAAAUUUA
GUGCUGUUGG
CUUGAUGGAC
CAGCCCAGUG
AUACAAACAA
CUGUAUAGAG
UUCAGGCACC
CUCUCAUGCU
AUUGCCUAUG
uucGcCcuGcuUa
CAGACAAAGG
CUGAAAAGGU
UGUUAUGCCA
CCARAGAACAC
AACGGGGAGC
CGUUGGGCGC
GGCUGGACUC
UAACCCUACC
cuccGCcAaulUc

UUGCUGAUUU
AAGGAGAGAG
GAAGCAUGUG
UUUCAGUUGC
CAAGGCGCCU
GAGACAGGCC
UGAARAGGAA
CUOUGGCAUUU
CCCCACCAUC
ARCUAGUUGA
AACCGUAACG
GGUUGAAGUG
ACAUGUACAU
GGAGGGACUC
AGGUCAGUGU
AUGUAGGAGG
UACUUCAACG
CGCGGGAUUC
GUGUGUUUCA
AAUGGGGACC
GUACAUUGGC
UGGACCAUUA
AUGAAGCUAG
CCUAACCACC
GAGAUAUUCU
AUGGACAARD
GUUGAGAUCU
CUUCUAGUCU
UAUAAGACCU
GUGUGAUCCA
AUCUCAUAGC
UGGUUUGCAU
GGARACARAC
ACAAGCACUA
AGCAUAUUUA
GAAGGUUUAU
GGGAUGAUGU
GCUGAAGCAG
CGAGUGCUUC
ACUUUAGGGC
AUGAAGGACA
ACAGGAUCAU
AAGAAUAUGA
UGCUUGACCC
CUUUUAAAAU
GCAUGAACCG
GGUGCGG

13

ACUGAAAUCA
GGUGGCUUGU
AGUAGAGCAU
UGGUAUAAUA
ACACAGGGAU
AAAGUACAGG
CGCCAGUACA
ACGACAAGUG
UUGAUGAAUG
UAAAGAUGGG
ABRAAGUUCAG
AAUGAAGCUG
ACCAGUGGGC
CCACGAAGAG
GGAGGUGUCC
GAAUGGACAU
AGGAGCAGGG
CCUGUGAUCA
CCAGGUGUUC
CACGACUCAR
AAUGUCAACA
UGCAGGACAA
AGGACGCCGU
AGUGCAGGCU
AUCUAAGAAG
AUGGCCUAAA
GCUGAGAAGG
CAAUGACUCA
UUCACCUCAA
GAUGUGUUUU
UUUUGACUAU
GUUUGAAACU
UACAUAGAUU
CUUUGUAAGA
AUUCCAUGAU
ARAGGCAUUG
GAUUGCUUCC
GAAAAGAUUA
AACGAGGUAA
AGAUGAGCAA
UCCAUGAGUC
GUGCGCUCGC
GGAGUUUAUU
UACCCGCUUU
UAGAGCAUAA
AACUUGAUAA

GUGGACAGUG
GCCAGAGAUC
UCAURUGUUU
UACAUUAUUU
GCCCRACCAG
GCCCAGCGUU
GUAAARACCG
GGCGGUGUUA
AUCAGGAAGU
ACAAAUCUAG
AGAUAUUAGG
UCCUAGCAAU
CAGGUGACUG
AAUGCUCAUG
UCAUGUCAAC
CAAGGGUUCU
UGAAAUAGAA
ACACUCCCAG
GAGGGCAACA
AGCCAACUUC
CGCAUGUAGA
CUAGCUACUC
GUAUGGUACA
ACCCUUACGU
ACURARAGACC
UUUGCCARUG
UGGCCAAGGG
GUAGCAAUGA
CCCGGGCAUC
GGAGCAAGAU
UCAGGCUAUG
UCUCCUAGAG
ACCUCUGUAR
GGCGGUAUGC
UAACAACAUC
AUUUGGACCA
UAUCCGUGGC
UGGUUUAAUC
CCUGGACGARA
UACCCAUUUC
UAUUAGGUGG
UGUGCCUAUU
CGCAAGAUCA
UUCAACACUG
UUAGUAAAUC
AAGUGCGGUA



Apéndice 2: SEQ ID NO: 2
Secuencia del virus no modificado (nativa)

0

50
100
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200
250
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350
400
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500
550
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700
750
800
850
200
950
1000
1050
1100
1150
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1250
1300
1350
1400
1450
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TTAARAACAGC CTGTGGGTTG TTCCCACCCA CAGGGCCCAC TGGGCGCTAG
CACACTGGTA TCACGGTACC TTTGTGCGCC TGTTTTATAT CCCCCTCCCC
ACTGTAACTT AGAGARAATCA CATAAACGAT CAATAGARGG CGCAGCACAC
CAGCTGAGTC TTGACCARAGC ACTTCTGITIT CCCCGGACTG AGTATCAATA
GACTGCTCAC GCGGTTGAAG GAGAAAACGT

TCGAGAARCC
AACCCCAGTG
CGTGGCGGTG
CTTCAATACT
CCGGCCCCTG

TAGTACCACC
TAGATCAGGT
GCTGCGTTGG
GRACATGGTGC
AATGCGGCTA

CAGTGGGTAG CTTGTCGTAA CGGGCAACTC

TGGGTGICCG
TTGAGAGATT
AGRGCAATTA
TTACAACACT
ACAAGTATCA
ACGGAAGCTC
GCATCCAACT
CACCGAACCG
CACCGACCGT
CTCGGCAARCT
CTATGGCGGG
ATCAACCAAC
TCCGTCCAGT
AGCACTTAAG
TCGGTAGAGC
CACCAAGGCT
TTCCAARGTG
CGGATATGAA
TCCGCAGTGT
CTTCCCTICAC
TGATGCCATA
AACTTCACGC
AGCATCTACG
AATACAATGGE
ACACCGGGAA
GGCTATGCCA
TGAACAACCT
ARCAATGAGE
CRCAGGAAAT
GGCTTGATTC
TACACGCACT
AGCAATGGCC
ATGTACCGAC
GACTTTGGGC
GACACACTAC
TCACCIGCTG
ARGTGTGTCA
CATGCTGAGT
CTGTGGAAGA
GCCAGIGGGC
GACTGGGCAC
ATGTGARAGAA
AGCAGGTCCG
CAGACAAAAT
AATTGAGGAG
ATCACATTTG
GGACATGCCG

TGTTTCCTTT
GTTACCATAT
TATACCTCTT
CTGCTACACA
ACACALAARA
CATCATTCAC
CAGCCAACRG
GTCAAGGATA
GGAGGAGTGT
CAACCATTAC
TGGCCAGAGT
ACAACCCGAT
GGGAGAAAAA
GACATGGGCC
AGGCTACACT
GTCTACTTGT
GACGGTACTG
GCTTGAACCC
ACAACGCGGG
CAGTGGATCA
CATARATAGT
TAATGATGAT
TACGTACCTA
TTTGAGGCTC
GCAATCAGTT
CAATTTGATG
CATGGAGATT
CCAATCTGAR
CAACAAGGTG
AGTGTTTAAG
GGTCAGGGAG
ACGGGCARAT
TAGCAGAAAG
TGCAATCCAG
AGGTTGGTGC
GTACCARACA
TCCTGTGCTT
GACACACCAT
AGCTGAAGAG
CCAGCAACTC
ACATCACAGG
CTACCATTCG
CCTGTGTGTA
TTATACATGT
AAAGTTTGAG
TTATCACTAG
GTACTGACAC

TATTCTTATT
AGCTATTGGA
TGTTGGATTT
TTATTTACTT
CTGGTGCACA
TACACCAARCA
GCAAGACTTC
TCATGATCAA
GGGTACAGTG
CACTCAGGAG
ACTTGAAAGA
GTAGCCACAT
TTCCGCTGGA
TCTTTGGTCA
ATACACGTGC
TGTCTGTGTA
TAAATGAGCA
ACCAGAACCA
TATGGGCGTC
ACCTGCGCAC
GTACCCATGG
CCCATTTGCA
TRACTGTCAC
GTTACCTCGC
CCTGACATCG
TGACTCCAGA
GCAGAGGTTG
AAGCATGGAC
ARARGATATT
AGAACACTGC
CATTAAGCTA
TACTCTTAGC
GAGGCARATGC
TTGTGTTCTG
AGCAGGATGA
AGTATAGTGG
TGTGTCAGCG
TCATCGGCCA
AACGCAGTIG
CGAGAGCGTT
TAGTGCCTAG
AGATCTGAGT
TATTGAAGAG
TGCCCACTAT
ATGTTCACAT
TAGACAACTG
ACCAAATCAT

14

TCGTTACCCG GCCAARCTACT
ATGAAAGTTG CGCAGTGTTT CGCTCAGCAC
CGATGAGTCA CCGCATTCCC CACGGGCGAC
CGGCCTGCCT ATGGGGCAAC CCATGGGACG
GAAGAGTCTA TTGAGCTAGT TGGTAGTCCT
ATCCTAACTG CGGAGCARAGT GCCCACAARAC
TGCAGCGGAA CCGACTACTT

CTGGCTGCTT
TTGGCCATCC
ATACCACTTA
AAARACCARGA
TGAGACCSGT

TCAATTACTA

ACCCAAGATC
GTCAATGCCC
ATAGGGTGAG
AGTGCARATG
TGAAGARAGCT
GCAGGTTTTA
TGGTGGTGGA
BARCATGCAT

AGTGCAATGC

CCTGAGGCTG
GGAATTGACG
CAGGCGTACG
GGCGTGGGGR
TAACAACTGT
ATAACATGTT
CCCCTGGATT
AATAGCACCA
AAGGGTTGCC
GATGACTTTC
CATGGACATC
BCTCGGTGGT
GCATACCGCA
TGGTTTCCAA
TAGGTGAGAT
ACATTTATGT
ATACTCACCA
TGGGAACCCA
TGTGTTCCAT
GTACACCGGC
TTCCACCCGG
TGTAATGATT
BACAGCACTG
CACGTGTGGC
CCTGCACTAA
TGACACAATG
CAACAATAGA
TACTATACCA
AARTACTAGA
ACATGAGGTT
CATCGAACTA
GTATGTACCA

ATGGTGACAA
GGTGACTAAC
ATTCCACTAA
AGATGGGAGC
TTGAGCGCTA
CAARGATGCA
CAGGCAAATT
GCCCTARACT
ATCCATAACG
TAGTIGTTGG
ACTGCGGARAG
CACGCTGGAA
AGTTCCCCGA
TACCACTACC
ATCCARATTC
AGATGGGGTG
GAGGGTGAAR
CCGAGTGCRA
ACCTCACCAT
GCTACARTTG
TAGGCACTAC
ACACCAACCA
ATGTGTGCTG
AGTGATGAAC
AATCACCTTC
CCAGGTGAAG
ACCTGTTAAC
TACCGGTGRA
ATACAACCCG
GCTCAATTAT
TTTGTGGTTC
CCTGGCGCCG
TGTCATCTGG
GGATCAGCCA
GCCGGCTATA
CACACCCAAA
TCTCCGTGAG
CTGCAGAGCC
TGACACAATT
CAGCAGTTGA
CAARCAAGGC
GAACTTCCTT
ACACTGARAC
TGEGATGGETGC
TGACATGGARA
GCATGCCGCA
CCTGGTGEGTC



2900 CAGTACCAAA
2950 AGTGTCTTTT
3000 CATAAGCATA
3050 TCTTACAATA
3100 TTATACGTAC
3150 GGTTAGTGTG
3200 CACCACGICT
3250 ACAAACGTAR
3300 CABACCAGAC
3350 TTTATGTGGG
3400 GACTGGCARR
3450 CACCACCACR
3500 CAGGCGTGTR
3550 GAGGGGCCAG
3600 ATACCAATCC
3650 GTGGTGGAAT
3700 GGTGGAGAGG
3750 AGACGATGAT
3800 GRAATGCTTT
3850 CTCCTCABRAG
3200 TARAGCCCTA
3950 ACGATGACCT
4000 TCTTCTCCAT
4050 ACCCATGGCT
4100 TGRCCAATGC
4150 TITATTGAGT
4200 GAGTTCCTCA
4250 CCACCATAGA
4300 TCCAATGTCC
4350 TGCAGCTGAG
4400 ACATACAGTT
4450 CATGGCAGCC
4500 ATCACTCGCT
4550 CAGATCACTT
4600 CTATGCCARA
4650 TTCCAGTGTG
4700 TICTGTTCAC
4750 AATGCACCAA
4800 TGACATGABAC
4850 ACATGCCCAT
4900 TTCAAGAGGT
4950 CAGARGAACT
5000 TTAGGGAGTA
5050 TTCCAAGGGC
5100 GACARCCACCA
5150 BAGCTGTGAG
5200 AACTCCACCC
5250 GCARGCACTA
5300 ACARGCTATT
5350 AAACCCAAGG
5400 TGAGTTTGCT
5450 AGTACGGTGA
5500 CCACGCCACG
5550 CGGCGTGTTG
5600 AACTGACACT
5650 GGGTTCCTAG
5700 ARACACARGC
5750 ACTACGGGTT
5800 TACAACTTICC
5850 TGGGABAGIC
5900 CAGCAGCACT
5950 TTCATTGAGA
6000 CAAGACCARA
6050 AGAACCCAGC
6100 GAGGAGGCCA
6150 TGABTACATG
6200 TGGACATCAG
6250 GAGGEGGCTGS
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CAGTGTGGAC
GGACTGAGGG
GGGAATGCAT
TGGGETATAT
GCCATGTGAA
TACTTTARAC
GTGCCCCTAC
CTGATTCAAG
CTATCRRRAG
TAACTACAGA
ACTGIGTGTG
GCCCATGGGT
CTFTTGTGCC
GCCTGGTGGA
CATGIGCTTC
CCTCAGGTGT
GGGTCGTTGG
GCCATCGAAC
TGGCTCACGT
AGTCACTGGT
GTTAAGATTA
CATCACAGTG
GGCEGTEGCT
GAGCGACARR
CTGCAAGGGC
GGCTTAAAGT
ACAGACTATA
ACRARAGTGCAR
AGTACTTCGC
GCARAGAGAG
CAAGTCCARRA
CAGGGGCCEG
GAAAAACTCA
TGATGGCTAC
ATCCTGATGG
GACTTTGTAC
CTCCCCGTTT
CTGTGTCAGA
BTTGARGTCA
GTCAGTTARG
GCTGCCCGCT
CAAGTTAGAT
CAACCACAGA
CACCAGTCTA
CCACCAGCTA
AGAGTACTGC
TACAAATTGA
ACCACGTTTS
TGCAGGTTTC
TGCCCACCCT
GTGGCCATGA
GTTCACCATG
CCRARCCTGE
GATGCCAAGG
CCTGARGCTC
CCRARGAAGA
ARGTTCCCCA
CCTGAACCTG
CCACTAGAGC
CTGGGGATAC
CCTCARGCAC
GCTCRRAGGR
CTGGAACCAA
AGTCCTCAGA
TCTTCTCCAA
TTGGARGCTG
CACGGAACCA
ARGCACTAGA

GATTACGCAT
CAATGCCCCA
ACAGCAACTT
GGCTACAACA
CAACCACACA
CCAANCATGT
AARRATGCAT
ATCAARGTATC
CTGGAGCTTT
GTGGTGAATA
GGAAGACTAC
GTGARCACCAT
TCARAGGAACA
AGTTCAGGAG
TAGCTGCAGG
GARACATGGTG
GTTTGCCCAC
AGGCCGTAAG
TTCACCAACC
TGGACAGGAC
TCTCAGCACT
ACTGCCACTC
CAARCAGAAR
ACARATGGCTG
ATGGAGTGGA
CARGATCTAC
ACAACTACCA
CCATCGCAGA
CCACTATTGC
TGTTCTCCCT
TGCCGTATTG
ARRATCCGTG
ACAGCTCAGT
AALRCAGTAAG
AARAGATGTG
CACCGATGGC
GICCTGGECAT
CAGCAGAGCC
TTTCCATGTA
ACGTGTGATG
GGTGTGTGGA
ACTCGCTGGA
CACAGTGTGG
CAGAGAGATC
TTGCTGACTT
ARAGARAAGG
GAAGCATGTG
TTTICAGTTGC
CAAGGCGCAT
GAGACAAGCC
TGAAGAGGAA
CTTGGCATTT
CCCARCCATC
AARCTAGTGGA
AACAGTAATG
GGTTGAGGTG
ACATGTACAT
GGTGGGACGT
AGGTCAGTGT
ATGTTGGTGG
TACTTCAACG
CGCGGEGTTC
GTGTCTTCCA
AATGGTGATC
ATACATTGGC
TGGACCATTA
ATCAAGCTGG
CCTAACAACC

15

GGCAAACTTC
CCGCGTATGT
TTATGATGGG
CATTARACARA
CCATACCAAA
CAGAGCGTGG
GGAACGTTAA
ECATATATTC
CGGCCACCAG
GGCACCTCGE
ARCAGAGACC
AGCCAGATGC
AACACTACCC
AGTGAGTACT
ATTTTCTGAA
TCATCGGTAT
GTCCGAGACC
AGACTATGTT
AAATTTGTGA
TCCATTCTGG
GGTCATTGTA
TAGCCCTCAT
GTGTCACAAT
GCTCRAGAAG
TAGCCATCAR
CAGBAGTGTA
CTCTTGGARG
GTGACCAGGA
AGAARGTATG
TGAGRAGARA
AGCCTGTAIG
GCCACCARCC
GTACTCCCTA
CGGTCGTGAT
TCATTGTTCT
TGCGCTAGRG
CRACCAATGC
CTCGCTAGGA
CAGTCAAAAT
AAGAGTCTTG
ARGGCCATGC
CATGCTAGTT
GAGCCACCCT
ARAATTAGTG
ACTGAAATCA
GATGGCTTGT
AGCCGGGCAT
TGGAATAATA
ACACAGGGAT
AARGTGCRAG
CTCCAGTACA
ATGACAGGTG
TTGATGAATG
TAAGGATGGG
AGRAGTTCAG
AATGAAGCTG
ACCAGTGGGC
CCACTAAGAG
GGETGEGTGTCS
GAATGGTCAT
ATGAACAAGG
CCTATCATCA
CCAGTGTTTG
CACGACTCAA
ABTGTCAACA
TGCAGGACAA
AGGATGCCGT
AGTGCAGGCT

GACTAACCCA
CCATACCATT
TCCTCGCACT
CATGGGGARA
TGACCAGTAC
STGCCGAGAC
CTTTGAACCA
CTGAGACGGT
TCCGGTGCTG
CACGCACRAC
TCCTTGTGAG
CAGTGCACAA
AGTCACCTTT
ACCCABRAAAG
CCAGGCGATT
CGTCACCATG
TACTGTGGTT
GAACAACTAG
ACAAGTCARC
AGABATCCCT
GTGAGAAATC
TGGTTGCACC
ATTATGGAAT
TTCACTGAGA
AATTCAAAAA
GGAARRACAT
AGTCAGATTG
GCAACTGTTT
CGCCACTGTA
ATGAGCAATT
TTTGCTCNTA
TGATTGGCAG
CCACCAGACC
CATGGATGAT
GTCARATGGT
GAGARAGGCA
TGGGTCCATC
GATTCCACTT
GGCARGATCA
TCCAGTCRAC
AGTTCATTGA
ACTGAGATGT
TGAGGCTCTG
TCGCACCAGA
GTGGRCAGTG
GCCAGAGATC
TCATCTGTCT
TACATTATTT
GCCCARCCAG
GCCCAGCGTT
GTGAABACCG
GGCGGTGTTA
ACCAGGAAGT
BCAAACCTAG
AGACATCAGA
TCCTAGCAAT
CAGGTIGACTG
AATGCTCATG
TCATGTCTAC
CARGGGTTCT
TGAAATAGAG
ACACACCCAG
AAGGCAACAA
AGCCAACTTT
CGCATGTGGA
CTGGCTACTC
GTATGGTACA
ACCCTTATGT



6300 TGCCCTGGGC
6350 TCACTAAGTT
6400 GTRACCTATG
6450 ARBATCCAGG
6500 GACAGACATT
6550 GTGACGGGCA
6600 ACCAGTCATG
6650 ATGCTAGCCT
6700 AAGCTTGGGT
6750 CTCCCACCAC
6800 CATCAGGGTG
6850 ATAATCAGGA
6900 ATTCAGGATT
6950 CCATTGATGC
7000 ATGACACCAG
7050 TGTCACCTTC
7100 TGGTCCACCC
7150 ACCAAAGATC
7200 GGCTTGGCAC
7250 GARAGCGTGC
7300 GCGCAGGAAG
7350 TTGRATTGGC
7400 AGGGGTAAAT

Apéndice 3: SEQ ID NO: 3
Secuencia del virus modificado después de la propagacion durante 12 meses
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ATCAAGAAGA
GARAGARTGC
TGARAGATGA
CTTATTGAAG
TGGAAACCTG
GTGCAGTTGG
TTGGATGGAC
CAGCCCAGTG
ACACACACAA
CTGTACAGAG
TTCTGGCACC
CACTCATGCT
ATTGCCTATG
TTCCCTGCTA
CAGATAARAGG
CTGAAAAGGT
TGTTATGCCC
CAAAGARCAC
ARTGGGGAGC
CAGTTGGACG
TGGTTGGACT
TTAACCCTAC
TCTCCGCATT

GAGACATCCT
ATGGACAAGT
GCTCAGATCT
CTTCCAGTTT
TACARARCCT
GTGTGACCCA
ATCTCATAGC
TGGTTTGCAT
GGAARCAAAC
BACAARCARCTA
AGCATCTTTA
GARAGTGTAC
GTGATGATGT
GCTGARGCAG
AGAGTGCTTC
ACTTTAGAGC
ATGARAGACA
CCAAGATCAT
BACGAATATGA
CTGTITGACC
CCTTTTARABA
CGCACTAACC
CGGTGCGGTC

16

ATCTAAGRAG
ATGGCCTAAR
GCAGAGRAGG
GAATGACTCA
TCCACCTCAA
GATCTGTTTT
TTTTGATTAC
GTCTGARACT
TACATAGATT
CTTTGTGCGA
ACTCAATGAT
AAGGGCATTG
GATTGCTTCC
GAMAAGATTA
AATGAAGTCA
AGATGAGCAA
TCCATGRATC
GTGCGCTCGC
GGAGTTCATT
CTACCTGCGT
TARAGCACAa
GARCTAGATA
GAGG

ACCAGGGACC
CCTGCCAATG
TGGCCAAAGG
GTGGCAARTGA
CCCAGGCATT
GGAGCAAGAT
TCAGGCTATG
GCTCCTAGAG
RCCTCTGCAA
GGTGGTATGC
TAACRACATC
ACTTGGACCA
TACCCGTGGC
TGGTTTGATC
ACTGGACGAA
TACCCATTCC
TATTAGRTGG
TGTGCCTATT
CGCAAARTCA
TTTCAACCCT
TTTAGTAAAT
ACGGTGCGET



50
100
150
200
250
300
350
400
450
500
550
600
650
700
750
800
850
900
950

1000
1050
1100
1150
1200
1250
1300
1350
1400
145¢C
1500
1550
1600
1650
1700
1750
1800
1850
1900
1950
2000
2050
2100
2150
2200
2250

UUARABACAGC
CACACUGGUA
ACUGUAACUU
CAACUGAGCC
GGCUGCUCGC
UCGAGAAMCC
AACCCCAGUG
CGUGGCGGUG
CUUCAAUACU
CCGGCCCCUG
CAGUGGGUGG
UGGGUGUCCG
UUGAGAGAUU
AGAGCAAUCA
UUACAACACU
ACAAGUAUCG
ACGGACACUC
GCAUCCAACU
CACUGAACCG
CACCGUCCGC
YUCGGCAACU
CUAUGGCAGG
AUCAGCCAAC
UCCGUCCAGU
AGCACUUAAG
UCGGUAGAGC

" CAUCAGGGCU

UUCCCAGACG
CGGCGCACAA
UCCAUAGUGU
CUACCCUCAC
UGAUGCCGUA
ARUUUCACGC
AGCAUCUGAG
AAUACAAUGG
ACACCGGGAA
GGCUAUGCCA
UGCACAACCU
AACACUGCGG
CGCAGGAAAU
GGCUGGAUUC
UACGCGCACU
AGCAAUGGCC
AUGUACCGGC
GACUUAGGGC
GACACAUUAU
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CUGUGGGUUG
UCACGGUACC
AGAAGAAUGA
CCGACCAAGC
GCGGCUGAAG
UAGUACCACC
UAGAUCAGGU
GCUGCGCUGG
GACAUGGUGC
AAUGCGGCUA
CUUGUCGUAA
ucuuuccuuu
GUUGCCAUAU
UAUUCCUCUU
CUGCUACAUA
ACACAAAAGA
UAUCAUUCAC
CAGCCAACAG
GUCAAGGAUA
GGAGGAGUGEC
CAACCAUUAC
UGGCCAGAGU
ACAACCCGAU
GGGAGAAAAA
GACAUGGGCC
AGGCUACACU
GUCUACUUGU
GACAAAGAGG
GUUUGAACCA
GCAACGCGGG
CAGUGGAUCA
UAUAAAUUCA
UAAUGGUGAU
UACGUACCUG
UUURAGGCUG
GCAAUCAGUU
CAAUUUGAUG
CAUGGAGAUU
CCAAUCUGCA
CACCAAGGUG
AGUGUUUAAG
GGUCAGGGAG
ACGGGCAAGC
URGCAGARAG
UGCAARUCCAG
CGCCUAGUGC

UUCCCACCCA
CUUGUGCGCC
CAUAAACGGU
ACUUCUGUUA
GUGAAAACGU
AUGAAGGUUG
CGAUGAGUCA
CGGCCUGLCU
GAAGAGUCUA
AUCCUAACUG
CGGGUAACCC
UAUUCUUAUU
AGCUAUUGGA
UGUUGGAUUU
UUAUUUGCUU
CUGGUGCACA
UAUACCAACA
GCAGGAUUUC
UCAUGAUCAA
GGGUACAGCG
CACUCAAGAA
ACUUGAAAGA
GUAGCCACAU
UAGCGCUGGA
UCUUUGGUCA
AUACAUGUGC
UGUCUGUGUA
UUGCUGCGAU
ACCAAAACCA
UAUGGGCAUC
ACUUGCGCAC
GUACCCAUGG
CCCAUUUGCA
UAACUGUCAC
GCUUACCAGC
UAUGACAUCG
UGACUCCGCA
GCAGAAGUUG
AAGCAUGGAC
AARAGAUAUU
AGAACACUGC
CAUUAAGCUA
UACUCUUAGC
CAGGCAAUGM
UUGCGUUCUA
AACAGGAUGA

17

CAGGGCCCAC
UGUUUUAUCU
CAACAGAUAG
CCCCGGACCG
UCGUUACCCG
CGCAGCGUUU
CCGCACUCCC
AUGGGGCAAC
UUGAGCUAAU
CGGGGCAAGU
UGCAGCGGAA
CUGGCUGCUU
UUGGCCAUCU
AUACCACUUG
AAAUACAAGA
CGAGACCGGU
UCAACUACUA
ACCCAGGAUC
AUCGAUGCCC
ACAGGGUGAG
AGUGCAAACG
UGAAGAAGCU
GCAGGUUCUA
UGGUGGUGGA
GAACAUGCUU
AGUGCAACGC
CCUGAAGCUG
GAACCUCACG
CAGGCGGCCA
GGCGUGGGGA
UAAUAACUGC
AUARCAUGUU
CCCCUGGAUU
AAUAGCCCCA
AAGGGCUGCC
GAUGAUUUUC
CAUGGACAUC
AUUCGGUGEU
GCAUAUCACA
CGCUUUCCAG
UAGGUGAAGU
ACAUUCACAU
AUACUCCCCA
UGGGAACCCA
UGUAUUCCAU
GUACACCAGC

UGGGCGCUAG
UCCCCUCCCC
CUCAGUACAC
AGUAACAAUA
GCCAAUUACU
CGCUCCGCAC
CACGGGCGAC
CCAUGGGACG.
UGGUAGUCCU
GCCCACARAC
CCGACUACUU
AUGGUGACAL
GGUGAGUAAC
AUUCCACUAG
AGAUGGGAGC
UUGAGCGCUA
CAAAGAUGCA
CAGGUAAGUU
GCCCUAAACU
AUCCCUAACG
UAGUUGUUGG
ACUGCGGAAG
CACGUUGGARA
AGUUCCCCGA
UACCACUAUC
AUCCRAAUUU
AGAUGGGGUG
AAGGGUGARA
CACAGUGCAA
ACCUCACCAU
GCUACAAUUG
UAGGCACUAC
ACAAUGCCCA
AUGUGUGCAG
AGUGCUAAAU
BAUCCCCUUC
CCAGGUGAAG
ACCUGUUAAC
UAGAGGUGAA
AUACAACCCG
GCUCRAUUAU
UUUGUGGUUC
CCUGGCGCCG
UAUCAUCUGG
GGAUCAGUCA
GCCGGCRAUG



2300
2350
2400
2450
2500
2550
2600
2650
2700
2750
2800
ZE50
2900
2950
3000
3050
3100
3150
3200
3250
3300
3330
3400
3450
3500
3550
3600
3650
3700
3750
3800
3850
3200
3950
40C0
4050
4100
4150
4200
4250
£300
4350
4400
4450
4500
4550
4600
4650
4700
4750
4800
4850
4900

UCACCUGCUG
AAGUGUGUCG
CAUGCUGCGU
AUACGGACGU
GCCACUGGGC
GACUGGGCAC
AUGUARAGAA
ACCCGGUCGG
CAGCGCCAAU
AAUUGAGGCG
AUCACAUULG
AGACAUGCCG
CARUACCARA
AGUAUCUUUU
UAUAAGCAUA
UCUCACAARA
UUAUACGCAC
GAUUCGUGUG
CACCACGUUU
ACCAACCUAA
CCGUCCGGAA
UUUACGUGGG
GACUGGCAMR
CACCACUACA
CAGGCGUAUA
GAGGGGCCAG
AUAUCAGUCC
GUGGCGGAAU
GGUGGAGAGG
AGAGGAUGAU
GAARAUGCUUU
CUCCUCAAAG
UAAGGCUCUA
ACGAUGAUCU
UCruUCucCcGU
ACCCAGGGCC
UGACCAACGC
UUUAUUGAGU
CGAGUUCCUC
CAACCAUAGA
UCCRACGUCC
CGCUGCCGAG
ACAUACAGUU
CAUGGCAGCC
RUCCCUCGCA
CCGACCACUU
UUAUGCCAAA
UUCUAGCGUG
UCCUAUUUAC
AAUGCACCCA
UGACAUGAAC
ACAUGCCCAU
UUCAAAAGGU
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GUAUCAGACA
UuccuGuGcuU
GACACACCAU
GGCCGUCAAC
CCAGCAACUC
ACAUCACAGG
CUACCAUUCG
CCUGUGUAUA
AGGUACAUGU
ABACUUUGAA
UUAUCACUAG
CCACUGACAC
CAGUGUGACC
GGACUGAGGG
GGGAAUGCAU
UGGGGUAUAC
GCCAUGUGAA
UCACUUUAAAC
GUGCCCCUAU
CUGAUUCAAG
GUCCGUACAG
UAAUUACAGA
ACUGUGUGUG
GCCCAUGGGU
UunuuGuGCC
GCUUGGUGGA
CACGUSCUUC
CCUCAGAUGU
GGGUCGUUGG
CCCAUGGAAC
CGGCUCAGGU
AGUCAUUGGU
GUUAAGAUUA
CAUAACGGUU
GGCGGUGGCU
GAGCGACAAA
CUGCAAGGGC
GGCUUAAAGU
RACAGGCUARA
GCAGAGUGCA
AGUACUUCGC
GCGAAGAGAG
CAAGUCCARA
CAGGGGCCGG
GABRAAACUCA
UGACGGCUAC
AUCCUGAUGG
GACUUUGUAC
cuccccguuc
CUGUGUCUGA
AUUGAAGUCA
GUCAGUUARA
GCUGCCCGUU

GCUAUAGUGG
UGUGUCAGCG
UCAUCGGCCA
ARUGCAGUAS
CACUAGCAUU
UAGAGCCUAG
CGAUCUGAAU
UWUUGAAGAS
CAUGGACUAU
CUGUUCACAU
UAGACAACUG
ACCAAAUCRU
GAUUJUUGCAU
CARUGCCCCC

ACAGCAACUU -

GGCUACAAUG
CAMAGACACA
CCAAACAUAU
AUUAAAUCUA
AUCANGUAUA
CUGGAAAAUU
AUAGUGAACA
GGAAGACUAC
GUGACACUAU
UCARGGAACA
AGUUCAGGAG
UAGCUGCAGG
CAACACGGCG
GUUUGCCGAC
AGGGCGUAAG
JUCACCAAUC
UGGACAGGAT
UCUCAGCACY
ACCGCCACUC
CAAGCAGAAG
ACAAUAGCUG
AUGGAGUGGA
CAAGAUUCUG
AGCAAUUACC
CCAUCGCAGAH
CCAUUAUUGC
UGUUCCCACU
UGCCGUAUUG
ABAGUCCGUG
ACAGCUCUGU
AAGCAGCAAG
AAAAGAUGUC
CACCGAUGGC
GUGUUGGCAU
CAGCAGAGCG
UUUCUAUGUA
LCAUGUGAUG
GGUGUGUGGG
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UUCCACCCGE
UGUARUGACU
AACAACACUG
CCAGGGUAGC
CCUGCACUAA
UGAUACAAUG
CAACAAUAGA
UACUUUACCA
ABAUGCUAGA
ACAUGCGGUU
CCUGGGACUA
GUAUAUACCC
GGCAAACUUC
CCGCGUAUGU
UUAUGACGGR
CAUUAAACAA
CCGUACCAGA
CAGAGUGUGG
GUBACGUURA
ACAUAUGUGC
CGGCCACCAG
GGCACCUCGE
AACAGAGACC
AGCCAGAUGU
BACAUUACCC
AGCGAGUACU
BUUUUCUGRA
UGAUCGGUAU
GUCAGAGACC
AGACUAUGUU
AAAUUUGUGA
UCUAUUCUGG
GGUCGUUGUA
UAGCUUUARU
GUGUCACAAU
GCUCAAGRAG
UAGCCAURAA
CCGGAAGUGA
ACUCCUAGAG
GUGAUCARGA
AGAAAGUAUG
UGAGAAGAAR
AGCCUGUAUG
GCCACCAACU
AUACUCCCUA
CGGUCGUGAU
UCACUAULUU
UGCGCUAGAG
CAACCAACGC
CUCGCIAGGA
CAGUCARARC
ARGAGUGUUG
ARGGCYAUGC

CACACCCAAC
UCUCCGUBLS
CUACAAGGUG
UGAUACAAUU
CCGCAGUUGA
CABACACGGC
GAACUUCCUU
AAGAUCAAGA
AGGAUGGUGC
UGARUAUGGAG
GCAUCGCGCA
CCUGGUGGUC
GACUAAUCCA
CCAUACCAUU
UGGUCGCACU
CAUGGGCAAA
UGUCCAGUAC
GUGCCAAGAC
CUUUGACCCA
CAGACACUAU
UCCGGUGCUG
CACGCACAAC
UCCUUGUGAG
CAGUGCACAG
AGUCACCUUC
ACCCAARARG
CCGGGECGAUU
CGUCACCAUG
UACUGUGGUU
GAACAACUAG
ACAGGUCAAC
ARARAUCCCY
GUGAGAAAUC
UGGUUGCACC
AUUZUGGARU
UUUACUGAGA
ARUUCAAAAG
AGGAAARAACA
AGCCAGAUUG
GCARACUCUUC
CGCCAUUGUA
RUGAGCAACU
CUUACUCCUR
UGAUUGGCAG
CCACCAGACC
CAUGGAUGAC
GUCAGAUGGU
GAAARRGGAR
UGGGUCCALUC
GAUUCCACUU
GGCAAGAUCA
UCCAGUUAAC
AAUUCAUUGA



4950
5000
5050
5100
5150
5200
5250
5300
5350
5400
5450
5500
555(
5600
5650
5700
5750
5800
5850
5900
5950
6000
6050
6100
6150
6200
6250
6300
6350
6400
6450
650C
£550
6600
6650
6700
6750
6800
E850
6900
£950
7000
7050
7100
7150
7200
7250
7300
7350
7400

UAGGAGAACU
UUAGGGAGUA
UUCCAAGGGC
GARCACCCCCA
AAGCUGUGAG
AAUUCUACCC
ACAAGCCCUA
ACARAUUAUU
ARACCUAAGG
UGAGUUCGCU
AGUACGGUGA
CCGCGCCACG
CGGCGUGUUG
AAUUGACUCU
GGGUUUCUAG
AAAUACAAGC
ACUACGGGUU
UAUAACUUCC
AGGGAAAGUC
CAGCGGCACU
UUCAUUGAGA
UAAGACAAAA
AGGAACCAGC
GAGGAAGCAA
UGAGUACAUG
UGGACAUCAG
GAGGCGCUGG

- GGCCCUGEGL

UCACUAAGUU
GUAACCUACG
AAAAUCCAGG
GGCAAACAUU
GUUACGGGCA
CCCUGUUAUG
ACGCUAGCCU
AAACUAGGGU
UUCCCAUCAC
CAUCAGGGUG
AUARUCAGGA
AUUCAGAAUG
CUAUCGAUGC
AUGACCCCAG
UGUGACCUUU
UGGUCCAUCC
ACCAAAGAUC
GGCUUGGCAC
GAAGCGUGCC
CGCAGGAAGU
AUAAUUGGCU
GGGGUAAAUU
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CRAGUUAGAU
UAARCCAUAGA
CACCAGUCUA
CCACCAGCUA
GGRAUACUGC
UACARAUAGA
ACCACGUUUG
UGCAGGUUUC
UGCCCACCCU
GUGGCGRUGA
AUUCACCAUG
CCRAGCCUGS
GAUGCCAAGG
CCUGAAGCUC
CLAGAGAAGA
AAAUUCCCUA
UCUGAACCUG
CAACUAGAGC
CUGGGALUAC
CCUCAGGCAC
GCUCARLGGA
UUGGAACCAA
GGUCCUUAGR
UCUUCUCCAA
UUGGAGGCUG
UACGGAGCCC
AAGCACUAGA
AUCAAGAAAR
GAAGGAAUGC
UCAAAGAUGA
CUUAUUGAGG
UGGAARUUUR
GUGCUGUUGG
CUUGAUGGAC
CAGCCCAGUG
AUACAAACAR
CUGUAUAGAG
UUCAGGCACC
CUCUCAUGCU
AUUGCCUAUG
UUCGCUGUUA
CAGARCAAAGG
CUGRARRAGGU
UGUUAUGCCA
CCAAGBRACAC
AACGGGGAGC
CGUUGGGCGC
GGCUGGACUC
UAACCCUACC
CUCCGCAUUC

AUUCGCUGGA
CACAGUGUGG
CAGAGAGAUC
UUGCUGATUU
AAGGAGAGAG
GAAGCAUGUG
UUUCAGUUGC
CARGGCGCCU
GAGACAGGCC
UGAAAAGGAA
CUUGGCAUUU
CCCCACCAUC
AACUAGUUGA
AACCGUAACG
GGUUGAAGUG
ACAUGUACAU
GGAGGGACUC
AGGUCACUGU
AUGUAGGAGG
UACUUCRACG
CGCGGGAUUC
GUGUSUUUCA
AAUGGGGACC
GUACAUUGGC
UGGACCAUUA
AUGAAGCUAG
CCUAACCACC
GAGAUAUUCU
AUGGACAAAU
GUUGAGAUCU
CUUCUAGUCU
UAUAAGACCU
GUGUGAUCCA
AUCUCAUAGC
UGGUUUGCAU
GGAAACAAAC
ACAAGCACUA
AGCAUAUUUA
GAAGGUUUAU
GGGAUGAUGU
GCUGAAGCAG
CGAGUGCUUC
ACUUUAGGGC
AUGARAGGACA
ACAGGAUCAU
AAGAAUAUGA
UGCUUGACCC
CUUUUAAARU
GCAUGAACCG
GGUGCGG

19

CAUGCUAGUY
GAGCCACUCU
ARAAAUCAGCG
ACUGRRAUCA
GGUGGCUUGU
AGURGAGCAU
UGGUAUAAUA
ACACAGGGAU
ABRAGUACAGG
CGCCAGUACA
ACGACBAAGUG
UUGAUGAAUG
UAARGAUGGG
AAABAGUUCAG
AAUGAAGCUG
ACCAGUGGGC
CCACGAAGAG
GGAGGUGUCC
GAAUGGACAU
AGGAGCAGGG
CCUGUGAUCA
CCAGGUGUUC
CACGACUCAA
ARUGUCAACA
UGCAGGACAA
AGGACGCCGY
AGUGCAGGCU
AUCUAAGAAG
AUGGCCUAAA
GCUGAGAAGG
CAAUGACUCA
UUCACCUCARA
GAUGUGUUUU
UUUUGACUAU
GUUUGARACU
UACAUARGAUU
CUUUGURAGRE
AUUCCAUGAU
AAAGGCAUUG
GAUUGCUUCC
GABAAGAUUA
AACGAGGUAA
AGAUGAGCAA
UACAUGAGUC
GUGCGCUCGC
GGAGUUUAUU
UACCCGCUUU
URGAGCAUAA
AACUUGAUAR

ACUGRAAUGU
UGAAGCUCUG
UCGCCCCAGA
GUGGACAGUG
GCCAGAGAUC
UCRUAUGUUU
UACAUUAUUU
GCCCAACCAG
GCCCAGCGUU
GURAARACCG
GGCGGUGUUA
AUCAGGAAGU
ACAARUCUAG
AGAUAUUAGG
UCCUAGCAAU
CAGGUGACUG
AAUGCUCAUG
UCAUGUCAAC
CARGGCEUUCU
UGABAUAGEA
ACACUCCCAG
GAGGGCAACA
AGCCARACUUC
CGCAUGUAGA
CUAGCUACUC
GUAUGGUACA
ACCCUUACGU
ACUAAAGACC
UUUGCCARUG
UGGCCARGGG
GUAGCAAUGA
CCCGGRGCAUC
GGAGCALGAU
UCAGGCUAUG
UCUCCUAGAG
ACCUCUGUAA
GGCGGUAUGC
UAACAACAUC
AUUUGGACCA
UAUCCGUGGC
UGGUUUARUC
CCUGGACGAA
UACCCAUUUS
CAUUAGGUGS
UGUGCCUAUU
CGCRAGAUCA
UUCAACACUG
UUAGUAAAUC
AAGUGCGGUA
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Apéndice 4: SEQ ID NO: 4

Comparacion de genomas del virus no modificado (nativo) y del virus modificado
N: virus no modificado (nativo)

M: virus modificado

51

101
ACTGTARCTT

151
CAGCTGAGTC

201
GACTGCTCAC

251
TCGAGARACC

301
ARCCCCAGTG

..........

351
CGTGGCGGTG

401
CTTCAATACT

451
CCGGCCCCTG

501
CAGTGGGTAG

551
TGGGTGTICCG

..........

601
TTGAGAGATT

CTGTGGGTTG

AGAGAAATCA
..AG...G.

TTGACCAAGC

..........

TTCCCACCCA

..........

CGGGCAACTC
.T...C.

TATTCTTATT

20

CAGGGCCCAC

CAATAGAAGG
..C...TA.

CCCCGGACTG

..........

30
TGGGCGCTAG

100
ccccerecece

150
CGCAGCACAC
T...T....

200
AGTATCAATA

250
GCCAACTACT

300
CGCTCAGCAC

350
CACGGGCGAC

400
CCATGGGACG

450
TGGTAGTCCT

500
GCCCACAAAC

550
CCGACTACTT

600
ATGGTGACARA

..........

650
GGTGACTAAC



651
AGAGCAATTA

701

751

801
ACGGAAGCTC
RN o) S

851
GCATCCAACT

901
CACCGAACCG

951
CACCGACCGT
..... T...C
1001
CTCGGCAACT -

PR R

1051
CTATGGCGGG

1101
ATCAACCAAC

151
TCCGTCCAGT

1201
AGCACTTAAG

1251
TCGGTAGAGC

1301
CACCAAGGCT
TLGL

1351
TTCCAAAGTGS
++..C.GAC,

1401
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TATACCTCTT

GACATGGGCC

RN

AGGCTACACT

GACGGTACTG
.. .BARGAG.

TGTTGGATTT

E e e e

TTATTTACTT

GCARGACTTC
coWGLLT L

TCATGATCAA

ACTTGAAAGA

GTAGCCACAT

TCTTTGGTCA

R

ATACACGTGC

TAAATGAGCA
.TGC..C.AT

21

ATACCACTTA
.G

AAARCCAAGA

TGAGACCS3GT
Covenninn

TCAATTACTA

ATAGGGTGAG

AGTGCAAATG
.C.

TGAAGAAGCT

AAACATGCAT
Govevn. T

AGTGCAATGC

GGAATTGACG
LALCC.CuL

700
ATTCCACTAR

730

800
TTGAGCGCTA

P S AN

850
CAAAGATGCA

200
CAGGCAAATT
e TGl

950
GCCCTAAACT

1000
ATCCATAACG

1050
TAGTTGTTGG

B A

1100
ACTGCGGAAG

1150
CACGCTGGAA

1200
AGTTCCCCGA

1250
TACCACTACC

1390

1350
AGATGGGGTG

1400
GAGGGTGARA
Aiiiisen.

1450



CGGATARTGRA
.. .CGCAC. .

1451
TCCGCAGTGT
«..AT.....

1501
CTTCCCTCAC

1551
TGATGCCATA

1601
AACTTCACGC
Toaenan,

1651
AGCATCTACG

1701
AATACAATGG

e s e e

1751
ACACCGGGARA

1801
GGCTATGCCA

1851
TGAACAACCT

1901
AACRATGRGG
.. CllCl

1351
CRCAGGAAAT

2001
GGCTTGATTC

2051
TACACGCACT

2101
AGCAATGGCC
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GCTTGRACCC
Toowoo A

ACAACGCGGG

TAATGATGAT
S ¢ JO

TACGTACCTA

ACGGGCAAMAT
.GC

ACCAGAACCA
WAL

TATGGGCGTIC

CCCATTIGCA

TR

TAACTGTCAC

GTTACCTCGC
-.C.TA.CA..

CCTGACATCG

22

CAGGCGTACG
e GCLA

GGCGTGGGGA

GATGACTTTC

CATGGACATC

GCATACCGCA
R Y

TGGTTTCCRA

ATACTCACCA
s Cll

CCGAGTGCAA

1500
ACCTCACCAT

1550
GCTACAATTG

1600
TAGGCACTAC

1650
ACACCAACCA
.. .ATGC. ..

1700
ATGTGTGCTG

1750
AGTGATGAAC
L...C.AaLLT

1800
AATCACCTTC

1850
CCAGGTGAAG

1900
ACCTGTTAAC

1950
TACCGGTGAR
LWGRL L

2000
ATACARCCCG

2050
GCTCAATTAT

2100
TTTGTGGTTC

2150
CCTGGCGCCG



ATGTACCGAC
N €

2201
GACTTTGGGC

2251
GACACACTARC

2301

2351

2401
CATGCTGAGT
IR G

2451
CTGTGGAAGA
A.AC...C.T

2501
GCCAGTGGGC

2551
GACTGGGCAC

“e s e

2601
ATGTGAAGAA

2651
AGCAGGTCCG
N o e

2701
CAGACAAAAT
...CGCC...

2751
AATTGAGGAG

2801
ATCACATITG

2851
GGACARTGCCG

2901
CAGTACCARA
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TAGCAGAARG

AGGTTGGTGC
C.CC.A....

GTACCABACH
W TL.GL

TCCTGTGCTT

AGCTGAAGAG
G..C.TCA.C

CCAGCAACTC

CTACCATTCG

TTATCACTAG

GTACTGACAC

CAGTGTGGAC

GAGGCAATGC

NN oY N

TTGTGTTCTG

ARCGCAGTTG
Too.. AL

CGAGAGCGTT
JACT. L LA

TAGTGCCTAG
[

AGATCTGAGT

TAGACARACTG

a et e e e

ACCAAATCAT

GATTACGCAT

23

TGGGAACCCA

AACAGCACTG
Bl

v

CACGTGTGGC
L.CA.G..A.,

CCTGCACTAR

TGACACAATG
[

CAACAATAGA

CATCGAACTA
LC.6.Gen

GTATGTACCA
... WALLLLC

GGCAAACTTC

TGTCATCTGG
Al

2250
GGATCAGCCA

2300
GCCGGCTATA

2350
CACACCCAAR

2400
TCTCCGTGAG

2450
CTGCAGAGCC
. JALUAG.TG

2590
TGACACAATT
we s T,

2550
CAGCAGTTGA

2600
CAAACAAGGC
R S

2650
GAACTTCCTT

2700
ACACTGARAC
.AGA.C. .G.

2750
TGGATGGTGC

2800
TGACATGGAR

2850
GCATGCCGCA
PPN ol N

2900
CCTGGTGGTC

2950
GACTAACCCA



2951
AGTGTCTTTT

3001
CATAAGCATA

3051
TCTTACAATA
.C....A,

3101
TTATACGTAC

3151
GGTTAGTGTIG
ALLCaa e

3201
CACCACGTCT
...... T
3251
ACAARACGTAA
C.o..Chl

3301
CRAACCAGAC
JCGT..G..A

3351
TTTATGTGGG
U O

3401
GACTGGCAAA

3451
CACCACCACA

3501
CAGGCGTGTA

3551
GAGGGGCCAG

P

3601
ATACCAATCC
YLT. LG

3651
GTGGTGGAAT
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GTGCCCCTAC
ceevaeen W T

CTGATTCAAG

CTATCARARAG
G.CCGT.C..

TAACTACAGA

GCCTGGTGGA
Tl

CATGTGCTTC

ACAGCAARCTT

et e b

GGCTACRACA

CCAAACATGT
Y-

e e

AAABNTGCAT
LIT, JAT.TA

ATCAAGTATC

AGTTCAGGAG

P

TAGCTGCAGG

GABACATGCTG
C....C..C,

24

TTATGATGGG
-v....C..R

CATTARACAR

GGAACGTTAA
o

b

ACATATATTC

3000
CCATACCATT

3050
TCCTCGCACT
GGLL L

3100
CATGGGGARA

3150
TGACCAGTRC

3200
GTGCCGAGAC
v AL,

3250
CTTTGAACCA
Gl

3300
CTGAGACGGT
JALLCLLTA.

3350
TCCGGTGCTG

3400
CACGCACAAC

ke

3450
TCCTTGTGAG

3500
CAGTGCACRA

3550
AGTCACCTTT

3600
ACCCARRARG

PO R

3650
CCAGGCGATT

3700
CGTCACCATG



3701
GGTGGAGAGG

3751
AGAGGATGAT

3801
GAAATGCTTIT

3851
CTCCTCAAAG

3901
TAAAGCCCTA
G..T. .

35851
ACGATGACCT

4001
TCTTCTCCAT
N c

4051
ACCCATGGCT

4101
TGACCARATGC
N S
4151
TTTATTGAGT

4201
TGAGTTCCTC
Covevvnnnn
4251

GCCACCATAG

4301
TTCCAATGTC

4351
ATGCAGCTGA
.C.,.T..C..

4401
TACATACAGT
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GGGICGTTGG

GTTAARGATTA

PRI R

CATCARCAGTG
«..AL,LG,.T

GGCGGTGGCT

GAGCGACAAR

PRI R R

CTGCAAGGGC

AARCAGACTAT
e G LA

ARCRRAAGTGC

GTTTGCCGAC

AGGGCGTAARG

e e e A s

TTCACCAACC

AACAACTACC
Goo T

ACCATCGCAG

25

GTCCGAGACC

TAGCCCTCAT
L ...TT.A, .

GTGTCACRAT

ACTCTTGGAA
..C.A. .~

AGTGACCAGG

3750
TACTGTGGTT

3800
GARACAACTAG

3850
ACAAGTCAAC
celGa e

3300
AGAAATCCCT

3950
GTGAGARATC

4000
TGGTTGCACC

4050
ATTATGGAAT

4100
TTCACTGAGA

4200
AGGAAARACA

4250
GAGTCAGATT

4300
AGCAACTGTT
caaoes.Cu

4350
GCGCCACTGT

4400
AATGAGCAAT

4450
GTTTGCTCNT
.C..A...C.
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4451 4500
ACATGGCAGC CCAGGGGCCGE GAAAATCCGT GGCCACCAAC CTGATTGGCA

4501 4550
GATCACTCGC TGAARAARCTC AACAGCTCAG TGTACTCCCT ACCACCAGAC

4551 4600
CCAGATCACT TTGATGGCTA CAAACAGCAA GCGGTCGTGA TCATGGATGA
B .

4601 4650
TCTATGCCAA AATCCTGATG GAARAGATGT GTCATTGTTC TGTCAAATGG
O it e s i i e e e C...C.a..T ..... G....

4651 4700
TTTCCAGTGT GGACTTTGTA CCACCGATGG CTGCGCTAGA GGAGAAAGGC
e S [ A

4701 4750
ATTCTGTTCA CCTCCCCGTT TGTCCTGGCA TCAACCAATG CTGGGTCCAT
LLCUWALLT, L C..GT..... ........ Co wiiaal,

4751 4800
CARTGCACCA ACTGTGTCAG ACAGCAGAGC CCTCGCTAGG AGATTCCACT

4801 4850
TTGACATGAA CATTGAAGTC ATTTCCATGT ACAGTCAAAR TCGCAAGATC

4851 4900
AACATGCCCA TGTCAGTTAA GACGTGTGAT GAAGAGTGTT GTCCAGTCAA

4901 4950
CTTCAAGAGG TGCTGCCCGC TGGTGTGTGG ARAGGCCATG CAGTTCATTG
...... . P

4951 5000
ACAGAAGAAC TCAAGTTAGA TACTCGCTGG ACATGCTAGT TACTGAGATG

5001 ' 5050
TTTAGGGAGT ACAACCACAG ACACAGTGTG GGAGCCACCC TTGAGGCTCT
.......... e T O Y

5031 53100
GTTCCAAGGG CCACCAGTICT ACAGAGAGAT CAAAATTAGT GTCGCACCAG

5101 5150
AGACACCACC ACCACCAGCT ATTGCTGACT TACTGAAATC AGTGGACAGT

5151 5200
GAAGCTGTGA GAGAGTACTG CAAAGAAAAG GGATGGCTITG TGCCAGAGAT
PR T O € B T

5201 52350

26



CAACTCCACC
[ A

5251
TGCAAGCACT
Al LWCl

5301
TACAAGCTAT

5351
GAAMCCCAAG
[

5401
TTGAGTTTGEC

5451
GAGTACGGTG

5501
ACCACGCCAC

5551
TCGGCGTIGTT

5601
GABRCTGACAC
[ R

3651
AGGGTTCCTA

5701
TARACACAAG

3751
GACTACGGGT

5801
GTACAACTTC

5851
CTGGGARAGT
AL

R

5901
TCAGCAGCAC

5951
GTTCATTGAG
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CTACAAATTG
AL

ALACCACGTTIT

AGCTCAAAGG

AGAAGCATGT

GAACTAGTGG
.T.

CAACAGTAAT
.C....C

AGGTTGARGGT

CATGTTGGTIG
L. AR,

CTACTTCARAC

ACGCGGGGTT

27

GAGCCGGGCA
...TAA. ..

CTGGAATAAT

TATGACAGGT
Lol AL,

CTTGATGAAT

ATAAGGATGG
Ao,

.

GAGAAGTTCA
DAL

GAATGAAGCT

GATGAACARG
..G..G..G.

CCCTATCATC

TTCATCTGTC

5300
ATACATTATT

5350
TGCCCAACCA

3400
GGCCCAGCGT

5450
AGTGAAAACC

5500
GGGCGGTGTT

5550
GACCAGGAAG

5600
GACAARCCTA
verenaTon

5650
GAGACATCAG
L.T..T..

5700
GTCCTAGCARA

5750
CCAGGTGACT

5800
GAATGCTCAT

5850
CTCATGTCCA
ceeres A,
5900
TCAAGGGTTC

P A .

5950
GTGARATAGA

....... e

6000
RACACACCCA



6001
GCAAGACCARA

6051

6101

6151
GATGAGTACA

6201
TCTGGACATC

6251
CAGAGGGGCT

6301
GTTGCCCTGG

6351
CCTCACTAAG

6401
TGGTAACCTA

6451
GGAAMATCCA

6501
GAGACAGACA
ce.GLlAL L

6551
TTGTGACGGG

6601
ATACCAGTCA
LLCOWT. LT,

6651
TGATGCTAGC

6701
AGAAGCTTGG
L. ALLALL
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TGTGAARGAT
C.oCivunis

GGCTTATTGA

GTACACACAC
.T...A. .

CAATGAAGCT
.C..

e

GACCTAACAA
WG

. e s

GAGAGACATC
..... T..T

GAGCTCAGAT
caWTUG L

AGCTTCCAGT
G.....T...

TGTACAAAAC
VALLT.LGL.

GGGTGTGACC
R

ACATCTCATA

TGTGGTTTGC

W e e e

AAGGAAACAR

28

e GLGL

ACCAG-TGTT

TCCACGACTC
Covivnnnnn

GCAATGTCAA

GGAGGATGCC
A.....C...

CCAGTGCAGG

CTATCTAAGA

CTGCAGAGAA
cuanT

TTGAATGACT

6050
TGAAGGCAAC

6100
ARAGCCAACT

R

6150
CACGCATGTG

6200
AACTGGCTAC
AL

6250
GTGTATGGTA

€300
CTACCCTTAT

€350
AGACCAGGGA
.. TLAR L

6400
AARCCTGCCARA

6450
GGTGGCCARA
G

6500
CAGTGGCAAT

6550
AACCCAGGECA

6600

€650

8700
CTGCTCCTAG

6750
TTACCTCTGC



6751
AACTCCCACC
LTe, ., T

6801
GCCATCAGGG

N

6851
TCATAATCAG

6901
CAATTCAGGA
s WAL
6951
GCCCATTGAT
P R O

7001
TCATGACACC

7051
AATGTCACCT

7101
CCTGGTCCAC

7151
GGACCARAGA

7201
TTGGCTTGGC

P

7251
CAGAAAGCGT

7301
CTGCGCAGGA

P Y

7351
AATTTGAATT
...CAT....

7401
GGTAGGGGTA
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ACCTGTACAG
vaeae To

TGTTCTGGCA
AL

GACACTCATG
Y PN

TTATTGCCTA
N ¢ RN

GCTTCCCTGC
.Gl LT

AGCAGATARAR

ACAATGGGGA
O &

GCCAGTTGGA

AGTGGTTIGGA
cee Sl

GGCTTAACCC

AGACAARCAC
.G, .,

CCAGCATCTT
.. AL

CTGAAAGTGT
eo...GLLT.

TGGTGATGAT
R

TAGCTGAAGC

ACCCAAGATC
V- U ¢

GCACGAATAT
ALl

CGCTGTTTGA

CTCCTTTTAA

s h e s e e

TACCGCACTA

29

TACTTTGTGC
AR

TAACTCAATG
T CL L

ACAAGGGCAT
oA

GTGATTGCTT

S e ra s

AGGARARGAT

e ey

TCAATGAAGT
.WCllGL

GCAGATGAGC

GAGGAGTTCA
R N

CCCTACCTGC
..C..

AATAA-AGCR
TG,

ACCGAARCTAG
cerenanT,
7437
GTCGAGG

6800
GAGGTGGTAT
.C.ount

e

6850
ATTAACAACA

6900
TGACTTGGAC
[
6950
CCTACCCGTG
[P

7000
TATGGTTTGA

7050

7100

7150
TCTATTAGAT

7200
GCTGTGCCTA

7250
TTCGCAARAAT
P ¢

7300
GTTTTCARACC

7350
CAATTTAGTA
Teveemenun

7400
ATAACGGTGC
....AA.. ..
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Identidad de secuencia: 90,3 %

Apéndice 5: SEQ ID NO:5

Comparacion de las secuencias de aminoéacidos del virus no modificado (nativo) y del virus modificado
N: virus no modificado (nativo)

M: virus modificado

30

1 ) 50
MGAQVSTQOKT GAHETXLSAN GSSIIHYTNI NYYKDAASNS ANRQDFTQDE
P T D - P T e
51 100
GKFTEPVKDI MIKSMPALNS PTVEECGYSD RVRSITLGNS TITTQESANV
.......... < P
101 150
VVGYGGWPEY LKDEEATAED QPTQPDVATC REYTLESVQW EKNSAGWWWK
..... R. T .
151 200
FPEALKDMGL FGONMHYHYL GRAGYTIHVQ CNASKFHQGC LLVVCVPEAE
Y
201 250
" MGCSKVDGTV NEQELTEGET DMKLEPTRTT GVRRVQSAVY NAGMGVGVGN
....QT.KE. AAMN, ,K,,., BH,F...K.. .GHT...I.C ..... I.
251 300
LTIFPHQWIN LRTNNCATIV MPYINSVPMD NMFRHYNFTL MMIPFAPLDY
TR e e e NVoeoooa,
301 350
TNQASTYVPI TVTIAPMCAE YNGLRLVTSQ GLPVMNTPGS NQFLTSDDEQ
NA...E...V ... ..., ... JAYQ, P PR Moo
351 400
SPSAMPQFDV TPDMDIPGEV NNLMEIAEVD SVVPVNNNEA NLKSMDAYRI
[P R 2 TA. ..Q..... H
401 450
PVNXGNQQGE KIFGFQIQPG LDSVFKRTLL GEMLNYYTHW SGSIKLTFMFE
E..... H... ...A...... ca s W VLUUUWALL LT
451 500
CGSAMATGKL LLAYSPPGAD VPTSRKEAML GTHVIWDFGL QSSCVLCVPW
.................... T O e L T
501 550
ISQTHYRLVC QDEYTGAGYI TCWYQTSIVV PPGTPKKCVI LCEVSACNDE
......... TR T Y L ¢
551 600
SVSMLSDTPF IGQTALLQSP VEEAEENAVA RVADTIASGP SNSESVPALT
WCRORGLL. L iTULGD TDVUVNL L. Ll PR R
601 650



N

o)

AVETGHTSQV

I T

651
TETRONLYML
DRDSA.R. .3

701
MPQDMPVLTH
IA....P...

751
IPFISIGNAY

801
TSTVSVYFKP
S..IR.....

851
ETVEPDLSKA
D.IR.EVRT.

931
LVSTTTAHGC

251
PKRYQSHVLL

1001
LWLEDDAMEQ

1051
KSLKALVKII

1101
YGIPMAERQN

1151
KNMSSSTDYN
EKHEFLNRLE

1201
PLYAAEAKRV

1251
IGRSLAEKLN

Ve st e s

1301
QMVSSVDEVP

1351
FHFDMNIEVI
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VPSDTMQTRH

Eo..ovonen

PTINTRWMVQ
W...ARR...

QIMYVPPGGP

IV

NYHSWKSQIA
QLPLLE....

FSLEKKMSNY

SSVYSLPPDP

PR

PMAALEEKGI

SMYSQNGKIN

VENYHSRSES

R

LRRKFEMETY

TIEQSAPSQS

P A A

IQFKSKCRIE

CHEDGYKQQA

PR R R R

LFTSPFVLAS

MPMSVKTCLDE

31

TIENFLSRSA

O

MERFDMEITEV

NVNFEPTNVT
[ O SO i

ALATHNDWQN

HYPVIFEGPG

s e mu s s

IGIVTMGGEG

DREQLFSNVY

I R R RN A

PVCLLXHGSP
PRI P

VVIMDDLCON

PR T A

TNAGSINAPT

ECCPVNFKRC

CVYIEEYYTN

700

750
TEGNAPERMS

Paa e e

800,
HVNNHTPY( M

850¢
DSR3SITYIP

900
CVWEDYNRDL

950
LVEVQESEYY

1000
VVGFADVRDL

105C
SLVGQDSILE

1100
RWLKQRV3QY

1150
LEVKIYQKCR

2200
YFAHYCRKYA

P N S

1250
GAGKSVATNL

1300
PDGKDVSLEC

1350
VSDSRALARR

1400
CPLVCGKAMQ



1401
FIDRRTQVRY

1451
APETFPPPAI

1501
ICLQALTTEV

1551
PAFEFAVAMM

1601
QEVGVLDAKE

1651
LAINTSKFPN

1701
MSTGKVLGIH

1751
TPSKTKLEPS

1801
HVDEYMLEAV

1851
PYVALGIKKR

1801
AKGKSRLIEA

1951
SKIPVMLDGH

YRR

2001
LCNSHHLYRD

D I NI

2051
LDQFRIIAYG

2101
WTNVTELERY

2151
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SVAGIIYIIY

PR R A R

KRNSSTVKTE
Y DI

LVDKDGTNLE

F e e e e na e

MY IPVGQVTD

VFHQCLKATK
.. VFEGN,

DHYAGQLATL

KHYFVRGGMP

R

DDVIASYPWP

AALLKHYFND
....R....E

NFAVLRNGDP

TKLKECMDKY

s e r e s e

QTFGNLYKTF

ASLSPVWFAC

e s a s

SGCSGTSIFN

DRWAVLFRHA
I I

KFRDIRGFLA

SMINNIIIRT

P I IR IR

KDYGLIMTPA

1450
PVYREIKISV

1500
QIEKHVSRAF

1550
PTLRQAKVQG

R A IR

1600
KPGEFTILMND

1650
KEEVEVNEAV

1700
TRAGQCGGVL

1750
SKDAGFPIIN

1800
FSKYIGNVNT

1850
ALDLTTSAGY

1900
KDELRSAEKV

1950
AVGCDPDLEW

2000
THEETNYIDY
Nedoa o

2050
LMLKVYKGID

2100
DKGECFNEVN

2150
KNTQDHVRSL

2196

N CLLAWHNGEH EYEEFIRKIR KRASWTLFDP TCVFNPAQEV VGLLLK
. SVPVGRCLTL PAFSTLRRKW LDSF--

M

I I A

Identidad de secuencia: 91 %
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REIVINDICACIONES

1. Enterovirus modificado de tipo ECHO 7, caracterizado por una secuencia del genoma que tiene al menos 85 %,
preferiblemente al menos 95 %, alin mas preferiblemente al menos 99 % de la secuencia idéntica a la SEQ ID NO:1
y

en el que los cambios en la secuencia del genoma del enterovirus modificado no son superiores al 0,7 % después de
la propagacion continua del enterovirus modificado en cultivos celulares durante 12 meses.

2. Enterovirus modificado de tipo ECHO 7, caracterizado por la secuencia del genoma de la SEQ ID NO: 1.

3. Método de fabricacién de un enterovirus modificado de tipo ECHO 7 mediante modificacion del virus ECHO 7
nativo, identificado por la secuencia del genoma SEQ ID NO: 2, en el que la modificacion comprende realizar la
adaptacion del virus en las células cancerosas, atenuado por un agente antineoplasico, posteriormente hacer pases
del virus modificado en un cultivo de fibroblastos embrionarios humanos, propagar el virus modificado en células de
melanoma humano y posteriormente hacer pases del virus modificado en un cultivo de fibroblastos embrionarios
humanos, opcionalmente tratado con ribavirina, aislar el virus y purificar el virus.

4. Método de la reivindicacion 3, en el que el procedimiento de propagar el virus en las células cancerosas y
posteriormente hacer pases del virus modificado en un cultivo de fibroblastos embrionarios humanos se repite varias
veces.

5. Método de la reivindicacion 3 o 4, en el que el procedimiento de propagar el virus modificado en las células de
melanoma humano y posteriormente hacer pases del virus modificado en un cultivo de fibroblastos embrionarios
humanos se repite varias veces.

6. Método de la reivindicacion 3, 4 0 5, en el que la adaptacion del virus se lleva a cabo en células cancerosas de
por lo menos dos tipos diferentes de cancer, tales como células de adenocarcinoma de mama humano y células de
adenocarcinoma gastrico.

7. Método de una cualquiera de las reivindicaciones 3-6, en el que la modificacién da un enterovirus modificado de
tipo ECHO 7, que se caracteriza por una secuencia del genoma que tiene al menos 85 %, preferiblemente al menos
95 %, ain mas preferiblemente al menos 99 % de la secuencia idéntica a la SEQ ID NO:1 y en el que los cambios
en la secuencia del genoma del enterovirus modificado no son superiores al 0,7 % después de la propagacion
continua del enterovirus modificado en cultivos celulares durante 12 meses.

8. Método de la reivindicacién 7, en el que la modificaciéon da un enterovirus modificado del tipo ECHO 7, que se
caracteriza por una secuencia del genoma de la SEQ ID NO: 1.

9. Método de la reivindicacion 7 u 8, en el que los cambios son sustituciones de un nucleétido, que consisten
parcialmente en mutaciones silenciosas sin el cambio de aminoacidos correspondiente.

10. El virus de la reivindicacion 1 o 2 para su uso en el tratamiento de enfermedades oncolégicas.

11. El virus para su uso segun la reivindicacion 10, en el que la enfermedad oncolégica se selecciona del grupo que
consiste en: melanoma, cancer gastrico, cancer intestinal, cancer de mama humano, cancer de prostata, cancer de
pancreas, cancer de pulmon, cancer de rifion, cancer de vejiga, linfosarcoma, cancer de Utero, angiosarcoma y
rabdomiosarcoma.

12. El virus para su uso segun la reivindicacion 10, en el que la enfermedad oncolégica es el melanoma.
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