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DESCRIPCION
Agente terapéutico inmunoldgico de accion rapida y prolongada
Sector de la técnica

La presente invencion se refiere, en general, a los campos de la inmunologia y la tecnologia terapéutica. La presente
invencion también se refiere a métodos de generacién de respuestas inmunes innatas de accién rapida y
prolongada, y a usos de los mismos.

Leyenda federal de financiacion

La presente invencion recibi6é el apoyo, en parte, de las becas de los Institutos Nacionales de la Salud 2-R44-Al-
068285-02, 1-UC1-Al-067198-01 y 1-UC1-Al-067205-1; un contrato de los Institutos Nacionales de Salud NO1-Al-
30063; y un acuerdo de evaluacion no clinica del Instituto Nacional de Alergias y Enfermedades Infecciosas. El
gobierno federal puede tener ciertos derechos sobre la presente invencion.

Estado de la técnica

El poder de combate contra la enfermedad de los productos inmunolégicos (por ejemplo, las vacunas) y terapéuticos
(por ejemplo, los farmacos) ha sido una bonanza para la salud publica acreditada con la reduccién a nivel mundial
de la mortalidad y la morbilidad. El objetivo de amplificar ain mas el poder de la intervencién médica requiere el
desarrollo de una nueva generacion de inmunologia de respuesta rapida que puede producirse en masa a bajo coste
y administrarse en masa por personal no médico; asi como una nueva generacion de agentes terapéuticos que
pueden conferir proteccion prolongada, preferentemente no deteriorada por la resistencia a los farmacos. Los
nuevos productos inmunoldgicos y terapéuticos también deben estar dotados de un mayor margen de seguridad que
el de las vacunas y los farmacos convencionales.

El uso de farmacos convencionales contra patégenos microbianos suele inducir la resistencia a los farmacos a lo
largo del tiempo debido a que los microbios evolucionan constantemente bajo presion mutacional. La presente
invencion ilustra que es posible inducir un estado antivirico o antibacteriano rapidamente en animales después de la
administracion intranasal de una particula de adenovirus defectuosa en E1/E3 (AE1E3) al cambiar el habitat en la
via respiratoria que impide el crecimiento de patégenos. Dado que la particula de adenovirus no ataca directamente
a un patdgeno, hay pocas posibilidades de que este nuevo farmaco induzca resistencia al farmaco. Ademas, el
estado contra los patégenos inducido por adenovirus puede persistir durante muchas semanas en animales, lo
suficiente para solaparse con la induccion de inmunidad protectora generada por un antigeno derivado de patégenos
expresado a partir del adenovirus, si se inserta un antigeno derivado de patégenos en el genoma adenovirico como
una vacuna. Se concibe que una particula de adenovirus no replicante se pueda administrar junto con otras vacunas
mucosas como un adyuvante terapéutico.

La vacuna no replicante vectorizada con adenovirus promete aumentar la cobertura de la vacuna, porque el vector
se puede fabricar rapidamente en células en suspension sin suero en respuesta a un aumento de la demanda.
Ademas, la inmunidad preexistente hacia el adenovirus no interfiere apreciablemente con la potencia de una vacuna
nasal vectorizada con adenovirus. Ademas de la vacunacion humana, los animales también pueden inmunizarse en
masa mediante esta clase de vacunas vectorizadas.

Hay una letania de demandas de mejores vacunas. Aunque la vacunacion resulta ser el método mas rentable para
la prevencion de enfermedades, una ofensiva radical para aumentar la cobertura de la vacuna sigue siendo un
objetivo importante en el movimiento hacia una mejor salud publica en todo el mundo. Las vacunas actuales que han
sido autorizadas para su comercializacion incluyen microorganismos enteros muertos, microorganismos Vvivos
atenuados, extractos microbianos, proteinas purificadas o recombinantes, vacunas de ADN vy particulas similares a
los virus. Aunque muchas enfermedades han sido derrotadas por la amplia distribucién de estas vacunas, el objetivo
de generar inmunidad comunitaria (colectiva) en una amplia variedad de entornos de enfermedades sigue siendo
elusivo debido a una serie de problemas en los programas de vacunacion actuales.

En concreto, los efectos secundarios adversos asociados con las vacunas varian desde la respuesta inflamatoria
local y sistémica, la fiebre, la activacion plaquetaria, la disfuncion auténoma cardiaca, la reaccion anafilactica
(inducida por la inyeccion con aguja de ciertas vacunas) [Salomon M. E., Halperin R., Yee J. “Evaluation of the two-
needle strategy for reducing reactions to DPT vaccination”. Am. J. Dis. Child. 141, 796-798 (1987), Lanza G. A,,
Barone L., Scalone G. et al. “Inflammation-related effects of adjuvant influenza A vaccination on platelet activation
and cardiac autonomic function”. J. Intern. Med. 269, 118-125 (2011), Jae S. Y., Heffernan K. S., Park S. H. et al.
“Does an acute inflammatory response temporarily attenuate parasympathetic reactivation?” Clin. Auton. Res. 20,
229-233 (2010) y Sever J. L., Brenner A. |., Gale A. D. et al. “Safety of anthrax vaccine: an expanded review and
evaluation of adverse events reported to the Vaccine Adverse Event Reporting System (VAERS)".
Pharmacoepidemiol. Drug Saf. 13, 825-840 (2004)] a la rara aparicion de poliomielitis paralitica (mediada por la
ingestion de la vacuna antipoliomielitica oral) [Minor P. “Vaccine-derived poliovirus (VDPV): impact on poliomyelitis
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eradication”. Vaccine 27, 2649-2652 (2009)]; miopericarditis (inducida por la inoculacion de la vacuna Dryvax contra
la viruela) [Poland G. A., Grabenstein J. D., Neff J. M. “The US smallpox vaccination program: a review of a large
modern era smallpox vaccination implementation program”. Vaccine 23, 2078-2081 (2005)] y la paralisis de Bell
(inducida por un adyuvante nasal de toxina bacteriana) [Lewis D. J., Huo Z., Barnett S. et al. “Transient facial nerve
paralysis (Bell's palsy) following intranasal delivery of a genetically detoxified mutant of Escherichia coli heat labile
toxin”. PLoS ONE 4, 6999 (2009) y Couch R. B. “Nasal vaccination, Escherichia coli enterotoxin, and Bell's palsy”.
N. Engl. J. Med. 350, 860-861 (2004)].

En 2010, se notificé un aumento repentino de la narcolepsia entre los vacunados en algunos paises tras la inyeccion
con aguja de una vacuna contra la gripe pandémica H1N1 que contenia adyuvante de escualeno. La inyeccion de
escualeno solo puede inducir artritis reumatoide en animales [Carlson B. C., Jansson A. M., Larsson A., Bucht A,,
Lorentzen J. C. “The endogenous adjuvant squalene can induce a chronic T-cell-mediated arthritis in rats”. Am. J.
Pathol. 156, 2057-2065 (2000)]. A medida que la evidencia emergente muestra que la inflamacién crénica de bajo
grado se asocia con enfermedades cardiovasculares [Finch C. E., Crimmins E. M. “Inflammatory exposure and
historical changes in human life-spans”. Science 305, 1736-1739 (2004)], obesidad [Gregor M. F, Hotamisligil G. S.,
“Inflammatory mechanisms in obesity”. Annu. Rev. Immunol. 29, 415-445 (2011)], diabetes [Gregor M. F, Hotamisligil
G. S. “Inflammatory mechanisms in obesity”. Annu. Rev. Immunol. 29, 415-445 (2011)], cancer [O’Callaghan D. S,
O’Donnell D, O’'Connell F, O’Byrne K. J. “The role of inflammation in the pathogenesis of non-small cell lung cancer”.
J. Thorac. Oncol. 5, 2024-2036 (2010)] y el trastorno neurolégico [Witte M. E., Geurts J. J., de Vries H. E., van der
Valk P., van Horssen J. “Mitochondrial dysfunction: a potential link between neuroinflammation and
neurodegeneration?” Mitochondrion 10, 411-418 (2010)], la inflamacion inducida por la vacuna ahora necesita ser el
foco de atencion.

Si una reaccion inflamatoria aguda inducida por la inyeccion de un complejo de adyuvante-vacuna
inmunoestimulante [Salomon M. E., Halperin R., Yee J., “Evaluation of the two-needle strategy for reducing reactions
to DPT vaccination”. Am. J. Dis. Child. 141, 796-798 (1987), Lanza G. A., Barone L., Scalone G. et al. “Inflammation-
related effects of adjuvant influenza A vaccination on platelet activation and cardiac autonomic function”. J. Intern.
Med. 269, 118-125 (2011) y Jae S. Y, Heffernan K. S., Park S. H. et al. “Does an acute inflammatory response
temporarily attenuate parasympathetic reactivation?” Clin. Auton. Res. 20, 229-233 (2010)] podria convertirse en una
inflamacion cronica de bajo grado y desencadenar cualquiera de estas dolencias en un subconjunto de vacunados a
lo largo del tiempo es de suma importancia en la sanidad publica; sin embargo, este riesgo potencial no ha sido
investigado con rigor. Dado que el concepto de seguridad de las vacunas esta evolucionando desde la "proteccion
contra enfermedades inducidas por patégenos" a "ninguna posibilidad de inducir consecuencias adversas”, no se
permitiria ningun agente foraneo conocido, toxicidad ni virulencia residual en una vacuna, y se deben evitar cualquier
posibilidad de induccién de efectos secundarios desconocidos (por ejemplo, inflamacién en érganos vitales).

Las respuestas inmunes mucosas y sistémicas son provocadas y reguladas con un considerable grado de
independencia, y la mayoria de las vacunas se han administrado de manera invasiva mediante inyeccion
intramuscular, lo que induce una buena inmunidad sistémica, pero a menudo una inmunidad mucosa débil que es
crucial para la defensa contra los patdégenos de la mucosa (por ejemplo, Virus de la gripe, Mycobacterium
tuberculosis y VIH) [Gallichan W. S., Rosenthal K. L., “Long-lived cytotoxic T lymphocyte memory in mucosal tissues
after mucosal but not systemic immunization”. J. Exp. Med. 184, 1879-1890 (1996) y Saurer L, McCullough K. C,
Summerfield A. “In vitro induction of mucosa-type dendritic cells by all-trans retinoic acid”. J. Immunol. 179, 3504-
3514 (2007)]. La induccidn eficiente de la inmunidad mucosa suele emplear la vacunacién nasal u oral debido a la
capacidad unica de las células dendriticas (DC) de la mucosa residentes para inducir el cambio de IgA y para
imprimir receptores de asentamiento especifico de la mucosa (por ejemplo, CCR9 e integrina 4B7) en linfocitos
[Saurer L., McCullough K. C., Summerfield A. "In vitro induction of mucosa-type dendritic cells by all-trans retinoic
acid”. J. Immunol. 179,3504-3514 (2007) y Molenaar R., Greuter M., van der Marel A. P. et al. “Lymph node stromal
cells support dendritic cell-induced gut-homing of T cells”. J. Immunol. 183, 6395-6402 (2009)].

Ademas de la débil inmunidad de la mucosa inducida por una vacuna inyectable, la aguja de la jeringa como un
dispositivo de administracion de vacunas también plantea problemas graves a través de la reutilizacion en
condiciones no estériles intencionada o no intencionadamente, lesiones por pinchazos de aguja, eliminacion
inadecuada de desechos, asi como un servicio limitado de inyeccion por el personal médico autorizado durante una
crisis [Tang D. C., Van Kampen K. R. “Toward the development of vectored vaccines in compliance with evolutionary
medicine”. Expert Rev. Vaccines 7(4), 399-402 (2008)]. El temor generalizado a las agujas (aicmofobia) desempefia
otro papel en la obstaculizacion de la cobertura de las vacunas. Por lo tanto, algunas personas prefieren arriesgarse
a contraer una enfermedad frente a las probabilidades de padecer dolor, lesiones o muerte por vacunacion
sistémica. Dado que el objetivo de los programas de vacunacién es reducir la probabilidad general de infeccion
mediante la generacion de inmunidad comunitaria (colectiva), la misién se vera perjudicada por una suspension de la
vacunacion debido al miedo generalizado a los riesgos. Hasta la fecha, estan surgiendo en el horizonte tecnologias
que permiten revertir las percepciones negativas mediante el desarrollo de una nueva generaciéon de vacunas de
respuesta rapida que sean seguras, eficaces, indoloras y econémicas.

La cita o identificacion de cualquier documento en la presente solicitud no es una admisiéon de que dicho documento
esta disponible como estado de la técnica en la presente invencion.
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Objeto de la invencidn

La presente invencion se basa en el hallazgo fortuito del inventor de que una particula vacia de adenovirus AE1E3
libre de transgenes o un vector de adenovirus que codifica un antigeno derivado de patégenos podria generar una
respuesta de protecciéon rapida y prologada contra patdégenos en una variedad de enfermedades cuando se
administra por via intranasal.

Sin estar limitado por limitacién alguna, el solicitante formula la hipétesis de que el adenovirus puede participar en la
activacion de armas especificas de inmunidad innata que impidan el crecimiento de patdgenos de la mucosa
respiratoria.

La presente invencion se refiere a un método de induccién de una respuesta en un paciente que lo necesite, que
puede comprender administrar al paciente un adenovirus defectuoso o eliminado en sus regiones E1 y/o E3 en una
cantidad eficaz para inducir la respuesta. En una realizacion ventajosa, el paciente puede ser un mamifero.

En una realizacion, el adenovirus no contiene ni expresa un transgén.

En otra realizacion, el adenovirus puede contener y expresar una molécula de acido nucleico que codifique un
producto génico. En particular, el adenovirus puede comprender una molécula de acido nucleico exdégena o
heteréloga que codifique un producto génico derivado de patdgenos que genere inmunidad protectora. La molécula
de acido nucleico exdgena o heterdloga puede codificar un epitopo de interés. En particular, la molécula de acido
nucleico exégena o heterdloga puede codificar uno o mas virus de la gripe; virus respiratorio sincitial (RSV); Bacillus
Anthracis; u otros epitopos derivados de patdgenos de interés y/o uno o mas antigenos de la gripe.

En una realizaciéon ventajosa, el adenovirus puede ser un adenovirus humano. En otra realizacidn, la respuesta
inmune se puede provocar en el plazo de 24 horas. En otra realizacién, la administraciéon da lugar a una respuesta
de proteccion de aproximadamente un dia a aproximadamente 47 dias.

Por consiguiente, es un objeto de la invenciéon no incluir dentro de la invencion ningun producto previamente
conocido, proceso de fabricacion del producto ni método de uso del producto, de modo que los solicitantes se
reserven el derecho y desvelen mediante el presente documento una exencion de responsabilidad de cualquier
producto, proceso o método previamente conocido. Se observa ademas que la invencién no pretende englobar en el
alcance de la invencion ningun producto, proceso o fabricacion del producto o método de uso del producto que no
cumpla con la descripcion escrita y los requisitos de habilitacion de la USPTO (35 U.S.C. § 112, primer parrafo) o la
EPO (Articulo 83 del EPC), de manera que los solicitantes se reservan el derecho y desvelen mediante el presente
documento una exencion de responsabilidad de cualquier producto descrito anteriormente, proceso de fabricacion
del producto o método de uso del producto.

Se observa que, en la presente divulgacion, y, en particular, en las reivindicaciones y/o en los parrafos, los términos

y las expresiones tales como "comprende", "compuesto”, "que comprende" y similares pueden tener el significado
atribuido en la legislacién de patentes estadounidense; por ejemplo, pueden significar "incluye", "incluye", "incluido",
y similares; y que los términos y las expresiones tales como "que consiste esencialmente en" y “consiste
esencialmente en” tienen el significado atribuido en la ley de patentes estadounidense, por ejemplo, permiten
elementos que no se citan explicitamente, sino que excluyen elementos que se encuentran en la técnica anterior o

que afectan a una caracteristica basica o nueva de la invencion.

Estas y otras realizaciones se desvelan o son evidentes a partir de y se incluyen en la siguiente descripcion
detallada.

Descripcion de las figuras

La siguiente descripcién detallada, dada a modo de ejemplo, pero no destinada a limitar la invencion Unicamente a
las realizaciones especificas descritas, se puede entender mejor junto con los dibujos adjuntos.

La FIG. 1 muestra la proteccion rapida de los ratones frente a las exposiciones al virus de la gripe mediante la
administracion intranasal de particulas de adenovirus.

La FIG. 2 muestra la proteccion rapida de los ratones frente al carbunco mediante la administracion intranasal de
particulas de adenovirus. Las FIG. 3A y 3B representan una terapia profilactica contra la exposicion letal
mediante A/PR/8/34 (PR8) en ratones. La terapia profilactica se realizé6 mediante administracién i.n. de particulas
de Ad5 poco antes de la exposicion a PR8. AdE/in/-2 y AdE*/in/-2, administracion i.n. de AdE el dia -2; AdE/in/+1,
administracion i.n. de AdE 1 dia después de la exposicién a PR8; AdE/im/-2, inyeccion i.m. de AdE en el dia -2;
AdNC/in/-2 y AdNC¥/in/-2, administraciéon i.n. de AANC.H1.1 en el dia -2; AANC/im/-2, inyeccién i.m. de
AdNC.H1.1 en el dia -2; control no tratado, ratones Balb/c sin tratamiento previo al exposicion con PR8; todos los
grupos se inocularon con AdE o AINC.H1.1 a una dosis de 1,7 x 610° uif, excepto los grupos AdE*/in/-2 y
AdNC*/in/-2, que recibieron una dosis de 1,7 x 6108 uif; todos los grupos se expusieron a la instilacion i.n. de 4 x
DLso de PRS8 el dia O; los pesos corporales se registraron diariamente durante los 18 dias posteriores a la
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exposicion con una pérdida de peso corporal del 30 % tomada como punto final de la enfermedad; los nimeros
entre paréntesis representan la cantidad de animales de cada grupo.

Las FIG. 4A y 4B representan la proteccion de los ratones mediante el tratamiento profilactico mediado por Ad5 y
la vacunacion frente a una dosis superior de exposicion a PR8. AANC/in/-47, administracion i.n. de AANC.H1.1
en el dia -47; AdE/in/-47, administracion i.n. de AdE en el dia -47; AdE/in/-47-2, administracion i.n. de AdE en el
dia -47 seguida de la aplicacion de refuerzo del dia -2; AdE/in/-1, administracion i.n. de AdE en el dia -1;
wtAd/in/-1, administracion i.n. de las particulas de Ad5 de tipo silvestre E1+/E3+ del dia -1; todos los grupos
recibieron la inoculacion de particulas deAd5 a una dosis de 1,2 x 108 uif seguida de la exposicion a 10 x DLso de
PR8 en el dia 0; los pesos corporales se registraron diariamente durante los 14 dias posteriores a la exposicion;
otros simbolos y protocolos son iguales a los descritos en la leyenda de la FIG. 3.

La FIG. 5 muestra el estado de salud de los animales expuestos a PR8 como se muestra en la pérdida de peso
corporal. Los pesos corporales posteriores a la exposicion se presentan como un % de peso corporal medio al
tomar el peso corporal de los ratones individuales del dia 1 como el 100 %. Los simbolos y los protocolos de
exposicion son los mismos que los descritos en las leyendas de las FIG. 3 y 4. Aunque los animales AdE/in/-47-2
y AdNC/in/-47 perdieron menos peso que los ratones de otros grupos, la diferencia no alcanzé significacion
estadistica (mediante el ANOVA de una via con los post-tests de comparacién multiple de Turkey, el grupo de
control no tratado se excluyd del analisis estadistico debido a la terminacién anticipada de los puntos de datos).
Las FIG. 6A-H representan la histopatologia pulmonar inducida por la infeccion por PR8. (A y E) Pulmén
extirpado de un ratén de control no tratado (FIG. 3) 19 dias después de la exposicion a PR8. (B y F) Pulmén
extirpado de un ratén Balb/c normal como control. (C y G) Pulmén extirpado de un raton AdE/in/-2 (FIG. 3) 19
dias después de la exposicion a PR8; cada seccion representa tres ratones. (D y H) Pulmoén extirpado de un
raton AANC/in/-2 (FIG. 3) 19 dias después de la exposicion a PR8; cada seccidn representa tres ratones. Las
secciones de pulmon se examinaron en un microscopio Zeiss Axioskop2 plus usando una lente de objetivo x2 (A-
D) o x10 (E-H) junto con una camara digital Axiocam.

La FIG. 7 representa los titulos de PR8 en los pulmones después de la exposicion. Se instilaron particulas de
AdE (1,2 x 108 uif por 50 ml) i.n. en ratones en el dia -2, seguido de un control de exposicion, y los ratones
expuestos a AdE con 4,6 x 10° ufp de PR8 el dia 0. El Dia 5, los titulos de PR8 en los pulmones extirpados de
los ratones de control 5 dias tras la exposicién a PR8; AdE-Dia 5, titulos de PR8 en los pulmones extirpados de
ratones expuestos a AdE 5 dias después de la exposicion de PRS8; Dia 7, titulos de PR8 en los pulmones
extirpados de los ratones de control 7 dias después de la exposicion a PR8; AdE-Dia 7, titulos de PR8 en
pulmones extirpados de ratones expuestos a AdE 7 dias después de la exposicion a PRS8; triangulo y circulo,
log2(pfu de PR8)/g de pulmén en ratones individuales; barra, media geométrica de los titulos de PR8 en
pulmones. No se detectaron titulos de PR8 en los pulmones extirpados de ratones de control que no fueron
expuestos a PR8. La diferencia entre el Dia 7 y AdE-Dia 7 alcanzé significacion estadistica (mediante el ANOVA
de una via con los post-tests de comparacién multiple de Turkey).La FIG. 8 representa la proteccién contra la
exposicion letal por el CA04 pandémico en ratones. Se instilaron particulas de AJE o AANC.H1.1 (2,5 x 108 uif
por 50 pl) i.n. en ratones en diferentes puntos temporales, seguido de la exposicion a CA04. AdE/in/-22,
administracion i.n. de AdE en el dia -22; AANC/in/-22, administracion i.n. de ANC.H1.1 en el dia -22; control de
placebo, administracion i.n. de 50 ul de solucion salina en el dia -22; se expusieron los animales a la instilacion
i.n. de 3 x DLso del CA04 pandémico el dia O; otros simbolos y protocolos son los mismos que los descritos en la
leyenda de la FIG. 3.

La FIG. 9 representa la arquitectura del adenovirus. (A) Estructura de una particula de Ad. Ad es un virus de ADN
icosaédrico sin envoltura. Su genoma de ADN estrechamente enrollado estd empaquetado dentro de una
capside de proteina hexagonal. (B) Disposicién del vector de Ad5 AE1E3. El vector de Ad5 AE1E3 ha sido
ampliamente usado en una gran cantidad de terapias génica, asi como en ensayos de vacunas. Su alta
inmunogenicidad se consideré un obstaculo para la readministracion; sin embargo, el problema se ha visto
disminuido por la evidencia reciente que muestra que las vacunas nasales vectorizadas con Ad5 AE1E3 pueden
eludir la inmunidad hacia el Ad5 preexistente. Ad: Adenovirus; LITR: repeticion terminal invertida izquierda;
Promotor: un promotor comun para impulsar la expresion de transgenes es el promotor temprano de
citomegalovirus; PolyA+: un sitio de poliadenilacion comun es la sefal de poliadenilacion de SV40; RITR:
repeticion terminal invertida derecha.

La FIG. 10 representa un cuadro genealdgico de vectores de adenovirus no replicantes obtenidos mediante
bioingenieria. El Ad tanto humano como animal se ha obtenido mediante bioingenieria en una amplia variedad de
vectores de Ad no replicantes para la administracion de genes exdgenos a sujetos animales y humanos. Ad:
Adenovirus.

La FIG. 11 representa un proceso de fabricacién para generar una vacuna vectorizada con adenovirus.

La FIG. 12 representa la proteccion completa conferida por la administracion intranasal de un duo de farmaco-
vacuna vectorizado con Ad5. Recientemente, se demostré que la instilacion intranasal de AdE (una particula de
AE1E3 Ad5 vacia sin transgén) o AdNC.H1.1 (un vector AE1E3 Ad5 codificante del dominio A/Nueva
Caledonia/20/99 HA1) puede conferir proteccién casi inmediata a los ratones contra la exposicion al virus vivo de
la gripe [Zhang et al. PLoS ONE 6, e22605 (2011)]. El tratamiento profilactico inducido por AdE perduré en
ratones durante al menos 22 dias, con una disminucién parcial de la potencia observada 47 dias después de la
administracion de AdE. La proteccion inducida por ANC.H1.1 fue sélida después de 47 dias. Linea continua:
marco de tiempo de proteccion sdlida; linea discontinua: marco temporal de proteccidon parcial. Como la
proteccion completa inducida por AdE se observé durante 22 dias, mientras que la proteccion parcial se observo
47 dias después de la administracion, se supuso que los efectos farmacolégicos de DVD comenzaron a disminuir
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después de 22 dias, como se muestra mediante la linea discontinua siguiendo la linea continua. Se informé que
una vacuna vectorizada con Ad5 puede generar inmunidad protectora tan pronto como 2 semanas después de la
inmunizacion [Boyer et al. Hum. Gene Ther. 16, 157-168 (2005)] como se muestra mediante una linea continua
que comienza el dia 14 para los efectos de la vacuna del DVD cuando se inocularon particulas de Ad5 el dia 0.
Los resultados muestran que la proteccion completa contra la gripe puede lograrse en ratones mediante la
administracion intranasal de un DVD vectorizado con Ad5, ya que la vacuna puede provocar inmunidad
protectora antes de que disminuyan los efectos del farmaco. Ad: Adenovirus; DVD: dio de farmaco-vacuna.

La FIG. 13 representa ratones protegidos con vacuna nasal vectorizada con Ad5 contra el virus de la gripe aviar
A/VN/1203/04 (H5N1). Los ratones se inmunizaron i.n. en el dia 0 y se expusieron a A/VN/1203/04 (H5N1) a una
dosis de 10 x DLso para ratones (10** DIEso) en SRI el Dia 63. HA, Ad que codifica HA1 + HA2; HA1, Ad que
codifica HA1; E7, 107 pv; E'9, 100 pv; HI, GMT de titulos de HI en suero el Dia 49.

La FIG. 14 representa hurones protegidos con vacuna nasal vectorizada con Ad5 contra el virus de la gripe aviar
A/VN/1203/04 (H5N1). Los hurones se inmunizaron i.n. en el dia 0 y se expusieron a A/VN/1203/04 a una dosis
de 10 x DLso para hurones (102 DIEso) en SRI el Dia 56. HA, Ad que codifica HA1+HA2; HA1; E10, 10" pv; HI,
GMT de los titulos de HI en suero el Dia 51.

La FIG. 15 representa el tratamiento profilactico del carbunco mediante la instilacion intranasal de particulas de
adenovirus poco antes de la exposicion a esporas con 1 x 105 ufc (~25 x DLso) de esporas de Sterne de Bacillus
anthracis. AdVAV/-2, particulas de AdVAV instiladas i.n. 2 dias antes de la exposicién a una dosis de 1,3 x 108
uif; AdE/-2, particulas de AdE instiladas i.n. 2 dias antes de la exposicion a una dosis de 1,3 x 108 uif; AdE*/-2,
particulas de AdE instiladas i.n. 2 dias antes de la exposicion a una dosis de 1,3 x 10° uif (dilucién con factor de
diluciéon de 100 en PBS); AdE/-1, particulas de AdE instiladas i.n. 1 dia antes de la exposicién a una dosis de 1,3
x 108 uif; Control, ratones de control sin tratar; los nimeros entre paréntesis representan el nimero de animales
de cada grupo.

La FIG. 16 representa el tratamiento del carbunco posterior a la exposicion mediante la instilacion i.n. de
particulas de AdVAV. AdVAV/D-2, particulas de AdVAYV instiladas i.n. 2 dias antes de la exposicidon a una dosis
de 1,33 x 108 uif; AAVAV/DO, particulas de AdVAYV instiladas i.n. una hora después de la exposicion a una dosis
de 1,33 x 108 uif; AdVAV/Cipro/DO0, particulas de AdVAYV instiladas i.n. 1 hora después de la exposicion a una
dosis de 1,33 x 10® uif en combinacion con inyeccion i.p. de ciprofloxacina; Cipro/DO, inyeccion i.p. de
ciprofloxacina; Control, ratones de control no tratados sin tratamientos antes de la exposicién; los niumeros entre
paréntesis representan el nimero de animales de cada grupo.

La FIG. 17 (no mostrada) representa el efecto de AdE administrado por via intranasal en el lavado nasal de RSV-
Tracy, asi como los titulos de virus del lavado pulmonar en el Dia +4. Grupo 1: 6 RC tratados profilacticamente
(dia -2) por via intranasal con vehiculo (tampdn A195); Grupo 2: 6 RC tratados profilacticamente (dia -30) por via
intranasal con 2,4 x 108 uif de AdE; Grupo 3: 6 RC tratados profilacticamente (dia- 2) por via intranasal con 2,4 x
108 uif de AdE; Grupo 4: 6 RC tratados profilacticamente (dias -30 y -2) por via intranasal con 2,4 x 108 uif de
AdE durante cada ciclo de tratamiento (sensibilizacion/refuerzo); y Grupo 5: 6 RC tratados profilacticamente (-5
h) por via intranasal con 2,4 x 10 ifu® de AdE.

Descripcion detallada de la invencién

La invenciéon se basa, en parte, en el hallazgo del inventor de que tan rapido como un dia después de la
administracion de un vector Ad vacio (E1/E3 eliminado sin insercion), los ratones se protegen contra una gripe. En la
actualidad, se desconoce el mecanismo para esta proteccién, pero es una proteccion muy amplia. Los ratones se
protegieron de una exposicién a la gripe estacional, exposiciéon a la gripe porcina, exposicion a la gripe aviar,
exposicion al RSV e incluso exposicion al carbunco. Esta proteccion dura desde aproximadamente un dia hasta
aproximadamente 47 dias. Los controles de Ad de tipo silvestre no proporcionaron ninguna proteccién y las vacunas
administradas por via intramuscular no proporcionaron ninguna proteccion. La proteccion se produjo incluso cuando
se insertd un gen en la region de E1, aunque parece que hubo cierta interferencia cuando el gen fue un gen HA
gripal, pero, curiosamente, hubo una mejor proteccion cuando el gen fue un gen de antigeno protector contra el
carbunco. Ademas de los ratones, se protegieron ratas algodoneras contra las exposiciones al RSV después de la
administracion intranasal de particulas de AdE, 2 dias o 30 dias antes de la exposicion.

Las realizaciones de la invencion que emplean adenovirus recombinantes pueden incluir vectores de adenovirus
defectuosos en E1, defectuosos en E3 y/o defectuosos en E4. La mutacién de E1 eleva el margen de seguridad del
vector debido a que los mutantes de adenovirus defectuosos en E1 son incompetentes en la replicacion en células
no permisivas. La mutacion E3 aumenta la inmunogenicidad del antigeno al interrumpir el mecanismo mediante el
que el adenovirus regula negativamente las moléculas de MHC de clase |. La mutacion E4 reduce la
inmunogenicidad del vector de adenovirus al suprimir la expresién génica tardia. Se pueden insertar motivos de
secuencia especificos tales como el motivo RGD en el bucle H-I de un vector de adenovirus para mejorar su
infectividad. Se construye un adenovirus recombinante clonando transgenes especificos o fragmentos de transgenes
en cualquiera de los vectores de adenovirus tales como los descritos anteriormente.

La generacion de particulas vacias de Ad5 AE1ES libres de transgenes puede llevarse a cabo como se describe en
Tang D. C., Zhang J., Toro H., Shi Z., Van Kampen K. R. (2009) “Adenovirus as a carrier for the development of
influenza virus-free avian influenza vaccines”. Expert Rev Vaccines 8: 469-481.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2645156 T3

La expresidon "vector virico", como se usa en el presente documento, incluye, pero sin limitacién, retrovirus,
adenovirus, virus adenoasociados, alfavirus y virus del herpes simple.

El adenovirus puede ser cualquier adenovirus, tal como, pero sin limitacién, un adenovirus bovino, un adenovirus
canino, un adenovirus de primate no humano, un adenovirus de pollo o un adenovirus porcino.

La expresién "adenovirus humano", como se usa en el presente documento, pretende englobar todos los adenovirus
humanos de la familia Adenoviridae, que incluyen miembros de los géneros Mastadenovirus. Hasta la fecha, se han
identificado mas de cincuenta y un serotipos humanos de adenovirus (véase, por ejemplo, Fields et al., Virology 2,
Capitulo 67 (32 ed., Lippincott-Raven Publishers)). El adenovirus puede ser del serogrupo A, B, C, D, E o F. El
adenovirus humano puede ser de un serotipo 1 (Ad 1), serotipo 2 (Ad2), serotipo 3 (Ad3), serotipo 4 (Ad4), serotipo 6
(Ad6), serotipo 7 (Ad7), serotipo 8 (Ad8), serotipo 9 (Ad9), serotipo 10 (Ad10), serotipo 11 (Ad11), serotipo 12
(Ad12), serotipo 13 (Ad13), serotipo 14 (Ad14), serotipo 15 (Ad15), serotipo 16 (Ad16), serotipo 17 (Ad17), serotipo
18 (Ad18), serotipo 19 (Ad19), serotipo 19a (Ad19a), serotipo 19p (Ad19p), serotipo 20 (Ad20), serotipo 21 (Ad21),
serotipo 22 (Ad22), serotipo 23 (Ad23), serotipo 24 (Ad24), serotipo 25 (Ad25), serotipo 26 (Ad26), serotipo 27
(Ad27), serotipo 28 (Ad28), serotipo 29 (Ad29), serotipo 30 (Ad30), serotipo 31 (Ad31), serotipo 32 (Ad32), serotipo
33 (Ad33), serotipo 34 (Ad34), serotipo 35 (Ad35), serotipo 36 (Ad36), serotipo 37 (Ad37), serotipo 38 (Ad38),
serotipo 39 (Ad39), serotipo 40 (Ad40), serotipo 41 (Ad41), serotipo 42 (Ad42), serotipo 43 (Ad43), serotipo 44
(Ad44), serotipo 45 (Ad45), serotipo 46 (Ad46), serotipo 47 (Ad47), serotipo 48 (Ad48), serotipo 49 (Ad49), serotipo
50 (Ad50), serotipo 51 (Ad51) o preferentemente, serotipo 5 (Ad5), pero sin limitarse a estos ejemplos.

También se contemplan en la presente invencion ligandos de unién al receptor, vectores recombinantes,
composiciones de farmaco-vacuna y adenovirus recombinantes que pueden comprender particulas subviricas de
mas de un serotipo de adenovirus. Por ejemplo, se sabe que los vectores de adenovirus pueden mostrar un tropismo
alterado para tejidos o tipos de células especificos (Havenga, M. J. E. et al., 2002) y, por lo tanto, la mezcla y la
combinaciéon de diferentes capsulas adenoviricas, es decir, fiboras o proteinas penténicas de varios serotipos
adenoviricos pueden ser ventajosas. La modificacion de las capsides adenoviricas, incluyendo la fibra y el pentén,
puede producir un vector adenovirico con un tropismo que es diferente del adenovirus no modificado. Los vectores
de adenovirus que se modifican y optimizan en su capacidad de infectar células diana pueden permitir una reduccion
significativa de la dosis terapéutica o profilactica, lo que resulta en una reduccion de la toxicidad local y diseminada.

Los sistemas de administracion génica de vectores viricos se usan comunmente en aplicaciones de transferencia
génica y terapia génica. Los diferentes sistemas de vectores viricos tienen sus propias ventajas y desventajas
Unicas. Los vectores viricos que pueden usarse para expresar el ligando derivado de patdgenos de la presente
invencién incluyen, pero sin limitacién, vectores adenoviricos, vectores viricos adenoasociados, vector de alfavirus,
vector del virus del herpes simple y vectores retroviricos, que se describen con mas detalle a continuacion.

Los vectores de adenovirus tienen muchas caracteristicas que son ideales para la administraciéon de genes, en
especial, la administracion en el tracto respiratorio. Los ejemplos de estas caracteristicas incluyen:

(a) la capacidad de los vectores de adenovirus para transducir tanto las células mitéticas como las posmitéticas
in situ;

(b) tecnologia existente de preparacion de reservas que contengan altos titulos de virus [superiores a 102 uif
(unidades infecciosas) por ml] para transducir células in situ a alta multiplicidad de infeccion (MOI);

(c) la inhalacién de adenovirus cumple con la medicina evolutiva (Tang y Van Kampen, 2008);

(d) la potencia de un vector de adenovirus administrado por via intranasal no puede interferirse con la inmunidad
preexistente hacia el adenovirus (Hoelscher et al., 2006; Shi et al., 2001; Van Kampen et al., 2005); aunque no
se desea quedar ligados a la teoria, esto puede atribuirse a la alta eficiencia de la administracion de genes, alto
nivel de expresion de transgenes y alto grado de presentacion de antigenos a lo largo de la barrera de la mucosa
en el tracto respiratorio;

(e) la capacidad de los adenovirus para inducir altos niveles de expresion de transgenes (al menos como un
estallido inicial); y

(f) la facilidad con la que los vectores de adenovirus defectuosos en la replicacion pueden ser obtenidos
mediante bioingenieria.

Son caracteristicas generales adicionales de los adenovirus que la biologia del adenovirus se caracteriza en detalle;
el adenovirus no esta asociado con una patologia humana grave; el adenovirus es sumamente eficiente en la
introduccion de su ADN en la célula hospedadora; el adenovirus puede infectar una amplia variedad de células y
tiene una amplia seleccién de hospedadores; el adenovirus se puede producir en grandes cantidades con relativa
facilidad; y el adenovirus se puede volver de replicacion defectuosa y/o de no replicacion mediante eliminaciones en
la region 1 temprana ("E1") del genoma virico.

Se hace referencia a la patente de EE.UU. n.° 5.990.091 expedida el 23 de noviembre de 1999, Einat et al. o Quark
Biotech, Inc., documento WO 99/60164, publicado el 25 de noviembre de 1999 a partir del documento
PCT/US99/11066, presentado el 14 de mayo de 1999, Fischer orRhone Merieux, Inc., documento WO98/00166,
publicado el 8 de enero de 1998 a partir del documento PCT/US97/11486, presentado el 30 de junio de 1997 (que
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reivindica la prioridad con respecto a las solicitudes de EE.UU. con n.° de serie 08/675.556 y 08/675.566), van Ginkel
et al., J. Immunol 159(2):685-93 (1997) ("Adenoviral gene delivery elicits distinct pulmonary-associated T helper cell
responses to the vector and to its transgene") y Osterhaus et al., “Immunobiology” 184(2-3):180-92 (1992)
("Vaccination against acute respiratory virus infections and measles in man"), para informacion sobre productos de
genes expresados, anticuerpos y usos de los mismos, vectores para la expresion in vivo e in vitro de moléculas de
acido nucleico exdgenas, promotores para la expresion de activacion o para unirse operativamente a las moléculas
de acido nucleico que se van a expresar, método y documentos de produccion de dichos vectores, composiciones
que comprenden dichos vectores o moléculas de acido nucleico o anticuerpos, dosis y modos y/o vias de
administracion (que incluyen composiciones para la administracion nasal), entre otros, que pueden emplearse en la
practica de la presente invencion; y, por lo tanto, la patente de EE.UU. n.° 5.990.091 expedida el 23 de noviembre de
1999, Einat et al. o Quark Biotech, Inc., documento WO 99/60164, publicado el 25 de noviembre de 1999 a partir del
documento PCT/US99/11066, presentado el 14 de mayo de 1999, Fischer o Rhone Merieux, Inc., documento
WO98/00166, publicado el 8 de enero de 1998 a partir del documento PCT/US97/11486, presentado el 30 de junio
de 1997 (que reivindica la prioridad con respecto a las solicitudes de EE.UU. con n.° de serie 08/675.556 y
08/675.566), van Ginkel et al., J. Immunol 159(2):685-93 (1997) ("Adenoviral gene delivery elicits distinct pulmonary-
associated T helper cell responses to the vector and to its transgene") y Osterhaus et al., Immunobiology 184(2-
3):180-92 (1992) ("Vaccination against acute respiratory virus infections and measles in man") y todos los
documentos citados o a los que se hace referencia en los mismos y todos los documentos citados o a los que se
hace referencia en los documentos citados en cada una de las patentes de EE.UU. n.° 5.990.091 expedida el 23 de
noviembre de 1999, Einat et al. o Quark Biotech, Inc., documento WO 99/60164, publicado el 25 de noviembre de
1999 a partir del documento PCT/US99/11066, presentado el 14 de mayo de 1999, Fischer o Rhone Merieux, Inc.,
documento WO98/00166, publicado el 8 de enero de 1998 a partir del documento PCT/US97/11486, presentado el
30 de junio de 1997 (que reivindica la prioridad con respecto a las solicitudes de EE.UU. con n.° de serie 08/675.556
y 08/675.566), van Ginkel et al., J. Immunol 159(2):685-93 (1997) ("Adenoviral gene delivery elicits distinct
pulmonary-associated T helper cell responses to the vector and to its transgene") y Osterhaus et al., Immunobiology
184(2-3):180-92 (1992) ("Vaccination against acute respiratory virus infections and measles in man") se incorporan
en el presente documento por referencia. La informacion de la patente de EE.UU. n.° 5.990.091 expedida el 23 de
noviembre de 1999, el documento WO 99/60164, el documento WO98/00166, van Ginkel et al., J. Immunol
159(2):685-93 (1997) y Osterhaus et al., Immunobiology 184(2-3): 180-92 (1992) se puede basar en la practica de la
presente invencion (por ejemplo, productos expresados, anticuerpos y usos de los mismos, vectores para la
expresion in vivo e in vitro de moléculas de acido nucleico exdgenas, moléculas de acido nucleico exégenas que
codifican epitopos de interés, o antigenos o agentes terapéuticos y similares, promotores, composiciones que
comprenden dichos vectores o moléculas de acido nucleico, o productos o anticuerpos expresados, dosis, entre
otros).

Se observa que los productos inmunolégicos y/o anticuerpos y/o los productos expresados obtenidos de acuerdo
con la presente invencidn pueden expresarse in vitro y usarse de una manera en la que normalmente se usan dichos
productos inmunoldgicos y/o expresados y/o anticuerpos, y que las células que expresan dichos productos
inmunolégicos y/o expresados y/o anticuerpos pueden emplearse en aplicaciones in vitro y/o ex vivo, por ejemplo,
dichos usos y aplicaciones pueden incluir diagnoésticos, ensayos, terapia ex vivo (por ejemplo, en las que las células
que expresan la el producto génico y/o la respuesta inmunolégica se expanden in vitro y se vuelven a introducir en el
hospedador o animal), etc., véase la patente de EE. UU. n.° 5.990.091, el documento WO 99/60164 y el documento
WO 98/00166, y los documentos citados en los mismos.

Ademas, los anticuerpos expresados o productos génicos que se aislan de los métodos del presente documento, o
que se aislan de células expandidas in vitro después de los métodos de administracion del presente documento, se
pueden administrar en composiciones, similares a la administraciéon de epitopos o antigenos subunitarios o agentes
terapéuticos o anticuerpos para inducir inmunidad, estimulan una respuesta terapéutica y/o estimulan la inmunidad
pasiva. La cantidad que se vaya a administrar variara para el paciente (hospedador) y la afecciéon que se esté
tratando, y variara de uno o unos cuantos a unos cuantos cientos o miles de microgramos, por ejemplo, de 1 ug a 1
mg, de aproximadamente 100 ng/kg de peso corporal a 100 mg/kg de peso corporal al dia y, preferentemente, sera
de 10 pg/kg a 10 mg/kg al dia.

Se puede administrar un vector a un paciente u hospedador en una cantidad que sirva para alcanzar las cantidades
indicadas para las composiciones de productos génicos (por ejemplo, epitopo, antigeno, agente terapéutico y/o
anticuerpo). Como es evidente, la invencion prevé dosis por debajo y por encima de las ilustradas en el presente
documento, y para cualquier composicién que se vaya a administrar a un animal o ser humano, incluyendo sus
componentes, y para cualquier método de administracion en particular, se prefiere determinar para ello: La toxicidad,
tal como mediante la determinacién de la dosis letal (DL) y la DLso en un modelo animal adecuado, por ejemplo,
roedor tal como ratén; y la dosis de la una o varias composiciones, la concentracion de los componentes en las
mismas Y la fecha de administraciéon de la una o varias composiciones, que generan una respuesta adecuada, tal
como mediante las titulaciones de los sueros y el andlisis de los mismos, por ejemplo, mediante ELISA y/o analisis
de seroneutralizacion. Dichas determinaciones no requieren una experimentacion excesiva a partir de conocimiento
del experto en la materia, la presente divulgacion y los documentos citados en el presente documento. Y la invencion
también comprende la administracion secuencial de las composiciones de la invencién o el rendimiento secuencial
de los métodos del presente documento, por ejemplo, la administracion periédica de las composiciones de la
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invencioén tal como en el curso de la terapia o del tratamiento para una afeccién y/o la administracién de refuerzo de
composiciones inmunoldgicas y/o en pautas de sensibilizacion-refuerzo; y, el tiempo y la forma para las
administraciones secuenciales se pueden determinar sin una excesiva experimentacion

La dosis del adenovirus de la presente invencién puede ser de aproximadamente 10° uif a aproximadamente 10'°
uif. La dosis puede ser de aproximadamente 10° uif, aproximadamente 107 uif, aproximadamente 102 uif,
aproximadamente 10° uif o aproximadamente 10" uif. En una realizacion ventajosa, la dosis es de
aproximadamente 10° uif, aproximadamente 107 uif o aproximadamente 108 uif.

En una realizacion particularmente ventajosa, multiples dosis del adenovirus de la presente invencion. En una
realizacion particularmente ventajosa, se administran aproximadamente dos dosis. En una realizacién ventajosa, las
dosis se administran aproximadamente con 20 dias de diferencia, aproximadamente 25 dias de diferencia,
aproximadamente 30 dias de diferencia, aproximadamente 35 dias de diferencia, aproximadamente 40 dias de
diferencia, aproximadamente 45 dias de diferencia, aproximadamente 50 dias de diferencia, aproximadamente 55
dias de diferencia, aproximadamente 60 dias de diferencia o aproximadamente 65 dias de diferencia.
Ventajosamente, las dosis se administran con aproximadamente 40 dias de diferencia, aproximadamente 41 dias de
diferencia, aproximadamente 42 dias de diferencia, aproximadamente 43 dias de diferencia, aproximadamente 44
dias de diferencia, aproximadamente 45 dias de diferencia, aproximadamente 46 dias de diferencia,
aproximadamente 47 dias de diferencia, aproximadamente 48 dias de diferencia, aproximadamente 49 dias de
diferencia o aproximadamente 50 dias de diferencia.

Ademas, la invencion comprende composiciones y métodos de fabricacion y de uso de vectores, que incluyen
métodos de produccion de productos génicos y/o productos inmunoldgicos y/o anticuerpos in vivo y/o in vitro y/o ex
vivo (por ejemplo, siendo estos ultimos dos, por ejemplo, tras su aislamiento de células de un hospedador que ha
tenido una administraciéon no invasiva de acuerdo con la invencién, por ejemplo, tras la expansion opcional de dichas
células), y usos para dichos productos génicos y/o productos inmunolégicos y/o anticuerpos, incluyendo en
diagndsticos, ensayos, terapias, tratamientos y similares. Las composiciones vectoriales se formulan mezclando el
vector con un vehiculo o diluyente adecuado; y, el producto génico y/o el producto inmunoldgico y/o las
composiciones de anticuerpos también se formulan mezclando el gen y/o el producto inmunoldgico y/o el anticuerpo
con un vehiculo o diluyente adecuado; véase, por ejemplo, la patente de EE.UU. n.° 5.990.091, el documento WO
99/60164, el documento WO 98/00166, los documentos citados en los mismos, y otros documentos citados en los
mismos, asi como otras ensefianzas del presente documento (por ejemplo, con respecto a vehiculos, diluyentes y
similares).

En una realizacién ventajosa, el vector expresa un gen que codifica un antigeno de la gripe, un antigeno del RSV, un
antigeno del VIH, un antigeno del SIV, un antigeno del VPH, un antigeno del VHC, un antigeno del VHB, un
antigeno del CMV o un antigeno de Staphylococcus. La gripe puede ser gripe porcina, gripe estacional, gripe aviar,
gripe H1N1 o gripe H5N1.

En otra realizacion ventajosa, el vector expresa un gen que codifica la hemaglutinina de la gripe, la proteina nuclear
de la gripe, el M2 de la gripe, el fragmento C de la toxina del tétanos, el antigeno protector del carbunco, el factor
letal del carbunco, la glicoproteina de la rabia, el antigeno de superficie del VHB, la gp 120 del VIH, la gp 160 del
VIH, el antigeno carcinoembrionario humano, CSP de malaria, SSP de malaria, MSP de malaria, pfg de malaria,
HSP de mycobacterium tuberculosis o un mutante del mismo.

En una realizaciéon de la invencidn, la respuesta inmune en el animal es inducida por vectores genéticos que
expresan genes que codifican antigenos de interés en las células del animal. Los antigenos de interés se pueden
seleccionar de cualquiera de los antigenos descritos en el presente documento.

En otra realizacién del método, las células del animal son células epidérmicas. En otra realizacién del método, la
respuesta inmune es contra un patégeno o una neoplasia. En otra realizacién del método, el vector genético se usa
como una vacuna profilactica o una vacuna terapéutica. En otra realizacién de la invencion, el vector genético
comprende vectores genéticos capaces de expresar un antigeno de interés en las células del animal. En una
realizacion adicional del método, el animal es un animal vertebrado.

Con respecto al ADN exdgeno para la expresion en un vector (por ejemplo, la codificacion de un epitopo de interés
y/o un antigeno y/o un agente terapéutico) y los documentos que proporcionan dicho ADN exdgeno, asi como con
respecto a la expresion de la transcripcion y/o los factores de traduccidn para potenciar la expresion de moléculas de
acido nucleico, y en expresiones tales como "epitopo de interés", "agente terapéutico”, "respuesta inmune",
"respuesta inmunoldgica”, "respuesta inmune protectora”, "composiciéon inmunoldgica”, "composicion inmunogénica"
y "composicién de vacuna", entre otras, se hace referencia a la patente de EE.UU. n.° 5.990.091 expedida el 23 de
noviembre de 1999 y el documento WO 98/00166 y el documento WO 99/60164, y los documentos citados en los
mismos, asi como los documentos registrados en el procesamiento de dicha patente y dichas solicitudes PCT;
estando todos ellos incorporados en el presente documento por referencia. Por lo tanto, la patente de EE.UU. n.°
5.990.091 y los documentos WO 98/00166 y WO 99/60164, y los documentos citados los mismos, asi como los
documentos o registros del procesamiento de dicha patente y dichas solicitudes PCT, y otros documentos citados en
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el presente documento o incorporados de otro modo en el presente documento por referencia, pueden consultarse
en la practica de la presente invencién; y todas las moléculas de acido nucleico exégenas, promotores y vectores
citados en los mismos se pueden usar en la practica de la presente invencion. En este sentido, también se hace
mencion a las patentes de EE.UU. n.° 6.004.777, 5.997.878, 5.989.561, 5.976.552, 5.972.597, 5.858.368, 5.863.542,
5.833.975, 5.863.542, 5.843.456, 5.766.598, 5.766.597, 5.762.939, 5.756.102, 5.756.101, 5.494.807.

En otra realizacion de la invencion, el animal es ventajosamente un animal vertebrado tal como un mamifero, un ave,
un reptil, un anfibio o un pez; mas ventajosamente, un ser humano, o un animal de compafia o un animal doméstico
o productor de alimentos o ganado, o un animal de carreras o deportivo, tal como una vaca, un perro, un gato, una
cabra, una oveja o un cerdo o un caballo, o incluso aves como el pavo, los patos o el pollo. En otra realizacion
especialmente ventajosa de la invencién, el animal vertebrado es un ser humano.

En otra realizacion de la invencion, el vector genético es un vector virico, un vector bacteriano, un vector protozoario,
un retrotransposoén, un transposoén, una cubierta de virus o un vector de ADN. En otra realizacion de la invencion, el
vector virico, el vector bacteriano, el vector protozoario y el vector de ADN son vectores recombinantes. En otra
realizacion de la invencion, la respuesta inmune es contra la gripe A. En ofra realizacién de la invencion, la
respuesta inmune contra la gripe A es inducida por el vector genético que expresa un gen que codifica una
hemaglutinina de la gripe, una proteina nuclear de la gripe, un M2 de la gripe o un fragmento del mismo en las
células del animal. En otra realizacién de la invencion, el vector genético se selecciona del grupo que consiste en
vector virico y ADN plasmidico.

En otra realizacién de la invencion, el vector genético es un adenovirus. En otra realizacion de la invencién, el vector
de adenovirus es defectuoso en su regién E1. En otra realizacion de la invencion, el vector de adenovirus es
defectuoso en su region E3. En otra realizacion de la invencion, el vector de adenovirus es defectuoso en sus
regiones E1 y/o E3. En otra realizacion de la invencién, el ADN esta en forma de plasmido. En otra realizacion de la
invencion, la etapa de contacto comprende ademas disponer el vector genético que contiene el gen de interés en un
dispositivo de administracion y aplicar el dispositivo que tiene el vector genético que contiene el gen de interés en el
mismo en la piel del animal. En otra realizacion de la invencion, el vector genético codifica un gen inmunomodulador,
como gen coestimulante o un gen de citocina. En otra realizaciéon de la invencién, el vector tiene eliminados todos
los genes viricos. En otra realizacion de la invencion, el vector genético induce un efecto antitumoral en el animal. En
una realizacién adicional de la invencion, el vector genético expresa un oncogén, un gen supresor de tumores o un
gen asociado a un tumor.

Los ejemplos representativos de antigenos que pueden usarse para producir una respuesta inmune usando los
métodos de la presente invencidn incluyen hemaglutinina de la gripe, proteina nuclear de la gripe, M2 de la gripe,
fragmento C de la toxina del tétanos, antigeno protector del carbunco, factor letal del carbunco, glicoproteina de la
rabia, antigeno de la superficie del VHB, gp 120 del VIH, gp 160 del VIH, antigeno carcinoembrionario humano, CSP
de la malaria, SSP de la malaria, MSP de la malaria, pfg de la malaria y HSP de mycobacterium tuberculosis, etc.
Mas preferentemente, la respuesta inmune produce un efecto protector contra los neoplasmas o los patégenos
infecciosos.

En otra realizacién de la presente invencion, el vector contiene ademas un gen seleccionado del grupo que consiste
en genes coestimulantes y genes de citocinas. En este método, el gen se selecciona del grupo que consiste en un
gen de GM-CSF, un gen de B7-1, un gen de B7-2, un gen de interleucina-2, un gen de interleucina-12 y genes de
interferén.

Los vectores y métodos recombinantes de la presente invencion se pueden usar en el tratamiento o la prevencion de
diversos patégenos respiratorios. Dichos patégenos incluyen, pero sin limitacion, el virus de la gripe, el coronavirus
asociado con el sindrome respiratorio agudo severo (SARS-CoV), el rinovirus humano (HRV) y el virus respiratorio
sincitial (RSV).

Ademas, la presente invencion comprende el uso de mas de un ligando, inmunégeno o antigeno terapéutico en los
vectores y métodos desvelados en el presente documento, administrados en vectores recombinantes separados o
juntos en un vector recombinante para proporcionar una vacuna multivalente o composiciéon inmunogénica que
estimule o module la respuesta inmunogénica hacia una o mas cepas y/o hibridos de la gripe. Ademas, la presente
invencion engloba el uso de un ligando, inmundgeno o antigeno terapéutico de mas de un patégeno en los vectores
y métodos desvelados en el presente documento, administrados en vectores recombinantes separados o juntos en
un vector recombinante.

Las realizaciones de la invencion que usan complejos de ADN/adenovirus pueden tener ADN de plasmido formando
un complejo con vectores de adenovirus utilizando un agente adecuado para ello, tal como PEI (polietilenimina) o
polilisina. El vector de adenovirus dentro del complejo puede estar "vivo" o "muerto” por irradiacion UV. El vector de
adenovirus inactivado por UV como ligando de unién al receptor y un agente de endosomolisis para facilitar la
transfeccion mediada por el ADN (Cotten et al., 1992) pueden aumentar el margen de seguridad del vehiculo
vacunal. El complejo de ADN/adenovirus se usa para transfectar células epidérmicas de un vertebrado de un modo
no invasivo para su uso como agente inmunizante.
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Los vectores genéticos proporcionados por la invencion también pueden codificar moléculas inmunomoduladoras
que pueden actuar como un adyuvante para provocar una respuesta inmune humoral y/o celular. Dichas moléculas
incluyen citocinas, moléculas coestimulantes o cualquier molécula que pueda cambiar el curso de una respuesta
inmune. Se pueden concebir formas en las que esta tecnologia se pueda modificar para mejorar aun mas la
inmunogenicidad de los antigenos.

En términos de la terminologia usada en el presente documento, una cantidad inmunolégicamente eficaz es una
cantidad o concentracion del vector genético que codifica el gen de interés, que, cuando se administra a un animal,
produce una respuesta inmune hacia el producto génico de interés.

Se pueden administrar diversos epitopos, antigenos o agentes terapéuticos por via topica mediante su expresion a
diferentes concentraciones. En general, las cantidades Utiles para los vectores de adenovirus son al menos
aproximadamente 100 ufp, y para el ADN plasmidico, al menos aproximadamente 1 ng de ADN. Se pueden
determinar otras cantidades a partir de la presente divulgacién y el conocimiento en la técnica, incluyendo los
documentos citados e incorporados en el presente documento por referencia, sin excesiva experimentacion.

Los métodos de la invencion se pueden aplicar apropiadamente para prevenir enfermedades como la vacunacion
profilactica o para tratar enfermedades como la vacunacion terapéutica.

Las vacunas de la presente invencion se pueden administrar a un animal ya sea solas o como parte de una
composicion inmunoldgica.

Mas alla de las vacunas humanas descritas, el método de la invencion se puede usar para inmunizar reservas de
animales. El término animal significa todos los animales, incluyendo los seres humanos. Los ejemplos de animales
incluyen seres humanos, vacas, perros, gatos, cabras, ovejas, caballos, cerdos, pavos, patos y pollos, etc. Dado que
los sistemas inmunes de todos los vertebrados funcionan de manera similar, las aplicaciones descritas pueden
implementarse en todos los sistemas vertebrados.

La presente invencion también engloba combinaciones de vectores, en particular, vectores de adenovirus. Por
ejemplo, se puede administrar un adenovector vacio (E1/E3 eliminado sin insercion) de manera secuencial o
simultanea a un paciente que lo necesite junto con otro vector, tal como un adenovector, que tener eliminacion de
E1/E3 con una insercion, tal como un gen exdgeno como se describe en el presente documento. Sin quedar
vinculados a la teoria, el adenovector vacio (eliminaciéon de E1/E3 sin insercion) puede provocar inicialmente una
respuesta inmune rapida en la que un vector que expresa un gen exdgeno, tal como un antigeno o epitopo, puede
provocar una respuesta protectora adicional.

Aunque la presente invencion y sus ventajas se han descrito en detalle, debe entenderse que pueden realizarse
diversos cambios, sustituciones y alteraciones en el presente documento sin apartarse del espiritu ni del alcance de
la invencion como se define en las reivindicaciones adjuntas. La presente invencion se ilustrara mejor en los
siguientes ejemplos, que se proporcionan Unicamente con fines ilustrativos y no pretenden limitar la invencién de
ninguna manera.

Ejemplos
Ejemplo 1: Particula de adenovirus como un farmaco de amplio espectro contra patégenos respiratorios

Aunque la vacunacion es un enfoque eficaz para prevenir enfermedades infecciosas cuando se administra con
semanas 0 meses de antelacion, es demasiado lento para proteger a los animales o0 a las personas que corren un
riesgo inmediato. Un agente capaz de reducir la gravedad de una infeccidon cuando se toma poco antes o después
de una infeccién es de suma importancia en la salud publica. EI Tamiflu (fosfato de oseltamivir) y la Relenza
(zanamivir) han demostrado ser eficaces en la prevencion de infecciones por el virus de la gripe; sin embargo, estos
inhibidores de la neuraminidasa pueden generar cepas de virus de la gripe resistentes al farmaco a lo largo del
tiempo (Poland et al., 2009). De manera similar a los virus, las bacterias resistentes a los farmacos también se
generan comunmente por el uso excesivo de farmacos (Davies y Davies, 2010). Por lo tanto, es urgente desarrollar
farmacos adicionales, porque el personal médico tendra la opcion de usar otro farmaco en tramite para detener
patégenos cuando un farmaco en uso se vea afectado por la resistencia a los farmacos.

El solicitante ha demostrado que la instilacidn intranasal de particulas de adenovirus (Ad) defectuosas en E1/E3 de 1
a 2 dias antes de la exposicion intranasal a una dosis letal del virus de la gripe podria conferir una proteccion rapida
contra la gripe en ratones (FIG. 1). El solicitante también ha demostrado que la administracién intranasal de Ad 1-2
dias antes de la exposicion intranasal a una dosis letal de esporas de Bacillus anthracis Sterne también fue capaz de
proteger a los ratones contra el carbunco (FIG. 2 y 15). Es concebible que la administracion intranasal de Ad induzca
rapidamente una serie de reacciones que impidan el crecimiento de otros microbios en el tracto respiratorio.

Dado que el Ad se ha obtenido mediante bioingenieria en un vehiculo de vacuna no replicante con un excelente
perfil de seguridad en animales y seres humanos (Tang et al., 2009), se concibe la posibilidad de desarrollar un
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vector Ad que codifique un antigeno derivado de patégeno en un duo de farmaco-vacuna (DVD), que sea capaz de
conferir proteccion rapida y amplia contra una variedad de patdgenos antes de inducir la inmunidad adaptativa;
seguido de la generacién de inmunidad protectora especifica a patdgenos como vacuna; en un solo paquete. Las
FIG. 1 y 2 muestran que no solo la estructura principal del Ad (AdE) libre de transgénicos podria conferir una
proteccién rapida contra virus y bacterias como un farmaco, sino que sus homodlogos que codifican antigenos
derivados de patdgenos podrian detener a los patégenos como un farmaco.

Métodos de la FIG. 1. Se administran vectores de AANC.H1.1 purificados que codifican el HA1 del virus de la gripe
A/NC/20/99 (H1N1) y su homdélogo libre de transgenes (AdE) gota a gota en un volumen de 0,05 ml en la fosa nasal
de cada ratéon BALB/c joven (de 2 meses) usando una pipeta mecanica como se describe (Shi et al., 2001) antes de
la exposicion. Uno o dos dias después de la administracion del Ad, se expusieron los ratones por via intranasal a
una dosis letal (0,2 unidades de HA) del virus de la gripe A/PR/8/34 (H1N1) y se controlaron diariamente para
determinar su supervivencia.

Resultados de la FIG. 1. Se protegio el setenta por ciento de los ratones (7/10) contra una dosis letal del virus de la
gripe A/PR/8/34 vivo mediante la instilacion intranasal del vector AANC.H1.1 a una dosis de 1,7 x 108 unidades
infecciosas (uif) 2 dias antes del exposicion (AdEin-2); se protegié el 100 % de los ratones (10/10) contra la gripe
mediante la instilacion intranasal del vector AdE a una dosis de 1,7 x 108 uif 2 dias antes de la exposicion (AdEin-2);
se protegio el 20 % de los ratones (2/10) contra la gripe mediante la instilacion intranasal del vector AJE a una dosis
de 1,7 x 108 uif 2 dias antes de la exposicion (AdE*en-2); se protegié el 90 % de los ratones (9/10) contra la gripe
mediante la instilacion intranasal del vector AdE a una dosis de 1,7 x 108 uif 1 dia antes de la exposicion (AdEin-1);
todos los ratones de control (control sin tratamiento previo) murieron en un plazo de los 10 dias posteriores a la
exposicion. Los datos se representaron como el % de supervivencia frente a los dias después de la exposicion. Los
numeros entre paréntesis representan la cantidad de animales de cada grupo.

Significacion de la FIG. 1. La protecciéon de los animales contra la gripe mediante la administracién intranasal de un
vector Ad 1 o 2 dias antes de la exposicion al virus de la gripe vivo muestra que la particula de Ad es capaz de
inducir rapidamente un estado antivirico en el tracto respiratorio. Dado que se han desarrollado vectores de Ad que
codifican el virus de la gripe HA en vacunas contra la gripe (Hoelscher et al., 2006; Tang et al, 2009; Van Kampen et
al., 2005) y que el vector ADNC.H1.1 que codifica el AINC/20/99 HA siguid confiriendo una rapida proteccién como el
farmaco contra la gripe antes de generarse inmunidad adaptativa, hay pruebas convincentes de que este régimen
representa un duo de farmaco-vacuna (DVD) que puede conferir una proteccion amplia y rapida como farmaco
antivirico seguida de la generacion de inmunidad protectora como vacuna antivirica, en un solo envase.

Métodos de la FIG. 2. Se administran vectores de AdPA83 purificados que codifican el antigeno protector de Bacillus
anthracis y su homologo libre de transgenes (AdE) gota a gota en un volumen de 0,05 ml en la fosa nasal de cada
raton A/J joven (de 2 meses) usando una pipeta mecanica como se describe (Shi et al.,, 2001) antes de la
exposicion. Uno o dos dias después de la administracion del Ad, se expusieron los ratones por via intranasal a una
dosis letal [1 x 10° unidades formadoras de colonias (ufc)] de esporas de B. anthracis Sterne y se controlaron
diariamente para determinar su supervivencia.

Resultados de la FIG. 2. Se protegié el sesenta y siete por ciento de los ratones (6/9) contra una dosis letal de
esporas de carbunco mediante la instilacién intranasal del vector AdPA83 a una dosis de 1,3 x 108 uif 2 dias antes
de la exposicion (AdPAIn-2); se protegio el 30 % de los ratones (3/10) contra el carbunco mediante la instilacion
intranasal del vector AdE a una dosis de 1,3 x 108 uif 2 dias antes de la exposicién (AdEin-2); no se protegio ningln
raton (0/9) contra el carbunco mediante la instilacion intranasal del vector AdE a una dosis de 1,3 x 108 uif 2 dias
antes de la exposicion (AdE*en-2); se protegio el 22 % de los ratones (2/9) contra el carbunco mediante la instilacion
intranasal del vector AdE a una dosis de 1,3 x 108 uif 1 dia antes de la exposicién (AdEin-1); todos los ratones de
control (control sin tratamiento) murieron en el plazo de los 4 dias posteriores a la exposiciéon. Los datos se
representaron como el % de supervivencia frente a los dias después de la exposicion. Los nimeros entre paréntesis
representan la cantidad de animales de cada grupo.

Significacion de la FIG. 2. La proteccion de los animales contra el carbunco mediante la administracién intranasal de
un vector Ad 1 o 2 dias antes de la exposicidon a esporas de carbunco muestra que la particula de Ad es capaz de
inducir rdpidamente un estado antibacteriano en el tracto respiratorio. Dado que se han desarrollado vectores de Ad
que codifican el PA en vacunas contra el carbunco (McConnell et al., 2007) y que el vector AAPA83 que codifica el
PA siguid confiriendo una rapida proteccion como el farmaco contra el carbunco antes de generarse inmunidad
adaptativa, hay pruebas convincentes de que este régimen representa un duo de farmaco-vacuna (DVD) que puede
conferir una proteccion rapida como farmaco antibacteriano seguida de la generaciéon de inmunidad protectora como
vacuna antibacteriana, en un solo envase.
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Ejemplo 2: Diao de vacuna-farmaco vectorizado con adenovirus como una herramienta de respuesta rapida para
conferir proteccion completa contra la gripe

Otras cuantas enfermedades ejercen un gran numero de dolencias como la gripe. El solicitante informa en el
presente documento que la administraciéon intranasal (i.n.) de particulas de adenovirus de serotipo 5 (Ad5)
defectuosas en E1/E3 (AE1E3) indujo rapidamente un estado antigripal como medio de terapia profilactica que
perdurd durante varias semanas en ratones. Al codificar un dominio HA1 de la hemaglutinina (HA) del virus de la
gripe (IFV), un vector Ad5-HA1 confirié proteccién rapida como farmaco profilactico seguida de la generacion de
inmunidad protectora sostenida como vacuna para inducir una proteccion completa contra la gripe como duo de
farmaco-vacuna (DVD) en un solo envase. Dado que las particulas de Ad5 inducen una compleja red de respuestas
en el hospedador, que podria detener la gripe al activar un grupo especifico de inmunidad innata para impedir el
crecimiento de IFV en las vias respiratorias, es posible que este DVD de la gripe multiple pueda escapar de la
resistencia a los farmacos que afecta a los farmacos antigripales actuales.

La gripe es una enfermedad emergente y resurgente que practicamente no tiene la posibilidad de erradicar el virus
causal que desencadena la gripe estacional, asi como la gripe pandémica. Como enfermedad zoonética con el
potencial de enfermar tanto a los animales como a los seres humanos [1], se puede generar un IFV de disefio
rapidamente mediante genética inversa [2] y ser diseminado por terroristas para arrasar la agricultura, la sanidad
publica y la economia dentro de una region especifica. A pesar de que esta enfermedad altamente contagiosa y
potencialmente mortal se ha controlado parcialmente mediante la vacunacioén, la vacuna contra la gripe autorizada
es dificil de producir en masa [1] y no puede conferir la proteccion oportuna y amplia contra las cepas
heterosubtipicas de IFV [3]. Otra linea de defensa contra la gripe es el uso de farmacos contra la gripe [por ejemplo,
oseltamivir (Tamiflu); zanamivir (Relenza)]; sin embargo, esta opcién esta limitada por la aparicion del IFV resistente
a los farmacos, debido a la seleccion bajo presion mutacional [4,5].

Para desarrollar un agente antigripal de respuesta rapida, se demostré de forma fortuita que una vacuna contra la
gripe nasal vectorizada con Ad5 podria conferir una proteccion rapida contra la gripe de forma similar a un farmaco.
Un vector Ad5 libre de adenovirus (RCA) de replicacion competente codificante antigenos patégenos, por lo tanto,
puede conferir una proteccién completa contra los patégenos de las mucosas como un DVD en una amplia variedad
de entornos clinicos. Los vectores Ad5 libres de RCA pueden producirse rapidamente en masa en células de
suspensién de PER.C6 sin suero; administrase sin dolor en masa por pulverizacién nasal [1]; seguidos de la
generacion de respuestas inmunes innatas, asi como adaptativas, frente a la inmunidad preexistente hacia el Ad5.
En el caso de un DVD de la gripe, la posibilidad de generar IFV resistente a farmacos es minima, ya que las
particulas de Ad5 pueden inducir un estado antigripal sin atacar directamente al IFV. En contraste con una vacuna
de IFV vivo atenuado (LAIV), un DVD vectorizado con Ad5 no se replica y no se reasigna con el IFV silvestre. Se
espera que el pulverizado nasal de un DVD de la gripe vectorizado con Ad5 pueda conferir una proteccién amplia
contra las cepas heterosubtipicas de IFV durante varias semanas como farmaco profilactico; seguido de la
generacién de la inmunidad protectora especifica de la cepa como vacuna durante meses o incluso afios antes de
que decaiga la proteccion inducida por el farmaco. Este nuevo régimen puede afiadir una herramienta de respuesta
rapida al arsenal de salud publica contra la gripe y otras enfermedades si los efectos protectores del DVD deben
reproducirse en sujetos humanos.

La particula de Ad5 AE1E3 como agente antigripal. Se generaron la particula vacia de Ad5 (AdE) AE1E3 libre de
transgenes y su homoélogo AANC.H1.1 codificante del dominio HA1 del IFV A/Nueva Caledonia/20/99 H1N1 (NC20)
en las células PER.C6 como se describe [1]. Como se muestra en la FIG. 32, la instilacion i.n. de 1,7 x 108 unidades
infecciosas (uif) de AdE 2 dias (dia -2) antes de la exposicion protegié al 100 % (10/10) de los ratones contra una
dosis letal del IFV H1N1 A/Puerto Rico vivo/8/34 (PR8) ; solo el 20 % (2/10) de los animales estaban protegidos
cuando la dosis de AdE se redujo 100 veces a 1,7 x 10° uif; y no hubo proteccién cuando se administraron 1,7 x 108
uif de AdE en ratones mediante instilacion i.n. 1 dia después de la exposicion a PR8 o por inyeccion i.m. el dia -2. La
insercion del dominio HA1 de NC20 en el genoma de AdE interfirio levemente con la capacidad de Ad53 s AE1E3
para inducir un estado antigripal, ya que solo se estaba protegido el 70 % (7/10) de los animales cuando se
administraron i.n. 1,7 x 108 uif de AANC.H1.1 en ratones el dia -2. Al igual que AdE, la instilacién i.n. de 1,7 x 10° uif
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ni la inyeccion i.m. de 1,7 x 108 uif de AANC.H1.1 confirieron proteccion contra PR8 cuando se administraron el dia
-2 (FIG. 3). La proteccion ofrecida por la administracion i.n. de AdE (p = 0,0001) o AdNC.H1.1 (p = 0,0077) a una
dosis de 1,7 x 108 uif en el dia -2 alcanzo6 significacion estadistica en comparacion con el grupo de control no tratado
(mediante ensayos de rango logaritmico).

La administracion intranasal de AdE el dia -47 (47 dias antes de la exposicion a PR8) protegié al 70 % de los
animales (7/10), lo que demuestra que el estado antigripal inducido por AdE podria perdurar durante varias semanas
(FIG. 4 A). La instilacion intranasal de ANC.H1.1 en el dia -47 protegio al 100 % (10/10) de los ratones (FIG. 4 A)
presumiblemente debido a la inmunidad adaptativa inducida por HA1 de NC20 que reaccion6 de forma cruzada con
PR3 incluso sin la deteccidon de anticuerpos de inhibiciéon de la hemaglutinacion en suero (HI) hacia PR8 (Tabla 1). A
diferencia de la inmunizacion con AANC.H1.1 en el dia -47 que genero altos titulos de anticuerpos HI hacia NC20 y
titulos indetectables hacia PR8, la exposicion a PR8 indujo altos titulos de anticuerpo HI hacia PR8 y bajos titulos
hacia NC20 en los supervivientes, y la administracion bien de AJE o de AANC.H1.1 en el dia -2 no indujo titulos de
HI hacia NC20 ni hacia PR8 (Tabla 1). La proteccién ofrecida por la administracion i.n. de ADNC.H1.1 en el dia -47
(p = 0,0001), AdE en el dia -47 (p = 0,0032), pauta de dosis doble de AdE (dia -47 seguido de una aplicacién de
refuerzo en el dia -2) (p = 0,0001), AdE en el dia -1 (p = 0,0001) o -2 (p = 0,0005) a una dosis de 1,2 x 108 uif
alcanzaron significacion estadistica en comparacion con la del grupo de control no tratado.

Tabla 1: Titulos de anticuerpos H1 en suero inducidos por la inmunizacién de ANCH1.1 y la exposicién a

PR8

Dia de Logz[GMT g Logz[GMT g
Inmunizacién n recogida del de HI anti- Seroconversion de HI anti- Seroconversion

suero Nc20] (zpT) &M NC20 (%) prg] xDT) °"PR8(%)
aAdNC/in/-2 + PR8 7 19 7,9 (£ 0,5) 100 8,9 (£ 0,5) 100
3AdE/in/-2 + PR8 10 19 5,3 (x0,7) 100 7,5 (¢ 0,6) 100
bAdNC/in/-47 10 -1 10,2 (+1,7) 100 2,3 (+0) 0
bAdNC/in/-2 10 -1 2,3 (x0) 0 2,3 (x0) 0
bAJE/in/-2 10 -1 2,3 (x0) 0 2,3 (x0) 0
bControl sin tratar 10 -1 2,3(x0) 0 2,3(x0) 0

Los anticuerpos HI se midieron frente al respectivo IFV, expresandose los titulos como GMT a una escala logz; se
asigno arbitrariamente un logz del titulo de 2,3 a muestras con titulos no detectables; cada muestra de suero se
proces6 en pocillos por triplicado;

aanimales descritos en la Fig.1 con sueros recogidos 19 dias después de la exposicion a PR8;

banimales descritos en la Fig. 2 con sueros recogidos 1 dia antes de la exposicion a PR8. La seroconversion se
definié como un aumento = 4 veces en el titulo de HI por encima de la linea basal preinmune; n, numero de
animales; GMT, media geométrica de los titulos; DT, desviacion tipica.

Doi:10.1371/journal.pone.0022605.t001.

Aunque varias pautas protegieron a los ratones contra la mortalidad mediada por la gripe, la pauta de dosis doble de
AdE tendio a conferir una proteccién mas solida que su homologa a una sola dosis (dia -47 o -2), como lo demuestra
una menor pérdida de peso corporal después de la exposicion a PR8, aunque la diferencia no alcanzé significacion
estadistica (FIG. 5). Para inducir un estado antigripal, es esencial eliminar E1 y/o E3, ya que el Ad5 de tipo silvestre
E1+/E3+ no pudo detener la gripe después de la administracién i.n. en ratones en condiciones idénticas (FIG. 4 B).

Proteccion inducida por Ad5 del pulmén contra la gripe. Como se muestra en la histopatologia pulmonar después de
la exposiciéon a PR8, la administracion i.n. de AdE o AANC.H1.1 en el dia 2 protegi6 a los ratones contra la gripe al
evitar el desarrollo de lesiones pulmonares graves. La instilacion intranasal de PR8 sin proteccion de Ad5 indujo una
inflamacion pulmonar masiva 19 dias después del ensayo de ANOVA de una via con los post-test de multiples
comparaciones de Turkey) 7 dias después de la exposicion a PR8.

Proteccion contra una cepa pandémica de IFV. Para demostrar que las particulas de Ad5 AE1E3 pueden proteger a
los ratones no solo contra PR8, sino también contra una cepa de IFV mas clinicamente relevante, se administraron
i.n. 2,5 x 108 uif de AdE o AANC.H1.1 a ratones seguido de la exposicion de los animales a una dosis letal del
aislado de gripe porcina pandémica H1N1 2009 A/California/04/2009 (CA04). Como se muestra en la FIG. 8, se
protegio el 100 % (10/10) de los animales mediante la instilacion i.n. de AdE o AANC.H1.1 en el dia -2 y ANC.H1.1
en el dia -22; se protegio el 90 % (9/10) mediante la administracién i.n. de AdE en el dia -22. La proteccion ofrecida
frente a CA04 en todos estos grupos expuestos a Ad5 alcanzo significacion estadistica en comparacion con la del
grupo de control de placebo (p = 0,0001).

El vector Ad5 AE1E3 no replicante ha sido obtenido por bioingenieria en un vehiculo de vacuna contra la gripe nasal
con alta potencia y excelente perfil de seguridad [1]. Ademas de la generaciéon de inmunidad protectora como
vacuna, en el presente documento, se muestra que esta clase de vacuna también puede conferir terapia profilactica
contra la gripe antes de generarse la inmunidad adaptativa. Se ha documentado que la administracion de particulas
de Ad5 AE1E3 en ratones induce rapidamente la produccion de una amplia seleccion de citocinas y quimiocinas
inflamatorias [6], incluyendo el interferén de tipo | (IFN-a e IFN-B) [7]; afecta a las células dendriticas pulmonares [8];
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activa los linfocitos citoliticos naturales [9]; induce la produccion del 6xido nitrico antivirico [10]; desencadena
interacciones multifacéticas entre Ad5 y proteinas de la sangre, plaquetas, macréfagos, células endoteliales y las
respectivas células parenquimatosas [6]. La inhibicion de la inflamacion asociada a Ad5 por proteinas E1A, E1B y E3
de Ad5 [11] sugiere que la incompetencia de Ad5 E1+/E3+ para inducir un estado antigripal (FIG. 4) puede atribuirse
a la supresion de la inflamacion, aunque no se pueden excluir otros mecanismos, ya que las particulas de Ad5
AE1E3 inducen muchas respuestas inmunes y no inmunes, y algunas reacciones permanecen indefinidas en
animales [12]. Puede ocurrir que multiples reacciones inducidas por las particulas de Ad5 AE1E3 puedan integrarse
para establecer un estado antigripal en las vias respiratorias, creando asi una barrera de defensa multidimensional
que dificilmente pueda ser sobrepasada por un IFV. Esta hipdtesis esta respaldada por el hallazgo de que el
receptor de IFN-a/B proporciona proteccién contra la gripe de forma prescindible, lo que demuestra que los animales
han desarrollado mecanismos de solapamiento para responder a la gripe [13]. Ademas, los ratones Balb/c expuestos
en estos estudios portan un alelo defectuoso del factor de resistencia a la gripe inducido por IFN-a/f M31 [14], lo que
implica que la produccién inducida por Ad5 AE1E3 de IFN de tipo | [7] puede no desempefiar un papel importante
durante el establecimiento de un estado antigripal en esta cepa de ratén.

El hallazgo de que la administracién i.n. de AdE 1 dia después de la exposicion a PR8 fue incapaz de detener la
gripe (FIG. 3 A) sugiere que el IFV puede inducir un estado progripal que no se vea alterado por la particula de Ad5
AE1E3 cuando el primero se introduce en la via respiratoria antes que la segunda, similar al estado antigripal
inducido por Ad5 que no puede ser revertido por un IFV cuando las particulas de AdE se administraron i.n. antes de
PR8 o CA04 (Figuras 3-9). Para desarrollar ain mas el farmaco profilactico basado en Ad5 AE1E3 en un farmaco
para la gripe para después de la exposicion, es crucial caracterizar las reacciones antagénicas inducidas por los dos
tipos de virus en las vias respiratorias

La exposicion previa a Ad5 se ha asociado con la pérdida de la potencia de Ad5 cuando este vector se inyecta i.m.
[15]. Sin embargo, la evidencia emergente muestra que una vacuna nasal vectorizada con Ad5 puede eludir la
inmunidad preexistente hacia el Ad5 en ratones [15], macacos [16] y seres humanos [17] probablemente debido a la
administracion de genes de alta eficiencia en células de la capa superficial a lo largo la barrera de la mucosa en
combinacidon con la presentacion de antigenos potentes asociada con este tejido de superficie de contacto
inmunocompetente. La sinergia entre las aplicaciones primarias y de refuerzo inducidas por la pauta de dosis doble
de AdE (FIG. 4A y 5) muestra que las respuestas rapidas contra la gripe inducidas por AdE eran aditivas en
presencia de inmunidad hacia el Ad5 preexistente. Estos hallazgos prometen que este DVD de gripe nasal no solo
puede inducir una proteccién rapida y sostenida contra la gripe en una pauta de una sola dosis, sino que también
puede administrarse repetidamente (por ejemplo, cuando se requiere un HA diferente para su componente de
vacuna) sin perder potencia.

Aunque la terapia profilactica contra la gripe se puede realizar mediante la administracion i.n. de lisados bacterianos
complejos [18] o toxinas bacterianas [19], el estado antigripal inducido por los componentes bacterianos fue muy
transitorio, disminuyendo sus efectos protectores a los pocos dias de la terapia [18,19]. El hallazgo de que los
efectos protectores inducidos por AdE podrian perdurar durante al menos 3 semanas (FIG. 8) y hasta 47 dias (FIG.
4 A) en una pauta de una sola dosis sugiere que los mecanismos subyacentes entre los estados antigripales
inducidos por componentes bacterianos y por Ad5 pueden diferir. Ademas, solo este ultimo permitiria suficiente
tiempo para que el componente vacunal del DVD genere inmunidad adaptativa antes de que disminuyan sus efectos
farmacolégicos. Ademas, el Ad5 de tipo silvestre replicante es un virus respiratorio benigno y su homélogo no
replicante usado en este estudio deberia ser incluso mas seguro; en particular, se ha demostrado el perfil de
seguridad de una vacuna contra la gripe nasal vectorizada con Ad5 en sujetos humanos [17]. Como virus respiratorio
comun, el sistema inmune de la mucosa humana esta familiarizado con las particulas de Ad5 y debe haber
desarrollado mecanismos de proteccion especificos de Ad5. Por el contrario, la administracion de una toxina
bacteriana asociada con el tracto digestivo en el tracto respiratorio como farmaco contra la gripe [19] sorprenderia al
sistema inmune, y este régimen no natural se ha asociado con la induccion de la pardlisis de Bell en sujetos
humanos [20].

El IFV es insidioso en la mutacién en cepas resistentes a los farmacos cuando es atacado por un farmaco contra la
gripe [por ejemplo, el bloqueador del canal iénico M2 (amantadina, rimantadina) o el inhibidor de la neuraminidasa
(oseltamivir; zanamivir)] [5]. A diferencia de los farmacos contra la gripe contemporaneos, cabe pensar que el DVD
vectorizado con Ad5 modifica el habitat en el tracto respiratorio sin atacar directamente al IFV; por lo tanto, el DVD
no confiere presion mutacional para inducir resistencia a los farmacos. En contraste con la supresion inducida por
oseltamivir de la inmunidad de la mucosa con el riesgo de aumentar la vulnerabilidad a las infecciones posteriores
de patégenos de la mucosa [21], el DVD vectorizado con Ad5 mejora la inmunidad innata de la mucosa contra al
menos un subconjunto de patégenos de la mucosa. La eficacia del DVD se fortalece aiin mas por su componente
vacunal, que genera inmunidad adaptativa sostenida antes de que sus efectos farmacolégicos desaparezcan por
completo (FIG. 4A, 8 y Tabla 1). Dado que la LAIV autorizado (por ejemplo, FluMistH en EE. UU.) contiene el IFV
vivo [1], la administracion conjunta de LAIV con un farmaco de la gripe seria contraproducente, porque el farmaco
deshabilitaria la vacuna al matar al IFV vivo. El DVD vectorizado con Ad5 no solo es compatible con un farmaco
contra la gripe autorizado, sino que también confiere terapia profilactica como un farmaco por si mismo, ademas de
la capacidad de su vacuna.
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Las pruebas emergentes muestran que una serie de vacunas nasales inducen una respuesta inmune adaptativa
sistémica mas débil que sus homologos parenterales [22-26], a pesar de que las vacunas nasales confieren una
proteccién mas sdlida contra un patégeno de la mucosa respiratoria, generando una respuesta inmune adaptativa de
la mucosa mas potente [22,25]. El solicitante proporciona pruebas de que no solo se podria inducir inmunidad
adaptativa, sino también inmunidad innata con un enfoque en el tracto respiratorio contra patdégenos de la mucosa
cuando la particula de Ad5 AE1E3 se administra i.n., pero no i.m., como se muestra por el % de supervivencia
proporcionado por las vias i.n. e i.m., respectivamente (FIG. 3). Aun esta por verse si el DVD nasal con vector de
Ad5 puede conferir proteccidn contra la gripe inducida por otras vias (por ejemplo, infeccién oral).

El hallazgo de que la administraciéon i.n. de AANC.H1.1 el dia -47 indujo una proteccién mas sélida contra la
exposicion a PR8 que su homélogo inoculado el dia -2 o AdE administrada el dia -47 (FIG. 3B y 4A) sugiere que los
animales del grupo AdNC/in/-47 pueden ser protegidos por una respuesta inmune adaptativa mediada por HA1
NC20 que reacciona de forma cruzada con PR8 47 dias después de la inmunizacién en ausencia de anticuerpo Hl
en suero detectable hacia PR8 (Tabla 1). Los datos corroboran otros informes que indican que el titulo de
anticuerpos HI en suero es un marcador sustituto inadecuado para predecir la inmunidad protectora inducida por una
vacuna contra la gripe nasal [24,26].

Los hallazgos de que el DVD vectorizado con Ad5 pueden conferir terapia profilactica junto con la vacunaciéon en un
solo envase proporcionan una base para el desarrollo de un nuevo agente antigripal que puede producirse en masa
en células cultivadas, administrarse sin dolor por pulverizacién nasal, con la capacidad de eludir la inmunidad
preexistente hacia el Ad5 y movilizar los repertorios inmunes innatos, asi como adaptativos, hacia una respuesta
beneficiosa rapida y sostenida contra la gripe, sin el potencial de generar cepas de IFV resistentes a los farmacos.

Adenovirus. Para generar la particula de AdE, se realizé la recombinacion homdloga entre los plasmidos pAdHigh de
lanzadera y pAdEasy-1 de la estructura principal de Ad5 en células BJ5183 de Escherichia coli seguida de la
generacion de la particula de AdE libre de RCA en células PER.C6 (proporcionadas por Crucell Holland BV; Leiden,
Paises Bajos) como se describe [1]. AdE es, por tanto, un Ad5 AE1E3 con un casete de expresién en su region El [1]
sin la codificacion de ningun transgén. Para generar el vector ADNC.H1.1, se sintetizd el gen HA NC20 en
GENEART (Regensburg, Alemania) con codones optimizados para coincidir con la combinacién de ARNt encontrada
en las células humanas junto con la insercién de un sitio de unién ribosomal eucariota inmediatamente cadena arriba
del coddn ATG de iniciacion [27]. Se amplificé el fragmento de HA1 NC20 que contenia 347 aminoacidos a partir del
molde de HA sintético mediante reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) usando los cebadores 5'-
CACAGGTACCGCCACCATGAAGGCCAAGCTG-3' y 5-GAGTCTAGATTATCAGCCGAACAGGCCTCTGCTCTGG-
3'. Se insertd el fragmento Kpnl-Xbal que contiene el fragmento de HA1 amplificado con un coddn de terminacion
afiadido en marco en el sitio Kpnl-Xbal de pAdHigh en la orientacién correcta bajo el control de la transcripcion del
promotor temprano del citomegalovirus humano (CMV). Posteriormente, se generd un vector Ad5 libre de RCA
codificante de HA1 NC20 (AdNC.H1.1) en las células PER.C6 como se ha descrito anteriormente. Tanto AdE como
AdNC.H1.1 fueron validados mediante secuenciacion de ADN; producidos en masa en las células PER.C6;
purificados mediante ultracentrifugacion sobre un gradiente de cloruro de cesio como se describe [27]; sometidos a
didlisis en tampon A195 [28] con titulos (uif por ml) determinados en 293 células [17] mediante el método de
Spearman-Karber [29] después de tefiir monocapas infectadas con Ad5 con un anticuerpo anti-hexén de Ad5
conjugado con peroxidasa de rabano picante (HRP) y el sustrato de tetraclorhidrato de 3,3'-diaminobencidina (DAB)
(Clontech Laboratories, Inc. ; Mountain View, CA). EI Ad5 de tipo silvestre E1+/E3+ (VR-1516) se obtuvo de
coleccién americana de cultivos tipo (ATCC; Manassas, VA).).

Virus de la gripe. El PR8 (VR-95) se obtuvo de la ATCC y se cultivé en células renales caninas de Madin Darby
(MDCK) en presencia de TPCK-tripsina como se describe [17] con los titulos determinados por el ensayo de placas
[30]. EI CAO4 adaptado al raton fue generado por Natalia A. llyushina y fue proporcionado por Elena Govorkova del
Hospital de Investigacion Infantil St. Jude (Memphis TN). El virus CA04 se adapté a la replicacion en los pulmones
de ratones Balb/c mediante 9 pasos secuenciales a través de pulmones de ratén. El virus se purificé en placas en
células MDCK y se prepard una reserva de virus mediante el crecimiento en huevos de pollo embrionados de 10
dias y luego en células MDCK como se describe [31] con titulos expresados como dosis infecciosas de cultivo
celular (CCID50) como se describe [32]. NC20 fue proporcionado por el Centro para el Control de Enfermedades
(CDC,; Atlanta, GA).

Estudios de exposicién. Se realizaron la administracion intranasal y la inyeccién i.m. de 50 pl de particulas de Ad5 en
ratones Balb/c hembra jévenes (de aproximadamente 2 meses) como se describe [27]. Los ratones se expusieron
mediante la instilacion i.n. de 50 pyl de PR8 que contenian 1,4 x 10° unidades formadoras de placa (ufp)
[equivalentes a aproximadamente 4 x DLso (dosis letal del 50 %)] o 3,5 x 108 ufp (equivalentes a aproximadamente
10 x DLso) en la Universidad de Alabama en Birmingham (UAB), asi como 90 pl de CA04 que contenia 26105
CCID50 (equivalentes a aproximadamente 3 x DLso) en la Universidad Estatal de Utah (USU). Todos los
experimentos en los que se usaron ratones se realizaron de acuerdo con la aprobacion de los comités institucionales
de cuidado y uso de animales en UAB y USU (ID de aprobacion de UAB, n.° 7705; numero de garantia del bienestar
del animal de UAB A3255-01; ID de aprobacion de USU n.° 552; nimero de garantia del bienestar del animal de
USU, A3801-01). Las instalaciones para los animales tanto en UAB como en USU han sido acreditadas por
AAALAC.
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Titulos de PR8 en los pulmones después de la exposicion. Se administraron i.n. particulas de AdE en ratones Balb/c
jovenes hembra a una dosis de 1,2 x 108 uif en un volumen de 50 pl el dia -2. De cinco a siete dias después de la
instilacion i.n. de 4,6 x 108 ufp de PR8 el dia 0, se congelaron de inmediato los pulmones de los ratones expuestos al
control y a AdE en hielo seco después de la reseccion y se almacenaron a 280 uC hasta el analisis (FIG. 7).
Después de la descongelacion, se pes6 una fraccion de cada pulmén y se homogeneizé en solucion salina
tamponada con fosfato frio (PBS) como una suspension al 10 % (p/v). Se retiraron los desechos de tejidos por
centrifugacion y se transfirio el sobrenadante a otro tubo estéril para la titulacion del virus. El ensayo de placa del IFV
se realizé como se describe [30].

Ensayo de inhibiciéon de la hemaglutinaciéon. Se ensayaron los sueros para determinar su actividad frente a PR8 o
NC20 mediante el ensayo de HI convencional después del tratamiento previo de los sueros con una enzima
destructora del receptor como se ha descrito [17]. Se ensay6 cada muestra de suero comenzando a una dilucién de
1:10. Todos los sueros se ensayaron con ocultacion en muestras antes y después de la inmunizacion marcadas con
codigo. Los animales se consideraron seronegativos y se les asigno un titulo de anticuerpos HI de 5 (2,3 en una
escala logz) si su muestra de suero tenia un titulo de HI de <10.

Ensayo de histopatologia pulmonar. Se fijaron los pulmones del ratéon perfundiendo formalina tamponada al 10 % a
través de la traquea. Los tejidos embebidos en parafina se cortaron en cortes de 5 pm de espesor seguido de
secciones de tincién con hematoxilina y eosina (FIG. 6).

Andlisis estadistico. Todos los andlisis estadisticos se realizaron usando GraphPad Prism version 5.04 (GraphPad
Software, San Diego, CA). Se realizaron pruebas de rango logaritmico para comparar las curvas de supervivencia de
Kaplan-Meier; y se realizaron un ANOVA de una via con post-test de comparacion multiple de Turkey para comparar
la pérdida de peso corporal, asi como los titulos de PR8 en los pulmones. La significacion estadistica se establecio
en p = 0,05.
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Ejemplo 3: Duo de vacuna-farmaco vectorizado con adenovirus como posible impulsor de la conferencia de
proteccion en masa contra enfermedades infecciosas

El poder de combate contra la enfermedad de las vacunas ha sido una bonanza para la salud publica acreditada con
la reduccion a nivel mundial de la mortalidad y la morbilidad. El objetivo de amplificar ain mas el poder mediante la
cobertura de las vacunas de refuerzo requiere el desarrollo de una nueva generaciéon de vacunas de respuesta
rapida que puede producirse en masa a bajo coste y administrarse en masa por personal no médico. Las nuevas
vacunas también deben estar dotadas de un mayor margen de seguridad que el de las vacunas convencionales. La
vacuna no replicante vectorizada con adenovirus promete aumentar la cobertura de la vacuna, porque el vector se
puede fabricar rapidamente en células en suspensiéon sin suero en respuesta a un aumento de la demanda y
administrarse de forma no invasiva mediante pulverizacidon nasal en sujetos humanos de acuerdo con la medicina
evolutiva. En contraste con la inyeccion parenteral, la vacunaciéon no invasiva de la mucosa reduce al minimo la
inflamacion sistémica. Ademas, la inmunidad hacia el adenovirus preexistente no interfiere apreciablemente con la
potencia de una vacuna nasal vectorizada con adenovirus. La administracion nasal de vectores de adenovirus que
codifican antigenos patégenos no solo da menos miedo y es indolora, sino que también confiere una proteccion
rapida y sostenida contra los patégenos mucosales como un duo de farmaco-vacuna, ya que las particulas de
adenovirus solas sin expresion transgénica pueden inducir un estado antigripal en las vias respiratorias. Ademas de
la vacunacién humana, los animales también pueden inmunizarse en masa mediante esta clase de vacunas
vectorizadas.

Letania de demandas de mejores vacunas. Aunque la vacunacion resulta ser el método mas rentable para la
prevencion de enfermedades, una ofensiva radical para aumentar la cobertura de la vacuna sigue siendo un objetivo
importante en el movimiento hacia una mejor salud publica en todo el mundo. Las vacunas actuales que han sido
autorizadas para su comercializacion incluyen microorganismos enteros muertos, microorganismos vivos atenuados,
extractos microbianos, proteinas purificadas o recombinantes, vacunas de ADN vy particulas similares a los virus.
Aunque muchas enfermedades han sido derrotadas por la amplia distribucion de estas vacunas, el objetivo de
generar inmunidad comunitaria (colectiva) en una amplia variedad de entornos de enfermedades sigue siendo
elusivo debido a una serie de problemas en los programas de vacunacion actuales. En concreto, los efectos
secundarios adversos asociados a la vacuna varian desde la respuesta inflamatoria local y sistémica, la fiebre, la
activacion plaquetaria, la disfunciéon auténoma cardiaca, la reaccion anafilactica (inducida por la inyeccién de aguja
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de ciertas vacunas) [1-4] a la rara aparicion de poliomielitis paralitica (mediada por la ingestién de la vacuna oral
contra la polio) [5], miopericarditis (inducida por la inoculacién de la vacuna de la viruela Dryvax) [6] y la paralisis de
Bell (inducida por un adyuvante nasal de toxina bacteriana) [7,8]. En 2010, se notificé un aumento repentino de la
narcolepsia entre los vacunados en unos cuantos paises tras la inyeccidon con aguja de una vacuna contra la gripe
pandémica H1N1 que contenia adyuvante de escualeno [201]. La inyeccidn de escualeno solo puede inducir artritis
reumatoide en animales [9]. A medida que van surgiendo pruebas se demuestra que la inflamacién crénica de bajo
grado se asocia con enfermedades cardiovasculares [10], obesidad [11], diabetes [11], cancer [12] y trastorno
neurolégico [13], la inflamacion inducida por la vacuna ahora necesita ser el centro de atencidén. Si una reaccion
inflamatoria aguda inducida por la inyeccion de un complejo de adyuvante-vacuna inmunoestimulante [1-3] podria
convertirse en una inflamacién crénica de bajo grado y desencadenar cualquiera de estas dolencias en un
subconjunto de vacunados a lo largo del tiempo es de suma importancia en la sanidad publica; sin embargo, este
riesgo potencial no ha sido investigado con rigor. Dado que el concepto de seguridad de las vacunas esta
evolucionando desde la "proteccion contra enfermedades inducidas por patégenos" a "ninguna posibilidad de inducir
consecuencias adversas", no se permitiria ningun agente foraneo conocido, toxicidad ni virulencia residual en una
vacuna, y se deben evitar cualquier posibilidad de induccion de efectos secundarios desconocidos (por ejemplo,
inflamacioén en érganos vitales).

Las respuestas inmunes mucosas y sistémicas son provocadas y reguladas con un considerable grado de
independencia, y la mayoria de las vacunas se han administrado de manera invasiva mediante inyeccion
intramuscular, lo que induce una buena inmunidad sistémica, pero a menudo una inmunidad mucosa débil que es
crucial para la defensa contra los patégenos de la mucosa (por ejemplo, Virus de la gripe, Mycobacterium
tuberculosis y VIH) [14,15]. La induccidn eficiente de la inmunidad mucosa suele emplear la vacunacion nasal u oral
debido a la capacidad uUnica de las células dendriticas (DC) de la mucosa residentes para inducir el cambio de IgA y
para imprimir receptores de asentamiento especifico de la mucosa (por ejemplo, CCR9 e integrina 4p7) en linfocitos
[15,16]. Ademas de la débil inmunidad de la mucosa inducida por una vacuna inyectable, la aguja de la jeringa como
un dispositivo de administracion de vacunas también plantea problemas graves a través de la reutilizacion en
condiciones no estériles intencionada o no intencionadamente, lesiones por pinchazos de aguja, eliminacion
inadecuada de desechos, asi como un servicio limitado de inyeccion por el personal médico autorizado durante una
crisis [17]. El temor generalizado a las agujas (aicmofobia) desempefia otro papel en la obstaculizacion de la
cobertura de las vacunas. Por lo tanto, algunas personas prefieren arriesgarse a contraer una enfermedad frente a
las probabilidades de padecer dolor, lesiones o muerte por vacunacion sistémica. Dado que el objetivo de los
programas de vacunacion es reducir la probabilidad general de infeccion mediante la generacion de inmunidad
comunitaria (colectiva), la misidon se vera perjudicada por una suspension de la vacunacién debido al miedo
generalizado a los riesgos. Hasta la fecha, estan surgiendo en el horizonte tecnologias que permiten revertir las
percepciones negativas mediante el desarrollo de una nueva generacion de vacunas de respuesta rapida que sean
seguras, eficaces, indoloras y econémicas.

Vacunacién no invasiva como medio para aumentar la cobertura de la vacuna. La vacunacién no invasiva sin aguja
promete cambiar la actitud del publico de "verse obligado a pincharse" a "buscar de forma proactiva la vacunacion
sin miedo". Las vacunas pueden administrarse de forma no invasiva por ingestiéon oral [5], pulverizaciéon nasal
[18,19], asi como la aplicacién tépica de un parche cutaneo [19-23] de manera indolora. La vacunacién no invasiva
mediante la administracion de vacunas en la superficie de contacto entre el cuerpo interno y el entorno externo no
solo confiere un alto grado de comodidad para los vacunados, sino que también puede conducir a una respuesta
inmune cualitativamente superior en comparacién con la vacunacién sistémica convencional. Las superficies
mucocutaneas estan cubiertas por un epitelio altamente inmunocompetente que sirve como una barrera fisica y
garantice que los antigenos que penetran en la capa superficial se capturan de manera eficaz y se presentan al
sistema inmunitario. Por logica, los animales y los seres humanos deben desplegar las células inmunes mas
competentes a lo largo de la barrera superficial para evitar las infecciones, ya que seria contraproducente mantener
a estos “soldados inmunes profesionales” en los tejidos profundos donde rara vez se encuentran con patdégenos
invasores. Las células presentadoras de antigenos profesionales (APC), que incluyen multiples subconjuntos de DC
[24,25], células gdT [26] y otras, se pueden encontrar en altas densidades a lo largo de la superficie mucocutanea.
Un subconjunto de células de médula ésea de ratén que expresan la enzima sintetizante de acido retinoico es capaz
de proporcionar acido retinoico a los precursores de DC para inducir funciones mucosas de DC, incluyendo la
generacion de linfocitos T reguladores de Foxp3+, linfocitos B secretores de IgA y receptores de asentamiento
especificos de la mucosa [27]. Se ha demostrado que la via de la vacunacion afecta criticamente no solo a la
magnitud, sino también el fenotipo y al trafico de los linfocitos T CD8+ especificos del antigeno en ratones. La
inyeccion intramuscular de una vacuna inducida por adenovirus (Ad) indujo una expresion transgénica local robusta
y gener6 linfocitos T CD8+ de alta frecuencia y polifuncionales que se desplazaron ampliamente a los
compartimentos tanto sistémico como mucoso. Por el contrario, la instilaciéon intranasal de la vacuna vectorizada con
Ad condujo a una expresion transgénica local igualmente robusta, pero generé linfocitos T CD8+ monofuncionales
de baja frecuencia con patrones de trafico anatémico restringidos [28]. La vacunaciéon no invasiva aprovecha, de
este modo, una via bioldgica existente que aprovecha la capacidad del sistema inmune para responder a sitios de
tejidos superficiales pero inmunocompetentes a lo largo de la superficie mucocutanea para generar inmunidad
protectora localizada contra los patdgenos de la mucosa en la entrada sin inducir una respuesta inmune sistémica
excesivamente reactiva.
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Aunque se requiere para la fabricacidén aséptica de vacunas segun las buenas practicas de fabricacion actuales, aun
puede producirse contaminacién por microorganismos desconocidos o contaminacion por debajo de la deteccién con
instrumentos modernos y ensayos de alto rendimiento. La administracion conjunta de estos contaminantes con una
vacuna no invasiva en la superficie mucocutanea presentaria plantearia poco peligro para el vacunado, ya que el
sistema inmunitario mucocutaneo esta bien versado en contrarrestar la invasiéon microbiana en todo momento, ya
que la superficie de contacto esta en contacto constante con los microbios. Por el contrario, la inyeccién de una
vacuna contaminada en los tejidos profundos puede, en teoria, desencadenar un crecimiento exponencial de
microorganismos dentro del cuerpo en ausencia de una respuesta inmune oportuna o, a la inversa, una "tormenta
inmune" inducida por un sistema inmune que sobreactde. En general, la generacién de la inmunidad protectora a lo
largo de la superficie mucocutanea es una rutina diaria; los animales y los seres humanos han desarrollado
mecanismos adecuados para ganar batallas diarias (invasion microbiana diaria) sin perder la guerra (salud global).
La vacunacion no invasiva utiliza el funcionamiento diario del sistema inmune a lo largo de la superficie de contacto
sin sorprender al sistema inmune mediante la administracién fisica de complejos de vacuna-adyuvante
inmunoestimulantes en tejidos profundos donde la inmunocompetencia es baja.

Via en zigzag para desarrollar un adenovirus en un vehiculo vacunal. El adenovirus pertenece a una familia de virus
de ADN icosaédricos no desarrollados con un genoma de ADN lineal de 30-38 kb (el tamafo varia de un grupo a
otro) precedido y seguido por repeticiones terminales invertidas. Una particula de Ad contiene un genoma de ADN
estrechamente enrollado empaquetado dentro de una capside de proteina hexagonal (FIG. 9A). El genoma de Ad
contiene tanto genes tempranos que codifican proteinas reguladoras como genes tardios que codifican proteinas
estructurales [29]. Varios serotipos de Ad se encuentran cominmente en animales y seres humanos, y puede haber
diferencias significativas en la patogenicidad y el curso de la enfermedad entre los diferentes serotipos; algunos son
bastante benignos en hospedadores humanos inmunocompetentes (por ejemplo, serotipo 5 de Ad humano [30]),
mientras que otros pueden causar enfermedades que suelen ser leves y autolimitantes. Una serie de razones
notables justifican el desarrollo de un Ad en un vehiculo vacunal. En concreto, las vacunas orales basadas en Ad4 y
Ad7 humanos (un tipo de vacuna no invasiva) han demostrado ser seguras y eficaces durante la inmunizacion
masiva de reclutas militares [31]. Potencialmente, la replicacion de Ad4 o Ad7 se puede obtener mediante
bioingenieria adicional en vehiculos vacunales orales para generar inmunidad contra otros antigenos derivados de
patégenos. Sin embargo, es dificil liberar cuantitativamente un vector replicante obtenido mediante bioingenieria que
represente un organismo genéticamente modificado de manera controlada. La introduccion de un organismo
genéticamente modificado en el ecosistema también es indeseable en la percepcion del publico. Un vector no
replicante seria, por tanto, mas seguro y mas aceptable que su homologo replicante. Aunque se desarrollé un vector
Ad5 no replicante hace casi tres décadas mediante el truncamiento de su regiéon E1 (FIG. 9) [32], un problema critico
para el vector Ad5 defectuoso en E1 (AE1) producido en células 293 humanas es la contaminacion intrinseca Ad
competente en la replicacion (RCA) que surge a través de la recombinacion homadloga entre secuencias solapantes
que enmarcan el locus E1 mostrado por las células 293 transfectadas y la cadena principal del vector [33]. RCA
representa un riesgo bioldgico, porque puede replicarse en un hospedador infectado con la capacidad de
transmision horizontal a los espectadores a través de la supresion virica [30]. Para sortear el problema del RCA, se
han generado vectores de Ad libres de RCA en células PER.C6 humanas usando vectores lanzadera compatibles
con PER.C6 que no contienen secuencias solapantes con el genoma de PER.C6 [34,35]. A diferencia de Ad4 y Ad7
replicantes, el Ad5 no replicante no inmuniza a los animales de manera eficaz cuando se administran por via oral
debido a su incapacidad para experimentar la amplificacién del virus y su susceptibilidad a pH bajo, proteasas
gastricas y pancreaticas y mucinas extracelulares [36].

A pesar de los problemas observados tras la administracion por via oral, se ha desarrollado el Ad5 defectuoso en
E1/E3 (AE1E3) no replicante (FIG. 9) y se ha usado como un vector de terapia génica parenteral en una gran
cantidad de ensayos terapéuticos debido a su alta capacidad para acomodar los transgenes, la produccién de alto
titulo, la administracion de genes de alta eficiencia y la expresion transgénica de alto nivel (al menos como un
estallido inicial) [35]. Sin embargo, Ad5 no es un vector ideal para la terapia génica clasica, porque la expresion
transgénica es transitoria [35]. Por lo tanto, el uso de un vector de Ad5 no cumple con un objetivo principal de la
terapia génica, que, en general, requiere una expresion transgénica sostenida. Por otra parte, la presencia comun de
la inmunidad hacia el Ad5 preexistente en poblaciones humanas [37-39] y el rapido desarrollo de una respuesta
inmune anti-Ad>5 tras la primera inoculacién con el vector [40,41] han impedido su uso clinico limitando las eficacias
de las transferencias génicas. Las estrategias para eludir estos inconvenientes incluyen el cambio de serotipo, la
modificaciéon de la capside y el desarrollo de vectores Ad no humanos, bajo la suposicion de que otro vector Ad
puede sustituirse cuando el inicial es deshabilitado por la inmunidad hacia el Ad preexistente. Aunque se han
disefiado por bioingenieria el Ad3 humano, Ad4, Ad35, Ad41 o un Ad5 quimérico que contiene las fibras de Adl1 o
Ad35 en vectores de Ad no replicantes (FIG. 10), el Ad5 es incluso mas potente y mas seguro que otros serotipos en
los modelos animales preclinicos [42]. También se ha desarrollado una serie de Ad no humanos tales como el Ad
bovino [43], Ad porcino [43] y Ad de primate no humano [44] para ampliar el repertorio de vectores de Ad (FIG. 10).
A pesar de que una vacuna vectorizada con Ad porcino puede ser al menos tan potente como su homdlogo de Ad5
en ratones [45], el Ad5 humano sigue siendo el principal vector de transferencia de genes debido al riesgo de inducir
dolencias humanas impredecibles del Ad no humano [46]. El genoma del Ad5 humano es notablemente estable en el
campo incluso tras la coinfeccion con otros serotipos de Ad [47]. Ademas, el vector de Ad5 se ha desarrollado aun
mas para mostrar antigenos foraneos en la superficie tras la fusién de epitopos patégenos al pIX [48] o a las
proteinas de la capside del hexdn [49], ademas de codificar antigenos patégenos en su genoma de ADN (FIG. 10).
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Se desarrollaron vectores de Ad5 menos inmunogénicos mediante eliminacion de E2b [50, 51] o casi todas las
secuencias de Ad5, excepto las repeticiones terminales invertidas y la sefial de empaquetamiento (Ad cobarde)
(FIG. 10) [52]. Hasta la fecha, estas sofisticadas estrategias ain no han producido una profunda mejora clinica.

En contraste con la inyeccién intramuscular o intravenosa de Ad5, se ha demostrado que la administracion intranasal
(la via natural de la infecciéon por Ad5) permitiria que una vacuna vectorizada con Ad5 AE1E3 evitara la inmunidad
hacia el Ad5 preexistente sin perder significativamente la potencia en ratones [41,53], primates no humanos [54] y
seres humanos [19]. Es probable que estas observaciones se atribuyan a la alta eficacia de la administracidn génica,
a la expresion robusta de los transgenes y a la presentacion potente de antigenos a lo largo de la barrera de la
mucosa en el tracto respiratorio. La inmunidad anti-Ad5, por lo tanto, ya no es un factor limitante insuperable, y el
perfeccionamiento de los vectores de Ad obtenidos por bioingenieria puede no ser ya una condicién sine qua non
para el desarrollo adicional de vacunas vectorizadas con Ad.

La reputacién del vector de Ad5 se descarrilé varias veces durante su desarrollo. Ademas de la inmunidad hacia el
Ad5 preexistente, la muerte de un paciente con deficiencia parcial de ornitina transcarbamilasa (OTC) tras infundir
una dosis alta de vector de Ad5-OTC en su arteria hepatica durante un ensayo de terapia génica en seres humanos
[55] marcé al Ad5 como un vector peligroso a percepcion del publico en general. Las pruebas muestran que la
inyeccion de particulas de Ad en el sistema circulatorio (una via no natural para la infeccion de Ad) es un enfoque
inseguro, porque las particulas de Ad inducen rapidamente la inflamacién sistémica después de la inyeccion [56,57],
y una variedad de serotipos de Ad causa la activacion de la coagulacion, posiblemente a través de la interaccién con
las plaquetas [42]. Durante un ensayo humano a gran escala (estudio STEP) de una vacuna contra el VIH
vectorizada con Adb, la administracién por inyeccion intramuscular no disminuyd la carga virica del VIH, y la
vacunacion se asocié con un mayor riesgo de infeccion humana por VIH en sujetos Ad5 seropositivos [58,59]. Los
resultados no intuitivos pueden atribuirse nuevamente al uso indebido del vector, ya que la potencia de una vacuna
vectorizada con Ad5 sobrepasa la de otras plataformas de vacunas basadas en virus y no virus para generar
inmunidad celular [60]; por consiguiente, la expansion inducida por Ad5 de los linfocitos T CD4+ agravaria esta
enfermedad peculiar ya que los linfocitos T CD4+ son las dianas especificas para la infeccion por VIH [61]. Ademas,
los sujetos humanos se inmunizaron mediante inyeccién intramuscular de particulas de Ad5 durante el estudio STEP
[58,59], que no es muy potente para generar la inmunidad de la mucosa contra un patégeno de la mucosa como el
VIH [14,62,63].

Verificacion de la realidad de las vacunas actuales vectorizadas con adenovirus. Para desarrollar la proxima
generacion de vacunas que sean seguras y eficaces, es crucial que la vacuna genere inmunidad protectora
rapidamente con una alta relacién beneficio-riesgo. La fabricacion, distribucién y administracion de la vacuna debe
ser facil, rapida y econémica. Ademas, la estabilidad inherente de la vacuna formulada y el producto relleno final
debe permitir el almacenamiento a largo plazo sin una cadena de frio.

Como se muestra en la Tabla 2, se ha generado inmunidad protectora contra una amplia variedad de patégenos en
ratones, cobayas, pollos, hamsteres, ratas algodoneras, mapaches, mofetas, cerdos y primates no humanos tras la
inmunizacién con vacunas vectorizadas con Ad. En general, las vacunas vectorizadas con Ad pueden conferir una
proteccién rapida y mas sdlida contra patdgenos vivos que otros tipos de vacunas en modelos animales.

Aunque se han realizado multiples ensayos clinicos en seres humanos de vacunas vectorizadas con Ad, pocos
sujetos humanos inmunizados han sido expuestos a un patégeno vivo virulento (Tabla 3). En particular, se protegio
un subconjunto de voluntarios humanos inmunizados mediante inyeccién intramuscular de ADN y vacunas de la
malaria vectorizadas con Ad5 (estimulacion con ADN/refuerzo con Ad5) contra la exposicion al esporozoito de la
malaria viva tras la alimentacion de mosquitos en sujetos humanos Ad5 seronegativos. Se ha demostrado que la
vacunacion de ADN sola sin refuerzo de Ad5 no protegio a los seres humanos contra la malaria; aun esta por verse
si la vacunacion con Ad5 por si sola podria conferir protecciéon [64]. Aunque los seres humanos inmunizados no
fueron expuestos a patdgenos vivos durante la mayoria de los ensayos en seres humanos (Tabla 3), han
proporcionado una amplia base de datos de seguridad para el uso de vectores de Ad en seres humanos

Potencia y la seguridad de las vacunas nasales vectorizadas con adenovirus. Como se ha descrito anteriormente, la
vacunacion nasal induce una potente inmunidad mucosa sin el uso de agujas. Las DC del tracto respiratorio forman
una red subepitelial contigua dentro del tracto nasoespiratorio, uniendo la inmunidad innata y adquirida. La densidad
de las DC dentro del tracto respiratorio es mas alta en aquellas zonas expuestas a mayores cantidades de antigeno
inhalado [65]. El tejido linfoide asociado a la nasofaringe, que constituye el anillo de Waldeyer en seres humanos, es
un sitio inductivo Unico para las respuestas de los linfocitos B y la generacion de células plasmaticas. La vacunacion
nasal es, por lo tanto, un motor para la generacién de inmunidad humoral, incluyendo la formacién de un anticuerpo
IgA secretor dentro del tracto respiratorio [66]. Se han inducido respuestas inmunes humorales locales en
secreciones nasales, vaginales y salivales tras la administracion intranasal de vacunas vectorizadas con Ad en
primates no humanos [67]. Una vacuna nasal vectorizada con Ad5 indujo mayores respuestas de IgA especificas del
antigeno en las secreciones mucosas y los sueros en ratones que su homdlogo inyectable [68]. Ademas de la
inmunidad humoral, se observaron respuestas inmunes celulares en los compartimientos inmunes sistémicos y de la
mucosa poco después de inmunizar ratones con una vacuna contra el herpes vectorizada con Ad
independientemente de la via de inoculacion; sin embargo, las respuestas anamnésicas de los linfocitos T
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citotdxicos se limitaron exclusivamente a los tejidos linfoides mucosales o sistémicos tras la inmunizacién mucosa o
sistémica, respectivamente, varios meses después de la inmunizacion [14].

Aunque la vacuna de la malaria estimulada con ADN/reforzada con Ad5 indujo proteccion contra la exposicion a
esporozoitos vivos de la malaria en sujetos humanos Ad5 seronegativos, la falta de proteccion de cinco voluntarios
humanos Ad5 seropositivos [64] puede atribuirse a la inmunidad hacia el Ad5 preexistente [37,38,40,41]. Como se
ha descrito anteriormente, un enfoque para sortear este obstaculo es inocular vacunas vectorizadas con Ad
mediante administraciéon nasal, lo que transforma lo que es una desventaja para las vacunas inyectables en una
ventaja para las vacunas mucosas no invasivas sin una reduccion de la eficacia de la posterior readministracion de
Ad5 [19, 41, 53,54]. Una vacuna nasal vectorizada con Ad5 puede inducir inmunidad mucosa focalizada en las vias
respiratorias, como lo demuestran los hallazgos de que la inmunizacion intranasal, pero no la inmunizacion
sistémica, induce linfocitos T citotoxicos de larga vida en los tejidos de la mucosa [14]. Ademas, las vacunas nasales
vectorizadas con Ad5 pueden proteger a los animales contra los patdgenos de las mucosas cuando falla la
inmunizacion sistémica, aunque esta uUltima induce una respuesta inmune sistémica méas sodlida [63,69,70]. La
hipétesis de que la respuesta inmune enfocada en la mucosa inducida por la vacunacion nasal puede reducir en
gran medida la carga sistémica (por ejemplo, la inflamacion sistémica) a los tejidos y érganos internos no afectados
fue corroborada por el hallazgo de que las CD 103+ de la mucosa pueden amortiguar las respuestas inflamatorias al
fomentar la conversion de los linfocitos T sin tratamiento previo en linfocitos T reguladores Foxp3+ [71].

Los efectos adversos comunes inducidos por las particulas de Ad administradas sistémicamente son el dafio
hepatico y la toxicidad sistémica debida al secuestro de particulas de Ad hacia el higado en grandes cantidades tras
la inyeccion [72]. En contraste con la inyeccion parenteral, la biodistribucion de Ad se limita al pulmén después de la
administracion intranasal [73] sin que se observe inflamacién en ninguno de los érganos internos [68].

Debido a la proximidad de la cavidad nasal con el cerebro, es crucial determinar si las particulas de Ad5 pueden
inducir inflamacién y toxicidad en el cerebro tras la pulverizacién nasal. A diferencia de la gripe, que esta asociada
con trastornos neuroldgicos humanos [74], no se ha informado que la infeccién natural por Ad5 induzca encefalitis en
seres humanos. La administracion intranasal de los vectores de Ad5 AE1E3 en ratones no medio la expresion de
transgenes mas alla del bulbo olfatorio ni la induccion de inflamacion en el cerebro [68]. Por lo tanto, es concebible
que no se puedan introducir cantidades significativas de Ad5 en el cerebro tras la administracién nasal. Aunque, en
ocasiones, una pequefa cantidad de particulas de Ad5 puede infilirarse en el cerebro, es probable que el Ad5 no
replicante haga menos dafio que su homologo replicante de tipo silvestre debido a su incapacidad para amplificar los
efectos adversos a través de la replicacion y la expresion génica tardia. El perfil de seguridad de la vacuna contra el
virus de la gripe vivo atenuado (LAIV, conocido como FluMist® en EE. UU.) [75] corrobora la hipétesis de que la
encefalitis inducida por el virus de la gripe [74] podria atribuirse a la replicacion virica en el cerebro, ya que el LAIV
solo puede replicarse en las vias respiratorias, donde la temperatura es mas baja, pero no dentro del cerebro, donde
hace demasiado calor para el LAIV adaptado al frio. La induccién de la encefalitis por el virus del herpes simple en
pacientes con deficiencia en TLR-3 [76] sugiere que puede ser un hecho comun que una pequefia cantidad de virus
penetre en el cerebro a través del tracto olfatorio y que exista un mecanismo de defensa eficaz en las personas
inmunocompetentes para detener el virus antes de que se replique de manera incontrolada dentro del cerebro.
Debido a que la infeccién natural mediante la replicacion del Ad5 de tipo silvestre no esta asociada con la encefalitis,
la pulverizacion nasal del vector de Ad5 no replicante representa, por lo tanto, un motor en la busqueda de un
vehiculo seguro para la administracion de vacunas.

Aunque puede haber sido un error inmunizar a los seres humanos mediante la inyeccion intramuscular de una
vacuna del VIH vectorizada con Ad5 [58,59], la capacidad de Ad5 para movilizar el repertorio de linfocitos T CD4+
puede ser el impulsor, en parte, de la generacién de una potente inmunidad protectora contra otros patégenos [41,
53, 63, 77-79]. Hasta la fecha, la administracion intranasal de una vacuna de la gripe vectorizada con Ad5 ha
inducido la seroconversion en sujetos humanos sin causar efectos secundarios graves en presencia de inmunidad
hacia el Ad5 preexistente [19]. La induccién de la inmunidad estéril contra la malaria [64] y la seroconversiéon contra
la gripe [19] en seres humanos (Tabla 2) junto con la inmunidad protectora sélida inducida en multiples modelos
animales (Tabla 2) demuestran colectivamente el valor de las vacunas vectorizadas con Ad en la prevencion de
enfermedades.

La LAIV ha sido autorizada para inmunizar un subconjunto de poblaciones humanas (2-49 afios de edad en EE. UU.)
[75]. Al igual que LAIV, es posible que una vacuna nasal vectorizada con Ad no pueda inmunizar a los jovenes y
ancianos, al menos durante el periodo inicial, antes de que su perfil de seguridad esté bien establecido a través de
ensayos de campo a gran escala. Ademas, la vacunacidon nasal no se recomendaria para las personas con
enfermedades respiratorias (por ejemplo, asmaticas). Queda por verse si las mujeres embarazadas seran
susceptibles a la vacunacién nasal con particulas de Ad no replicantes.

Perspectiva para la comercializacién de vacunas vectorizadas con Ad y otras vacunas basadas en ADN
recombinantes. La vacuna vectorizada con Ad5 AE1E3 no replicante sin contaminacion de RCA [35] puede
clasificarse como una variante de las vacunas de ADN, porque consiste en un genoma de ADN lineal embebido en
una capside de proteinas (FIG. 9) sin capacidad de replicacion en células no permisivas. A diferencia de las vacunas
de ADN desnudo que deben ser inoculadas por personal capacitado usando un dispositivo de penetracién como la
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pistola de genes [80,81], aguja de jeringa [82] o electroporador [83], las particulas de Ad pueden penetrar de forma
auténoma a lo largo de la barrera mucosa tras la administracion nasal [35]. Hace solo una década, las vacunas de
ADN eran una novedad no demostrada con aceptacion limitada en la comunidad cientifica, a pesar de que las
vacunas de ADN carecen de muchos de los posibles problemas de seguridad en comparacién con las vacunas
contemporaneas y de que la tecnologia de ADN recombinante puede generar nuevas vacunas rapida y
creativamente a bajo coste [80, 82]. Hasta la fecha, se han autorizado cuatro vacunas de ADN desnudo para uso
animal a escala comercial [84]. Se ha autorizado un vector de Ad5 contaminado con RCA que codifica p53 producido
en células 293 para tratar a un gran numero de pacientes con cancer en China desde 2004 [85]. A medida que el
cuadro clinico comienza a desplegarse como resultado de afios de mayor uso y seguimiento cuidadoso de los
pacientes, es posible que los datos prometedores permitan dar paso a una era de vacunas basadas en el ADN
recombinante, siendo la vacuna vectorizada con Ad una de las herramientas esenciales en el arsenal de salud
publica contra las enfermedades infecciosas.

Mantenimiento de la viabilidad del vector de Ad durante el almacenamiento. Ademas de la seguridad y la eficacia, la
proxima generacion de vacunas debe ser menos dependiente de una cadena de instalaciones del frio para
garantizar una amplia difusién de las vacunas a las poblaciones menos ricas del mundo. Hasta la fecha, las nuevas
formulaciones han permitido que los vectores de Ad se almacenen en un tampén liquido a 4 °C durante al menos un
afo [86]; a 45 °C en vidrio de hidratos de carbono durante al menos 6 meses [87]; 0 a 4 °C durante al menos un afio
como polvo seco liofilizado [88]. Las tecnologias patentadas para almacenar particulas de Ad a temperatura
ambiente en forma liquida o liofilizada también se han desarrollado en Stabilitech [202]. En resumen, los vectores de
Ad5 libres de RCA se pueden fabricar rapidamente en células en suspension PER.C6 sin suero, purificarse
facilmente mediante cromatografia en columna y formularse como productos rellenos finales que pueden
almacenarse y enviarse sin una cadena del frio (FIG. 11).

Duo de farmaco-vacuna vectorizado con adenovirus para conferir una proteccion rapida y sostenida completa contra
los patdgenos. El solicitante demostréd recientemente que la administracion intranasal, pero no la inyeccion
intramuscular de particulas de Ad5 AE1ES3, con o sin un antigeno patégeno codificado en el genoma de Ad5, puede
conferir terapia profilactica contra la gripe antes de generarse la inmunidad adaptativa [89]. Un vector de Ad5 que
codifica antigenos patdgenos puede inducir asi una proteccién rapida y sostenida completa contra un patégeno
como un duo de farmaco-vacuna (DVD). Un DVD de la gripe vectorizado con Ad5 confiere una serie de ventajas
cuando se compara con las vacunas de la gripe autorizadas (Tabla 4) y los farmacos autorizados (Tabla 5). Se ha
documentado que la administracion de particulas de Ad5 AE1E3 en ratones induce rapidamente la produccion de
una amplia seleccidon de citocinas inflamatorias y quimiocinas [56], que incluyen el interferén de tipo | (IFN-a e IFN-B)
[90], deteriora las DC pulmonares [91], activa los linfocitos citoliticos naturales [92], induce la produccién de éxido
nitrico antivirico [57] y desencadena interacciones multifacéticas entre Ad5 y las proteinas sanguineas, las
plaquetas, los macréfagos, las células endoteliales y las respectivas células parenquimatosas [56]. Es posible que
multiples reacciones inducidas por las particulas de Ad5 AE1E3 puedan combinarse para establecer un estado
antigripal en las vias respiratorias, creando asi una barrera de defensa multidimensional que no puede ser
facilmente superada por un virus de la gripe.

Aunque la terapia profilactica contra la gripe se puede realizar mediante la administracion intranasal de lisados
bacterianos complejos [93] o toxinas bacterianas [94], el estado antigripal inducido por los componentes bacterianos
fue muy transitorio, disminuyendo sus efectos protectores a los pocos dias de la terapia [93,94]. El hallazgo de que
los efectos protectores inducidos por Ad5 podrian perdurar durante al menos 3 semanas, observandose solo una
reduccion parcial el dia 47 en una pauta de una sola dosis [89] sugiere que los mecanismos subyacentes entre los
estados antigripales inducidos por componentes bacterianos y por Ad5 AE1E3 pueden diferir. Cabe destacar que
solo la terapia mediada por Ad5 permitiria un tiempo suficiente para que el componente vacunal del DVD produjera
inmunidad adaptativa antes de que disminuyeran sus efectos farmacologicos (FIG. 12). Ademas, la administracion
de una toxina bacteriana asociada al tracto digestivo en el tracto respiratorio como farmaco de la gripe [94] viola un
principio central en la medicina evolutiva al sorprender al sistema inmunitario, y esta pauta no natural se ha asociado
con la induccién de la paralisis de Bell en sujetos humanos [7,8].

El virus de la gripe es insidioso para mutar en cepas resistentes a los farmacos cuando es inhibido por un farmaco
contra la gripe (por ejemplo, el bloqueador del canal iénico M2 [amantadina, rimantadina] o el inhibidor de la
neuraminidasa [oseltamivir, zanamivir]) [95]. A diferencia de los farmacos contra la influenza contemporaneos, el
DVD vectorizado con Ad5 puede cambiar el habitat en el tracto respiratorio sin afectar directamente al virus de la
gripe; por lo tanto, la particula de Ad5 no confiere presién mutacional al virus de la gripe para inducir resistencia a los
farmacos. En contraste con la supresién inducida por oseltamivir de la inmunidad de la mucosa con el riesgo de
aumentar la vulnerabilidad a las posteriores infecciones de patdégenos de la mucosa en animales que han recibido
farmaco [96], el DVD vectorizado con Ad5 mejora la inmunidad innata de la mucosa protectora, al menos en el
marco de la gripe [89]. Dado que la LAIV nasal autorizado (por ejemplo, FluMist) contiene el virus de la gripe [35], la
administracion conjunta de LAIV con un farmaco de la gripe es contraproducente, porque el farmaco deshabilitaria la
vacuna al matar a los virus de la gripe vivos. El DVD vectorizado con Ad5 no solo es compatible con un farmaco
contra la gripe autorizado debido a su falta de dianas farmacoldgicas (por ejemplo, canal i6nico o neuraminidasa)
(Tabla 4), sino que también confiere terapia profilactica como un farmaco por si mismo, ademas de la capacidad de
su vacuna (Tabla 5) [89].
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Es poco probable que la gripe sea la Unica enfermedad que pueda ser detenida por las particulas de Ad5; también
es poco probable que Ad5 pueda contrarrestar todas las enfermedades como una panacea. Los hallazgos
simplemente demuestran que una sola administracion intranasal de DVD vectorizado con Ad5 puede conferir terapia
profilactica contra al menos un subconjunto de patégenos respiratorios de la mucosa durante muchas semanas en
un modelo animal preclinico, y el uso del DVD no deberia ser capaz de inducir resistencia a los farmacos. La
subsiguiente generacion de la inmunidad protectora sostenida por el componente vacunal del DVD fortalece la
eficacia. El desarrollo de una plataforma de DVD posiblemente fomentara el desarrollo de nuevas estrategias
clinicas en una amplia variedad de entornos patolégicos.

Inmunizaciéon masiva de animales con vacunas vectorizadas con adenovirus. Como se muestra en la Tabla 2, se han
desarrollado vacunas vectoriales con Ad para inmunizar en masa a animales de granja, asi como salvajes. Cabe
destacar que los pollos pueden inmunizarse contra la gripe aviar (posiblemente, también otras enfermedades de las
aves de corral) mediante inyeccién intramuscular [78], la administracion in ovo [97-101] o pulverizacion mediante
aerosol [102,103] de vectores de Ad5 humanos que codifican la hemaglutinina del virus de la gripe aviar. La
versatilidad de las vacunas vectorizadas con Ad5 en la inmunizacién masiva de aves de corral es superior a la de
otras vacunas avicolas. Los cerdos también se han inmunizado con éxito con vacunas vectorizadas con Ad5
[104,105]. Se ha desarrollado una vacuna oral de la rabia vectorizada con Ad canina como un cebo para inmunizar
en masa a animales salvajes [106]. En general, estan surgiendo vacunas vectorizadas con Ad como una
herramienta prometedora en los programas de inmunizacion masiva.

Conclusién. Las pruebas demuestran que las vacunas vectorizadas con Ad y el nuevo DVD ofrecen un enfoque
potencialmente revolucionario, lo que permite a un DVD con un disefio preciso, facil de fabricar y altamente eficaz
conferir proteccion rapida y sostenida a seres humanos y animales en una amplia variedad de enfermedades, sin un
perfil de efectos secundarios, inestabilidad de su vida util ni desafios en la fabricacion afrontados por otros enfoques.

Comentario de los expertos. Para impulsar aun mas la cobertura de las vacunas a nivel mundial, es urgente
desarrollar una nueva generaciéon de vacunas que puedan fabricarse rapidamente a bajo coste y administrarse en
masa por personal no médico sin la necesidad de una cadena del frio. Las vacunas vectorizadas con Ad5 cumplen
estos criterios. El desarrollo de una plataforma de DVD puede cambiar potencialmente el panorama meédico
mediante la fusién de vacunas y farmacos en un solo envase que no se vea afectado por la resistencia a los
farmacos.

Visién en los préximos cinco afos. Se han completado dos ensayos clinicos en fase | en seres humanos de vacunas
contra la gripe nasales vectorizadas con Ad5 con resultados prometedores. Se espera que la exposicion de los
sujetos humanos al virus de la gripe vivo tras la pulverizacién nasal de un DVD vectorizado con Ad5 se realice en un
plazo de 5 afios. Se espera la introduccién de las vacunas avicolas vectorizadas con Ad5 en el mercado comercial
en 5 afios.

Cuestiones clave. Existe una necesidad urgente de desarrollar una nueva generacion de vacunas que se puedan
fabricar rapidamente y administrase en masa por personal no médico durante una crisis. Las vacunas vectorizadas
con adenovirus (Ad) 5 libres de adenovirus competentes en la replicacion (RCA) pueden producirse rapidamente a
bajo coste a partir de células en suspension PER.C6 en medio libre de suero en respuesta a una escalada de la
demanda. Las vacunas vectorizadas con Ad5 sin RCA pueden administrarse en masa a las personas mediante
pulverizacién nasal, asi como a las aves de corral por medio de una administracion automatizada in ovo y
pulverizacién mediante aerosol. Se pueden inmunizar en masa animales silvestres mediante cebos que contienen
vacunas orales vectorizadas con Ad caninas. Las vacunas vectorizadas con Ad pueden inducir intervenciones
inmunes altamente especificas basadas en antigenos bien definidos que son el foco de la reactividad inmune
especifica. No debe haber ningun problema de seguridad para la administracion nasal de un vector de Ad5 sin RCA
en las personas, ya que el vector no es replicante y el procedimiento cumple con la medicina evolutiva. No deberia
haber problemas de seguridad para la inmunizacién en masa de aves de corral mediante un vector de Ad5, ya que
las células de pollo no son compatibles con la replicacion del Ad5 humano. Es posible que los pollos eliminen
rapidamente el Ad5 tras la movilizacién del repertorio inmune hacia una protecciéon inmune beneficiosa después de
la vacunacién. Una vacuna contra la malaria estimulada con ADN/reforzada con Ad5 protegié con éxito a sujetos
humanos contra la exposicion a esporozoitos de la malaria vivos después de la alimentacion de mosquitos. Una
vacuna nasal vectorizada con Ad5 demostrd, de forma fortuita, conferir una proteccion rapida contra la gripe de
manera similar a un farmaco. El desarrollo de un dio de farmaco-vacuna fusionando el farmaco y la vacuna en un
solo envase que no se viera afectado por la resistencia a los farmacos cambiaria fundamentalmente la forma en que
se preparan los farmacos y las vacunas contra la gripe. En general, se han identificado cada vez mas efectos
adversos inducidos por la vacunacion sistémica. La inmunizacién no invasiva de la mucosa es mas segura y eficaz
para conferir proteccion contra patdgenos en las mucosas que su homaélogo sistémico.
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TABLAS

Tabla 2. Ejemplos de la inmunidad protectora inducida por vacunas vectorizadas con adenovirus contra
patégenos vivos en modelos de animales
Antigeno patégeno

Vacuna expresado a partir Via quel;:) Exposicion
de Ad anima

ik gon GP del virus del Primate no .

Ad26/reforzada ¢ i.m. Virus del Ebola [107]
Ebola humano

con Ad35

Ad5 P delvirus del Primate no  v/irs del Ebola [108]
Ebola humano
GP del virus de : )

Ad5 Marburgo de i.m. E:nT:rt]i i X'r:“;ge M Sl [109]
Angola 9

estimulada con Mycobacterium

BCG/reforzada Ag85A i.n., i.m. Cobaya tuberculosis [110]

con Ad5

. . Espora Sterne de

Ad5 PA i.m. Raton Bacillus anthracis [111]

Ad5 :"A CERITBIAEED o Raton Virus de la gripe aviar [77,78]
a gripe aviar

estimulada con

vacuna de la H/_—\ del virus de la im. Ratén Virus de Ia’g_rlpe [112]

gripe/reforzada  gripe heterosubtipica

con Ad5
HA del virus H5 de i.m., in ovo, . . .

Ad5 la gripe aviar ocular Pollo Virus de la gripe aviar  [78,97,98,102]

Ad5 HA/n_ucIeoprotema im. Cerdo V|ru§ de la gripe [104]
del virus de la gripe porcina

Ad5 GP/nucIeo_capS|de i.m. Hamster Hantavirus [113]
del hantavirus
Fragmento C de la

Ad5 neurotoxina i.n. Ratén Neurotoxina botulinica [114]
botulinica
Proteina de Rata

Ad5 fusion/HA d_gl virus i.n., i.m. algodonera Virus del sarampién [70]
del sarampion

. GP del virus de la Mapache, . .
Ad canino rabia oral mofeta Virus de la rabia [106]
Ad5 Antigeno V i.m. Ratén Yersinia pestis [115]

Ad: Adenovirus; BCG: Bacilo Calmette-Guérin; GP: Glicoproteina; HA: Hemaglutinina; i.m.: intramuscular; i.n.: intranasal; PA:
antigeno protector

Tabla 3. Ejemplos ensayos clinicos en seres humanos de adenovirus y vacunas vectorizadas con adenovirus
Antigeno patégeno

Vacuna expresado a partir de | Via Exposicion

Ad
Ad4 y Ad7 Ninguno Infeccion natural por Ad [31]
Estimulada con
ADN/reforzada CSP/AMA1 i.m. Esporozoito de la malaria [64]
con AdS
Ad5 gag/pol/nef del VIH-1  i.m. Infeccién natural por VIH-1 [58,59]
eailEee eo ag/pol/env del VIH-
ADN/reforzada ﬁ’ a’p i.m. Ninguna [203]
con Ad5
estimulada con
Adb5/reforzada gag del VIH-1 i.m. Ninguna [203]
con Ad5
estimulada con
Ad5/reforzada
con NYVAC; gag/pol/env/nef del . .
estimulada con VIH-1 .m. NITETE 0]
NYVAC/reforzada
con Ad5
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Antigeno patégeno

Vacuna expresado a partir de Exposicion
Ad
HA del virus H1 de la i.n. y parche .
Ad5 gripe cutaneo Ninguna [203]
estimulada con .
Addfreforzada  HndelviusH5dela | ) Ninguna [203]
con Add gripe aviar
Ad5 encapsulado .
y como H'.A‘ it virus Feeela Oral Ninguna [203]
adyuvante gripe aviar
85A de
Ad5 Mycobacterium i.m. Ninguna [203]
tuberculosis
estimulada con
BCG/reforzada 85A/858/1p'4 Cepe i.m. Ninguna [203]
tuberculosis
con Ad35

Ad: Adenovirus; BCG: Bacilo Calmette-Guérin; GP: Glicoproteina; HA: Hemaglutinina; i.m.: intramuscular; i.n.:

intranasal; PA: antigeno protector

Tabla 4: Razonamiento del desarrollo de un duo de farmaco-vacuna contra la gripe vectorizado con

adenovirus de seroti

Necesidad de

Necesidad de usar huevos de

o 5 a la luz de las vacunas de la gripe autorizadas

Velocidad

Uso
concomitante

Replicacion con

Modo de

propagar un pollo de tras la . o farmacos
: . : " o . administracion
virus de la gripe  embrionados produccion administracion contra la
como sustrato gripe
autorizados
™V G Si si Lenta Not Inyeccion con gt
aguja
LAV S si Lenta si Pulverizado
nasal
DVD - Pulverizado 7
ir i if it T
[89] No No Rapida No nasalt Si

Cuando se desarrolla un DVD gripal vectorizado con adenovirus de serotipo 5 (Ad5), se pueden eliminar multiples problemas
asociados con la propagacion de un virus de la gripe vivo en huevos de pollo cualificados [35].

TResultados deseables.

*Conocida como FluMist® en EE.UU., se autorizé una LAIV producida en células renales caninas de Madin Darby (MDCK) en
Europa, aunque su licencia en EE.UU. no ha sido aprobada por la FDA estadounidense debido a la asociacién de las células
MDCK con la tumorigenicidad y la oncogenicidad [116].

DVD: Duo de farmaco-vacuna, LAIV: Vacuna del virus de la gripe atenuado vivo; TIV: Vacuna del virus de la gripe inactivado

trivalente.

5 Continuacion de la Tabla 4

Inflamacion sistémica;
reactividad plaquetaria;
disfuncién auténoma
cardiaca; narcolepsia

Redistribucion con
un virus gripal de
tipo silvestre

Efectos adversos
tras la
administracion
conjunta con
patégenos
contaminantes no

Proteccion casi
inmediata
contra la gripe

Proteccion amplia
contra cepas
heterosubtipicas

detectables

Nof Si[2,201] No No Pueden ser graves
Si Nof No No De leves a nulost
DVD [89] Nof Nof Réapidaf De leves a nulos’

Cuando se desarrolla un DVD gripal vectorizado con adenovirus de serotipo 5 (Ad5), se pueden eliminar mdltiples problemas
asociados con la propagacion de un virus de la gripe vivo en huevos de pollo cualificados [35].

TResultados deseables.

*Conocida como FluMist® en EE.UU., se autorizé una LAIV producida en células renales caninas de Madin Darby (MDCK) en
Europa, aunque su licencia en EE.UU. no ha sido aprobada por la FDA estadounidense debido a la asociacién de las células
MDCK con la tumorigenicidad y la oncogenicidad [116].

DVD: Duo de farmaco-vacuna, LAIV: Vacuna del virus de la gripe atenuado vivo; TIV: Vacuna del virus de la gripe inactivado
trivalente.
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Tabla 5: Razonamiento del desarrollo de un dio de farmaco-vacuna contra la gripe vectorizado con Ad5 a la
luz de lasvacunas de la gripe autorizadas
Blogueador
Problemas asociados del canal
iénico M2

Inhibidor de la Duo de farmaco-vacuna

neuraminidasa [89]

Necesidad de administrar multiples dosis Si Si Nof
Potencial de inducir resistencia a farmacos Si[95] Si[95] Not
Terapia profilactica Sif Sit Sif
Terapia tras la exposicion Parcialf Parcialf No
El Oseltamivir
suprime la Potencia la inmunidad
Regulacion de la inmunidad en las mucosas Desconocido inmunidad en protectora de las mucosas

las mucosas de  [89]t
animales [96]

No No Sit

Proteccién sostenida durante unos cuantos
meses

TResultados deseables.

La principal razén de desarrollar un duo de farmaco-vacuna (DVD) gripal vectorizado con Ad5 a la luz de los farmacos
antigripales autorizados es su potencial para no ser afectado por la resistencia a farmacos, ademas de la conveniencia de
fusionar el farmaco y la vacuna en un solo envase [89]. Cabe sefialar que el desarrollo del DVD todavia esta en sus primeras
etapas; todavia esta por verse si la terapia profilactica se puede reproducir en sujetos humanos y si se puede desarrollar la
terapia posterior a la exposicion. El bloqueador del canal idnico M2 incluye amantadina y rimantadina; el inhibidor de la
neuraminidasa incluye oseltamivir (Tamiflu) y zanamivir (Relenza); el DVD representa el duo de farmaco-vacuna gripal
vectorizado con Ad5 [89].
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Ejemplo 4. Agentes terapéuticos e inmunolégicos de accion rapida y prolongada contra la gripe vectorizados con
adenovirus

El objetivo del RAP1T contra la gripe vectorizado con Ad5 es desarrollar un agente terapéutico e inmunoldgico de
accion rapida y prolongada contra la gripe (RAPIT) que se pueda producir en masa a bajo coste y administrarse en
masa por personal no médico; con la capacidad de conferir proteccion rapida/sostenida contra la gripe, pero sin el
potencial de inducir resistencia a los farmacos ni redistribucion con un virus de la gripe de tipo silvestre. No existe la
necesidad de propagar un virus de la gripe ni ninguna necesidad de la inyeccion con aguja por parte de personal
médico autorizado.

Es posible generar rapidamente la vacuna contra la gripe vectorizada con Ad5 sin desarrollar el virus de la gripe. En
un virus de la gripe, el crecimiento varia de una cepa a otra, algunas cepas son letales, es propenso a eventos de
redistribucién y mutacion, y hay proteccion de bajo titulo en los huevos. En un vector de Ad que codifica la HA de la
gripe, hay tasas de crecimiento mas uniformes, el vector es benigno, no hay eventos de redistribucion, hay
produccién de alto titulo en células PER.C6 y se puede generar un nuevo Ad libre de RCA mediante el sistema
AdHigh en el plazo de un mes.

Las vacunas de la gripe vectorizadas con Ad5 en células de cultivo en suspension pueden producirse en masa. Para
una vacuna contra la gripe vectorizada con Ad, la clonacién de la HA de la gripe en Ad no requiere el crecimiento del
virus de la gripe, un biorreactor de onda de 500 litros puede producir 10'® particulas de Ad en un momento a partir
de células en suspensiéon PER.C6 en medio sin suero, las particulas de Ad pueden purificarse mediante
cromatografia en columna y la producciéon de vacunas contra la gripe vectorizadas con Ad puede simplificarse en
respuesta rapida a una escalada de la demanda (FIG. 11). Para una vacuna contra la gripe convencional, algunas
cepas del virus de la gripe no crecen bien en los huevos, el rendimiento medio es aproximadamente una dosis por
huevo, la contaminacion es mas dificil de identificar en los huevos que en los cultivos celulares, puede haber
alergias asociadas al huevo y el procesamiento es incomodo.

La terapia génica mediada por Ad5 y la vacunacion nasal se pueden comparar de la siguiente manera. En la terapia
génica, se expresa una proteina terapéutica a partir de Ad y se induce un efecto bioldgico directamente mediante
una dosis correcta de proteina terapéutica expresada a partir de Ad en células transducidas. En la vacunacion nasal,
la proteina antigénica se expresa a partir de Ad, se presenta el antigeno y se induce una respuesta inmune a través
de una cascada de reacciones desencadenadas por el antigeno expresado a partir del Ad en las células
transducidas. Los informes en apoyo de la hipdtesis de que la inmunidad preexistente al Ad no interfiere con la
potencia de las vacunas nasales vectorizadas Ad incluyen Shi Z et al. J. Virol. 75: 11474, 2001 (ratones), Hoelscher
M. A. et al. Lancet 367: 475, 2006 (ratones), Croyle M. A. et al. PLoS ONE 3: €3548, 2008 (ratones), Song K. et al.
PNAS 107: 22213, 2010 (macacos) y Van Kampen K. R. et al. Vaccine 23: 1029, 2005 (seres humanos).
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El disefio del estudio de un ensayo clinico en fase | en seres humanos de una vacuna contra la gripe aviar nasal
vectorizada con Ad5 fue el siguiente. Un vector AdhVN1203/04.H5 codific6 HA1+HA2 del virus de la gripe aviar
A/VN/1203/04 (H5N1). El estudio fue un estudio aleatorio, de ocultacion doble, controlado con placebo y de un solo
sitio. Hubo tres cohortes en el escalado de la dosis de 108, 10° y 10" pv. Las dosis se administraron por
pulverizacién nasal y dos dosis en los dias 0 y 28. Hubo un total de 48 voluntarios sanos, entre 19 y 49 afios. Hubo
dieciséis sujetos humanos por cohorte de dosis, incluyendo 4 controles de placebo por cohorte. El cultivo celular fue
una fabricacién basada en un cultivo celular libre de RCA en células en suspension PER.C6 en medio libre de suero.
Los eventos adversos en el sistema respiratorio en el 30 % o mas de los sujetos incluyeron rinorrea, irritacion nasal,
congestion nasal, tos y/o dolor de garganta.

Ejemplo 5: Particula de adenovirus como un agente terapéutico e inmunolégico de accion rapida y prolongada
(RAPIT), de amplio espectro, contra patégenos respiratorios

La FIG. 15 representa el tratamiento profilactico del carbunco mediante la instilacion intranasal de particulas de
adenovirus poco antes de la exposicion a esporas.

Métodos. Se administraron por via intranasal (i.n.) gota a gota particulas de AdE (vector vacio de Ad5 defectuoso en
E1/E3 sin transgén) y AdVAV (vector de Ad5 defectuoso en E1/E3 codificante del antigeno protector de Bacillus
anthracis) en las fosas nasales de ratones A/J hembra jovenes (de dos meses de vida) en un volumen de 0.05 ml en
una pauta de una sola dosis poco tiempo antes de la exposicion i.n. con 1 x 10° ufc (~ 25 x DLso) de esporas de
Bacillus anthracis Sterne. Los animales expuestos se controlaron para determinar la supervivencia a diario durante
14 dias.

Resultados. Las particulas de AdVAV administradas 2 dias antes de la exposicién protegieron el 67 % de los ratones
contra el carbunco; Las particulas de AJE administradas 2 dias antes del exposiciéon protegieron el 30 % de los
ratones contra el carbunco; Las particulas de AdE administradas 1 dia antes del exposicion protegieron el 22 % de
los ratones contra el carbunco; los ratones de control no tratados y los ratones que recibieron particulas de AdE
diluidas, todos sucumbieron al carbunco en un plazo de 5 dias. AdVAV/-2, particulas de AdVAV instiladas i.n. 2 dias
antes de la exposicién a una dosis de 1,3 x 108 uif; AdE/-2, particulas de AdE instiladas i.n. 2 dias antes de la
exposicion a una dosis de 1,3 x 108 uif; AdE*/-2, particulas de AdE instiladas i.n. 2 dias antes de la exposicion a una
dosis de 1,3 x 10° uif (dilucién con factor de dilucién de 100 en PBS); AdE/-1, particulas de AdE instiladas i.n. 1 dia
antes de la exposicién a una dosis de 1,3 x 108 uif; Control, ratones de control sin tratar; los nimeros entre
paréntesis representan el nimero de animales de cada grupo.

Significacién. Los datos sugieren que las particulas de AdE o AdVAV pueden conferir un tratamiento profilactico del
carbunco de manera similar a un farmaco, probablemente activando un grupo especifico de inmunidad innata que
impida el crecimiento de Bacillus anthracis en animales infectados. Los datos sugieren que el gen PA expresado a
partir de AdVAV puede conferir sinergia con la proteccion mediada por AdE contra el carbunco. Es probable que la
pulverizacién nasal de particulas de AdVAV pueda conferir una protecciéon mas rapida contra el carbunco en
comparacion con otras vacunas contra el carbunco durante una crisis.

La FIG. 16 representa el tratamiento del carbunco posterior a la exposicion mediante la instilacion i.n. de particulas
de AdVAV.

Métodos. Se administraron i.n. gota a gota particulas de AdVAV en las fosas nasales de ratones A/J hembra jovenes
(de 2 meses de vida) en un volumen de 0,05 ml en una pauta de una sola dosis, bien poco tiempo antes o después
de la exposicién i.n. con 4 x 10° ufc (~ 100 x DLso) de esporas de Bacillus anthracis Sterne. Los animales expuestos
se controlaron para determinar la supervivencia a diario durante 14 dias.

Resultados. Las particulas de AAVAV administradas 2 dias antes de la exposicion protegieron el 40 % de los ratones
contra el carbunco (confirmacién de los resultados de la FIG. 2 y 15); las particulas de AdVAV administradas 1 hora
después de la exposicidon retrasaron la muerte, pero no mejoraron la tasa de supervivencia; la ciprofloxacina
inyectada 1 hora después de la exposicion también retrasé la muerte sin éxito en la mejora de la tasa de
supervivencia; las particulas de AdVAV administradas junto con la inyeccion de ciprofloxacina 1 hora después de la
exposicion protegieron el 56 % de los ratones contra el carbunco; todos los ratones de control sin tratar murieron en
5 dias. AdVAV/D-2, particulas de AdVAV instiladas i.n. 2 dias antes de la exposicion a una dosis de 1,3 x 108 uif;
AdVAV/DO, particulas de AdVAV instiladas i.n. 1 hora después de la exposicion a una dosis de 1,3 x 108 uif;
AdVAV/Cipro/DO0, particulas de AdVAYV instiladas i.n. 1 hora después de la exposicion a una dosis de 1,3 x 108 uif
junto con la inyeccién i.p. de la ciprofloxacina; Cipro/D0, inyeccion i.p. de ciprofloxacina; Control, ratones de control
no tratados sin tratamientos antes de la exposicion; los niumeros entre paréntesis representan la cantidad de
animales de cada grupo.

Significacion. Los datos sugieren que las particulas de AdVAV pueden conferir terapia del carbunco después de la
exposicion junto con tratamientos con antibidticos. La sinergia entre AAVAV y los antibidticos se revelo en este
experimento. Es posible que la pulverizacion nasal de particulas de AdVAV pueda reducir la necesidad de usar
antibidticos en una situacion posterior a la exposicion.
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Ejemplo 6: Particula de adenovirus como un agente terapéutico e inmunolégico de accion rapida y prolongada
(RAPIT), de amplio espectro, contra patégeno respiratorio

Recientemente, se ha demostrado que la administracion intranasal (i.n.) de particulas de adenovirus de tipo 5 (Ad5)
AE1ES3, con o sin un antigeno patdgeno codificado en el genoma de Ad5, puede conferir terapia profilactica contra la
gripe antes de generarse la inmunidad adaptativa. Un vector de Ad5 que codifica antigenos patdégenos puede inducir
asi una proteccion rapida y sostenida completa contra un patégeno como un duo de farmaco-vacuna (DVD). Se ha
documentado que la administracion de particulas de Ad5 AE1E3 en ratones induce rapidamente la produccién de
una amplia seleccién de citocinas inflamatorias y quimiocinas, que incluyen el interferon de tipo | (IFN-a e IFN-(3),
deteriora las células dendriticas pulmonares; activa los linfocitos citoliticos naturales; induce la produccién de 6xido
nitrico antivirico; desencadena interacciones multifacéticas entre Ad5 y las proteinas sanguineas, las plaquetas, los
macrofagos, las células endoteliales y las respectivas células parenquimatosas. Es posible que multiples reacciones
inducidas por las particulas de Ad5 AE1E3 puedan combinarse para establecer un estado antigripal en las vias
respiratorias, creando asi una barrera de defensa multidimensional que no puede ser facilmente superada por un
virus de la gripe. Es poco probable que la gripe sea la Unica enfermedad que pueda ser detenida por las particulas
de Ad5; también es poco probable que las particulas de Ad5 puedan contrarrestar todas las enfermedades como
una panacea. Los hallazgos simplemente demuestran que una sola administracion i.n. de particulas de AdE puede
conferir terapia profilactica contra al menos un subconjunto de patdgenos respiratorios de la mucosa durante
muchas semanas en ratones, y el uso del DVD no deberia ser capaz de inducir resistencia a los farmacos, porque
las particulas de AJE cambian el habitat en las vias respiratorias sin conferir directamente presién mutacional en
otros virus. La subsiguiente generacion de la inmunidad protectora sostenida por el componente vacunal del DVD
fortalece la eficacia. El desarrollo de una plataforma de DVD posiblemente fomentara el desarrollo de nuevas
estrategias clinicas en una amplia variedad de entornos patoldgicos.

El objetivo de este ejemplo es evaluar el tratamiento intranasal profilactico con AdE de Vaxin (vector vacio de Ad5
sin un transgén de RSV) en ratas algodoneras (CR) infectadas con virus respiratorio sincitial (RSV). Los puntos
finales de este estudio son la demostracion de titulos de virus reducidos en lavado de pulmén (3 ml) y lavado nasal
(2 ml) de las ratas algodoneras infectadas (de aprox. 60-125 g de peso) en comparacién con ratas algodoneras sin
tratar. La cuantificacion del virus se realizara mediante el ensayo de reduccién de placa.

Eficacia profilactica en el modelo de rata algodonera con RSV: ratas algodoneras (60-125 g de peso corporal):

Grupo 1: 6 CR tratadas profilacticamente (dia -2) por via intranasal con vehiculo (tampdn A195).

Grupo 2: 6 CR tratadas profilacticamente (dia -30) por via intranasal con 2,4 x 108 uif de AdE.

Grupo 3: 6 CR tratadas profilacticamente (dia -2) por via intranasal con 2,4 x 108 uif de AdE.

Grupo 4: 6 CR tratadas profilacticamente (dia -30 y -2) por via intranasal con 2,4 x 108 uif de AdE durante cada
ciclo de tratamiento (sensibilizacion/refuerzo).

Grupo 5: 6 CR tratadas profilacticamente (-5 h) por via intranasal con 2,4 x 108 uif de AdE. Virus de la exposicion:
RSV-Tracy (P3 w.p. 1/20/12 desarrollado en células HEp-2), 2,25 x 10° ufp por via intranasal (100 pl) a ratas
algodoneras (60-125 g) anestesiadas ligeramente con isoflurano. Reserva: 2,25 x 108 ufp/ml. Vector de AdE: se
almacenan vehiculo (tampdén A195) y AdE a concentraciones de 2,4 x 10° a -80 °C. Justo antes del uso, los
materiales se calientan a temperatura ambiente. Se necesitan al menos 0,8 ml de cada tratamiento para cada
grupo (6 CR/grupo x 0,1 ml de inéculo). EI material no usado se mantiene a -80 °C.

Coleccién de 6rganos y muestras. Después de la eutanasia con COz2, se pesa cada rata algodonera, y se registra el
sexo y la edad. Se extirpara el I6bulo izquierdo y uno de los grandes lébulos derechos de los pulmones, se
enjuagaran con agua estéril para eliminar la contaminacion externa de la sangre y se pesaran. El I6bulo izquierdo se
lava de manera transpleural usando 3 ml de medio de Iscove con glicerina al 15 % mezclada con FBS-MEM al 2 %
(1:1, v:v) en una jeringa de 3 ml con una aguja de 26 g ®® e inyectando en mdltiples sitios para inflar totalmente el
I6bulo. Se extrae el liquido de lavado presionando suavemente el l6bulo inflado y se usa para lavar por via
transpleural el I6bulo derecho siguiendo la misma técnica. El liquido de lavado se recoge y se almacena en hielo
hasta que se titula. Para los lavados nasales del tracto respiratorio superior, se desarticulan las mandibulas. Luego
se retira la cabeza y se introduce 1 ml de medios de Iscove con glicerina al 15 % mezclada con FBS-MEM al 2 %
(1:1, v:v) a través de cada narina (total de 2 ml). Se recoge el efluente de la apertura posterior de la plataforma y se
almacena en hielo hasta su titulaciéon. Las muestras no se congelan antes de la titulacion, que tiene lugar al final de
la recogida de las muestras.

Titulos del lavado pulmonar (ufp/g de pulmén) y titulos del lavado nasal (ufp totales) de RSV-Tracy. Los ensayos de
placas se realizan usando placas de cultivo tisular de 24 pocillos que contenian monocapas casi confluentes (de 20
a 40 x 10* células/pocillo) de células HEp-2 preparadas en FCS al 10 % 24 horas antes del comienzo del ensayo. Al
comienzo de cada ensayo, se realizan diluciones (en general, logio en serie) de las muestras de ensayo. A
continuacion, se afiade una muestra de 0,2 ml de cada a los pocillos por duplicado y se deja adsorber durante 90
min con agitacion suave ocasional. Tras la eliminacién del inéculo, las monocapas se recubren luego con
metilcelulosa al 0,75 % en FBS-MEM al 2 % que contiene antibiodticos, vitaminas y otros nutrientes. Se incluyen
controles de cultivo tisular y positivos en virus en cada ensayo. Las placas se colocan en una incubadora a 36 °C, y
CO2 al 5 %.Dia 6 + 1 dia después, se tifien las placas con cristal violeta al 0,1 %/solucién de formalina al 10 % (1,5
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ml/pocillo) y se dejan reposar durante 24-48 horas a temperatura ambiente. Se enjuagan los pocillos con agua. Las
placas, cuando estan presentes, se ven facilmente (circulos transparentes sobre un fondo azul muy oscuro). Se
enumeraran todas las placas de los pocillos que contenian entre 20 y 80 placas, se promediaran y se calcularan los
titulos viricos como el log1o de las ufp totales para el liquido de lavado nasal o el log1o de las ufp/g de tejido para los
pulmones u otros 6rganos. El limite inferior de deteccién mediante este método es de aproximadamente 1,5 logio de
las ufp/g de tejido.

Respuesta de los anticuerpos a AdE: se extrae sangre del plexo orbitario de los Grupos 2 y 4 (3 CR/grupo) el dia -30
y los Grupos 2 y 4 (6 CR/grupo) el dia -2. Se recogera sangre de los Grupos 1-5 el Dia +4. Los sueros se almacenan
a-20 °C.

Muestras de reserva: se reservan alicuotas de liquidos de lavado nasal y de lavado pulmonar (Grupos 1-5) y se
almacenan a -80 °C. Se reservan muestras de suero del dia +4 y se almacenan a -80 °C,

Tabla 6: Plan de estudio propuesto

Volumen Particulas de Plan de
Grupo'! | Tratamiento? | Via (ml) AdE (uif/CR) tratamiento Cosecha Criterio de
valoraciéon
1 Tampén, Dia - 0 0 Dia -2 Titulo virico
2 en el lavado
2 AdE, Dia i.n. 0,100 2,4 x 108 Dia -2 pulmonary
lavado nasal
-30
por ufp
AdE, Dia-2 | in. 0,100 2,4 x108 Dia -30 Dia +4
4 AdE, Dias i.n. 0,100 2,4 x 108 Dias -30 y
-30,-2 -2
5 AdE, -5 i.n. 0,100 2,4 x108 Hora -5
horas

Abreviaturas: i.n., intranasal; ufp, unidades formadoras de placa, 'N = 6 animales/grupo; 30 animales en total.
2Todos los animales se expondran i.n. (100 ul) con RSV-Tracey (aprox. 2,25 x 10° ufp) el dia 0.

Tabla 7: Programacién diaria

Miércoles Miércoles Dia -2 Viernes Dia 0 | Sabado- Lunes Martes Dia +4 Dias +5 a
Dia -30 2/15 217 Dia 2/21 +16
18/1/2012 +1a+3
Se tratan los |Se trata el Grupo de 1|en -5 h, se trata el Se recoge el lavado| Se controlan
Grupos 2y 4 |con vehiculoi.n.;y los Grupo 5 con Se controlan |nasal y el lavado de las
con AdE i.n.; |Grupos 3y 4 con AdE AdE i.n. los animales los 2 l6bulos titulaciones
i.n.; pulmonares para | para las ufp
los titulos viricos;
Se sangran los En O h, se
Grupos 2y 4 (3 |Se sangran los Grupos| infectan los Se recoge sangre
CR/gp) 2y4 Grupos 1-5i.n. de los grupos 1-5
(6 CR/gp) con RSV-Tracy

Abreviaturas: i.n., intranasal; ufp, unidades formadoras de placa; gp, grupo.
Linea temporal del Dia 0O:

9 a.m. — se trata el Grupo 5 con AdE i.n.

2 p.m. — se infectan todos los grupos

Dosis y pesos de los pulmones y del cuerpo el Dia +4.
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Tabla 8: Pesos pulmonares y corporales el Dia +4

Grupo Tratamiento Dosis de AdE Peso del I6bulo pulmonar (g)!| Peso corporal (g)?
(UIFICR) Media DT Media DT
1 Tampon, Dia -2 0 0,31 0,02 163,0 16,1
2 AdE, Dia -30 2,4 x 108 0,35 0,05 155,9 12,1
3 AdE, Dia -2 2,4 x108 0,36 0,05 139,8 19,9
4 AdE, Dias -30,-2 2,4 x 108 0,37 0,03 141,7 19,1
5 AdE, -5 Horas 2,4 x 108 0,38 0,04 146,1 8,7

"Hay una diferencia estadisticamente significativa entre los Grupos 1 frente al 3, 4, 5; p = 0,41; 0,011 y 0,004,
respectivamente.

2Hubo una diferencia estadisticamente significativa entre los Grupos frente a 5; p = 0,047.

Titulos de reduccion de placas de lavado nasal y lavado pulmonar de RSV-Tracy:

Tabla 9: Titulos de RSV-Tracy en liquidos de lavado nasal del Dia +4

Titulo de RSV (logio de ufp totales) en rata algodonera Cambio | Prueba t/2
Grupo | Tratamiento .
A B C D E F | Media | DT | (logwo) | v.Gp1
Tampon,
1 499 | 540 | 498 | 498 | 5,09 | 5,02 | 5,08 | 0,16 - -
Dia -2
2 AdE, Dia-30 | 5,04 | 509 | 4,86 | 507 | 500 | 469 | 496 | 0,16 -0,12 0,230
3 AdE, Dia-2 | 4,86 | 551 | 539 |Muerta| 4,94 | 555 | 525 | 0,32 0,17 0,280
AdE, Dias
4 302 545 | 523 | 499 | 513 | 510 | 5,03 | 5,15 | 0,17 0,08 0,425
AdE, -5
5 H 556 | 535 | 551 | 545 | 551 | 513 | 542 | 0,16 0,34 0,0042
oras

*Deteccion minima = logio de 0,7 ufp totales. Para el analisis estadistico (prueba t de Student, bilateral), la
deteccién minima (0 placas) se contabilizé6 como 0,35 de logio de ufp totales. Valores p significantes adicionales:
Grupo 5 frente a 2, 4, p < 0,02.

Tabla 10: Titulos de RSV-Tracy en liquidos de lavado pulmonar del Dia +4

Titulo de RSV (log1o de ufp/g de pulmodn) en rata Prucha U2
Grupo | Tratamiento algodonera Cambio (log1o) ruz;t*/ v
A B C D E F |Media| DT
Tampon,
1 5,06 | 5,18 | ** 5,06 [5,01|5,03| 5,07 | 0,07 - -
Dia -2
2 AdE, Dia-30 |4,74 4,59 |4,44| 452 |4,65/4,52| 4,58 | 0,11 -0,49 0,00001 0
3 AdE, Dia -2 5,03 | 4,26 | 4,60 |Muerta |4,60| 4,49 | 4,60 | 0,28 -0,47 0,0063
AdE, Dias
4 302 3,95|5,01 4,14 | 4,54 (4,65 4,68 | 4,49 | 0,39 -0,57 0,0098
AdE, -5
5 H 5,02 5,34 | 4,53 | 3,88 |5,45/4,65| 4,81|0,59 -0,26 0,357
oras

*Deteccion minima = logto de 1,3/g de pulmén. **No habia placas, aunque habia virus en el liquido nasal. Por lo
tanto, se supuso que los pulmones no se infectaron o error técnico. No se incluyeron los datos para el andlisis.
Para el andlisis estadistico (prueba t de Student, bilateral), la detecciéon minima (0 placas) se contabiliz6 como 1,1
de log1o/g de pulmén. No hubo valores p significantes adicionales.
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REIVINDICACIONES

1. Un adenovirus con E1 y E3 eliminados para su uso en un método de induccién de una respuesta protectora contra
patégenos respiratorios en un sujeto mamifero que lo necesita, que comprende administrar por via intranasal, 1 o0 2
dias antes de la exposicién al patdgeno respiratorio, una cantidad eficaz del adenovirus con E1 y E3 eliminados, con
o sin la codificaciéon de un antigeno derivado del patdgeno.

2. El adenovirus con E1 y E3 eliminados para el uso de la reivindicacién 1, en el que dicho adenovirus con E1 y E3
eliminados es un adenovirus vacio que no codifica un antigeno derivado del patégeno.

3. El adenovirus con E1 y E3 eliminados para el uso de la reivindicacion 1 o 2, en el que el patégeno respiratorio es
un virus o una bacteria.

4. El adenovirus con E1 y E3 eliminados para el uso de la reivindicacién 3, en el que el virus es un virus de la gripe,
un virus sincitial respiratorio (RSV), un virus del catarro comun o un virus del sarampion.

5. El adenovirus con E1 y E3 eliminados para el uso de la reivindicacion 4, en el que el virus del catarro comun es un
rinovirus o un coronavirus.

6. El adenovirus con E1 y E3 eliminados para el uso de la reivindicacion 3, en el que la bacteria se selecciona del
grupo que consiste en Bacillus, Mycobacterium, Staphylococcus, Streptococcus, Pseudomonas, Klebsiella,
Haemophilus y Mycoplasma.

7. El adenovirus con E1 y E3 eliminados para el uso de la reivindicacién 6, en el que la bacteria es Bacillus
anthracis.

8. El adenovirus con E1 y E3 eliminados para el uso de la reivindicacion 1, en el que el patdgeno respiratorio es un
hongo.

9. El adenovirus con E1 y E3 eliminados para el uso de la reivindicacién 8, en el que el hongo es Aspergillus.

10. El adenovirus con E1 y E3 eliminados para el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1-8, en el que la
cantidad eficaz es al menos 107 unidades infecciosas (uif) del adenovirus con E1 y E3 eliminados con o sin la
codificacion de un antigeno derivado del patogeno, preferentemente al menos 108 unidades infecciosas (uif) del
adenovirus vacio defectuoso o con E1 y E3 eliminados, incluso mas preferentemente, al menos 10° unidades
infecciosas (uif) del adenovirus vacio defectuoso o con E1 y E3 eliminados.

11. El adenovirus con E1 y E3 eliminados para el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1-10, en el que el
sujeto que lo necesita es un adulto.

12. El adenovirus con E1 y E3 eliminados para el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1-10, en el que el
sujeto que lo necesita es un nifio.

13. El adenovirus con E1 y E3 eliminados para el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1-12, en el que el
sujeto que lo necesita es un paciente con el sistema inmune deteriorado.

14. El adenovirus con E1 y E3 eliminados para el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1-13, que
comprende al menos dos etapas de administracion, en las que la administracion se realiza con aproximadamente 40
dias de diferencia, aproximadamente 41 dias de diferencia, aproximadamente 42 dias de diferencia,
aproximadamente 43 dias de diferencia, aproximadamente 44 dias de diferencia, aproximadamente 45 dias de
diferencia, aproximadamente 46 dias de diferencia, aproximadamente 47 dias de diferencia, aproximadamente 48
dias de diferencia, aproximadamente 49 dias de diferencia o aproximadamente 50 dias de diferencia.

15. El adenovirus con E1 y E3 eliminados para el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1-14, en el que el
adenovirus es un adenovirus humano, un adenovirus bovino, un adenovirus canino, un adenovirus de primate no
humano, un adenovirus de pollo o un adenovirus porcino.

16. El adenovirus con E1 y E3 eliminados para el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1-15, en el que la
respuesta protectora se genera en un plazo de 24 horas.

17. El adenovirus con E1 y E3 eliminados para el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1-16, en el que la
respuesta protectora dura de aproximadamente 1 dia a aproximadamente 47 dias.
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