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DESCRIPCIÓN

Vacunas de ADN infeccioso frente al virus chikungunya

Intereses gubernamentales5

El Gobierno de los Estados Unidos ha proporcionado a los inventores el material y/o los reactivos que pueden estar 
relacionados con la materia objeto de la presente solicitud. Por consiguiente, el Gobierno de los Estados Unidos 
puede tener determinados derechos en la materia objeto.

10
Campo

Las vacunas atenuadas elaboradas con virus vivo y de ADN frente al virus chikungunya, y los sistemas y métodos 
para fabricar y administrar tales vacunas.

15
Antecedentes

Se ha sugerido una diversidad de vacunas, y sistemas y métodos, para fabricar y administrar las mismas. Sin 
embargo, tales vacunas, sistemas y métodos no son óptimos.

20
Sumario

La materia objeto para la que se busca protección es como se define en las reivindicaciones. En el primer aspecto 
de la invención se proporciona un vector de ADN que comprende:

25
(a) un ADN que codifica una molécula de ARN infecciosa que inicia la producción en células de una vacuna de 
virus atenuado vivo para el VCHIK; y (b) un promotor de la ARN polimerasa eucariota; en la que (i) el ADN que 
codifica una molécula de ARN infecciosa está unido operativamente al promotor de la ARN polimerasa, y (ii) la 
molécula de ARN infecciosa codifica un virus chikungunya (VCHIK).

30
En un segundo aspecto de la invención, se proporciona una vacuna que comprende una cantidad terapéuticamente 
eficaz de un vector de ADN de la invención.

En un tercer aspecto de la invención, se proporciona la vacuna de la invención para su uso en un método de 
inmunización de un mamífero frente al VCHIK.35

En un aspecto adicional de la invención, se proporciona el uso de la vacuna de la invención en la fabricación de un 
medicamento para inmunizar a un mamífero frente al VCHIK.

En un aspecto adicional de la invención, se proporciona un método de preparación de una vacuna, en el que el 40
método comprende transfectar el vector de ADN de la invención en una célula eucariota y aislar virus infecciosos 
homogéneos clonalmente puros a partir de un medio de cultivo que comprende la célula eucariota transfectada, 
obteniendo de este modo una vacuna.

En aún otro aspecto de la invención, se proporciona un método in vitro de preparación de una célula eucariota 45
transfectada, en el que el método comprende transfectar el vector de ADN de la invención en una célula eucariota
para obtener una célula eucariota transfectada.

En otro aspecto más de la invención, se proporciona una célula eucariota que comprende el vector de la invención.
50

En el presente documento se describen vectores que comprenden ADN que codifica una molécula de ARN 
infecciosa y un promotor de la ARN polimerasa, en donde el ADN que codifica una molécula de ARN infecciosa está 
unido operativamente al promotor de la ARN polimerasa y las moléculas de ARN infeccioso codifican un virus 
chikungunya (VCHIK). En determinadas realizaciones, el VCHIK no es patógeno. También se describen vacunas 
para chikungunya que comprenden el ADN descrito anteriormente, y los usos de las vacunas para inmunizar frente 55
al VCHIK. También se divulga un virus VCHIK atenuado vivo homogéneo clonalmente purificado preparado a partir 
de células en cultivo transfectadas con el ADN descrito anteriormente, las vacunas para chikungunya que lo
comprenden y los métodos para el uso de las vacunas para inmunizar frente al virus VCHIK.

La presente solicitud también proporciona vectores que comprenden ADN que codifica una molécula de ARN 60
infecciosa y un promotor de la ARN polimerasa de citomegalovirus (CMV), en donde el ADN que codifica una 
molécula de ARN infecciosa está unido operativamente 30 al promotor de la ARN polimerasa de CMV, el promotor 
de la ARN polimerasa de CMV se emplaza de aproximadamente 13 a aproximadamente 17 (preferentemente 15 
nucleótidos, como se ejemplifica en las Figuras 3-7 y 9) restos de nucleótido cadena arriba del extremo 5’ de dicho 
ADN que codifica una molécula de ARN infecciosa, y la molécula de ARN infecciosa codifica un virus de VCHIK65
atenuado. En determinadas realizaciones, el VCHIK es un virus quimérico que contiene secuencias del VCHIK así 
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como de otro alfavirus. En determinadas realizaciones, el ADN que codifica el ARN infeccioso se modifica para 
mejorar características de dicho ARN infeccioso y del vector descrito.

En una realización ejemplar, se describe un vector que comprende: (a) un ADN que codifica una molécula de ARN 
infecciosa; y (b) un promotor de la ARN polimerasa; en el que: (i) el ADN que codifica una molécula de ARN 5
infecciosa está unido operativamente al promotor de la ARN polimerasa; y (ii) la molécula de ARN infecciosa codifica 
un virus chikungunya (VCHIK). En algunos ejemplos, la molécula de ARN infecciosa codifica un virus chikungunya
no patógeno. En algunos ejemplos, el promotor de la ARN polimerasa comprende un promotor de la ARN
polimerasa de citomegalovirus (CMV), el promotor de la ARN polimerasa de CMV se emplaza de aproximadamente 
13 a aproximadamente 17 restos de nucleótido cadena arriba del extremo 5’ del ADN que codifica una molécula de 10
ARN infecciosa, y la molécula de ARN infecciosa codifica un virus VCHIK atenuado. En diversos ejemplos un vector 
puede comprender la secuencia de ADN enumerada en las Figuras 3-7.

En algunas realizaciones, el VCHIK es un virus quimérico que contiene secuencias del VCHIK así como de otro 
alfavirus. El ADN que codifica el ARN infeccioso también puede modificarse para mejorar características del ARN 15
infeccioso y del vector descrito.

Una vacuna para virus chikungunya puede comprender una cantidad terapéuticamente eficaz de tales vectores. En 
otros ejemplos de la presente divulgación, una vacuna para virus chikungunya puede comprender un virus VCHIK
atenuado producido aislando el virus VCHIK a partir de células transfectadas con los vectores de ADN descritos en 20
el presente documento. Un virus atenuado vivo homogéneo clonalmente purificado puede prepararse a partir de 
células en cultivo transfectadas con los vectores de ADN descritos en el presente documento. Tal preparación es 
particularmente útil como una vacuna.

Como alternativa, un vector puede comprender (a) ADN que codifica una molécula de ARN infecciosa; y (b) un 25
promotor de la ARN polimerasa; en el que: (i) el ADN que codifica una molécula de ARN infecciosa está unida 
operativamente al promotor de la ARN polimerasa; y (ii) la molécula de ARN infecciosa codifica un alfavirus y 
contiene secuencias del VCHIK así como de otro alfavirus. Un ejemplo de tal vector comprende la secuencia de la 
Fig. 9.

30
Los vectores y vacunas descritos en el presente documento son para su uso en un método de inmunización de un 
animal frente a un virus chikungunya, que comprende la etapa de administrar la vacuna a un mamífero, tal como un 
animal o un ser humano.

Breve descripción de los dibujos35

La Figura 1 ilustra una comparación de vacunas atenuadas elaboradas con virus vivo, vacunas de ADN y la 
vacuna de i-DNA™ para el VCHIK descrita.
La Figura 2 ilustra un ejemplo de vacuna de i-DNA™ para el VCHIK y la inmunización con i-DNA™ del VCHIK. El 
ADNc del VCHIK de longitud completa se sitúa cadena abajo de un promotor optimizado (Popt). En células 40
animales, por ejemplo células de ser humano o de ratones, inyectadas con i-DNA™, la transcripción a partir del 
promotor produce un ARN genómico infeccioso de longitud completa que tiene la capacidad de iniciar la 
replicación productiva de partículas de virus atenuados vivos del VCHIK e inducir respuestas inmunitarias
específicas.
La Figura 3 ilustra un ejemplo (secuencia de nucleótidos) de i-DNA™ que codifica la vacuna atenuada elaborada 45
con virus vivo de 181/25. Los extremos 5’ y 3’ precisos del ARN genómico funcional codificado por el i-DNA del
VCHIK están determinados por el promotor de CMV optimizado y la ribozima, respectivamente.
La Figura 4 ilustra un ejemplo (secuencia de nucleótidos) de i-DNA™ que codifica la vacuna atenuada elaborada 
con virus vivo de 181/25 sin secuencias de ribozima. El extremo 5’ preciso del ARN del VCHIK codificado por el i-
DNA está determinado por el promotor de CMV optimizado. El emplazamiento del extremo 3’ del ARN del VCHIK 50
codificado por el i-DNA™ es desconocido, pero tal ARN tiene capacidad replicarse y de generar VCHIK vivo.
La Figura 5 ilustra un ejemplo (secuencia de nucleótidos) de i-DNA™ que codifica la vacuna atenuada elaborada 
con virus vivo de 181/25 con el promotor 26S duplicado. En esta construcción de i-DNA™, la cápside (C) y las 
glucoproteínas (GP) del VCHIK están codificadas a partir de promotores 26S distintos dentro del ARN del VCHIK.
La Figura 6 ilustra un ejemplo (secuencia de nucleótidos) de i-DNA™ que codifica la vacuna atenuada elaborada 55
con virus vivo de 181/25 con el elemento de transporte nuclear en el extremo 3’. En esta construcción de i-
DNA™ se introduce antes del poliA una secuencia de un elemento de transporte nuclear; esta secuencia 
potencia el transporte del ARN del VCHIK desde el núcleo al citoplasma. 
La Figura 7 ilustra un ejemplo (secuencia de nucleótidos) de i-DNA™ que codifica la vacuna quimérica que 
comprende la vacuna atenuada elaborada con virus vivo de TC-83, en la que su región de genes estructurales se 60
reemplaza por la región de genes estructurales (C y las GP) de la vacuna atenuada elaborada con virus vivo de 
del VCHIK 181/25.
La Figura 8 ilustra las construcciones de i-DNA™ del VCHIK de las Figuras 3-7. El ARN genómico del VCHIK se 
muestra en la parte superior. El plásmido de i-DNA™ contiene un fragmento de ADN (recuadro de líneas 
discontinuas) que codifica (i) el promotor eucariota optimizado Popt (preferentemente el promotor de CMV 65
optimizado) y (ii) el ADNc de longitud completa del ARN funcional del VCHIK que codifica elementos necesarios 
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para la replicación del ARN genómico del VCHIK y la generación in vitro o in vivo de VCHIK atenuado vivo. Los 
dominios de secuencia de nucleótidos indicados pueden utilizarse en cualquiera de las construcciones. Por 
ejemplo, la ribozima (Figura 3) también puede utilizarse en las construcciones descritas en las Figuras 5-7 y 9. 
La Figura 9 ilustra un ejemplo (secuencia de nucleótidos) del i-DNA™ quimérico del VCHIK obtenido de la cepa 
atenuada viva 181/25 que contiene la poliproteína C-GP de TC-83. Esta construcción de i-DNA™ quimérica 5
puede utilizarse como una vacuna frente al virus de la encefalitis equina venezolana (EEV). También pueden 
utilizarse poliproteínas estructurales de otros alfavirus en lugar de TC-83, para desarrollar vacunas de i-DNA™ 
frente a los respectivos alfavirus a base del VCHIK.
La Figura 10 (A-C) ilustra fotomicrografías de ejemplo de células de ovario de hámster chino (CHO) 
transfectadas con i-DNA™ del VCHIK de longitud completa, clon n.º 10 (secuencia de la Figura 4), por ensayo de 10
inmunofluorescencia utilizando un anticuerpo anti VCHIK específico, a las 48 horas postransfección.
La Figura 11 ilustra (A) la determinación del título y la morfología de placa del virus atenuado vivo obtenido del i-
DNA, clon n.º 10, Figura 4; y, (B) las placas obtenidas de la vacuna IND de 181/25 que se pasó una vez en 
células CHO. El virus VCHIK obtenido del i-DNA™ tiene un tamaño de placa uniforme en comparación con la 
vacuna IND de 181/25 “clásica”.15
La Figura 12 ilustra la variación de secuencia dentro de la vacuna IND de 181/25. La vacuna se resuspendió en 
solución salina y se pasó una vez en células CHO. El ARN vírico se aisló, se preparó el ADNc por transcripción 
inversa PCR y se clonó en el vector pCR2.1. Se determinaron las secuencias de los fragmentos de ADNc 
clonados y compararon con secuencias del VCHIK conocidas procedentes del GenBank.

20
Descripción detallada

La chikungunya es una enfermedad transmitida por mosquitos provocada por el virus chikungunya (VCHIK). El 
VCHIK es un miembro del género Alphavirus de la familia Togaviridae. El género Alphavirus consiste en 29 especies 
distintas (junto con el virus O'nyong'nyong, el virus del Río Ross, el virus Sindbis, el virus del Bosque Semliki, el EEV 25
y otros) que provocan ya sea encefalitis, enfermedad febril con artralgia o no se conoce que provoquen enfermedad 
en seres humanos. Los miembros de este género se transmiten principalmente a través de vectores; casi todos 
utilizan a los mosquitos como sus vectores invertebrados (Powers y Brault, 2009). Como se usa en el presente 
documento, VCHIK incluye virus quiméricos que contienen secuencias del VCHIK, así como de otros alfavirus; tales 
virus quiméricos comprenden preferentemente al menos el 50 % de las secuencias del VCHIK y/o una porción 30
antigénica del VCHIK.

Como todos los alfavirus, el VCHIK tiene un genoma que consiste en una molécula de ARN monocatenario lineal de 
sentido positivo de aproximadamente 12 kb de longitud (Khan et al., 2002). Las proteínas no estructurales 
necesarias para la replicación vírica están codificadas en los dos tercios del 5’ del genoma y están reguladas a partir 35
del promotor 49S, mientras que los genes estructurales están alineados en el tercio 3’ y utilizan el promotor interno 
26S. El extremo 5’ del genoma tiene una protección terminal (cap) de 7-metilguanosina mientras que el extremo 3’
está poliadenilado. También hay elementos de secuencias repetidas no codificantes 3’ que generan estructuras 
secundarias predichas (Khan et al., 2002).

40
En muchos países el VCHIK provoca brotes epidémicos explosivos y una morbilidad significativa. El virus está 
ampliamente extendido y puede importarse con facilidad en las regiones donde no está presente debido a los viajes 
desde las zonas endémicas. El VCHIK también es responsable de numerosas infecciones adquiridas en el 
laboratorio. Se han utilizado distintas estrategias para desarrollar una vacuna para el VCHIK, incluyendo la vacuna 
inactivada con formalina (Kitaoka, 1967), la atenuada elaborada con virus vivo (Levitt et al., 1986) y la del alfavirus 45
quimérico (Wang et al., 2008). Se han examinado diversas formulaciones de posibles vacunas para el VCHIK y se 
han sometido a ensayos clínicos en seres humanos (revisados por Powers y Brault, 2009). Sin embargo, no está 
disponible actualmente una vacuna autorizada frente a la chikungunya.

Las vacunas son necesarias para controlar el VCHIK. De forma ideal, la vacuna debería tener un alto grado de 50
seguridad, inducir una inmunidad y protección eficaces, ser genéticamente estable y no necesitar una “cadena de 
frío” desde el fabricante de la vacuna hasta el receptor de la misma. Los costos reducidos y la simplicidad de 
producción son importantes, debido a que el reservorio principal del VCHIK y la mayoría de los casos se localizan en
países tropicales de recursos limitados.

55
Las vacunas atenuadas elaboradas con virus vivo frente a enfermedades víricas son atractivas debido al rápido 
inicio de la inmunidad y a una protección eficaz. La aplicación satisfactoria de las vacunas atenuadas elaboradas 
con virus vivo da como resultado el control de enfermedades infecciosas que provocan muchos virus de ARN tales
como la poliomielitis, el sarampión, las paperas, la rabia, la rubéola y la fiebre amarilla. Aproximadamente el 60 % de 
las vacunas autorizadas para su uso en Estados Unidos son vacunas atenuadas elaboradas con virus vivo. Entre las 60
cuatro vacunas víricas aprobadas recientemente por la FDA (siglas del inglés Food and drug administration, 
Administración de alimentos y fármacos, tres representan vacunas atenuadas elaboradas con virus vivo - frente a
rotavirus, al virus de la gripe A y B y de la varicela zoster. Esto indica que la estrategia con virus atenuado vivo
continúa siendo muy atractiva para el desarrollo de vacunas.

65
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Sin embargo, la seguridad es la preocupación principal respecto a las vacunas atenuadas elaboradas con virus vivo. 

Una vacuna atenuada elaborada con virus vivo típica representa una población de virus que contiene múltiples 
variantes genéticas o cuasiespecies que tienen diversas características, incluyendo una potencial patogenia. La 
diversidad de cuasiespecie de los virus de ARN puede asociarse con patogenia. De forma adicional, las vacunas 5
elaboradas con virus vivos asociadas contienen impurezas y agentes fortuitos derivados de las células que se 
utilizan para la fabricación de la vacuna. Tales impurezas/agentes fortuitos pueden asociarse con reacciones 
alérgicas y una elevada capacidad reactógena en los receptores de la vacuna.

De forma relativamente reciente, las vacunas de ADN se han hecho una estrategia popular de vacunación. Una 10
vacuna de ADN típica contiene un gen de importancia para la vacuna cadena abajo de un promotor eucariota fuerte, 
tal como el promotor de citomegalovirus (CMV). Para la vacunación, la vacuna de ADN se inyecta en los tejidos del
receptor de la vacuna, donde penetra a través de las membranas celular y nuclear de las células permisivas. En los 
núcleos de las células hospedadoras se produce la transcripción a partir del promotor de CMV y el ARNm transcrito 
migra desde el núcleo al citoplasma, en donde tienen lugar la traducción y la expresión del antígeno de importancia15
para la vacuna. Por lo tanto, se genera antígeno de forma directa en los tejidos del receptor de la vacuna, lo que da 
como resultado la inducción de la inmunidad frente al antígeno de interés. La ventaja de las vacunas de ADN son la 
simplicidad, el bajo costo de producción, la estabilidad genética, el alto nivel de pureza y que no hay necesidad de 
una cadena de frío. Las desventajas de las vacunas de ADN son las múltiples revacunaciones y que se necesitan 
altas cantidades de ADN para inducir una respuesta inmunitaria. La necesidad de múltiples revacunaciones y de 20
altas cantidades de ADN inyectado en los núcleos de muchas células genera la preocupación de que las vacunas de 
ADN puedan integrarse en el ADN del hospedador y provocar mutagénesis insercional.

En el presente documento se describe una vacuna para la chikungunya nueva que combina las ventajas de las 
estrategias de la vacuna de virus atenuado vivo y la de ADN. En concreto, se describe una vacuna para el VCHIK de 25
“ADN infeccioso” (i-DNA™) que representa una vacuna de ADN que genera in vivo una vacuna atenuada elaborada 
con virus vivo frente a la chikungunya. La diferencia entre la vacuna de ADN tradicional y la vacuna de i-DNA™ 
descrita en el presente documento es que la vacuna de ADN tradicional codifica un gen de interés mientras que la 
vacuna de i-DNA™ codifica el ARN genómico funcional completo del VCHIK atenuado vivo. Cuando el i-DNA™ del 
VCHIK se inyecta en el receptor de la vacuna, entra al núcleo y se transcribe el ARN infeccioso completo del VCHIK 30
atenuado, lo que inicia la replicación en los tejidos in vivo de la vacuna atenuada elaborada con virus vivo y da como 
resultado una rápida inducción de la inmunidad frente al chikungunya.

Esta nueva estrategia para la vacunación frente al VCHIK combina las ventajas de las vacunas atenuadas 
convencionales elaboradas con virus vivo y las de ADN (Figuras 1 y 2). Al igual que las vacunas de ADN, es 35
genéticamente estable, económica y de fabricación simple, y no necesita una cadena de frío. Al igual que la vacuna 
atenuada elaborada con virus vivo, para inducir una inmunidad eficaz necesita una única dosis pequeña.

Aunque combina las ventajas de las estrategias de la vacuna atenuada y de la de ADN, la vacuna de i-DNA™ de 
VCHIK carece de las desventajas de ambas. A diferencia de las vacunas atenuadas elaboradas con virus vivo, el 40
i-DNA™ es genéticamente estable y representa un ADN homogéneo, clonalmente purificado y bien caracterizado 
que puede purificarse fácilmente hasta altos niveles de pureza. A diferencia de las vacunas de ADN convencionales, 
el i-DNA™ del VCHIK tiene la capacidad de inducir una inmunidad eficaz con una única vacunación, sin múltiples 
revacunaciones. Además, solo es necesaria una dosis baja de i-DNA™. Por ejemplo, podría utilizarse una dosis baja 
de aproximadamente 1 ng a aproximadamente 1 μg, preferentemente aproximadamente 10 ng a aproximadamente 45
1 μg y más preferentemente aproximadamente 100 ng a aproximadamente 1 μg de i-DNA™. Además, cuando se 
compara con una vacuna de ADN convencional, se podría utilizar aproximadamente 5 veces a aproximadamente 
100 veces menos de i-DNA™, más preferentemente aproximadamente 10 veces a aproximadamente 100 veces 
menos de i-DNA™, aún más preferentemente aproximadamente 25 veces a aproximadamente 100 veces menos de 
i-DNA™ y muy preferentemente aproximadamente 50 veces a aproximadamente 100 veces menos de i-DNA™. El 50
núcleo solo es necesario para generar las pocas copias iniciales del genoma de ARN y, después de eso, se produce 
en el citoplasma celular la replicación del virus VCHIK atenuado vivo, reduciendo así drásticamente la posibilidad de 
mutagénesis genética del ADN del hospedador. Por ejemplo, el uso del i-DNA™ del VCHIK podría reducir la 
posibilidad de mutagénesis genética del ADN del hospedador en al menos el 50 %, preferentemente al menos 
aproximadamente el 70 %, más preferentemente al menos aproximadamente el 80 %, aún más preferentemente al 55
menos aproximadamente el 90 % y muy preferentemente aproximadamente el 100 %.

El i-DNA™ puede utilizarse de diversos modos para crear vacunas frente al VCHIK. Por ejemplo, el i-DNA™ puede 
introducirse mediante electroporación o cualquier otro modo aceptable conocido en la técnica, en células eucariotas
aceptables para la producción de vacunas. El VCHIK atenuado vivo generado a partir de un clon de i-DNA™ 60
representa una población de virus homogénea y contiene un número inferior de cuasiespecies, representando así 
una ventaja con respecto a las vacunas atenuadas elaboradas con virus vivo tradicionales. Por ejemplo, la población 
de virus generada a partir de un clon de i-DNA™ podría contener al menos aproximadamente el 50 % menos de 
cuasiespecies, preferentemente al menos aproximadamente el 70 % menos de cuasiespecies, más preferentemente 
al menos aproximadamente el 80 % menos de cuasiespecies, aún más preferentemente al menos aproximadamente 65
el 90 % menos de cuasiespecies y muy preferentemente aproximadamente el 100 % menos de cuasiespecies que la 
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cantidad de cuasiespecies generadas por una vacuna convencional. Tal VCHIK atenuado vivo homogéneo generado 
a partir del plásmido de i-DNA™ puede configurarse en una formulación farmacéuticamente aceptable adecuada 
para la administración de la vacuna a las personas. Como alternativa, el i-DNA™ puede administrarse a las 
personas en un modo farmacéuticamente aceptable como se muestra, por ejemplo, en la Figura 2.

5
Se ha desarrollado un sistema similar para los flavivirus por ejemplo el virus del Nilo Occidental (por ejemplo, la 
Patente de Estados Unidos n.º 7.459.163).

En la Solicitud Internacional n.º PCT/US2009/004133, de los mismos solicitantes, se describe una vacuna de 
i-DNA ™ para el virus de la encefalitis equina venezolana (EEV), otro alfavirus.10

Sin embargo, hasta ahora no había un sistema de vacuna de i-DNA™ para el VCHIK. La dificultad radica en la 
configurar el i-DNA™ del VCHIK para combinar varias características que normalmente no están presentes en un 
virus VCHIK durante su ciclo de vida normal.

15
En realizaciones ejemplares, se crece de forma eficaz el plásmido de i-DNA™ del VCHIK en bacterias (que no es el 
hospedador normal para el VCHIK) como un plásmido de alto número de copias y, por lo tanto, el i-DNA™ está 
preferentemente libre de cualquier estructura secundaria fuerte, de orígenes de replicación crípticos o de fases de 
lectura abierta (ORF) que codifiquen productos tóxicos, o de cualquier otro elemento conocido o desconocido que 
inhiban del crecimiento de las bacterias o de la síntesis del ADN plasmídico.20

En otras realizaciones ejemplares, el ARN genómico del VCHIK se transcribe de forma eficaz en los núcleos de las
células hospedadoras. El nucleoplasma del núcleo normalmente representa un entorno hostil (debido al corte y 
empalme y otros mecanismos de procesamiento del ARN) para los ARN que han evolucionado para replicarse en el 
citoplasma, tal como el ARN del VCHIK. Tras la transcripción, el ARN resultante tiene preferentemente la capacidad 25
de evitar la maquinaria de corte y empalme, y también migra de forma satisfactoria desde el núcleo al citoplasma a 
través de los poros nucleares, un proceso que está estrechamente controlado por proteínas y factores celulares. El 
ARN de los virus citoplasmáticos, tales como el VCHIK, normalmente no tiene elementos que aseguren la síntesis y 
transporte al núcleo del ARN de longitud completa intacto. Por lo tanto, el i-DNA™ preferentemente debería estar 
libre de sitios de corte y empalme crípticos, o de otros elementos que impidan la transcripción eficaz y el transporte 30
del ARN al citoplasma.

En otras realizaciones ejemplares, para replicar en el citoplasma y generar una vacuna atenuada elaborada con
virus vivo, el ARN transcrito debería ser funcional y tener extremos 5’ y 3’ auténticos que tengan la capacidad de 
sustentar la replicación de ARN.35

En realizaciones ejemplares adicionales, para asegurar la síntesis y el transporte del ARN de VCHIK transcrito 
desde el núcleo al citoplasma, pueden eliminarse o introducirse determinadas secuencias en el i-DNA™ del VCHIK.

En el presente documento se describen ejemplos de varias configuraciones del i-DNA™ del VCHIK que pueden 40
utilizarse para generar VCHIK atenuado vivo in vitro o in vivo, y que pueden configurarse en vacunas para 
chikungunya farmacéuticamente aceptables. Además, se espera que las vacunas de i-DNA™ de VCHIK descritas en 
el presente documento protejan frente al virus O'nyong'nyong, un alfavirus relacionado. Por consiguiente, las 
vacunas de i-DNA™ descritas en el presente documento también podrían utilizarse en un método de inmunización 
de un mamífero frente al virus O'nyong'nyong, los que incluiría la administración de una vacuna ejemplar al 45
mamífero.

Ejemplos

Ejemplo 1. La vacuna atenuada elaborada con virus vivo CHIK 181/25 (TSI-GSD-218) candidata se generó a partir 50
de la cepa 15561 del VCHIK y más tarde se probó de forma satisfactoria en ensayos clínicos en fase II (Edelman et 
al., 2000; Levitt et al., 1986). Sin embargo, la cepa 181/25 del VCHIK tiene desventajas comunes con otras vacunas 
elaboradas con virus vivo. Por ejemplo, existe el riesgo de reversión a una forma virulenta, lo que se ha demostrado 
anteriormente (Parker, 1994). Además de los riesgos de seguridad asociados con la posibilidad de reversión 
genética, otros puntos débiles incluyen la heterogeneidad de la población de virus dentro de la vacuna, la presencia 55
de impurezas y de agentes fortuitos derivados del sustrato celular, y durante la preparación de la vacuna; la 
necesidad costosa e inconveniente de un suministro con cadena de frío, las dificultades en la producción de grandes 
cantidades de virus atenuado vivo y la necesidad de medidas de control de calidad constantes para mantener 
invariable el genotipo atenuado.

60
Una molécula de i-DNA ™ contiene la copia del ADNc de longitud completa del ARN genómico de 181/25 bajo el 
control del promotor de CMV (Figura 3). La distancia entre el promotor y el inicio del ADNc del VCHIK (15±2 
nucleótidos, de acuerdo con la numeración de los inventores, para más detalles véase la secuencia de nucleótidos 
en la Figura 3) asegura la generación de ARN genómico de VCHIK con el extremo 5’ funcional que tiene capacidad 
de amplificación y replicación del ARN. La cola de poliA, la secuencia de la ribozima y las secuencias de terminación 65
de la transcripción aseguran la generación de un ARN de VCHIK con el extremo 3’ funcional. El fragmento de ADN 
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completo mostrado en la Figura 3 incluye (1) las secuencias del promotor/potenciador de CMV, las secuencias (2) 
del ADNc del VCHIK de longitud completa, (3) de la cola de poliA, (4) de la ribozima y (5) de terminación de la 
transcripción. Tal fragmento de ADN puede clonarse y propagarse en E. coli como parte de plásmidos conocidos en 
la técnica, incluyendo pero sin limitación pcDNA3.1, pCR2.1, pUC19 y otros. Después de la transcripción a partir del
i-DNA™ mostrado en la Figura 3, se genera in vivo el ARN genómico de la vacuna atenuada elaborada con virus 5
vivo, que inicia la replicación limitada del virus de la vacuna atenuada elaborada con virus vivo y la generación de 
una respuesta inmunitaria protectora (Figura 2).

Además de las mutaciones contenidas en la cepa del virus atenuado vivo 181/25 del VCHIK, pueden utilizarse otras 
configuraciones de mutaciones atenuantes para el desarrollo de vacunas de i-DNA™ del VCHIK. Para mejorar las 10
características del i-DNA™ del VCHIK pueden utilizarse variaciones de secuencia adicionales, incluyendo
deleciones, inserciones o sustituciones.

La Figura 4 muestra la secuencia de nucleótidos de un i-DNA™ variante que es similar a la mostrada en la Figura 3, 
pero que no contiene secuencias de ribozima. Sorprendentemente, tal i-DNA™ sin una ribozima tiene la capacidad 15
de transcribir el ARN infeccioso funcional del VCHIK y de generar virus del VCHIK atenuado vivo. La Figura 10 
demuestra que la transfección de células de ovario de hámster chino (CHO) con plásmido de i-DNA™ (clon n.º 10, 
ya sea en forma superenrollada o linealizada utilizando la enzima NotI) da como resultado la expresión de antígenos 
del VCHIK en la mayoría de las células CHO, lo que sugiere que (i) no estaban presentes sitios de corte y empalme 
crípticos u otros elementos restrictivos en el i-DNA™ o en el ARN codificado y (ii) que la transfección da como 20
resultado un virus vivo, lo que asegura la propagación eficaz de la expresión antigénica en las células CHO 
transfectadas. Además, el i-DNA ™ puede dar cabida a secuencias adicionales que pueden mejorar determinadas 
características de las vacunas de i-DNA™. Los ejemplos de tales secuencias de i-DNA™ se muestran en las Figuras 
5 y 6.

25
Además, pueden fabricarse alfavirus quiméricos atenuados vivos que protejan frente al VCHIK y al virus 
O'nyong'nyong, colocando genes estructurales del VCHIK en lugar de otros genes estructurales de alfavirus. La 
Figura 7 muestra un ejemplo de una secuencia de nucleótidos en la que los genes estructurales del VCHIK
obtenidos de la cepa 181/25 se introducen en el virus atenuado vivo TC-83 en lugar de los genes estructurales de
TC-83. Otra vez, tal vacuna puede (1) representar virus homogéneo generado in vitro a partir de i-DNA™ en un 30
modo farmacéuticamente aceptable o (2) representar la construcción de i-DNA™ formulada en un modo 
farmacéuticamente aceptable para la administración in vivo.

Como alternativa, pueden fabricarse vacunas quiméricas frente a alfavirus introduciendo en el i-DNA™ del VCHIK 
proteínas estructurales procedentes de otros alfavirus. La Figura 9 muestra un ejemplo de una secuencia de 35
nucleótidos de un i-DNA™ del VCHIK quimérico que contiene la poliproteína estructural del virus TC-83 en lugar de 
la poliproteína estructural del virus VCHIK 181/25. Tal i-DNA™ quimérico puede utilizarse para la producción de 
vacunas de virus homogéneo o vacunas de i-DNA™ frente a infecciones por EEV.

Ejemplo 2. Generación de VCHIK atenuado vivo in vitro utilizando i-DNA. Cuando se introduce la molécula de 40
i-DNA™ del VCHIK (Figuras 3-9) en células in vitro, por ejemplo mediante transfección, se genera en las células el 
ARN vírico del VCHIK. El ARN resultante es “infeccioso” e inicia en las células la producción de la vacuna de virus 
atenuado vivo VCHIK (Figura 10). El VCHIK atenuado vivo se acumula en el medio de cultivo y puede recogerse, y 
puede determinarse por ensayo de placas el título y la morfología de placa del virus atenuado vivo (Figura 11A). El 
VCHIK atenuado vivo puede formularse de modo farmacéuticamente aceptable de acuerdo con el estado actual de 45
la técnica.

Ejemplo 3. Vacunación in vivo con la vacuna para VCHIK atenuada elaborada con virus vivo generada in vitro a 
partir de i-DNA™. La vacuna de virus VCHIK puede recogerse de células en cultivo como se describe en el Ejemplo 
2 y utilizarse en una formulación farmacéuticamente aceptable para la vacunación de animales o de personas, de 50
acuerdo con el estado actual de la técnica. La administración puede ser por cualquier vía normalmente utilizada para 
vacunación, incluyendo la subcutánea, intravenosa, intramuscular, combinaciones de las mismas y similares. Una 
ventaja de la vacuna que se genera a partir del i-DNA™ es que representa un virus progenie homogéneo generado 
a partir del mismo ADN estable bien caracterizado.

55
La Figura 11 muestra la homogeneidad del tamaño de placa del virus derivado de i-DNA™ (Figura 11A) en 
comparación con los tamaños de placa más homogéneos de una vacuna IND de 181/25 “clásica” (Figura 11B). Se 
espera que el tamaño de placa homogéneo dé como resultado una seguridad más alta del virus atenuado vivo 
obtenido de i-DNA debido a que las grandes placas de la vacuna IND de 181/25 (Figura 11B) pueden indicar la 
presencia de revertantes a virus virulentos. Los revertantes a virus virulento se detectan en el virus aislado de 60
pacientes que experimentan efectos adversos tras la vacunación con la vacuna IND de 181/25 (n.º de registro de 
Genbank EF452494, nota de la fuente de aislamiento = “receptor de vacuna virémico”).

La Figura 12 muestra los resultados de secuenciación de varios clones generados a partir de la vacuna IND de 
181/25 mediante transcripción inversa y PCR. La vacuna de 181/25 se pasó una vez en células CHO, se aisló el 65
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ARN y se llevó a cabo la transcripción inversa PCR (RT-PCR). Los fragmentos de RT-PCR se clonaron y 
secuenciaron.

Los fragmentos de ADNc se secuenciaron y se compararon con las secuencias de varias cepas virulentas del 
VCHIK procedentes del GenBank, así como con la secuencia de 181/25 original. El análisis reveló que varios clones 5
secuenciados contenían mutaciones de “reversión” al virus virulento. El resultado mostrado en la Figura 12 es que 
en la región secuenciada uno de cada siete clones tiene la misma secuencia que la vacuna IND de 181/25, mientras 
que otros tenían sustituciones de nucleótidos presentes en los aislados virulentos. Solo el clon 3.5_40 de entre siete 
tiene un resto isoleucina (I) en el aminoácido 301, como en 181/25, mientras que los otros seis clones tienen el resto 
treonina (T), que está presente en los aislados virulentos del VCHIK de tipo silvestre y en el aislado VR1 del paciente 10
enfermo vacunado con 181/25. También se detectó heterogeneidad en la posición 314.

Las vacunas descritas en el presente documento pueden proporcionar mayores ventajas de seguridad y regulación 
Debido a que el mismo i-DNA™ clonalmente purificado utilizarse para la producción de distintos lotes de vacuna, 
estas vacunas tendrán una uniformidad y consistencia entre lotes mayores, en comparación con las vacunas 15
actuales, las cuales pueden acumular mutaciones durante los pases de virus.

Ejemplo 4. Vacunación in vivo utilizando la vacuna de i-DNA™. Como alternativa, el i-DNA™ del VCHIK (Figuras 3-
8) puede administrarse de forma directa al receptor de la vacuna en una formulación farmacéuticamente aceptable, 
por ejemplo por vía intramuscular o intravenosa, como se ilustra en la Figura 2. La administración directa de i-DNA™ 20
al receptor de la vacuna inicia la producción in vivo de la vacuna de VCHIK en los tejidos del paciente y proporciona 
una vacunación satisfactoria frente a chikungunya. Una ventaja adicional de la inmunización con i-DNA™ frente a la 
vacuna de virus atenuado vivo convencional radica en las características inmunogénicas del propio i-DNA™. El ADN 
producido con bacterias, incluyendo el i-DNA™, contiene motivos CpG no metilados. Estos motivos activan la ruta 
de señalización del receptor de tipo toll (TLR) lo que da como resultado una inducción de la inmunidad innata y la 25
producción de citocinas proinflamatorias y de interferones de tipo 1 (IFN 1), poco después de la inyección del ADN. 

La señalización a través de receptores induce una respuesta de citocinas robusta a partir de las CD mieloides y la 
producción de IFN 1 a partir de las CD plasmocitoides, así como estimula la presentación cruzada de antígenos 
exógenos y respuestas de T CTL. Por lo tanto, la inmunización con i-DNA™ conduce a la activación y maduración 30
de las CD incluso antes de que se liberen partículas de virus. Tales CD preactivadas potencian respuestas 
inmunitarias específicas inducidas por el virus atenuado vivos sintetizados recientemente.

Ejemplo 5. Vacunas de i-DNA™ con codones desoptimizados. Una vacuna, i-DNAC, contiene la copia de ADNc de 
longitud completa del genoma de ARN de la vacuna IND de 181/25, pero los codones traduccionales dentro del gen 35
de la cápside se desoptimizan a través de codones seleccionados. Otra vacuna, i-DNAE2-E1, también contiene la 
copia de ADNc de longitud completa del genoma de ARN de la vacuna IND de 181/25, pero los codones 
traduccionales dentro de la región génica E2-E1 se desoptimizan de forma similar. Los genes E1, E2 y C se 
seleccionan a base de la inmunogenicidad de estos antígenos en ratones y del actual conocimiento sobre las 
respuestas inmunitarias adaptativas después de la infección por VCHIK en seres humanos. Los codones 40
desoptimizados cambian solo la secuencia de nucleótidos y no dan lugar a cambios en la secuencia de aminoácidos. 
Estas mutaciones silenciosas aumentan la estabilidad genética y conservan el fenotipo atenuado, y se diseñan de 
forma que son necesarias al menos dos mutaciones genéticas independientes para cada codón para revertir a un 
codón de VCHIK de tipo silvestre.

45
Se sintetiza de forma bioquímica (GenScript, Piscataway, NJ) el fragmento sintético de 181/25 que abarca 3.771 
pares de bases de la región 7567-11313 de los genes estructurales (C-E1-E2) de 181/25. Las construcciones 
recombinantes de i-DNA, i-DNAC e i-DNAE2-E1 de 181/25 se transfectan in vitro en células CHO-K1. Se recogen 
muestras de virus atenuado vivo del medio de cultivo y de células a intervalos de 6 horas durante 96 horas. Se 
evalúan in vitro los virus VCHIK vivos producidos a través de la transfección de las células y las características 50
fenotípicas de estos virus recuperados, examinando parámetros cinéticos de replicación en cultivo celular, las 
propiedades antigénicas, la estabilidad genética y heterogeneidad molecular mediante los siguientes ensayos in 
vitro: (1) ensayo y fenotipo de placa; (2) curvas de crecimiento de virus; (3) transferencia de western; (4) 
inmunofluorescencia; (5) al menos 10 pases en E. coli; (6) transcripción inversa PCR y (7) secuenciación de ADN de 
la región estructural completa de al menos 120 aislados de placa obtenidos de cada virus, incluyendo el control 55
181/25 (para evaluar la heterogeneidad de la población y la estabilidad genética en células de mamífero). La 
capacidad de los antígenos de la vacuna de VCHIK nueva de reaccionar con antisueros humanos procedentes de 
casos clínicos de VCHIK recientes se evalúa a través de ELISA.

Ejemplo 6. Análisis de la vacuna de i-DNA™ en un modelo animal. La producción de i-DNA™ plasmídico a partir de 60
E. coli se realiza utilizando métodos establecidos para la producción de un banco de células bacterianas, de 
fermentación, recogida, lisis de la biomasa y de purificación de ADN aguas abajo. Este procedimiento da como 
resultado un producto de ADN estéril con aproximadamente un 95 % de ADN superenrollado y una proporción de 
A260/A280 de aproximadamente 1,9, así como endotoxinas, ARN, ADN genómico e impurezas de proteína 
residuales mínimos. Los controles de calidad incluyen (1) análisis de endotoxinas, (2) gel de agarosa, (3) SDS-65
PAGE; (4) análisis con enzimas de restricción y (5) secuenciación de ADN. Se inyectan por vía intramuscular (i.m.) 
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un máximo de 100 ng de i-DNA™ en: (1) ratones ICR recién nacidos; (2) ratones CD-1 de 14 días; (3) ratones CD-1 
envejecidos (3 meses) y (4) hámsteres inmunosuprimidos.

Como alternativa, se suministra i-DNA™ en los músculos cuádriceps mediante electroporación in vivo, en un 
volumen total de 0,1 ml utilizando el BTX ECM600 con un Electrodo 2-needle Array (BTX/Harvard Apparatus, 5
Holliston, MA). El reactivo de transfección PolyPlus InVivo-Jet PEI (PolyPlus, Illkirch, Francia) puede utilizarse como 
otro método de transfección. Los parámetros de seguridad e inmunogenicidad incluyen (1) viremia; (2) morbilidad; 
(3) perfiles de citocinas; (4) ELISA de VCHIK; (5) respuestas de anticuerpos neutralizantes específicos para el virus; 
(6) inmunidad mediada por células y (7) anticuerpos anti DNA™.

10
Para los ratones ICR y CD-1, se dividieron en 5 grupos 60 animales de cada cepa (12 ratones por grupo): (1) i-DNA 
de 181/25; (2) i-DNAC; (3) i-DNAE2-E1; (4) virus 181/25 (control positivo) y (5) vacunados de forma simulada 
(control negativo). Cada plásmido de i-DNA™ se inyectó como una dosis única de 100 ng en 20-40 μl i.m. Los 
animales de control se inyectaron con 105 UFP de la vacuna de virus 181/25. Cada 2-7 días se tomaron muestras 
de sangre para determinar la viremia y la serología. En los días 0, 2, 4, 8 y 16 tras la inmunización, se sometieron a 15
eutanasia 3 ratones de cada grupo y se tomaron muestras de sangre por punción cardíaca. Se espera que la 
activación del TLR9 por el i-DNA™ desencadene la producción de citocinas proinflamatorias a las 12-16 horas, poco 
tiempo después de la liberación del virus infeccioso, potenciando así las respuestas inmunitarias adaptativas. La 
inmunidad innata se analiza mediante ELISA de citocinas a distintos puntos temporales tras la inmunización con 
i-DNA™, utilizando reactivos para IFN-y, IL-1α/β, TNF-α, MCP-1, IL-4, IL-6 e IL-12p40 (BD Biosciences, San Jose, 20
CA). INF-α e INF-β se miden mediante ELISA (PBL Biomed Labs, NJ). Los niveles de IFN biológico activo se 
determinan utilizando un bioensayo de VEMC-L929 (Daffis et al., 2007). Las respuestas inmunitarias específicas se 
miden mediante ELISA de IgG, ensayo de neutralización por reducción de placas (ENRP) y por ensayo de ELISPOT 
de IFN-γ utilizando grupos de péptidos de 15 meros solapantes en 11 aminoácidos (Mimotopes, Melbourne, 
Australia) (Muthumani et al., 2008). Brevemente, se recubren placas de ELISPOT con Ac anti IFN-γ y se incuba 25
durante 12 horas a 40C. Las placas se lavan y bloquean con BSA al 1 %. Tras el lavado, se añaden a los pocillos 
25 x 104 esplenocitos por triplicado y se estimulan durante una noche por la incubación a 37 ºC con grupos de 
péptidos derivados de E1, E2 y C específicos. Tras la estimulación, las células se lavaron e incubaron con anti IFN-γ
de ratón biotinilado (R & D Systems). Se homogeneizan en PBS con SFB al 1 % muestras de tejido (hígado, bazo, 
ganglios linfáticos, pulmón, riñón y cerebro) y se utilizan para el ensayo de placas o la extracción de ARN con Trizol.30

Para evaluar la seguridad e inmunogenicidad de las vacunas en condiciones de inmunocompromiso (Mateo et al., 
2007) se utilizan hámsteres dorados Sirios (Mesocricetus auratus) (Harlan Sprague Dawley) tratados con 
ciclofosfamida (CYP). Se utilizan en este estudio un total de 26 hámsteres. Los animales tratados con CYP se 
dividen en seis grupos. Tres grupos reciben los i-DNA original y modificado. Los tres grupos de control incluyen un 35
grupo que recibe la vacuna de 181/25; un grupo de control que recibe el tratamiento con CYP pero no la vacuna y un 
grupo de control que no recibe CYP ni vacuna (Vertebrate Animals). Las construcciones de i-DNA™ se inyectan
como única dosis (100 ng) por vía i.m. El virus de control 181/25 se inyecta en 100 μl (105 UFP). Los animales se 
examinan a diario durante 8 semanas (punto final) para observar cualquier evidencia de efectos adversos. Se 
registran la temperatura y el peso corporal. Para la detección de virus y para la serología se toman muestras de 40
sangre de los animales cada 2 días durante la primera semana, después cada 7 días.
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REIVINDICACIONES

1. Un vector de ADN que comprende:

(a) un ADN que codifica una molécula de ARN infecciosa que inicia la producción en células de una vacuna de 5
virus atenuado vivo VCHIK; y
(b) un promotor de la ARN polimerasa eucariota; 
en el que:

(i) el ADN que codifica una molécula de ARN infecciosa está unido operativamente al promotor de la ARN 10
polimerasa; y 
(ii) la molécula de ARN infecciosa codifica un virus chikungunya (VCHIK).

2. El vector de ADN de la reivindicación 1, en el que la molécula de ARN infecciosa codifica un VCHIK no patógeno.
15

3. El vector de ADN de la reivindicación 1, en el que la molécula de ARN infecciosa codifica un VCHIK atenuado.

4. El vector de ADN de la reivindicación 1, en el que:

el promotor de la ARN polimerasa eucariota comprende un promotor de la ARN polimerasa de citomegalovirus 20
(CMV),
el promotor de la ARN polimerasa de CMV se emplaza de aproximadamente 13 a aproximadamente 17 restos de 
nucleótido cadena arriba del extremo 5’ del ADN que codifica una molécula de ARN infecciosa, y
la molécula de ARN infecciosa codifica un VCHIK atenuado.

25
5. El vector de ADN de la reivindicación 1, en el que el VCHIK es un virus quimérico que comprende al menos el 
50 % de las secuencias del VCHIK así como secuencias de otro alfavirus, en el que el otro alfavirus se selecciona 
del grupo que consiste en virus O'nyong'nyong, virus del río Ross, virus Sindbis, virus del bosque Semliki y virus de 
la encefalitis equina venezolana (VEEV).

30
6. El vector de ADN de la reivindicación 5, que comprende la secuencia de ADN enumerada en la Figura 9.

7. El vector de ADN de la reivindicación 1, en el que el vector de ADN está libre de sitios de corte y empalme 
crípticos, y comprende secuencias que aseguran la síntesis y el transporte de la molécula de ARN del VCHIK
infecciosa transcrita desde el núcleo al citoplasma.35

8. Un vector de ADN de acuerdo con la reivindicación 1, que comprende la secuencia de ADN enumerada en una 
cualquiera de las Figuras 3 a 7.

9. Una vacuna que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz del vector de ADN de una cualquiera de las 40
reivindicaciones 1 a 8.

10. La vacuna de la reivindicación 9 para su uso en un método de inmunización de un mamífero frente al VCHIK.

11. Uso de la vacuna de la reivindicación 9 en la fabricación de un medicamento para inmunizar a un mamífero 45
frente al VCHIK.

12. Un método de preparación de una vacuna, en el que el método comprende transfectar el vector de ADN de una 
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 en una célula eucariota y aislar virus infecciosos homogéneos clonalmente 
puros a partir de un medio de cultivo que comprende la célula eucariota transfectada, obteniendo de este modo una 50
vacuna.

13. Un método in vitro de preparación de una célula eucariota transfectada, en el que el método comprende 
transfectar el vector de ADN de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 en una célula eucariota, para obtener 
una célula eucariota transfectada.55

14. Una célula eucariota que comprende el vector de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8.
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Figura 3. La secuencia de i-DNA contiene la ribozima del VHD antigenómica cadena arriba del 
sitio NotI (recuadrado)
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Figura 5. El promotor 26S duplicado está recuadrado
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Figura 6. La secuencia relacionada con el elemento de transporte de ARN (ETA) de grupo D 
está recuadrada.

E11728540
15-11-2017ES 2 647 662 T3

 



42

E11728540
15-11-2017ES 2 647 662 T3

 



43

E11728540
15-11-2017ES 2 647 662 T3

 



44

E11728540
15-11-2017ES 2 647 662 T3

 



45

E11728540
15-11-2017ES 2 647 662 T3

 



46

E11728540
15-11-2017ES 2 647 662 T3

 



47

E11728540
15-11-2017ES 2 647 662 T3

 



48

E11728540
15-11-2017ES 2 647 662 T3

 



49

E11728540
15-11-2017ES 2 647 662 T3

 



50

Figura 7. La poliproteína estructural del VCHIK dentro del i-DNA de TC-83 está recuadrada.
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Figura 9. i-DNA quimérico del VCHIK obtenido de la cepa atenuada viva 181/25 que contiene 
C-GP de TC-83. Este i-DNA puede utilizarse como una vacuna frente a EEV. La poliproteína 
estructural de TC-83 está recuadrada.

E11728540
15-11-2017ES 2 647 662 T3

 



61

E11728540
15-11-2017ES 2 647 662 T3

 



62

ES 2 647 662 T3

 



63

ES 2 647 662 T3

 



64

ES 2 647 662 T3

 



65

ES 2 647 662 T3

 



66

ES 2 647 662 T3

 



67

ES 2 647 662 T3

 



68

ES 2 647 662 T3

 



69

ES 2 647 662 T3

 



70

* Edelman et al. PHASE II SAFETY AND INMUNOGENICITY STUDY OF LIVE CHIKUNGUNYA VIRUS 
VACCINE TSI-GSD-218. Am. J. Trop. Med. Hyg., 62(6), 2000, pág. 681-685
** Aislado virulento del paciente virémico vacunado con 181/25, EF452494.
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