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DESCRIPCIÓN 
 
Producción de vacunas contra el virus de la gripe 
 
Producción de vacuna vírica 5 
 
La presenta solicitud reivindica el beneficio de prioridad de la Solicitud de Patente Provisional de los Estados Unidos 
N.º 61/122.961, presentada el 16 de diciembre de 2008. 
 
Campo de la invención 10 
 
La presente invención se refiere, en general, a materiales y métodos para la producción de una vacuna mejorada 
contra el virus de la gripe. La invención proporciona un virus reagrupado que expresa hemaglutinina y 
neuraminidasa a partir de una cepa H5N1 del virus de la gripe A y que también tiene todos los genes internos de una 
cepa H5N1 diferente de la gripe A. Se contempla que el gen de la hemaglutinina se muta para presentar una acción 15 
patógena disminuida en comparación con el gen de la hemaglutinina en la cepa de tipo silvestre. 
 
Antecedentes de la invención 
 
La producción de vacunas eficientes requiere el crecimiento de grandes cantidades de virus producidos con altos 20 
rendimientos a partir de un sistema hospedador. Los diferentes tipos de virus requieren diferentes condiciones de 
crecimiento con el fin de obtener rendimientos aceptables. Por tanto, el hospedador en el que se cultiva el virus es 
de gran importancia. En función del tipo de virus, un virus puede cultivarse en células de cultivo de tejido primario, 
estirpes celulares establecidas o en huevos embrionados, tales como los de pollo. 
 25 
Algunas de las estirpes celulares de mamífero que se usan como sistemas de hospedadores víricos producen virus 
en altos rendimientos, pero la naturaleza oncógena de dichas células invoca limitaciones reglamentarias contra su 
uso para la producción de vacunas. De hecho, las directrices aplicables de la Organización Mundial de la Salud 
(OMS) indican que solo se permiten unas pocas estirpes celulares para la producción de vacunas de virus. 
 30 
Existen tres tipos generales de los virus de la gripe, el tipo A, el tipo B y el tipo C, que se definen por la ausencia de 
reactividad cruzada serológica entre sus proteínas internas. Los virus de la gripe de tipo A se clasifican 
adicionalmente en subtipos basándose en las diferencias antigénicas de sus glucoproteínas, las proteínas 
hemaglutinina (HA) y neuraminidasa (NA). Los seres humanos son susceptibles a enfermedades provocadas por 
infección con cada uno de los virus de la gripe de tipo A, B y C. 35 
 
Actualmente, las causas más importantes de las infecciones gripales en seres humanos son las atribuibles al tipo B 
y a los subtipos H1N1 y H3N2 de la gripe de tipo A. En consecuencia, los antígenos del tipo B y de los subtipos 
H1N1 y H3N2 de la gripe de tipo A son los que generalmente se incorporan en las presentes vacunas contra la gripe 
estacional. Las vacunas disponibles actualmente tienen tasas de protección que varían entre el 75-90 %. Sin 40 
embargo, las cepas de gripe que pueden provocar infección pandémica son, por ejemplo, del subtipo H5N1, del que 
no protegen las vacunas contra la gripe normales. Los subtipos H2, H7 y H9 también tienen potencial pandémico. 
Véase, por ejemplo, Koopmans et al., Lancet 363: 587-93, 2004; Joseph et al., Md Med. 6: 30-2, 2005; Cameron et 
al., Virology 278: 36-41, 2000; y Huber et al., Pediatri Infect Dis 27 (Supl. 10): S1 13-17, 2008. 
 45 
Recientemente se han aprobado vacunas de virus de la gripe vivos atenuados para su uso en los Estados Unidos. 
Muchas vacunas actuales son para la infección de gripe estacional y contienen dos componentes de la gripe A, 
H1N1 y H3N2 y un componente de la gripe B. En los últimos años, al menos uno de los componentes se cambió 
cada año debido a la deriva antigénica y la mutación en las proteínas del virus de la gripe. Se toman aislados 
clínicos de virus de la gripe humana de pacientes infectados y se reagrupan en huevos de gallina embrionados con 50 
una cepa maestra adaptada en laboratorio de virus donante de alto crecimiento, la cepa del virus de la gripe 
A/PuertoRico/8/34 (H1N1) (patente de los EE.UU. 7.037.707). El objetivo de la reagrupación es aumentar el 
rendimiento de las cepas vacunales candidatas conseguidas por reagrupación de al menos los genes de HA o NA 
de los aislados clínicos primarios, con los seis genes internos del virus donante de la cepa maestra. Esta estrategia 
proporciona reagrupados de alto crecimiento que tienen determinantes antigénicos similares a las de los aislados 55 
clínicos (Wood, J. M. y Williams, M. S., Textbook of Influenza. Blackwell Science Ltd, Oxford, 1998; Robertson et al., 
Biologicals, 20: 213, 1992). Las vacunas se preparan mediante el cultivo de esta cepa vírica reagrupada en huevos 
embrionados y después inactivando el virus purificado por medios químicos. 
 
Los virus de la gripe aviar altamente patógenos son capaces de provocar una enfermedad respiratoria grave y 60 
mortalidad en aves. Esta característica es conocida solo para la HA de los subtipos H5 y H7. Debido a la capacidad 
de algunos virus aviares para transmitirse a los seres humanos, también se convierten en un problema de salud 
humana. La acción patógena de los virus de la gripe aviar es una propiedad poligénica, pero se ha demostrado que 
la proteína HA tiene la función principal en la infección. Un requisito previo para la infectividad del virus es la escisión 
de la proteína HA precursora (HAO) en las subunidades HA1 y HA2. Esta escisión libera el péptido que es 65 
responsable de la fusión de membranas víricas y endosómicas. Los virus de baja acción patógena expresan 
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moléculas HA de superficie que se activan solamente por las proteasas similares a tripsina secretadas por células 
respiratorias o gastrointestinales (Perdue et al., Virus Res 49: 173-86, 1997). El sitio de escisión de los virus 
altamente patógenos se cambia de manera que pueda ser escindido por diferentes proteasas de la célula, 
especialmente por la furina ubicua que está presente en la mayoría de las células (Steinhauer D., Virology 258: 1-20, 
1999; Swayne D., Vet Pathol 34, 557-67, 1997). Todas las cepas altamente patógenas contienen invariablemente 5 
múltiples restos básicos (como R y K) en el sitio de escisión (Perdue et al., citado anteriormente). Por tanto, el virus 
puede propagarse rápidamente y replicarse en casi cualquier órgano e inducir una infección sistémica. 
 
Se han producido virus reagrupados H5N1 atenuados mediante genética inversa (RG, Palese et al., Proc Natl Acad 
Sci (EE.UU.) 93: 11354-58, 1996), usando los genes HA y NA de una cepa H5N1 y la inserción de estos genes en 10 
un virus "estructura principal" que comprende el resto de los genes internos del virus de la gripe de un virus que es 
menos patógeno. La estructura principal utilizada con frecuencia deriva de la cepa prototipo A/Puerto Rico/8/34 
(A/PR/8/34) del subtipo H1N1 que está altamente adaptada al crecimiento en huevos y solo las dos glucoproteínas 
de superficie hemaglutinina (HA) y neuraminidasa (NA) derivan de un virus H5N1. Estos virus reagrupados están 
diseñados para la producción de vacunas en huevos, pero el crecimiento de los reagrupamientos de genética 15 
inversa existentes conocidos en la técnica es deficiente en huevos y en cultivo celular. Por ejemplo, Suguitan et al. 
(PLoS Medicine 3:1541-1554, 2006) describen el uso de la estructura principal adaptada al frío Ann Arbor (ca AA) 
para generar virus que tienen los genes HA y NA de las cepas H5N1, A/Hong Kong/213 y A/Vietnam/1203/2004. 
Estos virus demostraron la atenuación in vivo, es decir, no fueron letales en pollos, y también presentaron algunos 
efectos protectores en expuestos nuevamente al virus H5N1 de tipo silvestre. Shengqiang et al. (J Infectious Dis 20 
179: 1132-8, 1999) también produjeron virus recombinantes usando genes de la HA y de la NA de una cepa Hong 
Kong pandémica y genes internos de la cepa Ann Arbor. El crecimiento de estos virus en huevos, sin embargo, no 
es el óptimo. 
 
Análogamente, Ming, et al., Chin. J. Biotech. (2006) 22: 720-726, describieron, entre otras cosas, un virus 25 
reagrupado que comprende genes internos procedentes de las cepas víricas H9N2, con un gen de la HA modificado 
de una cepa H5N1 y un gen de NA de H2N3. Shi, et al., Vaccine (2007) 25: 73797384, describieron, entre otras 
cosas, un virus reagrupado que tiene genes internos de una cepa H9N2, con un gen de la HA modificado y un gen 
de NA de tipo silvestre de una cepa H5N1. Hickman, et al., (J. Gen. Virol. 89: 2682-2690, 2008), describieron, entre 
otras cosas, una vacuna que comprende genes de la estructura principal de una cepa H9N2 rescatada con genes de 30 
HA y/o NA de cepas H1N1, H5N1 y H7N2. 
 
Estudios recientes han intentado generar vacunas que se han cultivado en cultivo de células de mamífero para evitar 
los problemas observados habitualmente con el crecimiento de virus en huevo, por ejemplo, el coste del 
sostenimiento y el mantenimiento de las instalaciones de huevos, la purificación de virus a partir de proteína de 35 
huevo y la alergia a la proteína de huevo residual. Las patentes de los EE.UU. 6.146.873 y 7.132.271, entre otras, 
analizan el desarrollo de estirpes de cultivo celular que sean capaces de producir virus de calidad para vacunas. 
Véase también Kistner et al., (Vaccine 16: 960-8, 1998), que desvelan células VERO adaptadas para la mejora del 
crecimiento vírico y la producción de vacunas, y Ehrlich et al., (New Eng J Med 35: 2573-84, 2008), que describieron, 
entre otros, una vacuna de virus entero H5N1 inactivada con formol cultivado en células Vero. 40 
 
Por tanto, sigue habiendo una necesidad en la técnica de producir una vacuna contra la gripe pandémica o 
estacional que tenga una antigenicidad aumentada en comparación con vacunas anteriores, que pueda 
desencadenar una buena respuesta inmunitaria en un hospedador sin provocar infección y que presente un 
crecimiento robusto en cultivo de células de mamífero. 45 
 
Sumario de la invención 
 
La invención se define por las reivindicaciones adjuntas. 
 50 
La presente invención proporciona la producción de una vacuna mejorada contra el virus de la gripe, en la que la 
vacuna comprende un virus reagrupado que tiene un gen de la hemaglutinina y un gen de la neuraminidasa de la 
misma cepa del virus del a gripe A subtipo H5N1 y genes internos de una cepa virus del a gripe A subtipo H5N1 
diferente. En un aspecto, los genes de la HA y de la NA y los genes internos derivan de una cepa H5N1 altamente 
patógena del virus de la gripe A. 55 
 
En un aspecto, la invención proporciona un virus de la gripe reagrupado que comprende: segmentos de genes 
internos (PB1, PB2, PA, NP, M y NSA de un primer virus de la gripe subtipo A y genes de la hemaglutinina (HA) y de 
la neuraminidasa (NA) del subtipo del virus de la gripe de los que derivan los genes internos, los genes internos 
derivados de una primera cepa de un subtipo del virus de la gripe A y los genes de la HA y de la NA derivados de 60 
una segunda cepa en el subtipo del virus de la gripe A. Se contempla adicionalmente que el gen NS comprende un 
gen NS1, un gen NS2 o un gen NS1 y un gen NS2. 
 
En una realización, la invención contempla un virus de la gripe reagrupado purificado que comprende segmentos de 
genes internos (PB1, PB2, PA, NP, M y NS) de una cepa H5N1 del virus de la gripe A y genes de la hemaglutinina 65 
(HA) y la neuraminidasa (NA) de un virus de la gripe A H5N1 diferente, los genes de la HA y de la NA derivados de 
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la misma cepa vírica. En una realización relacionada, los genes de la HA y de la NA son de un primer clado H5N1 y 
los genes internos son de un segundo clado H5N1. En una realización adicional, los genes de la HA y de la NA y los 
genes internos derivan del mismo clado. Se contempla adicionalmente que el gen NS comprende un gen NS1, un 
gen NS2 o un gen NS1 y un gen NS2. 
 5 
El gen de la HA del virus reagrupado se modifica para producir un virus atenuado. El gen de la HA se modifica en un 
sitio de escisión polibásico. En una realización, la modificación en el sitio de escisión polibásico en el gen de la HA 
es la mutación de RERRRKKR (SEQ ID NO: 13) → TETR (SEQ ID NO: 14). 
 
En otra realización, el virus se caracteriza por la capacidad para propagarse en cultivos de células de mamíferos. En 10 
una realización adicional más, las células de mamífero se seleccionan entre el grupo que consiste en células MRC-
5, MRC-9, Lederle 130, hígado Chang y WI-38; U937, Vero, CV-1, IIVIR-90 y IMR-91, MDCK, MDBK, HEK, H9, CEM 
y HUT78 que expresan CD4, PerC6, células BHK-21, BSC y LLC-MK2. En una realización relacionada, el cultivo de 
células de mamífero es un cultivo de células Vero. 
 15 
En una realización, los genes internos de los virus reagrupados derivan de un virus H5N1 conocido en la técnica y 
los que se describen en más detalle a continuación en la Descripción detallada. En una realización relacionada, 
dichos genes internos derivan de la cepa H5N1 seleccionada entre el grupo que consiste en A/Vietnam/1203/2004, 
A/Hong Kong/213/03, A/Indonesia/5/05, A/Hong Kong/156/97, A/pavo/Turquía/01/2005, A/Anhui/1/05 y 
A/Camboya/R0405050/2007, A/pollo/Nakorn-Patom/Tailandia/CU-K2/04, A/pollo/Vietnam/C58/04, 20 
A/codorniz/Vietnam/36/04, MDk/JX/1653/05, MDk/1657/JX/05, BH ganso/QH/65/05, similar a Gs/GD/1/96, 
Dk/Vietnam/568/05, Gs/GX/345/05, MDk/JX/1701/05, MDk/JX/2136/05, MDk/JX/2295/05, MDk/JX/2300/05, 
Dk/GX/351/04, Dk/GX/380/04, Dk/ST/4610/03, Ck/MYS/5858/04, Ck/Salatiga/BBVet-I/05 y Dk/VNM/S654/05, 
A/pollo/Vietnam/CSδ/OS, A/pato criollo/Vietnam/453/2004 A/pato/Singapur/3/97, A/HK/156/97 y A/Hong 
Kong/156/1996. En una realización específica, los genes internos son de A/Vietnam/1203/2004. 25 
 
En otra realización, los genes de la HA y de la NA del virus reagrupado derivan de un virus H5N1 conocido en la 
técnica y de los que se describen en más detalle a continuación. En una realización adicional, dichos genes de la HA 
y de la NA derivan de una cepa H5N1 seleccionada entre el grupo que consiste en A/Vietnam/1203/2004, A/Hong 
Kong/213/03, A/Indonesia/5/05, A/Hong Kong/156/97, A/pavo/Turquía/01/2005, A/Anhui/1/05 y 30 
A/Camboya/R0405050/2007, A/pollo/Nakorn-Patom/Tailandia/CU-K2/04, A/pollo/Vietnam/C58/04, 
A/codorniz/Vietnam/36/04, MDk/JX/1653/05, MDk/1657/JX/05, BH ganso/QH/65/05, similar a Gs/GD/1/96, 
Dk/Vietnam/568/05, Gs/GX/345/05, MDk/JX/1701/05, MDk/JX/2136/05, MDk/JX/2295/05, MDk/JX/2300/05, 
Dk/GX/351/04, Dk/GX/380/04, Dk/ST/4610/03, Ck/MYS/5858/04, Ck/Salatiga/BB-Vet-I/05 y Dk/VNM/S654/05, 
A/pollo/Vietnam/C58/05, A/pato criollo/Vietnam/453/2004 A/pato/Singapur/3/97, A/HK/156/97 y A/Hong 35 
Kong/156/1996. 
 
Los genes internos y los genes de la HA y de la NA derivan de la misma cepa de virus. 
 
En una realización, los genes de la HA y de la NA son de la cepa H5N1 A/Vietnam/1203/2004. En otra realización, 40 
los genes de la HA y de la NA son de la cepa H5N1 A/Indonesia/5/05. 
 
En otro aspecto, la invención proporciona una composición antigénica de virus de la gripe reagrupado que 
comprende: segmentos de genes internos (PB1, PB2, PA, NP, M y NS) de un primer virus de la gripe A del subtipo 
H5N1 y genes de la hemaglutinina (HA) y de la neuraminidasa (NA) del subtipo del virus de la gripe del que derivan 45 
los genes internos, los genes internos derivados de una primera cepa de un subtipo del virus de la gripe A y los 
genes de la HA y de la NA derivados de una segunda cepa en el subtipo del virus de la gripe A. Se contempla 
adicionalmente que el gen NS comprenda un gen NS1, un gen NS2 o un gen NS1 y un gen NS2. 
 
En una realización, la composición antigénica de virus de la gripe A, comprende segmentos internos de genes (PB1, 50 
PB2, PA, NP, M y NS) derivadas de una cepa H5N1 del virus de la gripe A y genes de la hemaglutinina (HA) y de la 
neuraminidasa (NA) derivados de un virus de la gripe A H5N1 de una cepa diferente, los genes de la HA y de la NA 
deriva de la misma cepa vírica. Se contempla adicionalmente que el gen NS comprenda un gen NS1, un gen NS2 o 
un gen NS1 y un gen NS2. 
 55 
El gen de la HA de las composiciones se modifica para producir un virus atenuado. El gen de la HA se modifica en 
un sitio de escisión polibásico. 
 
En una realización adicional, el virus de la gripe se caracteriza por la capacidad de propagarse en cultivos de células 
de mamíferos. 60 
 
En una realización, los genes internos de la composición antigénica derivan de un virus H5N1 conocido en la técnica 
y de los que se describen en más detalle a continuación. En una realización relacionada, dichos genes internos 
derivan de la cepa H5N1 seleccionada entre el grupo que consiste en A/Vietnam/1203/2004, A/Hong Kong/213/03, 
A/Indonesia/5/05 A/pollo/Nakorn-Patom/Tailandia/CU-K2/04, A/pollo/Vietnam/C58/04, A/codorniz/Vietnam/36/04, 65 
MDk/JX/1653/05, MDk/1657/JX/05, BH ganso/QH/65/05, similar a Gs/GD/1/96, Dk/Vietnam/568/05, Gs/GX/345/05, 
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MDk/JX/1701/05, MDk/JX/2136/05, MDk/JX/2295/05, MDk/JX/2300/05, Dk/GX/351/04, Dk/GX/380/04, 
Dk/ST/4610/03, Ck/MYS/5858/04, Ck/Salatiga/BBVet-I/05 y Dk/VNM/S654/05, A/pollo/Vietnam/C58/05, A/pato 
criollo/Vietnam/453/2004 A/pato/Singapur/3/97, A/HK/156/97 y A/Hong Kong/156/1996. En una realización 
específica, los genes internos son de A/Vietnam/1203/2004. 
 5 
En otra realización, los genes de la HA y de la NA de la composición antigénica derivan de un virus H5N1 conocido 
en la técnica y de los que se describen en más detalle a continuación. En una realización adicional, dichos genes de 
la HA y de la NA derivan de una cepa H5N1 seleccionada entre el grupo que consiste en A/Vietnam/1203/2004, 
A/Hong Kong/213/03, A/Indonesia/5/05, A/Hong Kong/156/97, A/pavo/Turquía/01/2005, A/Anhui/1/05 y 
A/Camboya/R0405050/2007, A/pollo/NakornPatom/Tailandia/CU-K2/04, A/pollo/Vietnam/C58/04, 10 
A/codorniz/Vietnam/36/04, MDk/JX/1653/05, MDk/1657/JX/05, BH ganso/QH/65/05, similar a Gs/GD/1/96, 
Dk/Vietnam/568/05, Gs/GX/345/05, MDk/JX/1701/05, MDk/JX/2136/05, MDk/JX/2295/05, MDk/JX/2300/05, 
Dk/GX/351/04, Dk/GX/380/04, Dk/ST/4610/03, Ck/MYS/5858/04, Ck/Salatiga/BBVet-1/05 y Dk/VNM/S654/05, 
A/pollo/Vietnam/C58/05, A/pato criollo/Vietnam/453/2004 A/pato/Singapur/3/97, A/HK/156/97 y A/Hong 
Kong/156/1996. 15 
 
Los genes internos y los genes de la HA y de la NA de la composición antigénica derivan de la misma cepa de virus. 
 
En una realización, los genes de la HA y de la NA de la composición antigénica son de la cepa H5N1 
A/Vietnam/1203/2004. En otra realización, los genes de la HA y de la NA son de la cepa H5N1 A/Indonesia/5/05. 20 
 
En una realización adicional más, la modificación en el sitio de escisión polibásico en el gen de la HA es una 
mutación de RERRRKKR (SEQ ID NO: 13) → TETR (SEQ ID NO: 14). 
 
En otra realización, la composición antigénica comprende adicionalmente un vehículo farmacéuticamente aceptable. 25 
 
En un aspecto, la invención contempla una vacuna que comprende un virus de la gripe reagrupado, comprendiendo 
el virus: i) un polinucleótido que codifica la proteína de superficie HA y un polinucleótido que codifica la proteína de 
superficie NA, cada una de HA y NA derivada de una primera cepa del subtipo H5N1 del virus de la gripe A; un 
polinucleótido que codifica PB1; un polinucleótido que codifica PA, un polinucleótido que codifica PB2, un 30 
polinucleótido que codifica M, un polinucleótido que codifica NS (NS1 y/o NS2), un polinucleótido que codifica NP, 
los polinucleótidos para PB1, PB2, PA, NP, M y NS derivados de una segunda cepa del subtipo H5N1 del virus de la 
gripe A, en la que los polinucleótidos están operativamente unidos para permitir el empaquetamiento de los 
polinucleótidos reagrupados en un virión. 
 35 
En una realización relacionada, la invención proporciona una vacuna que comprende un virus de la gripe A 
reagrupado, comprendiendo el virus: un polinucleótido que codifica la proteína de superficie HA y un polinucleótido 
que codifica la proteína de superficie NA, cada una de HA y NA derivada de una cepa del virus de la gripe H5N1; un 
polinucleótido que codifica PB1; un polinucleótido que codifica PA, un polinucleótido que codifica PB2, un 
polinucleótido que codifica M, un polinucleótido que codifica NS1 (NS1 y/o NS2), un polinucleótido que codifica NP, 40 
los polinucleótidos para PB1, PA, PB2, M, NP y NS) derivados de una cepa de virus de la gripe H5N1 diferente, 
estando los polinucleótidos unidos operativamente para permitir el empaquetamiento de los polinucleótidos 
reagrupados en un virión. 
 
El gen de la HA de las composiciones se modifica para producir un virus atenuado. El gen de la HA se modifica en 45 
un sitio de escisión polibásico. 
 
En una realización, los genes internos de la vacuna derivan de un virus H5N1 conocido en la técnica y de los que se 
describen en más detalle a continuación. En una realización relacionada, dichos genes internos derivan de la cepa 
H5N1 A/Vietnam/1203/2004. 50 
 
En otra realización, los genes de la HA y de la NA de la vacuna derivan de un virus H5N1 conocido en la técnica y 
de los que se describen en más detalle a continuación. En una realización adicional, dichos genes de la HA y de la 
NA derivan de una cepa H5N1 seleccionada entre el grupo que consiste en A/Vietnam/1203/2004, A/Hong 
Kong/213/03, A/Indonesia/5/05, que A/Hong Kong/156/97, A/pavo/Turquía/01/2005, A/Anhui/1/05 y 55 
A/Camboya/R0405050/2007, A/pollo/NakornPatom/Tailandia/CU-K2/04, A/pollo/Vietnam/C58/04, 
A/codorniz/Vietnam/36/04, MDk/JX/1653/05, MDk/1657/JX/05, BH ganso/QH/65/05, similar a Gs/GD/1/96, 
Dk/Vietnam/568/05, Gs/GX/345/05, MDk/JX/1701/05, MDk/JX/2136/05, MDk/JX/2295/05, MDk/JX/2300/05, 
Dk/GX/351/04, Dk/GX/380/04, Dk/ST/4610/03, Ck/MYS/5858/04, Ck/Salatiga/BBVet-1/05 y Dk/VNM/S654/05, 
A/pollo/Vietnam/C58/05, A/pato criollo/Vietnam/453/2004 A/pato/Singapur/3/97, A/HK/156/97 y A/Hong 60 
Kong/156/1996. 
 
Los genes internos y los genes de la HA y de la NA de la vacuna derivan de la misma cepa de virus. 
 
En una realización, los genes de la HA y de la NA de la vacuna son de la cepa H5N1 A/Vietnam/1203/2004. En otra 65 
realización, los genes de la HA y de la NA son de la cepa H5N1 A/Indonesia/5/05. 
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En una realización adicional más, la modificación en el sitio de escisión polibásico en el gen de la HA es una 
mutación de RERRRKKR (SEQ ID NO: 13) → TETR (SEQ ID NO: 14). 
 
En otra realización, la vacuna comprende adicionalmente un adyuvante. Los adyuvantes de ejemplo incluyen, pero 
no se limitan a saponina, detergentes no iónicos, aceite vegetal, geles minerales tales como hidróxido de aluminio, 5 
sustancias tensioactivas tales como lisolecitina, polioles plurónicos, polianiones, péptidos, emulsiones de aceite o 
hidrocarburos, hemocianinas de lapa californiana y adyuvantes humanos potencialmente útiles tales como N-acetil-
muramil-L-treonil-D-isoglutamina (thr-MDP), N-acetil-nor-muramil-L-alanil-D-isoglutamina, N-acetilmuramil-alanil-D-
isoglutaminil-L-alanina-2-(1'-2'-dipalmitoil-s-n-glicero-3-hidroxifosforiloxi)-etilamina, BCG (bacilo de Calmette-Guerin) 
Corynebacterium parvum, ISCOM, nano-perlas, escualeno y copolímeros de bloque, que se contemplan para su uso 10 
solos o en combinación. 
 
En una realización adicional, la vacuna es una vacuna inactivada. Se contempla que la inactivación se realiza 
usando métodos y agentes conocidos en la técnica, incluyendo, pero no limitados a, formaldehído, irradiación UV, 
glutaraldehído, etilenimina binaria (BEI) y beta-propiolactona. También se contempla que la vacuna se administre en 15 
forma de una vacuna de virus vivo atenuado. 
 
En una realización, la vacuna comprende un contenido de HA de 1 µg a 75 µg de HA. En una realización adicional, 
la vacuna comprende un contenido de HA de 1 µg a 30 µg por vacuna. En realizaciones relacionadas, la dosis de 
vacuna se administra a 1 µg, a 3 µg, a 5 µg, a 7,5 µg, a 10 µg, a 12,5 µg, a 15 µg, a 20 µg, a 25 µg, a 30 µg de HA, o 20 
en cualquier cantidad hasta 100 µg de HA según sea necesario. En consecuencia, las dosificaciones de vacunas 
individuales incluyen las que tienen aproximadamente 1 µg, aproximadamente 2 µg, aproximadamente 3 µg, 
aproximadamente 4 µg, aproximadamente 5 µg, aproximadamente 6 µg, aproximadamente 7 µg, aproximadamente 
8 µg, aproximadamente 9 µg, aproximadamente 10 µg, aproximadamente 11 µg, aproximadamente 12 µg, 
aproximadamente 13 µg, aproximadamente 14 µg, aproximadamente 15 µg, aproximadamente 16 µg, 25 
aproximadamente 17 µg, aproximadamente 18 µg, aproximadamente 19 µg, aproximadamente 20 µg, 
aproximadamente 21 µg, aproximadamente 22 µg, aproximadamente 23 µg, aproximadamente 24 µg, 
aproximadamente 25 µg, aproximadamente 30 µg, aproximadamente 35 µg, aproximadamente 40 µg, 
aproximadamente 45 µg, aproximadamente 50 µg, aproximadamente 55 µg, aproximadamente 60 µg, 
aproximadamente 65 µg, aproximadamente 70 µg, aproximadamente 75 µg, aproximadamente 80 µg, 30 
aproximadamente 85 µg, aproximadamente 90 µg, aproximadamente 95 µg, aproximadamente 100 µg y más de 
100 µg de hemaglutinina proporcionada en dosificaciones individuales o múltiples a la misma o diferente cantidad de 
hemaglutinina. 
 
En otro aspecto, se desvela un método para desencadenar una respuesta inmunitaria frente a al menos una cepa de 35 
virus de la gripe pandémico en un sujeto, que comprende administrar un virus, composición antigénica o una vacuna 
como se describe en el presente documento en una cantidad eficaz para proteger al sujeto frente a la infección de al 
menos una cepa del virus de la gripe H5N1. En un aspecto relacionado, se desvela un método para desencadenar 
una respuesta inmunitaria frente a al menos una cepa de virus de la gripe estacional en un sujeto, que comprende 
administrar un virus, composición antigénica o una vacuna como se describe en el presente documento en una 40 
cantidad eficaz para proteger al sujeto frente a la infección de al menos una cepa del virus de la gripe A y/o de la 
gripe B. 
 
En un aspecto adicional, se desvela un método para prevenir la infección de un sujeto por un virus de la gripe H5N1 
que comprende administrar al sujeto una cantidad eficaz de un virus, composición antigénica o una vacuna como se 45 
describe en el presente documento. En otro aspecto, se desvela un método para prevenir la infección de un sujeto 
por un virus de la gripe A o de la gripe B que comprende administrar al sujeto una cantidad eficaz de un virus, 
composición antigénica o una vacuna como se describe en el presente documento. 
 
En una realización, la vacuna útil en los métodos de la invención comprende un contenido de HA de 1 µg a 75 µg 50 
HA. En otra realización, la vacuna comprende un contenido de HA de 1 µg a 30 µg por vacuna. En realizaciones 
relacionadas, la dosis de vacuna se administra a 1 µg, a 3 µg, a 5 µg, a 7,5 µg, a 10 µg, a 12,5 µg, a 15 µg, a 20 µg, 
a 25 µg, a 30 µg de HA o en cualquier cantidad hasta 100 µg de HA según sea necesario. En consecuencia las 
dosificaciones de vacunas individuales incluyen las que tienen aproximadamente 1 µg, aproximadamente 2 µg, 
aproximadamente 3 µg, aproximadamente 4 µg, aproximadamente 5 µg, aproximadamente 6 µg, aproximadamente 55 
7 µg, aproximadamente 8 µg, aproximadamente 9 µg, aproximadamente 10 µg, aproximadamente 11 µg, 
aproximadamente 12 µg, aproximadamente 13 µg, aproximadamente 14 µg, aproximadamente 15 µg, 
aproximadamente 16 µg, aproximadamente 17 µg, aproximadamente 18 µg, aproximadamente 19 µg, 
aproximadamente 20 µg, aproximadamente 21 µg, aproximadamente 22 µg, aproximadamente 23 µg, 
aproximadamente 24 µg, aproximadamente 25 µg, aproximadamente 30 µg, aproximadamente 35 µg, 60 
aproximadamente 40 µg, aproximadamente 45 µg, aproximadamente 50 µg, aproximadamente 55 µg, 
aproximadamente 60 µg, aproximadamente 65 µg, aproximadamente 70 µg, aproximadamente 75 µg, 
aproximadamente 80 µg, aproximadamente 85 µg, aproximadamente 90 µg, aproximadamente 95 µg, 
aproximadamente 100 µg y más de 100 µg de hemaglutinina proporcionada en dosificaciones individuales o 
múltiples a la misma o diferente cantidad de hemaglutinina. 65 
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En otro aspecto, la invención proporciona un método de fabricación de una vacuna que comprende un virus de la 
gripe reagrupado que comprende segmentos de genes internos (PB1, PB2, PA, NP, M y NS) de una cepa H5N1 del 
virus de la gripe A y genes de la hemaglutinina (HA) y de la neuraminidasa (NA) de un virus de la gripe A H5N1 
diferente, los genes de la HA y de la NA derivados de la misma cepa vírica y el gen de la HA modificado en un sitio 
de escisión polibásico para producir un gen de la HA atenuado, comprendiendo el método transfectar el virus en 5 
células de mamífero en condiciones adecuadas para el crecimiento del virus reagrupado. En una realización 
relacionada, el método de fabricación de una vacuna descrita en el presente documento es útil para fabricar una 
vacuna que comprende una cepa de virus de la gripe estacional del tipo de la gripe A o de la gripe B. 
 
En una realización, las células de mamífero se seleccionan entre el grupo que consiste en MRC-5, MRC-9, Lederle 10 
130, hígado Chang y WI-38; U937, Vero, CV-1, IMR-90 y IMR91, MDCK, MDBK, HEK, H9, CEM y HUT78 que 
expresan CD4, PerC6, células BHK-21, BSC y LLC-MK2. En una realización relacionada, las células de mamífero 
son células Vero. 
 
Se excluyen de la presente invención cualesquier virus (de la gripe A y de la gripe B) desvelados o producidos 15 
anteriormente, por ejemplo, usando estructuras principales tales como A/Puerto Rico/8/34 (H1N1), A/Ann Arbor/6/60 
(H2N2), A/Leningrado/134/17/57 (H2N2) y B/Ann Arbor/1/66, que tienen genes internos de una cepa de un primer 
subtipo y los genes de la HA y de la NA de una cepa diferente del mismo subtipo, en cualesquiera publicaciones 
anteriores referenciadas en el presente documento, incluyendo, pero no limitadas a: Patentes de los EE.UU. 
4.552.758; 7.037.707; 7.601.356; 7.566.458; 7.527.800; 7.510.719; 7.504.109; 7.465.456; y 7.459.162; 20 
Publicaciones de Patente de los EE.UU. N.º 20090297554, 20090246225, 20090208527, 20090175909, 
20090175908, 20090175907, 20090136530, 20080069821, 20080057081, 20060252132, 20060153872, 
20060110406, 20050158342, 20050042229 y 20070172929; Publicaciones de Patente Internacional N.º WO 
2008/157583, WO 2008/021959, WO 2007/048089, WO 2006/098901, WO 2006/063053, WO 2006/041819, WO 
2005/116260, WO 2005/116258, WO 2005/115448, WO 2005/062820, WO 2003/091401 y cualesquier virus 25 
identificados en las mismas como útiles para la vacuna FLUMIST™, que puede contener genes internos de una 
cepa de subtipo del virus de la gripe A y genes de la HA y de la NA de una cepa diferente del mismo subtipo en un 
virus recombinante. 
 
En una realización, la presente invención también excluye virus reagrupados de origen natural que comprendan una 30 
estructura principal de una primera cepa de un subtipo del virus de la gripe y genes de la HA y de la NA de una 
segunda cepa del mismo subtipo del virus de la gripe. La expresión "virus reagrupado de origen natural" como se 
usa en el presente documento se refiere a un virus reagrupado que se recombina en un entorno natural, por 
ejemplo, el hospedador vírico, sin la intervención de una fuente externa. 
 35 
En una realización adicional, la invención excluye virus reagrupados que tengan uno o más genes internos 
modificados de un primer subtipo del virus de la gripe A o B como estructura principal, por ejemplo, A/Puerto 
Rico/8/34 (H1N1), A/Ann Arbor/6/60 (H2N2) o B/Ann Arbor/1/66 mutados, y genes de la HA y de la NA de la misma 
cepa del virus de la gripe, por ejemplo, como se ejemplifica en la Publicación de Patente de los EE.UU. N.º 
20070172929. La invención contempla, sin embargo, que un virus que comprende genes internos modificados de la 40 
cepa de estructura principal de un subtipo del virus de la gripe y genes de la HA y de la NA del mismo subtipo, pero 
diferentes cepas, se incluya dentro del alcance de la invención. 
 
En otra realización más, la invención excluye virus reagrupados generados usando virus adaptados al frío como la 
cepa de estructura principal/donante, por ejemplo, A/Ann Arbor/6/60 (H2N2), A/Leningrado/134/17/57 (H2N2), B/Ann 45 
Arbor/1/66 y otros conocidos en la técnica, en los que los genes de estructura principal internos son de un primer 
subtipo y los genes de la HA y de la NA son de una cepa diferente del mismo subtipo. 
 
Breve descripción de los dibujos 
 50 

La Figura 1 muestra la modificación de las secuencias de nucleótidos del sitio de escisión de la HA de 
A/Vietnam/1203/04 (H5N1) y otras secuencias de genes internos usando regiones no codificantes derivadas de 
A/Hong Kong/213/03. Las secuencias derivadas de A/Hong Kong están subrayadas. 
La Figura 2 muestra la modificación de las secuencias de nucleótidos del sitio de escisión de la HA de 
A/Indonesia/5/05 (H5N1) y otras secuencias de genes internos usando regiones no codificantes derivadas de 55 
A/Hong Kong/213/03. Las secuencias derivadas de A/Hong Kong están subrayadas. 
La Figura 3 muestra la modificación de las secuencias de nucleótidos del sitio de escisión de la HA de 
A/Pavo/Turquía/1/05 (H5N1) y otras secuencias de genes internos usando regiones no codificantes derivadas de 
A/Hong Kong/213/03. Las secuencias derivadas de A/Hong Kong están subrayadas. 
La Figura 4 muestra la modificación de las secuencias de nucleótidos del sitio de escisión de la HA de 60 
A/Anhui/1/05 (H5N1) y otras secuencias de genes internos usando regiones no codificantes derivadas de A/Hong 
Kong/213/03. Las secuencias derivadas de A/Hong Kong están subrayadas. 
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Descripción detallada 
 
La invención se define por las reivindicaciones adjuntas. 
 
La presente invención proporciona una vacuna mejorada que comprende un virus reagrupado que tiene ambas 5 
proteínas víricas estructurales, la hemaglutinina (HA) y la neuraminidasa (NA) y los genes internos víricos [PB1, 
PB2, PA, NS (NS1, NS2), M1, M2 y NP] derivados de diversas cepas H5N1 del virus de la gripe. Son vacunas de la 
invención aquellas en las que los genes internos víricos derivan de una cepa del virus de la gripe específica y los 
genes de la HA y de la NA derivan de la misma cepa, pero la cepa de la que derivan los genes internos es una cepa 
del virus de la gripe A que es diferente de la cepa del virus de la gripe A de la que derivan los genes de la HA y de la 10 
NA. Los genes de la HA y de la NA derivan del mismo subtipo del virus de la gripe A. Las cepas del virus de la gripe 
A incluyen dieciséis subtipos de HA y nueve subtipos de NA. El virus reagrupado es susceptible de crecimiento 
eficiente en cultivo celular, que es un método mejorado de producción con respecto al método tradicional de 
crecimiento en huevos embrionados. 
 15 
A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y científicos utilizados en el presente documento 
tienen el mismo significado que se entiende habitualmente por un experto habitual en la materia a la que pertenece 
la presente invención. Las siguientes referencias proporcionan a un experto una definición general de muchos de los 
términos utilizados en la presente invención: Singleton, et al., DICTIONARY OF MICROBIOLOGY AND 
MOLECULAR BIOLOGY (2ª Ed. 1994); THE CAMBRIDGE DICTIONARY OF SCIENCE AND TECHNOLOGY 20 
(Walker ed., 1988); THE GLOSSARY OF GENETICS, 5ª ED., R. Rieger, et al. (editores), Springer Verlag (1991); y 
Hale y Marham, THE HARPER COLLINS DICTIONARY OF BIOLOGY (1991). 
 
Se hace notar en el presente documento que, como se usa en la presente memoria descriptiva y las reivindicaciones 
adjuntas, las formas singulares "un", "una", "el" y “la” incluyen la referencia en plural a menos que el contexto indique 25 
claramente lo contrario. 
 
Como se usa en el presente documento, los siguientes términos tienen los significados atribuidos a los mismos a 
menos que se especifique lo contrario 
 30 
La expresión "virus reagrupado" es un virus en el que se combinan segmentos génicos que codifican proteínas 
antigénicas (por ejemplo, genes de la hemaglutinina y de la neuraminidasa) de una cepa de virus de interés con 
segmentos génicos que codifican genes del complejo de la polimerasa vírica (PB2, PB1 y PA) u otros genes 
similares (por ejemplo, genes no de glucoproteína, incluyendo genes M y genes NS y genes de nucleoproteína (NP)) 
de virus de una cepa diferente. Una "cepa" como se usa en el presente documento se refiere a la variante vírica 35 
particular de una especie dada, por ejemplo, la especie del virus de la gripe A o B, y subtipo en un virus de la gripe 
A. Por ejemplo, el virus A/Vietnam/1203/2004 es un virus de la gripe A, subtipo H5N1, con el nombre de cepa 
A/Vietnam/1203/2004. 
 
La expresión "derivado de" se refiere a toda o una porción de una secuencia polinucleotídica o polipeptidica que está 40 
alterada o mutada a partir de una secuencia polinucleotídica o polipeptidica de tipo silvestre o de origen natural, en 
la que el polinucleótido o polipéptido derivado de la secuencia de tipo silvestre está alterado en una o más bases o 
aminoácidos de manera que ya no tiene la misma secuencia que la secuencia de tipo silvestre. 
 
El término "subtipo" como se usa en el presente documento se refiere a los diferentes virus dentro de las cepas del 45 
virus de la gripe A que pueden dividirse en subtipos basándose en los genes de la HA y de la NA que se expresan 
en la cepa de virus. La nomenclatura de los subtipos del virus de la gripe A se basa en el subtipo de HA, por 
ejemplo, el subtipo es uno cualquiera de los 16 diferentes genes de la HA conocidos en la técnica y el subtipo de 
NA, por ejemplo, cualquiera de los 9 diferentes genes de la NA conocidos en la técnica. Los subtipos de ejemplo 
incluyen, pero no se limitan a, H5N1, H1N1, H3N2 y muchos más conocidos en la técnica. 50 
 
El término "clado" como se usa en el presente documento se refiere a las diferentes categorizaciones de los virus de 
la gripe A H5N1 que existen. Los virus en un clado H5N1 están genéticamente relacionados, pero no comparten el 
genoma vírico exacto. Existen al menos siete clados diferentes de los subtipos H5N1 designados en la técnica, por 
ejemplo, clado 1, clado 2, clado 3, clado 4, clado 5, clado 6 y clado 7. El clado 2 se divide adicionalmente en 55 
subclados. 
 
La expresión "composición antigénica" se refiere a una composición que comprende material que estimula el sistema 
inmunitario y desencadena una respuesta inmunitaria en un hospedador o sujeto. La expresión "desencadenar una 
respuesta inmunitaria" se refiere a la estimulación de las células inmunitarias in vivo en respuesta a un estímulo, tal 60 
como un antígeno. La respuesta inmunitaria consiste tanto en la respuesta inmunitaria celular, por ejemplo, 
estimulación de linfocitos T y macrófagos, como en la respuesta inmunitaria humoral, por ejemplo, estimulación de 
células B y el complemento y producción de anticuerpos. La respuesta inmunitaria celular y humoral no son 
mutuamente excluyentes y se contempla que una o las dos sean estimuladas por una composición antigénica, virus 
o vacuna como se describe en el presente documento. La respuesta inmunitaria se puede medir usando técnicas 65 
bien conocidas en la técnica, incluyendo, pero no limitadas a, inmunoensayos de anticuerpos, ensayos de 
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proliferación y otros descritos en mayor detalle en la Descripción detallada. 
 
El término "atenuado" se usa para describir un virus o composición antigénica que muestra una virulencia reducida 
(en comparación con un virus de tipo silvestre). Una HA modificada es un gen de la HA que se ha alterado con 
respecto a la HA de tipo silvestre y codifica una proteína que se escinde en un menor grado que en la proteína HA 5 
de tipo silvestre, dando como resultado la disminución del crecimiento del virus. Un virus atenuado normalmente, 
pero no siempre, se administra por vía intranasal. La administración de un virus atenuado se contempla a través de 
cualquier vía descrita en el presente documento. 
 
El término "inactivado" se usa en el presente documento para describir un virus que también se conoce en la técnica 10 
como un virus "destruido" o "muerto". Un virus inactivado es un virus entero sin propiedades virulentas y se produce 
a partir de un virus "vivo", independientemente de que el virus se haya atenuado previamente de cualquier manera. 
Un virus inactivado normalmente, pero no siempre, se administra a través de inyección intramuscular. La 
administración de un virus inactivado se contempla a través de cualquier vía descrita en el presente documento. 
 15 
El término "vacuna" como se usa en el presente documento se refiere a una composición que comprende un virus 
reagrupado como se describe en el presente documento, que es útil para establecer inmunidad al virus en el sujeto. 
Se contempla que la vacuna comprenda un vehículo farmacéuticamente aceptable y/o un adyuvante. Se contempla 
que las vacunas sean profilácticas o terapéuticas. Un tratamiento "profiláctico" es un tratamiento administrado a un 
sujeto que no presenta signos de una enfermedad o solamente presenta signos precoces con el fin de disminuir el 20 
riesgo de desarrollar una patología. Los compuestos de la invención pueden proporcionarse en forma de un 
tratamiento profiláctico para reducir la probabilidad de desarrollar una patología o para minimizar la gravedad de la 
patología, si se desarrolla. Un tratamiento "terapéutico" es un tratamiento administrado a un sujeto que presenta 
signos o síntomas de patología con el fin de disminuir o eliminar esos signos o síntomas. Los signos o síntomas 
pueden ser bioquímicos, celulares, histológicos y funcionales, subjetivos u objetivos. 25 
 
Un "fragmento" de un polipéptido se refiere a cualquier porción del polipéptido más pequeña que el producto de 
expresión polipeptídico o proteico de longitud completa. Los fragmentos son, en un aspecto, análogos de supresión 
del polipéptido de longitud completa en el que uno o más restos de aminoácidos se han retirado del extremo amino 
y/o el extremo carboxi del polipéptido de longitud completa. En consecuencia, "fragmentos" son un subconjunto de 30 
análogos de supresión que se describen a continuación. 
 
Un "análogo", "equivalente" o "derivado", que se usan de forma intercambiable, se refiere a un compuesto, por 
ejemplo, un péptido o polipéptido, sustancialmente similar en estructura y que tiene la misma actividad biológica, 
aunque en ciertos casos en un grado distinto, que una molécula de origen natural. Los análogos difieren en la 35 
composición de sus secuencias de aminoácidos en comparación con el polipéptido de origen natural del que deriva 
el análogo, basándose en una o más mutaciones que implican (i) supresión de uno o más restos de aminoácidos en 
uno o más extremos del polipéptido y/o una o más regiones internas de la secuencia polipeptídica de origen natural, 
(ii) inserción o adición de uno o más aminoácidos en uno o más extremos (normalmente un análogo de "adición") del 
polipéptido y/o una o más regiones internas (normalmente un análogo de "inserción") de la secuencia polipeptídica 40 
de origen natural o (iii) sustitución de uno o más aminoácidos por otros aminoácidos en la secuencia polipeptídica de 
origen natural. Se contempla que un virus reagrupado de la invención comprenda un análogo de un gen vírico, 
incluyendo uno cualquiera o más de uno de un gen de HA, NA, PB1, PB2, PA, M (M1 y M2), NS (NS1 y NS2) y NP. 
 
En un aspecto, un análogo presenta una similitud de secuencia de aproximadamente el 70 %, pero una similitud de 45 
secuencia inferior al 100 % con la secuencia de origen natural o de tipo silvestre, por ejemplo, un péptido. Dichos 
análogos o derivados, en un aspecto, están compuestos de restos de aminoácidos de origen no natural, incluyendo 
a modo de ejemplo y no de limitación, homoarginina, ornitina, penicilamina y norvalina, así como de restos de 
aminoácidos de origen natural. Dichos análogos o derivados, en otro aspecto, están compuestos de uno o una 
pluralidad de restos de D-aminoácidos o contienen enlaces no peptídicos entre dos o más restos de aminoácidos. 50 
En una realización, el análogo o derivado puede ser un fragmento de un polipéptido, en el que el fragmento es 
sustancialmente homólogo (es decir, homólogo en al menos el 70 %, al menos el 75 %, al menos el 80 %, al menos 
el 85 %, al menos el 90 % o al menos el 95 %) en una longitud de al menos 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 o 50 
aminoácidos del polipéptido de tipo silvestre. 
 55 
Las sustituciones son conservadoras o no conservadoras basándose en la relación fisicoquímica o funcional del 
aminoácido que se está reemplazando y el aminoácido que lo reemplaza. Las sustituciones de este tipo son bien 
conocidas en la técnica. Como alternativa, la invención abarca sustituciones que además son no conservadoras. Se 
describen sustituciones conservadoras de ejemplo en Lehninger, [Biochemistry, 2ª Edición; Worth Publishers, Inc., 
Nueva York (1975), págs.71-77] y se exponen a continuación. 60 
 

SUSTITUCIONES CONSERVADORAS 
CARACTERÍSTICA DE LA CADENA LATERAL  AMINOÁCIDO  
C No polar (hidrófoba):   

A. Alifática A L I V P 
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B. Aromática F W 
C. Contiene azufre M 
D. Limítrofe G 

Sin carga polar:   
A. Hidroxilo S T Y 
B. Amidas N Q 
C. Sulfhidrilo C 
D. Limítrofe G 

Cargada positivamente (básica) K R H 
Cargada negativamente (ácida) D E 

 
Como alternativa, se exponen sustituciones conservadoras de ejemplo inmediatamente a continuación. 
 

SUSTITUCIONES CONSERVADORAS II 
RESTO ORIGINAL  SUSTITUCIÓN ILUSTRATIVA  
Ala (A) Val, Leu, Ile 
Arg (R) Lys, Gln, Asn 
Asn (N) Gln, His, Lys, Arg 
Asp (D) Glu 
Cys (C) Ser 
Gln (Q) Asn 
Glu (E) Asp 
His (H) Asn, Gln, Lys, Arg 
Ile (I) Leu, Val, Met, Ala, Phe, 
Leu (L) Ile, Val, Met, Ala, Phe 
Lys (K) Arg, Gln, Asn 
Met (M) Leu, Phe, Ile 
Phe (F) Leu, Val, Ile, Ala 
Pro (P) Gly 
Ser (S) Thr 
Thr (T) Ser 
Trp (W) Tyr 
Tyr (Y) Trp, Phe, Thr, Ser 
Val (V) Ile, Leu, Met, Phe, Ala 

 5 
El término "aislado" como se usa en el presente documento se refiere a un virus o composición antigénica que se 
retira de su entorno nativo. De este modo, un material biológico aislado está libre de algunos o de todos los 
componentes celulares, es decir, componentes de las células en las que el material nativo se produce de forma 
natural (por ejemplo, componente citoplásmico o de membrana). En un aspecto, un virus o composición antigénica 
se considera aislado si está presente en un extracto celular o sobrenadante. En el caso de moléculas de ácido 10 
nucleico, un ácido nucleico aislado incluye un producto de PCR, un ARNm aislado, un ADNc o un fragmento de 
restricción. 
 
El término "purificado" como se usa en el presente documento se refiere a un virus o composición antigénica que se 
ha aislado en condiciones que reducen o eliminan la presencia de materiales no relacionados, es decir, 15 
contaminantes, incluyendo materiales endógenos a partir de los cuales se obtiene la composición. A modo de 
ejemplo y sin limitación, un virión purificado está sustancialmente libre de componentes de la célula hospedadora o 
cultivo, incluyendo el cultivo de tejidos o proteínas de huevo y patógenos no específicos. En diversas realizaciones, 
el material purificado sustancialmente libre de contaminantes es puro en al menos un 50 %; al menos un 60 %, al 
menos un 70 %, al menos un 80 %, al menos un 90 %, al menos un 95 %, al menos un 96 %, al menos un 97 %, al 20 
menos un 98 % o incluso al menos un 99 % puro. La pureza puede evaluarse mediante cromatografía, electroforesis 
en gel, inmunoensayo, análisis de la composición, ensayo biológico y otros métodos conocidos en la técnica. 
 
La expresión "composición farmacéutica" se refiere a una composición adecuada para la administración a un sujeto 
animal, incluyendo seres humanos y mamíferos. Una composición farmacéutica comprende una cantidad 25 
farmacológicamente eficaz de un virus o composición antigénica de la invención y también comprende un vehículo 
farmacéuticamente aceptable. Una composición farmacéutica abarca una composición que comprende el 
ingrediente o ingredientes activos y el ingrediente o ingredientes inertes que componen el vehículo 
farmacéuticamente aceptable, así como cualquier producto que sea resultado, directa o indirectamente, de la 
combinación, complejación o agregación de dos o más de los ingredientes. En consecuencia, las composiciones 30 
farmacéuticas de la presente invención abarcan cualquier composición hecha mezclando un compuesto o conjugado 
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de la presente invención y un vehículo farmacéuticamente aceptable. 
 
La expresión "vehículo farmacéuticamente aceptable" incluye cualquiera y todos los disolventes clínicamente útiles, 
medios de dispersión, recubrimientos, agentes antibacterianos y antifúngicos, agentes isotónicos y retardantes de la 
absorción, tampones y excipientes, tales como una solución salina tamponada con fosfato, solución acuosa al 5 % 5 
de dextrosa o manitol y emulsiones, tales como una emulsión de aceite/agua o de agua/aceite y diversos tipos de 
agentes humectantes y/o adyuvantes. Se describen vehículos y formulaciones farmacéuticos adecuados en 
Remington’s Pharmaceutical Sciences, 19ª edición. (Mack Publishing Co., Easton, 1995). Los vehículos 
farmacéuticos útiles para la composición dependen del modo de administración previsto del agente activo. Los 
modos típicos de administración incluyen, pero no se limitan a, enteral (por ejemplo, oral) o parenteral (por ejemplo, 10 
administración subcutánea, intramuscular, intravenosa o intraperitoneal; o administración tópica, transdérmica o 
transmucosa). Una "sal farmacéuticamente aceptable" es una sal que puede formularse en un compuesto o 
conjugado para su uso farmacéutico incluyendo, por ejemplo, sales de metales (sodio, potasio, magnesio, calcio, 
etc.) y sales de amoníaco o aminas orgánicas. 
 15 
La expresión "farmacéuticamente aceptable" o "farmacológicamente aceptable" se refiere a un material que no es 
biológicamente o de otro modo indeseable, es decir, el material puede administrarse a un individuo sin provocar 
ningún efecto biológico indeseable ni interactuar de manera perjudicial con ninguno de los componentes de la 
composición en la que está contenido, o cuando se administra usando vías bien conocidas en la técnica, como se 
describe a continuación. 20 
 
Genes del virus de la gripe 
 
Los virus de la gripe son virus ARN de cadena negativa segmentados y pertenecen a la familia Orthomyxoviridae. El 
virus de la gripe A consiste en nueve proteínas estructurales y codifica adicionalmente una proteína NS1 no 25 
estructural con funciones reguladoras. El genoma segmentado del virus de la gripe contiene ocho segmentos 
génicos de ARN de sentido negativo (ARNsn) (PB2, PB1, PA, NP, M, NS, HA y NA) que codifica al menos diez 
polipéptidos, incluyendo proteínas ARN polimerasa dirigida por ARN (PB2, PB1 y PA), nucleoproteína (NP), 
neuraminidasa (NA), hemaglutinina (subunidades HA1 y HA2), las proteínas de la matriz (M1 y M2) y las proteínas 
no estructurales (NS1 y NS2) (Krug et al., The Influenza Viruses, R. M. Krug, ed., Plenum Press, Nueva York, 1989, 30 
págs. 89 152). 
 
La capacidad del virus de la gripe de provocar una enfermedad generalizada se debe a su capacidad para evadir el 
sistema inmunitario mediante un cambio antigénico subyacente, que se cree que se produce cuando un hospedador 
es infectado simultáneamente tanto con un virus de la gripe animal como con un virus de la gripe humana. Durante 35 
la mutación y la reagrupación en el hospedador, el virus puede incorporar un gen de la proteína de superficie HA y/o 
NA de otro virus en su genoma, produciendo de este modo un nuevo subtipo de virus de la gripe y evadiendo el 
sistema inmunitario. 
 
Hemaglutinina 40 
 
La HA es una glucoproteína de superficie vírica que comprende aproximadamente 560 aminoácidos y representa el 
25 % de la proteína vírica total. Es responsable de la adhesión de la partícula vírica a, y su penetración en, una 
célula hospedadora en las primeras etapas de la infección. Hay 16 subtipos de HA conocidos, categorizados como 
un subtipo H1, H2, H3, H4, H5, H6, H7, H8, H9, H10, H11, H12, H13, H14, H15 o H16. 45 
 
La escisión del precursor HAO de virus en los subfragmentos HAI_ y HA2 es una etapa necesaria para que el virus 
infecte una célula. Por tanto, se requiere la escisión con el fin de convertir nuevas partículas víricas en las células 
hospedadoras en viriones capaces de infectar nuevas células. Se sabe que la escisión se produce durante el 
transporte de la proteína de membrana integral HAO desde el retículo endoplásmico de la célula infectada a la 50 
membrana plasmática. En el curso del transporte, la hemaglutinina experimenta una serie de modificaciones 
cotraduccionales y postraduccionales incluyendo la escisión proteolítica de la HA precursora en el fragmento 
aminoterminal HAI y el HA2 carboxiterminal. Una de las principales dificultades en el cultivo de cepas del virus de la 
gripe en cultivos de tejido primario o estirpes celulares establecidas surge de la necesidad de activación por escisión 
proteolítica de la hemaglutinina del virus de la gripe en la célula hospedadora. 55 
 
Aunque se sabe que una HA no escindida puede mediar la fijación del virus a sus receptores que contienen ácido 
neuramínico sobre una superficie celular, no es susceptible de la siguiente etapa en el ciclo infeccioso, que es la 
fusión. Se ha informado de que se requiere la exposición del extremo amino hidrófobo del HA2 por escisión de 
manera que pueda insertarse en la célula diana, formando de este modo un puente entre el virus y la membrana de 60 
la célula diana. Este proceso va seguido de la fusión de las dos membranas y la entrada del virus en la célula diana. 
 
La activación proteolítica de HA implica la escisión en un resto arginina por una endoproteasa similar a la tripsina, 
que con frecuencia es una enzima intracelular que es dependiente de calcio y cuyo pH óptimo es el neutro. Puesto 
que las proteasas activadoras son enzimas celulares, el tipo de célula infectada determina si la HA se escinde. Las 65 
HA de los virus de la gripe de mamíferos y de los virus de la gripe aviar no patógenos son susceptibles a la escisión 
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proteolítica solo en un número restringido de tipos celulares. Por otro lado, las HA de virus aviares patógenos entre 
los subtipos H5 y H7 se escinden por proteasas presentes en una amplia gama de células hospedadoras diferentes. 
Por tanto, existen diferencias en la gama de hospedadores que son resultado de las diferencias en la capacidad de 
escisión de la hemaglutinina que se correlacionan con las propiedades patógenas del virus. 
 5 
Las diferencias en la capacidad de escisión se deben a diferencias en la secuencia de aminoácidos del sitio de 
escisión de la HA. Los análisis de secuencia muestran que los fragmentos HAI_ y HA2 de la molécula de HA de los 
virus de la gripe aviar no patógenos y todos los virus de la gripe de mamíferos están unidos por una sola arginina. 
Por el contrario, las cepas aviares patógenas tienen una secuencia de varios aminoácidos básicos en el sitio de 
escisión siendo el común denominador lisina-arginina o arginina-arginina, por ejemplo, RRRK (SEQ ID NO: 15). Las 10 
hemaglutininas de todos los virus de la gripe se escinden mediante el mismo mecanismo general que da como 
resultado la eliminación de los aminoácidos básicos. 
 
Neuraminidasa 
 15 
La neuraminidasa es una segunda glucoproteína de membrana de los virus de la gripe A. Se ha demostrado que la 
presencia de NA vírica es importante para generar una respuesta inmunitaria protectora de múltiples facetas frente a 
un virus infectante. La NA es una proteína de 413 aminoácidos codificada por un gen de 1413 nucleótidos. Se han 
identificado nueve subtipos de NA diferentes en los virus de la gripe (N1, N2, N3, N4, N5, N6, N7, N8 y N9), todos 
los cuales se han descubierto entre las aves silvestres. La NA está implicada en la destrucción del receptor celular 20 
para la HA vírica mediante la escisión de restos de ácido neuramínico terminal (también denominado ácido siálico) 
de restos de hidrato de carbono sobre las superficies de las células infectadas. La NA también escinde restos de 
ácido siálico de proteínas víricas, evitando la agregación de virus. Se planteó la hipótesis de que mediante el uso de 
este mecanismo la NA facilita la liberación de la progenie vírica evitando que las partículas víricas recién formadas 
se acumulen a lo largo de la membrana celular, así como promoviendo el transporte del virus a través de la mucosa 25 
presente en la superficie mucosa. La NA es un determinante antigénico importante que está sujeto a variación 
antigénica. 
 
La administración de inhibidores químicos de la neuraminidasa limita la gravedad y la propagación de las infecciones 
víricas. Los inhibidores de la neuraminidasa combaten la infección gripal evitando que el virus produzca gemación 30 
sobre la célula hospedador. Los inhibidores de la NA de ejemplo incluyen, pero no se limitan a, zanamivir, que se 
administra por inhalación; oseltamivir, que se administra por vía oral; y peramivir que se administra por vía 
parenteral. 
 
Genes internos del virus de la gripe 35 
 
Además de las proteínas de superficie HA y NA, el virus de la gripe comprende seis genes internos adicionales, que 
dan lugar a ocho proteínas diferentes, incluyendo genes de polimerasa PB1, PB2 y PA, proteínas de la matriz M1 y 
M2, nucleoproteína (NP) y proteínas no estructurales NS1 y NS2 (Horimoto et al., Clin Microbiol Rev. 14 (1): 129-49, 
2001). 40 
 
Con el fin de que se empaquete en viriones de la progenie, el ARN vírico se transporta desde el núcleo en forma de 
un complejo de ribonucleoproteína compuesto de las tres proteínas polimerasas del virus de la gripe, la 
nucleoproteína (NP) y el ARN vírico, en asociación con la proteína de la matriz del virus de la gripe 1 (M1) y proteína 
de exportación nuclear (Marsh et al., J Virol., 82: 2295-2304, 2008). Se cree que la proteína M1 que se encuentra 45 
dentro de la envuelta funciona en el montaje y en la gemación. 
 
Se integra un número limitado de proteínas M2 en los viriones (Zebedee, J. Virol. 62: 2762-2772, 1988). Éstas 
forman tetrámeros que tienen actividad de canal iónico de H+, y, cuando son activadas por el pH bajo de los 
endosomas, acidifican el interior del virión, facilitando su desenvolvimiento (Pinto et al., Cell 69: 517-528, 1992). La 50 
amantadina es un fármaco antigripal que evita la infección vírica mediante la interferencia con la actividad de canal 
iónico de M2, inhibiendo de este modo el desenvolvimiento del virus. 
 
La proteína NS1, una proteína no estructural, tiene múltiples funciones, incluyendo la regulación del corte y empalme 
y la exportación nuclear de ARNm celular, así como la estimulación de la traducción. La función principal de NS1 55 
parece ser la de contrarrestar la actividad de interferón del hospedador, puesto que un virus inactivado para NS1 fue 
viable a pesar de que se cultivó menos eficientemente que el virus parental en células no deficientes en interferón 
(García-Sastre, Virology 252: 324-330, 1998). 
 
La proteína NS2 se ha detectado en partículas víricas. Se estimó que el número promedio de proteínas NS2 en una 60 
partícula vírica era de 130-200 moléculas. Un ensayo de unión in vitro muestra un contacto directo proteína-proteína 
entre M1 y NS2. También se detectaron complejos NS2-M1 mediante inmunoprecipitación en lisados de células 
infectadas con virus (Virology. 196: 249-55, 1993). Se cree que la proteína NS2, que se sabe existe en los viriones 
(Richardson et al., Arch. Virol. 116: 69-80, 1991; Yasuda et al., Virology 196: 249-255, 1993), desempeña una 
función en la exportación de RNP desde el núcleo a través de la interacción con la proteína M1 (Ward et al., Arch. 65 
Virol. 140: 20672073, 1995). 

E09774806
29-06-2018ES 2 675 771 T3

 



13 

Genética inversa y virus reagrupados 
 
Son bien conocidas para los expertos en la materia técnicas para aislar y modificar ácidos nucleicos específicos y 
proteínas. De acuerdo con la presente invención, pueden emplearse la biología molecular convencional, la 
microbiología y técnicas de ADN recombinante dentro de la experiencia de la técnica. Dichas técnicas se explican 5 
completamente en la bibliografía. Véase, por ejemplo, Sambrook, Fritsch y Maniatis, Molecular Cloning: A Laboratory 
Manual, segunda edición. Cold Spring Harbor, N.Y.: Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989 (en el presente 
documento "Sambrook et al., 1989"); DNA Cloning. A Practical Approach, Volúmenes I y II (D. N. Glover ed. 1985); 
Oligonucleotide Synthesis (M. J. Gait ed. 1984); Nucleic Acid Hybridization [B. D. Hames y S. J. Higgins editores 
(1985)]; Transcription And Translation [B. D. Hames y S. J. Higgins, editores (1984)]; Animal Cell Culture [R. I. 10 
Freshney, ed. (1986)]; Immobilized Cells And Enzymes [IRL Press, (1986)]; B. Perbal, A Practical Guide To 
Molecular Cloning (1984); Ausubel, F. M. et al. (editores). Current Protocols in Molecular Biology. John Wiley & Sons, 
Inc., 1994. Estas técnicas incluyen mutagénesis dirigida al sitio empleando oligonucleótidos con nucleótidos 
alterados para la generación de productos de PCR con mutaciones. 
 15 
En un aspecto, la presente invención se basa en la generación de virus de la gripe aviar y vacunas de los mismos 
mediante metodologías de genética inversa como se describen en el presente documento y conocidos en la técnica. 
 
El mecanismo de transcripción del ARN vírico del virus de la gripe es único (Horimoto et al., Clin Microbiol Rev. 14 
(1): 129-49, 2001). El capuchón 5' de los ARNm celulares se escinde por una endonucleasa viral y se usa como un 20 
cebador para la transcripción por la transcriptasa vírica (Krug et al., Cell 18: 329-334, 1979). Seis de los ocho 
segmentos de ARN se transcriben en ARNm de una manera monocistrónica y se traducen en HA, NA, NP, PB1, 
PB2 y PA. Por el contrario, dos segmentos de ARN se transcriben cada uno a dos ARNm mediante corte y 
empalme. Para los dos genes de M y NS, los ARNm de codificación se traducen en diferentes marcos de lectura, 
generando proteínas M1 y M2 y proteínas NS1 y NS2, respectivamente. Se cree que el aumento de la concentración 25 
de NP libre desencadena el cambio de la síntesis de ARNm a la síntesis de ARN complementario (ARNc) y ARN 
vírico (ARNv) (Shapiro et al., J. Virol. 62: 2285-2290, 1988). Los ARNv recién sintetizados se encapsidan con NP en 
el núcleo, donde actúan como moldes para la transcripción secundaria de ARNm víricos. 
 
Sistemas de genética inversa desarrollados recientemente han permitido la manipulación del genoma vírico del virus 30 
de la gripe (Palese et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93: 11354-58, 1996; Neumann y Kawaoka, Adv. Virus. Res. 53: 
265, 1999; Neumann et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 96: 9345, 1999; Fodor et al., J. Virol. 73: 9679, 1999). La 
genética inversa en el contexto del virus de la gripe es un mecanismo mediante el cual ARN de sentido negativo se 
transforma mediante ingeniería genética en ADNc para la preparación recombinante de organismos que tienen 
genomas de ARN de cadena negativa. La técnica de genética inversa implica la preparación de ARN víricos 35 
recombinantes sintéticos que contienen las regiones no codificantes del virus de cadena negativa esenciales para el 
reconocimiento del ARN vírico por las polimerasas víricas y para empaquetar señales necesarias para generar un 
virión maduro. Los ARN recombinantes se sintetizan a partir de un molde de ADN recombinante y se reconstituyen 
in vitro con complejo de polimerasa vírico purificado para formar ribonucleoproteínas recombinantes (RNP) que 
pueden usarse para transfectar células. Véanse las Patentes de los EE.UU. 6.022.726 y 6.001.634. 40 
 
Estos métodos recombinantes permiten la producción de tipos de virus de la gripe con alteraciones específicas en la 
secuencia de aminoácidos del polipéptido. Por ejemplo, una molécula de HA que contiene una sustitución deseada 
puede ser parte de un virus de la gripe recombinante. En un método, el virus de la gripe recombinante se hace a 
través de un método de ingeniería genética tal como el sistema de "solo plásmido" (Hoffmann et al., Vaccine 20: 45 
3165, 2002). 
 
En otro método para generar un virus recombinante, se usa un sistema de ocho plásmidos, en el que los ARN de 
sentido negativo se expresan a partir de un promotor pol I y la coexpresión de las proteínas del complejo de 
polimerasa da como resultado la formación de virus de la gripe A infecciosos (Hoffmann et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 50 
USA 97: 6108-13, 2000). Esta tecnología permite la producción rápida de vacunas quiméricas a partir de ADNc para 
su uso en el caso de una pandemia de gripe y proporciona la capacidad de atenuar cepas patógenas (Subbarao et 
al., Virology 305: 192-200, 2003), al tiempo que elimina la necesidad de seleccionar virus reagrupados para la 
configuración 6:2 (es decir, 6 genes internos y 2 genes de la HA y de la NA (uno de cada gen)). Véase también la 
Patente de los EE.UU. 7.037.707. 55 
 
En una realización, en el caso de los virus de la gripe altamente patógenos tales como H5N1, el sitio de escisión 
polibásico de la HA que es responsable de la naturaleza altamente patógena del virus se retira por mutagénesis 
dirigida al sitio para atenuar el virus y para cambiar su clasificación de BSL-3 a BSL-2. Además, uno o más de los 
genes internos de la cepa donante prototipo se reemplazan por los genes de virus de otros subtipos para mejorar 60 
adicionalmente las características de crecimiento. 
 
Un virus de este tipo que combina características de alto crecimiento con las ventajas inmunitarias de un virus de 
tipo silvestre H5N1 ahorra tiempo para la producción y, en un aspecto, es un reagrupado 6:2 que tiene los 6 genes 
internos de un virus H5N1 tal como Vietnam o Indonesia como estructura principal y la HA (con el sitio de escisión 65 
mutado para la atenuación) y la NA de la cepa (de tipo) H5N1 pandémica real. Otro ejemplo de un virus reagrupado 
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que tiene un alto potencial de crecimiento es un reagrupado 5:1:2 con 5 genes internos de los virus H5N1 tales como 
Vietnam o Indonesia, la PB2 de una cepa H1N1 (para el crecimiento mejorado en cultivo celular) como estructura 
principal y la HA (con un sitio de escisión mutado para la atenuación) y la NA de la cepa H5N1 pandémica real. 
 
En algunas realizaciones, los virus reagrupados se preparan usando el método de Palese et al. (Proc. Natl. Acad. 5 
Sci. USA 93: 11354-58, 1996), que describe el uso de un sistema de virus auxiliar para generar virus modificado por 
ingeniería genética. En una realización, el virus se genera usando un método de virus auxiliar del virus de la gripe. 
Por ejemplo, para la construcción de un reagrupado 6:2, el virus VN1203 atenuado podría usarse como un virus 
auxiliar para introducir la HA y la NA de una segunda cepa H5N1, tal como la cepa Egipto de pollo (Aly et al., Avian 
Dis. 52: 26977, 2008). La selección del virus transfectante se realiza usando anticuerpos neutralizantes contra las 10 
proteínas auxiliares HA o NA (véase, por ejemplo, la Figura 2 de Palese et al., citado anteriormente). 
 
Dos reagrupados de H5N1 atenuados de ejemplo descritos en el presente documento tienen la estructura principal 
de la cepa H5N1 clado 1 A/Vietnam/1203/2004, es decir, los seis genes internos (PB1, PB2, PA, NP, M, NS); uno 
contiene la HA y la NA mutadas de la cepa H5N1 clado 1 Vietnam 1203 y la HA y la NA mutadas de un virus H5N1 15 
de un clado diferente, por ejemplo, la cepa de clado 2 A/Indonesia/5/05. Estos dos reagrupados RG atenuados 
tienen un potencial de alto crecimiento en células Vero convencionales (que contienen suero bovino fetal) o células 
Vero sin proteínas séricas. Estos virus reagrupados también tienen el potencial de inducir una respuesta inmunitaria 
específica de H5N1 potenciada en comparación con los reagrupados RG H5N1/PR8 existentes ya que contienen 
todas las proteínas de H5N1, a saber, la nucleoproteína y la proteína de matriz que son principalmente responsables 20 
de la inducción de la inmunidad celular. Estas respuestas inmunitarias celulares específicas de H5N1 también 
pueden tener la capacidad de inducir una respuesta inmunitaria más amplia mediante la inducción específica de 
linfocitos T auxiliares, linfocitos T citotóxicos (LTC) y células de memoria dando como resultado un efecto de 
refuerzo mejorado. Este resultado no es el caso con los reagrupados H5N1/PR8 existentes que tienen las proteínas 
internas derivadas de la cepa estacional adaptada a huevo del subtipo H1N1, que no inducen una respuesta 25 
inmunitaria celular específica de H5N1 fuerte. 
 
Se han identificado numerosas cepas H5N1 en la técnica, cada una de las cuales es responsable de la invención. 
Véase, por ejemplo, Govorkova et al., J Virol. Febrero de 2005; 79 (4): 2191-8; Proc. Natl. Acad. Sci. USA 103: 
2845-50, 2006; Horimoto et al., Clin Microbiol Rev 14: 129-49, 2001 y Cauthen et al., J Virol. 74: 6592-9, 2000, entre 30 
otros (véase, por ejemplo, Lee et al., J Virol 79: 369202, 2005). 
 
Los ejemplos de cepas del virus de la gripe H5N1 aviar que son útiles en la presente invención incluyen, pero no se 
limitan a, A/Vietnam/1203/2004 (H5N1) (N.º del CDC 2004706280) (VN1203), A/Indonesia/05/2005 (H5N1) (N.º del 
CDC 2005740199) (IN5/05), A/Camboya/R0405050/2007 (H5N1) (CamR04), A/Anhui/1/05 (H5N1) (AH1/05) 35 
A/Pavo/Turquía/01/2005 (H5N1) (TT01) (véase, por ejemplo, Carter y col, BioDrugs. 22: 279-92, 2008), 
A/Vietnam/1194/2004, cepa del virus de la gripe del pavo A/Turquía/Inglaterra/50-92/91 (H5N1) (véase, por ejemplo, 
Horimoto et al., Clin Microbiol Rev 14: 129-49, 2001), A/Pavo/Inglaterra/8792BFC/91 (H5N1) (Londt et al., Avian 
Pathology., 36: 347 - 350, 2007), cepa del virus de la gripe del pollo A/Pollo/Indonesia/03 (H5N1), cepa del virus de 
la gripe del pollo A/Pollo/Hong Kong/220/97 (véase, por ejemplo, Tumpey et al., J Virol. 76: 6344-55, 2002), cepa del 40 
virus de la gripe del pollo A/Pollo/Escocia/59 (H5N1) (véase, por ejemplo, Horimoto et al., citado anteriormente), 
cepa del virus de la gripe del pollo A/Pollo/Hong Kong/258/97 (H5N1) (véase, por ejemplo,, Horimoto et al., citado 
anteriormente), cepa del virus de la gripe del pollo A/Pollo/Nakom-Patom/Tailandia/CU-K2/2004 (H5N1) (véase, por 
ejemplo, Anwar et al., In Silico Biol. 6: 161-8, 2006; Viseshakul et al., Virology. 328: 169-76, 2004), cepa del virus de 
la gripe del pollo A/Pollo/Hong Kong/31.2/2002 (H5N1), (véase, por ejemplo, Anwar et al., citado anteriormente), 45 
cepa del virus de la gripe del pollo A/Pollo/Vietnam/C58/04 (H5N1), (véase, por ejemplo, Anwar et al., citado 
anteriormente), cepa del virus de la gripe del pollo A/Pollo/Vietnam/38/2004 (H5N1). (ver, por ejemplo, Anwar et al., 
citado anteriormente), cepa del virus de la gripe del pollo A/Pollo/Hong Kong/1000/97 (H5N1) (véase, por ejemplo, 
Shan et al., Biochem Biophys Res Commun. 302: 377-83, 2003), cepa del virus de la gripe del pollo A/Pollo/Hong 
Kong/317.5/01 y cepa del virus de la gripe del pato A/Pato/Anyang/AVL-1/01 (véase, por ejemplo, Tumpey et al., J. 50 
Virol 76: 6344-55, 2002), cepa del virus de la gripe del pato A/Pato/Vietnam/11/2004 (H5N1), A/Hatay/2004/(H5N1) 
(véase, por ejemplo, Anwar et al., citado anteriormente), cepas del virus de la gripe del pato A/Pato/Corea/ES/03 
(H5N1), A/Pato/Corea/ESD1/03 (H5N1) y A/Pato/Hong Kong/821/02 (H5N1) (véase, por ejemplo, Lee et al., J Virol 
79: 3692-02, 2005), cepa del virus de la gripe del pato A/Pato/Vietnam/11/2004 (H5N1), A/Pato/China/E319-2/03 
(véase Lee et al., Vet Microbiol 124: 193-201, 2007), virus de la gripe de la garza A/garzA/Hong Kong/757.2/02 55 
(H5N1) (véase, por ejemplo, Lee et al., J Virol. 79: 3692-02, 2005), cepa del virus de la gripe del ganso 
A/Ganso/Guangdong/1/96 (véase, por ejemplo, Cauthen et al., J Virol. 74: 6592-9, 2000), cepa del virus de la gripe 
aviar A/Env/HK/437-4/9 9 (véase, por ejemplo, Cauthen et al., citado anteriormente), cepa del virus de la gripe aviar 
A/Env/HK/437-6/99 (véase, por ejemplo, Cauthen et al., citado anteriormente), cepa del virus de la gripe aviar 
A/Env/HK/437-8/99 (véase, por ejemplo, Cauthen et al., citado anteriormente), cepa de virus de la gripe aviar 60 
A/Env/HK/437-10/99, (véase, por ejemplo, Cauthen et al., citado anteriormente), cepa del virus de la gripe aviar 
A/Codorniz/Vietnam/36/04 (H5N1). (véase, por ejemplo, Anwar et al., citado anteriormente), cepa del virus de la 
gripe aviar A/Cisne/Italia/179/06 (H5N1) (véase, por ejemplo, Terregino et al., Vet Rec. 158: 491, 2006), cepa del 
virus de la gripe aviar A/Hong Kong/156/97 (H5N1) (HK156) (véase, por ejemplo, Cauthen et al., citado 
anteriormente) y cepa del virus de la gripe aviar A/Hong Kong/213/03 (H5N1) (HK213) (véase, por ejemplo,.Shinya 65 
et al., J. Virol. 79: 9926-32, 2005), así como los desvelados en Lee et al., Emerging Infect Dis. 14: 487-90, 2008. 

E09774806
29-06-2018ES 2 675 771 T3

 



15 

Con el conocimiento de genes internos y genes de la HA y de la NA de cepas H5N1, se apreciará que, en una 
realización alternativa, se sintetizan polinucleótidos que codifican estos genes mediante técnicas bien conocidas y 
practicadas habitualmente en la técnica. 
 
Se han identificados anteriormente virus de la gripe A de los siguientes subtipos, H1N1, H2N2, H1N2, H3N2, H3N8, 5 
H4N6, H5N1, H5N2, H5N3, H5N9, H6N1, H6N2, H6N5, H7N1, H7N7, H8N4, H9N2, H1ON7, H11N6, H12N5, H13N6, 
H14N5, H15N8, H15N9, H16N3. La Tabla 1 enumera genes de la HA y de la NA de cepas del virus de la gripe A de 
ejemplo útiles para generar un virus reagrupado. 
 

TABLA 1 10 
Subtipo  
génico  

No. de 
Acceso  Genes de la hemaglutinina  

H1 NC_002017 Segmento 4 del virus de la gripe A (A/Puerto Rico/8/34 (H1N1)), secuencia completa 

H1 FJ966952 
Gen de la hemaglutinina (HA) del segmento 4 del virus de la gripe A (A/California/05/2009 
(H1N1)), secuencia codificante completa 

H2 L20410 Gen de la hemaglutinina (HA) del virus de la gripe A (A/Singapur/1/1957 (H2N2)), 
secuencia codificante completa 

H2 L11126 Gen de la hemaglutinina (HA) del virus de la gripe A (A/Berlín/3/64 (H2N2)), secuencia 
codificante completa 

H3 CY050836 Segmento 4 del virus de la gripe A (A/Nueva York/3487/2009 (H3N2)), secuencia completa 
H3 CY006628 Segmento 4 del virus de la gripe A (A/Canterbury/257/2005 (H3N2)). secuencia completa 

H4 M25290 Gen de la hemaglutinina (HA) del virus de la gripe A (A/Pavo/Minnesota/833/1980 (H4N2)), 
secuencia codificante completa 

H4 FJ428583 Gen de la hemaglutinina (HA) del segmento 4 del virus de la gripe A (A/Pato real/Lago 
Poyan/15/2007 (H4H6)), secuencia codificante completa 

H5 EF541403 Gen de la hemaglutinina (HA) del segmento 4 del virus de la gripe A (A/Vietnam/1 
203/2004 (H5N1)), secuencia codificante completa 

H5 AF082035 ARNm de la hemaglutinina H5 del virus de la gripe A (A/Pollo/Hong Kong/786/97 (H5N1)), 
secuencia codificante completa 

H6 GO117282 Gen de la hemaglutinina {HA} del segmento 4 del virus de la gripe A (A/gaviota de 
Delaware/GA/121733/2001 (H6N4)), secuencia codificante completa 

H6 CY045343 Segmento 4 del virus de la gripe A (A/Pato cuchara/California/K138/2005 (H6N2)), 
secuencia completa. 

H7 EF576989 Segmento 4 del virus de la gripe A (A/pato/AB/AFLBs8734C16/2007 (H7)). secuencia 
completa, 

H7 AY240925 Gen de la hemaglutinina (HA) del virus de la gripe A (A/aviar/NY/73063-6/00 (H7N2)), 
secuencia codificante completa 

H8 CY043848 Segmento 4 del virus de la gripe A (A/pato real/Países Bajos/1/2006 (H8N4)), secuencia 
completa 

H8 AB450435 
Gen de la HA del virus de la gripe A (A/pato/Alaska/702/1991 (H8N7)) para hemaglutinina, 
secuencia codificante completa. 

H9 GU071984 Gen de la hemaglutinina (HA) del segmento 4 del virus de la gripe A 
(A/pollo/Irán/THLBM868/2007 (H9N2)), secuencia codificante completa 

H9 CY023992 Secuencia del segmento 4 del virus de la gripe A (A/pato/Shantou/3577/2003 (H9N2)). 

H10 EU124207 Gen de la hemaglutinina (HA) del segmento 4 del virus de la gripe A 
(A/Pato/Indonesia/Yakarta Utara1 631-29/2006 (H10)), secuencia codificante completa 

H10 M21647 
Gen, precursor de la hemaglutinina del virus de la gripe A (A/pollo/Alemania/N/1949 
(H10N7)), secuencia codificante completa 

H11 CY021437 Segmento 4 del virus de la gripe A (A/medio ambiente/Delaware/235/2005 (H11N6)), 
secuencia completa. 

H11 D90306 Gen del virus de la gripe A (A/pato/Inglaterra/1/1956H11N6)) para precursor de 
hemaglutinina, secuencia codificante completa 

H12 CY021877 
Segmento 4 del virus de la gripe A (A/pato real/Maryland/1131/20054/H12N5)), secuencia 
completa 

H12 AB283334 Gen de la HA del virus de la gripe A (A/pato/Alberta/60/1976 (H12N5)) para hemaglutinina, 
secuencia codificante completa. 

H13 EU835900 Gen de la hemaglutinina (HA) del virus de la gripe A (A/gaviota/Astrakán/1818/1998 
(H13N6)), secuencia codificante completa 
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H13 AB292664 Gen de la HA del virus de la gripe A (A/gaviota/Maryland-704/1 977 (H13N6)) para 
hemaglutinina, secuencia codificante completa 

H14 FJ975075 Gen de la hemaglutinina (HA) del segmento 4 del virus de la gripe A (A/gaviota de 
Delaware/Astrakán/267/1982 (H14N5)), secuencia codificante completa 

H14 AM922165 Gen parcial de la HA del virus de la gripe A (A/pato real/Gur/263/82 (H14N3)) para 
hemaglutinina, ARN genómico. 

H15 L43917 ARNm de la hemaglutinina del virus de la gripe A (A/pardela/Wes/Australia/2576/79 
(H15N9)), secuencia codificante completa 

H15 CY006032 Segmento 4 del virus de la gripe A (A/tarro australiano/Australia occidental/1756/1983 
(H15N2)), secuencia completa. 

H16 EU148600 Gen del precursor de hemaglutinina (HA) del virus de la gripe A (A/Pato real/Gurjev/785/83 
(H16N3)) secuencia codificante completa 

H16 EU564109 Gen de la hemaglutinina (HA) del segmento 4 del virus de la gripe A (A/Focha 
común/Volga/635), secuencia codificante completa 

  
Genes de la neuraminidasa  

N1 FJ969517 Gen de la neuraminidasa (NA) del segmento 6 del virus de la gripe A (A/California/O4/2009 
(H1N1)), secuencia codificante completa 

N1 CYCG0233 Secuencia del segmento 6 del virus de la gripe A (A/Brisbane/58/2007 (H1N1)). 

N2 EU199420 Gen de la neuraminidasa (NA) del segmento 6 del virus de la gripe A (A/Brisbane/10/2007 
(H3N2)), secuencia codificante completa 

N2 GU05277 Gen de la neuraminidasa (NA) del segmento 6 del virus de la gripe A (A/pavo/Inglaterra 
1969) (H3N2)), secuencia codificante completa 

N3 GU052285 Gen de la neuraminidasa (NA) del segmento 6 del virus de la gripe A 
(A/foca/Massachusetts/39/1/1992 (H3N3)), secuencia codificante completa 

N3 GU052831 Gen de la neuraminidasa (NA) del segmento 6 del virus de la gripe A (A/medio 
ambiente/California/508249/2007 (H5N3)), secuencia codificante completa 

N4 CYD39550 Secuencia del segmento 6 del virus de la gripe A (A/pato cuchara/California/AKS273/2007 
(H8N4)). 

N4 EU557563 Gen de la neuraminidasa (NA) del segmento 6 del virus de la gripe A (A/ánade 
rabudo/Alaska/44204-158/2006 (H5N4)), secuencia codificante completa 

N5 EUB71915 Gen de la neuraminidasa (NA) del segmento 6 del virus de la gripe A (A/pato 
real/MN/105/2000 (H5N5)), secuencia codificante completa 

N5 CYC33334 Secuencia del segmento 6 del virus de la gripe A (A/pato 
cuchara/California/HKYYF1046/2007/(H3N5)) 

N6 GU051165 Gen de la neuraminidasa (NA) del segmento 6 del virus de la gripe A (A/vuelvepiedras 
rojizo/Nueva Jersey/950/2005 (H3N5)), secuencia codificante completa 

N6 GU053454 Gen de la neuraminidasa (NA) del segmento 6 del virus de la gripe A (A/pato 
real/Chic/684/2002 (H4N6)), secuencia codificante completa 

N7 FJ517261 
Gen de la neuraminidasa (NA) del segmento 6 del virus de la gripe A 
(A/pardela/DE/134/2001 (H5N7)), secuencia codificante completa 

N7 GL051509 Gen de la neuraminidasa (NA) del segmento 6 del virus de la gripe A (A/pato 
real/Minnesota/17/1999 (H7N7)), secuencia codificante completa 

Na CYD15D91 Segmento 6 del virus de la gripe A (A/pavo/Irlanda/1378/1963 (H5N6)), secuencia 
completa. 

N8 CYD43B10 
Segmento 6 del virus de la gripe A (A/porrón acollarado/California/K90/2005 (H6N5)), 
secuencia completa. 

N9 Ab29297B2 Gen de la NA del virus de la gripe A (A/pato/Hong Kong/562/1979 (H10N9N)) para la 
neuraminidasa, secuencia codificante completa. 

N9 GU053360 Gen de la neuraminidasa (NA) del segmento 6 del virus de la gripe A (A/foca de anillos 
azules/Ohic/457/2001 (H11N9)), secuencia codificante completa 

 
Los virus de la gripe A y B desvelados incluyen, pero no se limitan a, A/Brisbane/59/2007 (H1N1), 
a/Brisbane/10/2007 (H3N2), A/Islas Salomón/3/2006 (H1N1), A/Uruguay/716/2007; A/Wisconsin/67/2005 (H3N2), 
A/Nueva Caledonia/20/99 (H1N1), A/California/7/2004 (H3N2); A/Nueva York/55/2004; A/Wellington/1/2004 (H3N2), 
A/Fujian/411/2002 (H3N2), A/Moscú/10/99 (H3N2), A/Panamá/2007/99; A/Sídney/5/97 (H3N2), A/Pekín/262/95 5 
(H1N1), B/Florida/4/2006; B/Malasia/2506/2004, B/Shanghái/361/2002; B/Sichuan/379/99; B/Hong Kong/330/2001; 
B/Guangdong/120/2000; B/Johannesburgo/5/99; B/Victoria/504/2000; B/Sichuan/379/99; B/Pekín/184/93; 
B/Yamanashi/166/98; B/Shangdong/7/97;. B/Harbin/7/94, B/Hawái/10/2001 y virus que tienen propiedades similares 
a cualquiera de los virus anteriores. La Publicación de Patente de los EE.UU. N.º 20090010962 describe los virus de 
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la gripe A H1N1. 
 
Una lista de cepas de la gripe A identificadas, incluyendo cepas H5N1 del virus de la gripe A, está disponible de las 
bases de datos de la Organización Mundial de la Salud (OMS) y de los Centros para el Control de Enfermedades 
(CDC, por sus siglas en inglés) del virus de la gripe A y los subtipos H5N1. La base de datos del Centro Nacional de 5 
Información Biotecnológica de los EE.UU. (NCBI, por siglas en inglés) mantenida por la Biblioteca Nacional de 
Medicina de los EE.UU. también mantiene una base de datos actualizada que describe la longitud y la secuencia de 
los genes de la HA y de la NA de virus identificados de especies de la gripe A y la gripe B. Se contemplan para su 
uso en la invención cepas enumeradas por estas organizaciones y cepas víricas descritas en otras bases de datos 
comerciales y académicas, o en las publicaciones de la bibliografía y conocidas en la técnica. También se contempla 10 
que son útiles en la invención cepas adicionales de gripe A y gripe B aisladas e identificadas en lo sucesivo en el 
presente documento. En consecuencia, cualquier cepa H5N1 ejemplificada específicamente en la memoria 
descriptiva y aquellas conocidas o después descubiertas en la técnica son responsables del virus reagrupado, 
composición antigénica, vacuna y métodos de la invención. 
 15 
Destacando la novedad de la invención y la diferenciación de la invención de virus reagrupados desvelados 
anteriormente en la técnica, se excluyen específicamente de la presente invención cualesquier virus (virus de la 
gripe A y virus de la gripe B) desvelados o producidos anteriormente, por ejemplo, usando estructuras principales 
tales como A/Puerto Rico/8/34 (H1N1), A/Ann Arbor/6/60 (H2N2) y B/Ann Arbor/1/66, que tienen genes internos de 
una cepa y los genes de la HA y de la NA de una cepa diferente del mismo subtipo, en cualesquiera publicaciones 20 
anteriores referenciadas en el presente documento, incluyendo, pero no limitadas a: Patentes de los EE.UU. 
4.552.758, 7.037.707, 7.601.356, 7.566.458, 7.527.800, 7.510.719, 7.504.109, 7.465.456, 7.459.162; Publicaciones 
de Patente de los EE.UU. N.º 20090297554, 20090246225, 20090208527, 20090175909, 20090175908, 
20090175907, 20090136530, 20080069821, 20070172929; 20080057081, 20060252132, 20060153872, 
20060110406, 20050158342, 20050042229 y Publicaciones de Patente Internacional N.º WO 2008/157583, WO 25 
2008/021959, WO 2007/048089, WO 2006/098901, WO 2006/063053, WO 2006/041819, WO 2005/116260, WO 
2005/116258, WO 2005/115448, WO 2005/062820, WO 2003/091401 y cualesquier virus identificados en las 
mismas como útiles para la vacuna FLUMIST™, que puede contener genes internos de un virus de la gripe subtipo 
A y genes de la HA y de la NA del mismo subtipo en un virus recombinante. 
 30 
En una realización, la presente invención también excluye virus reagrupados de origen natural que comprenden una 
estructura principal de una primera cepa de un subtipo del virus de la gripe y genes de la HA y de la NA de una 
segunda cepa del mismo subtipo del virus de la gripe. La expresión "virus reagrupado de origen natural" como se 
usa en el presente documento se refiere a un virus reagrupado que se recombina en un entorno natural sin la 
intervención de una fuente externa. 35 
 
En una realización adicional, la invención excluye virus reagrupados que tengan una o más genes internos 
modificados de un primer subtipo de virus de la gripe A o B como estructura principal, por ejemplo, A/Puerto 
Rico/8/34 (H1N1), A/Ann Arbor/6/60 (H2N2) o B/Ann Arbor/1/66 mutantes y genes de la HA y de la NA de la misma 
cepa de virus de la gripe, por ejemplo, como se ejemplifica en la Publicación de Patente de los EE.UU. N.º 40 
20070172929. La invención contempla, sin embargo, que un virus que comprende genes internos modificados de la 
cepa de estructura principal de un subtipo del virus de la gripe y genes de la HA y de la NA del mismo subtipo, pero 
diferentes cepas, se incluyan dentro del alcance de la invención. 
 
En otra realización más, la invención excluye virus reagrupados generados usando virus adaptados al frío como 45 
cepa de estructura principal/donante, por ejemplo, A/Ann Arbor/6/60 (H2N2), A/Leningrado/134/17/57 (H2N2), B/Ann 
Arbor/1/66 y otros conocidos en la técnica, en los que los genes de estructura principal internos son de un primer 
subtipo y los genes de la HA y de la NA son de una cepa diferente del mismo subtipo. 
 
Estirpes celulares 50 
 
Los virus de la gripe normales están adaptados para el crecimiento en huevos de gallina, pero el coste del 
mantenimiento de los cultivos en huevo es significativamente mayor que el de hacer crecer virus en cultivo celular. 
Se han utilizado cultivos de células embrionarias de pollo (CEC, por sus siglas en inglés) convencionales en intentos 
de hacer crecer virus de la gripe para la vacuna, pero éstos solo proporcionan algunas de las actividades de 55 
proteasa de un embrión de pollo entero y, por tanto, permiten la replicación de una gama limitada de cepas del virus 
de la gripe. Los procedimientos convencionales para la preparación de cultivos de CEC implican la retirada de la 
cabeza y los órganos internos y múltiples etapas de tripsinización. Estos procedimientos dan como resultado 
específicamente la pérdida de células de cerebro, corazón, pulmón, hígado y riñón, que se ha demostrado que 
replican una serie de cepas del virus de la gripe (Scholtissek et al., J. Gen. Virol., 69: 2155-2164, 1988). Por tanto, 60 
los procedimientos convencionales dan como resultado una población celular muy seleccionada que consiste 
principalmente en fibroblastos, que están limitados en términos de las cepas de virus que pueden sopostar. 
 
Se han intentado mejoras en la producción de virus de la gripe tanto en cultivos de pollo como en estirpes celulares 
de mamíferos. Por ejemplo, se ha notificado que la replicación limitada de varias cepas del virus de la gripe A en 65 
cultivos celulares convencionales podría mejorarse mediante la adición de tripsina al medio de cultivo tisular. Por 
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ejemplo, la adición de tripsina aumenta significativamente la infectividad de diversas cepas cultivadas en cultivos de 
CEC (Lazarowitz et al., Virology, 68: 440-454, 1975). Además, Stieneke-Grober et al., (EMBO J., 11: 2407-2414, 
1992), han identificado la enzima activadora de HA en células MDBK como una proteasa similar a furina. Dichas 
enzimas se han aislado de tejidos humanos y de ratón y constituyen una nueva familia de endoproteasas 
eucarióticas similares a subtilisina. Katz et al., (J. Infect Dis. 160: 191-98, 1989) compararon las características de 5 
crecimiento del virus de la gripe H3N2 en células MDCK y cavidad amniótica de huevos embrionados y demostraron 
que el título del virus de la gripe obtenido de células MDCK era comparable al de los huevos embrionados y que el 
virus cultivado en MDCK produjo una antigenicidad aumentaba in vivo. Existen problemas con el uso de las células 
MDCK, sin embargo. Por ejemplo, las células MDCK no son una estirpe celular con licencia para la producción de 
vacunas humanas y el procedimiento requiere que los virus se multipliquen y se hagan pases en serie de los mismos 10 
en la estirpe celular MDCK. 
 
Se describen células Vero adaptadas para mejorar el cultivo vírico y la producción de vacunas en la Patente de los 
EE.UU. 6.146.873 y en Kistner et al., (Vaccine 16: 960-8, 1998), incorporado en el presente documento por 
referencia. Las células Vero son una estirpe celular aceptada para la producción de vacunas de acuerdo con la 15 
Organización Mundial de la Salud. En una realización, los virus de la presente invención se cultivan en células Vero 
como se describe en los Ejemplos a continuación. 
 
Estirpes celulares de mamíferos adicionales son útiles para el cultivo y crecimiento de virus. Las células de mamífero 
de ejemplo útiles para cultivar virus para la preparación de vacunas incluyen, pero no se limitan a: MRC-5, MRC-9, 20 
Lederle 130, hígado Chang y WI-38 (fibroblasto humano); U937 (monocito humano); Vero y CV-1 (mono verde 
africano): IMR-90 y IMR-91 (fibroblasto de pulmón humano que tiene características de músculo liso), MDCK (riñón 
canino Madin Darby), MDBK (riñón bovino Madin Darby), HEK (riñón embrionario humano), H9, CEM y HUT78 
(linfocito T humano) que expresa CD4: PerC6 (retinoblasto humano); células BHK-21 (riñón de cría de hámster), 
BSC (célula de riñón de mono) y LLC-MK2 (riñón de mono). 25 
 
Vacunas 
 
Se contempla que una cepa de virus deseada obtenida de la preparación de cultivo tisular se use para producir una 
vacuna. Se conocen muchos tipos de vacunas víricas, incluyendo, pero no limitadas a, vacunas atenuadas, 30 
inactivadas, de subunidades y fraccionadas. 
 
Las vacunas atenuadas son vacunas de virus vivos que se han alterado de alguna manera para reducir la acción 
patógena y ya no provocan enfermedad. Los virus atenuados se producen de varias maneras, incluyendo el 
crecimiento en cultivo tisular para generaciones repetidas y la manipulación genética para mutar o retirar genes 35 
implicados en la acción patógena. Por ejemplo, en una realización, los genes y/o proteínas víricas identificados 
como implicados en la acción patógena o implicados en la manifestación de la enfermedad, se mutan o se cambian 
de manera que el virus aún sea capaz de infectar y replicarse dentro de una célula, pero no pueda provocar la 
enfermedad. Un ejemplo de esto es mutagenizar el sitio de escisión de HA1/HA2. La atenuación de virus también ha 
resultado satisfactoria mediante la inserción de un epítopo extraño en un segmento génico vírico, por ejemplo, el gen 40 
de la NA (J Virol. 66: 4647-4653, 1992), interfiriendo de este modo con la función normal del genoma. Los virus 
también se atenúan usando métodos de adaptación al frío bien conocidos en la técnica. Véase, por ejemplo, 
Maassab et al., Rev Med Virol. 9: 237-44, 1999, que analiza métodos para atenuar virus de la gripe de tipo A y de 
tipo B y Ghendon et al., (Vaccine. 23: 4678-84, 2005), que describen un virus de la gripe adaptado al frío que se 
cultiva en células MDCK. 45 
 
Los métodos adicionales para atenuar un virus incluyen la construcción de un virus reagrupado que carezca del gen 
NS1. Véanse, por ejemplo, las Patentes de los EE.UU. 6.468.544, 6.573.079, 6.669.943 y 6.866.853 y las 
Publicaciones de Patente de los EE.UU. N.º 20030157131 y 20040109877, que desvelan un virus atenuado que 
carece de un gen NS1 funcional. El gen NS1 puede suprimirse completamente o suprimirse parcialmente o alterarse 50 
mediante mutación de manera que no haya expresión funcional del gen NS1 en el virus. Las partículas víricas que 
carecen del gen NS1 muestran un fenotipo atenuado en comparación con virus de tipo silvestre. 
 
Después de la producción del virus atenuado, la vacuna se prepara usando métodos convencionales. El virus se 
purifica usando métodos convencionales conocidos en la técnica, por ejemplo, usando cromatografía de exclusión 55 
por tamaño, (ultra) centrifugación de alta velocidad o gradientes de sacarosa. 
 
Las vacunas de subunidades son vacunas inactivadas. La producción de vacunas de subunidades implica el 
aislamiento de una porción del virus que activa el sistema inmunitario. En el caso del virus de la gripe, se han 
preparado vacunas de subunidades usando HA y NA purificadas, pero se usa cualquier mezcla de proteínas víricas 60 
para producir una vacuna de subunidades. Generalmente, la proteína vírica, tal como HA se extrae de formas de 
virus recombinantes y la vacuna de subunidades se formula para que contenga una mezcla de estas proteínas 
víricas de diferentes cepas. 
 
Las vacunas fraccionadas son vacunas inactivadas producidas mediante el tratamiento de un virus envuelto con un 65 
detergente para solubilizar las proteínas de la envuelta. En el caso del virus de la gripe, se solubilizan HA y NA. En 
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una realización, se usan detergentes no iónicos para la producción de vacunas fraccionadas. Los ejemplos de 
detergentes no iónicos incluyen, pero no se limitan a, Nonanoil-N-Metilfucamida (Mega 9), Tritón X-100, 
Octilglucósido, Digitonina, C12E8, Lubrol, Nonidet P-40 y Tween (por ejemplo, Tween 20, 80 o 120). 
 
Se preparan vacunas víricas inactivadas mediante la inactivación del virus recogido y formulándolo usando métodos 5 
conocidos para su uso como una vacuna para inducir una respuesta inmunitaria en un mamífero. La inactivación se 
realiza usando agentes que incluyen, pero no se limitan a formaldehído, irradiación UV, glutaraldehído, etilenimina 
binaria (BEI) y betapropiolactona. Los agentes de inactivación se usan a una concentración lo suficientemente alta 
para inactivar sustancialmente todas las partículas víricas de la solución. A modo de ejemplo y sin limitación, la 
inactivación de virus con irradiación gamma se describe en la Patente de los EE.UU. 6.254.873; la inactivación con 10 
formol se describe en la Patente de los EE.UU. 6.254.873 y la Patente de los EE.UU. 6.635.246; la inactivación con 
formaldehído se describe para JE-VAX®, vacuna del virus de la encefalitis japonesa en Couch et al., J Infect Dis 
1997; 176 (Supl. 1): 538-44; la inactivación fotodinámica por luz visible se describe en Wallis, et al., Journal of 
Immunology, 1963, 91: 677-682; la inactivación con luz UV se describe en el documento WO/2008/039494; la 
inactivación por cloro se describe en Rice EW, et al., Emerg Infect Dis [serie en Internet]. Octubre de 2007; la 15 
inactivación con policationes hidrófobos insolubles en agua, por ejemplo, N,N-dodecil metil-polietilenimina (PEI), 
pintados sobre superficies se describe en Halder et al., Proc. Natl. Acad. Sci USA 103: 17667-17671, 2006; la 
inactivación térmica se describe en Thomas et al., Journal of Food Protection. 70: 674-680; la inactivación con 
betapropiolactona (como se usa para la producción de Inflexal V y Fluvirina) se describe en la FARMACOPEA 
EUROPEA 5.0; la inactivación por etilenimina binaria se describe en la Patente de los EE.UU. 6.803.041. Se 20 
contempla que, durante la etapa de inactivación, la purificación de las subunidades y/o el fraccionamiento se realizan 
antes o después de la purificación del virus a partir del cultivo celular. Por ejemplo, la producción de una vacuna de 
virus inactivado puede implicar la retirada de material celular, la inactivación de virus, la purificación y la 
solubilización de la envuelta vírica. En una realización, un virus reagrupado descrito en el presente documento se 
cultiva y se aísla a partir de células Vero como se describe en Kistner et al., Vaccinas. 25: 6028-36, 2007. 25 
 
Después se prepara una vacuna usando adyuvantes convencionales y preparaciones de vacuna conocidas en la 
técnica. Los adyuvantes incluyen, pero no se limitan a, saponina, detergentes no iónicos, aceite vegetal, geles 
minerales tales como hidróxido de aluminio, sustancias tensioactivas tales como lisolecitina, polioles plurónicos, 
polianiones, péptidos, emulsiones de aceite o hidrocarburos, hemocianinas de lapa californiana y adyuvantes 30 
humanos potencialmente útiles tales como N-acetil-muramil-L-treonil-D-isoglutamina (thr-MDP), N-acetil-nor-
muramil-L-alanil-D-isoglutamina, N-acetilmuramil-alanil-D-isoglutaminil-L-alanina-2-(1'-2'-dipalmitoil-s-n-glicero-3-
hidroxifosforiloxi)-etilamina, BCG (bacilo de Calmette-Guerin) Corynebacterium parvum, ISCOM, nano-perlas, 
escualeno y copolímeros de bloque, que se contemplan para su uso solos o en combinación. 
 35 
ISCOM es un acrónimo de Complejo Estimulante Inmunitario (por sus siglas en inglés), descrito inicialmente en 
Morein et al. (Nature 308: 457-460,1984). Los ISCOM son un sistema novedoso de entrega de vacunas y son 
distintos de los adyuvantes convencionales. Un ISCOM se forma de dos maneras. En algunas realizaciones, el 
antígeno se incorpora físicamente en la estructura durante su formulación. En otras realizaciones, una matriz de 
ISCOM (como se suministra por, por ejemplo, Isconova) no contiene antígeno, sino que se mezcla con el antígeno 40 
de elección por el usuario final antes de la inmunización. Después de la mezcla, los antígenos están presentes en 
solución con la matriz de ISCOM, pero no se incorporan físicamente en la estructura. 
 
En una realización, el adyuvante es una emulsión de aceite en agua. Las emulsiones de aceite en agua son bien 
conocidas en la técnica y se ha sugerido que son útiles como composiciones adyuvantes (documento EP 399843; 45 
documento WO 95/17210, Publicación de Patente de los EE.UU. N.º 20080014217). En una realización, el aceite 
metabolizable está presente en una cantidad del 0,5 % al 20 % (concentración final) del volumen total de la 
composición antigénica o virus aislado, en una cantidad del 1,0 % al 10 % del volumen total o en una cantidad del 
2,0 % al 6,0 % del volumen total. 
 50 
En algunas realizaciones, los sistemas de emulsión de aceite en agua útiles como adyuvante tienen un tamaño de 
las gotitas de aceite pequeño. En ciertas realizaciones, los tamaños de las gotitas estarán en el intervalo de 120 a 
750 nm o de 120 nm a 600 nm de diámetro. 
 
Con el fin de que cualquier composición de aceite en agua sea adecuada para la administración humana, la fase de 55 
aceite del sistema de emulsión comprende un aceite metabolizable. El aceite puede ser cualquier aceite vegetal, 
aceite de pescado, aceite animal o aceite sintético, que no sea tóxico para el receptor y sea susceptible de ser 
transformado por el metabolismo. Nueces, semillas y granos son fuentes habituales de aceites vegetales. Los 
aceites sintéticos son también parte de la presente invención y pueden incluir aceites disponibles en el mercado 
tales como NEOBEE® y otros. Un aceite metabolizable particularmente adecuado es el escualeno. El escualeno 60 
(2,6,10,15,19,23-hexametil-2,6,10,14,18,22-tetracosahexaeno) es un aceite insaturado que se encuentra en grandes 
cantidades en aceite de hígado de tiburón y en cantidades inferiores en el oliva aceite, el aceite de germen de trigo, 
el aceite de salvado de arroz y la levadura y es un aceite particularmente adecuado para su uso en la presente 
invención. El escualeno es un aceite metabolizable en virtud del hecho de que es un intermedio en la biosíntesis del 
colesterol (Índice Merck, décima edición, entrada n.º 8619). Los aceites de ejemplo útiles para una emulsión de 65 
aceite en agua incluyen, pero no se limitan a, esteroles, tocoles y alfa-tocoferol. 
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En realizaciones adicionales, se añaden estimulantes del sistema inmunitario a la vacuna y/o composición 
farmacéutica. Los estimulantes inmunitarios incluyen: citocinas, factores de crecimiento, quimiocinas, sobrenadantes 
de cultivos celulares de linfocitos, monocitos o células de órganos linfoides, preparaciones celulares y/o extractos 
vegetales, preparaciones celulares y/o extractos de bacterias (por ejemplo, BCG, Mycobacterium, Corynebacterium), 
parásitos o mitógenos y ácidos nucleicos novedosos derivados de otros virus u otras fuentes (por ejemplo, ARN 5 
bicatenario, CpG), copolímeros de bloque, nano-perlas u otros compuestos conocidos en la técnica, utilizados solos 
o en combinación. 
 
Los ejemplos particulares de adyuvantes y otros estimulantes inmunitarios incluyen, pero no se limitan a, lisolecitina; 
glucósidos (por ejemplo, saponina y derivados de saponina tales como Quil A (QS7 y QS21) o GPI-0100); 10 
tensioactivos catiónicos (por ejemplo, PDD); halogenuros de amonio de hidrocarburo cuaternario; polioles 
plurónicos; polianiones y iones poliatómicos; ácidos poliacrílicos, polímeros de bloque no iónicos (por ejemplo, 
Pluronic F-127); y 3D-MPL (monofosforil lípido A 3 des-O-acilado). Véanse, por ejemplo, las Publicaciones de 
Patente de los EE.UU. N.º 20080187546 y 20080014217. 
 15 
Inmunoensayos 
 
Se conocen diversas técnicas en la materia para detectar la unión inmunoespecífica de un anticuerpo a un antígeno, 
que son útiles para detectar la antigenicidad y la inducción de una respuesta inmunitaria de un virus reagrupado, 
composición antigénica o vacuna de la presente invención. Un método precoz de detección de la interacción entre 20 
un antígeno y un anticuerpo implica la detección y el análisis del complejo mediante precipitación en geles. Un 
método adicional de detección de un par de unión antígeno-anticuerpo incluye el uso de anticuerpos detectores 
radioyodados o una proteína radioyodada que sea reactiva con IgG, tal como la proteína A. Estos métodos precoces 
son bien conocidos para los expertos en la materia, tal como se revisa en Métodos in Enzymology 70: 166 198, 
1980. 25 
 
Se usan ampliamente ensayos serológicos en la determinación de diagnóstico de la gripe, así como en estudios de 
investigación con respecto a la epidemiología y la antigenicidad de cepas víricas. En particular, se usa ampliamente 
el ensayo de inhibición de la hemaglutinina (HI o HAI) (Meisner et al., J Virol. 82: 5079-83, 2008; Couch et al., 
Vaccine. 25: 7656-63, 2007). El ensayo de HI también es útil para demostrar la antigenicidad de la molécula de HA 30 
modificada y ayudar en la caracterización de la proteína HA modificada como más o menos antigénica que una 
proteína HA no modificada. 
 
El ensayo de HI determina la capacidad de los anticuerpos de una muestra de suero para unirse con una referencia 
normalizada. En el ensayo de HI, se mezclan diluciones en serie (títulos) de muestra de suero con cantidades patrón 35 
de eritrocitos y su asociación en complejos se detecta visualmente. El nivel más bajo de suero titulado que da como 
resultado un complejo visible es el resultado del ensayo. 
 
Un ensayo de difusión radial simple (DRS, por sus siglas en inglés) fue desarrollado por Wood et al. (J Biol 
Standardization 5: 237-47, 1997), que determina el nivel de antígeno de HA en una muestra. El ensayo DRS 40 
compara la zona de los sitios de difusión de un antígeno de referencia y un antígeno de ensayo (por ejemplo, una 
vacuna) cuando el antígeno está unido por anticuerpos específicos de HA. 
 
El ensayo DRS y otros ensayos como se han descrito anteriormente y se conocen en la técnica pueden usarse para 
determinar la cantidad de HA en una muestra de vacuna para la preparación de una vacuna que comprenda una 45 
cantidad predeterminada de antígeno de HA. 
 
Formulaciones farmacéuticas y administración 
 
La administración de la composición de vacuna generalmente es con fines profilácticos. La administración 50 
profiláctica de la composición sirve para prevenir o atenuar cualquier infección posterior. Una composición 
"farmacológicamente aceptable" es una tolerada por un paciente receptor. Se contempla que se administre una 
cantidad eficaz de la vacuna. Una "cantidad eficaz" es una cantidad suficiente para conseguir un efecto biológico 
deseado tal como inducir suficiente inmunidad humoral o celular. Esto puede depender del tipo de vacuna, la edad, 
el sexo, la salud y el peso del receptor. Los ejemplos de efectos biológicos deseados incluyen, pero no se limitan a, 55 
la no producción de síntomas, la reducción de los síntomas, la reducción del título vírico en tejidos o secreciones 
nasales, la protección completa contra la infección por el virus de la gripe y protección parcial contra la infección por 
el virus de la gripe. 
 
Una vacuna o composición de la presente invención es fisiológicamente significativa si su presencia da como 60 
resultado un cambio detectable en la fisiología de un paciente receptor que potencia al menos una respuesta 
inmunitaria humoral o celular primaria o secundaria contra al menos una cepa de un virus de la gripe infeccioso. La 
composición de vacuna se administra para proteger contra la infección vírica. No es necesario que la "protección" 
sea absoluta, es decir, no es necesario que la infección gripal se evite totalmente o se erradique, si existe una 
mejora estadísticamente significativa en comparación con una población de control o un conjunto de pacientes. La 65 
protección puede limitarse a la reducción de la gravedad o la rapidez del inicio de los síntomas de la infección por el 
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virus de la gripe. 
 
En una realización, se proporciona una composición de vacuna atenuada o inactivada de la presente invención ya 
sea antes de la aparición de la infección (con el fin de prevenir o atenuar una infección anticipada) o después del 
inicio de una infección real y, de este modo, protege contra la infección vírica. 5 
 
En un aspecto, los métodos de la invención incluyen una etapa de administración de una composición farmacéutica. 
El virus, composición antigénica o vacuna se administra por cualquier medio conocido en la técnica, incluyendo a 
través de inhalación, por vía intranasal, por vía oral y por vía parenteral. Los ejemplos de vías parentales de 
administración incluyen la administración intradérmica, intramuscular, intravenosa, intraperitoneal y subcutánea. 10 
 
En una realización, la administración de la vacuna de la gripe se basa en el número de unidades de hemaglutinina 
(UHA) por dosis. Una UHA se define como la cantidad de antígeno necesaria para conseguir el 50 % de aglutinación 
en un ensayo de hemaglutinina convencional con eritrocitos de pollo. Las vacunas de virus de la gripe aviar como se 
describen en el presente documento son eficaces en formulaciones que comprenden unidades de HA (UHA) entre 15 
aproximadamente 10 ng y aproximadamente 1 µg, entre aproximadamente 20 ng y aproximadamente 500 ng, entre 
aproximadamente 50 ng y aproximadamente 250 ng, entre aproximadamente 75 ng y aproximadamente 200 ng, 
aproximadamente 100 ng, aproximadamente 125 ng, aproximadamente 150 ng o aproximadamente 175 ng. En una 
realización relacionada, una composición de vacuna que comprende un virus inactivado comprende una cantidad de 
virus que corresponde a aproximadamente 0,1 a aproximadamente 200 µg de proteína hemaglutinina/ml o cualquier 20 
intervalo o valor dentro de la misma. En una realización relacionada, una composición de vacuna de la presente 
invención comprende de aproximadamente 102 a 109 unidades formadoras de placa (UFP)/ml o cualquier intervalo o 
valor dentro de las mismas, donde se atenúa el virus. En algunas realizaciones, la composición de vacuna 
comprende aproximadamente 102, aproximadamente 103, aproximadamente 104, aproximadamente 105, 
aproximadamente 106, aproximadamente 107, aproximadamente 108 o aproximadamente 109 UFP/ml. Se contempla 25 
adicionalmente que la composición de vacuna comprenda de 102 a aproximadamente 104 UFP/ml, de 
aproximadamente 104 a aproximadamente106 UFP/ml o de aproximadamente 106 a aproximadamente 109 UFP/ml. 
 
En otro aspecto, la vacuna de virus de la gripe inactivado se cuantifica mediante un ensayo de difusión radial simple 
(DRS) (véase Kistner et al., Vaccine (2007) 25: 6028-36 y Wood, et al., J. Biol. Stand. (1997) 5: 237-247) y se 30 
expresa en microgramos de hemaglutinina (por ml o por dosis). En una realización, la dosis de una vacuna 
estacional es de 15 µg por cepa, 45 µg en total en tres dosis. Para vacunas (pre)pandémicas la dosis normalmente 
depende del adyuvante. En un aspecto, el intervalo de dosis es de 1 µg a 15 µg por vacuna, y, en algunas 
preparaciones, son útiles hasta 75 µg por vacuna. En una realización, la dosis de vacuna se administra a una dosis 
de 1 µg a 100 µg de HA. En una realización adicional, la vacuna comprende un contenido de HA de 1 µg a 30 µg por 35 
vacuna. En realizaciones relacionadas, la dosis de vacuna se administra a 1 µg, a 3 µg, a 5 µg, a 7,5 µg, a 10 µg, a 
12,5 µg, a 15 µg, a 20 µg, a 25 µg o a 30 µg de HA, o en cualquier cantidad de hasta 100 µg según sea necesario. 
Se contempla que, en algunas realizaciones, la dosis de la vacuna se ajusta basándose en el adyuvante utilizado 
para la preparación de vacunas. 
 40 
En consecuencia, las dosificaciones de vacunas individuales incluyen las que tienen aproximadamente 1 µg, 
aproximadamente 2 µg, aproximadamente 3 µg, aproximadamente 4 µg, aproximadamente 5 µg, aproximadamente 
6 µg, aproximadamente 7 µg, aproximadamente 8 µg, aproximadamente 9 µg, aproximadamente 10 µg, 
aproximadamente 11 µg, aproximadamente 12 µg, aproximadamente 13 µg, aproximadamente 14 µg, 
aproximadamente 15 µg, aproximadamente 16 µg, aproximadamente 17 µg, aproximadamente 18 µg, 45 
aproximadamente 19 µg, aproximadamente 20 µg, aproximadamente 21 µg, aproximadamente 22 µg, 
aproximadamente 23 µg, aproximadamente 24 µg, aproximadamente 25 µg, aproximadamente 30 µg, 
aproximadamente 35 µg, aproximadamente 40 µg, aproximadamente 45 µg, aproximadamente 50 µg, 
aproximadamente 55 µg, aproximadamente 60 µg, aproximadamente 65 µg, aproximadamente 70 µg, 
aproximadamente 75 µg, aproximadamente 80 µg, aproximadamente 85 µg, aproximadamente 90 µg, 50 
aproximadamente 95 µg, aproximadamente 100 µg y más de 100 µg de hemaglutinina proporcionada en dosis 
individuales o múltiples en la misma o diferente cantidad de hemaglutinina. 
 
Cuando se administra como una solución, la vacuna se prepara en forma de una solución acuosa. Dichas 
formulaciones se conocen la técnica y se preparan mediante disolución del antígeno y otros aditivos apropiados en 55 
el disolvente apropiado. Dichos disolventes incluyen agua, solución salina, etanol, etilenglicol y glicerol, por ejemplo. 
Los aditivos adecuados incluyen colorantes certificados y conservantes antimicrobianos, tales como timerosal 
(tiosalicilato de etilmercurio sódico). Dichas soluciones pueden estabilizarse usando métodos convencionales, por 
ejemplo, mediante la adición de gelatina parcialmente hidrolizada, sorbitol o medio de cultivo celular y puede 
tamponarse mediante métodos convencionales, usando, por ejemplo, reactivos tales como hidrógeno fosfato de 60 
sodio, dihidrogeno fosfato de sodio, hidrógeno fosfato de potasio y/o dihidrógeno fosfato de potasio o TRIS. Las 
formulaciones líquidas también pueden incluir suspensiones y emulsiones. La preparación de suspensiones incluye, 
por ejemplo, el uso de un molino coloidal, y las emulsiones incluyen, por ejemplo, el uso de un homogeneizador. 
 
En una realización, se contempla que el vehículo de vacuna sea un sistema polimérico de liberación retardada. Los 65 
polímeros sintéticos son útiles en la formulación de una vacuna para efectuar la liberación controlada de antígenos 
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usando técnicas bien conocidas en la técnica. 
 
Aspectos y detalles adicionales de la invención serán evidentes a partir de los siguientes ejemplos, que tienen por 
objeto ser ilustrativos más que limitantes. 
 5 
Ejemplos 
 
Ejemplo 1 
 
Generación de la cepa A/Vietnam/1203/04 atenuada con  sitio de escisión modificado por genética inversa 10 
 
La cepa vírica A/Vietnam/1203/04 (H5N1) es una cepa altamente patógena que se aisló de un caso mortal de gripe 
humana. Para atenuar esta cepa el tramo polibásico de aminoácidos (RRRK (SEQ ID NO: 15)) en el sitio de escisión 
de HA se eliminó. Se introdujeron sustituciones adicionales (R → T y K → T) para evitar la formación nuevamente de 
los aminoácidos polibásicos mediante interrupción de la polimerasa como se describe por Horimoto et al., (Vaccine. 15 
24: 3669-76, 2006). Esta modificación disminuye el principal factor patógeno del virus de la gripe aviar altamente 
patógena y lo convierte en el fenotipo poco patógeno. 
 
Se obtuvieron células Vero de la Colección Europea de Cultivos Celulares (ECACC por sus siglas en inglés, 
Salisbury, Wiltshire SP4 OJG, Reino Unido) en el pase 134. Las células Vero se cultivaron en medio OPTI-PRO® 20 
(Gibco, Carlsbad, CA) complementado con L-glutamina 4 mM. 
 
El virus se propagó en células Vero en medio OPTI-PRO® que contenía tripsina 5 µg/ml (Sigma, San Luis, MO) a 
37 ºC y CO2 al 5 %. El título infeccioso del virus se determinó mediante análisis DICT50 convencional. El ensayo de 
hemaglutinación se realizó con suspensión al 0,5 % de eritrocitos de pollo. El crecimiento del virus con o sin tripsina 25 
se determinó mediante prueba de ensayo de placa convencional en células Vero en medio OPTI-PRO® que 
contenía L-glutamina 4 mM; tripsina 5 µg/ml, DEAE al 0,01 %-dextrano (Sigma), agar al 0,6 % (Sigma) y se expresó 
en unidades formadoras de placa (ufp). 
 
Se construyó el virus A/Vietnam/1203/04 (H5N1) con un sitio de escisión modificado en la proteína HA. Se 30 
sintetizaron ADNc correspondientes a segmentos PB2, PB1, PA, HA, NA, NP, M y NS de A/Vietnam/1203/04 en 
Geneart AG (Regensburg, Alemania) de acuerdo con las secuencias publicadas en GenBank (números de acceso: 
AY818135 para HA, AY818141 para NA, AY818144 para M, AY818138 para NP, AY818147 para NS, AY818132 
para PA, PB1 para AY818129 y AY818126 para PB2). 
 35 
Puesto que las regiones no codificantes (RNC) víricas para los segmentos de A/Vietnam/1203/04 solo estaban 
disponibles parcialmente, se añadieron RNC derivadas de los respectivos segmentos de A/Hong Kong/213/03 a las 
secuencias de codificación de Vietnam/1203/2004 (números de acceso para A/Hong Kong/213/03: HA: AB212054; 
NA: AB212056; M: AB212057; NP: AB212055; NS: AB212058; PA: AB212053; PB1: AB212052; PB2: AB212050). 
 40 
El sitio de escisión polibásico de HA de la cepa altamente patógena A/Vietnam/1203/04 (H5N1) se reemplazó por la 
secuencia dependiente de tripsina TETR/GLF encontrada en cepas H5 de baja acción patógena (Figura 1). La 
modificación del gen de la HA incluyó la retirada del tramo de aminoácidos básicos en el sitio de escisión de HA y la 
sustitución de los aminoácidos básicos vecinos arginina (R) y lisina (K) a treonina (T), NTPQRERRRRKRGLFGAI 
(SEQ ID NO: 16) → NTPQTETRGLFGAI (SEQ ID NO: 17), con el fin de evitar la posible reversión al fenotipo de tipo 45 
silvestre. 
 
La Figura 1 muestra la modificación de las secuencias nucleotídicas del sitio de escisión de HA de los genes víricos. 
Las RNC derivadas de A/Hong Kong/213/03 están subrayadas en la Figura 1. Se obtuvieron copias de ADNc de 
fragmentos genómicos mediante PCR y los productos de PCR se usaron para la transfección de células Vero. La 50 
transfección se realizó de acuerdo con el método de Hoffmann et al. (Proc. Natl. Acad. Sci. (EE.UU.) 97: 6108-113, 
2000) usando ocho ADNc que contenían el genoma vírico completo. 
 
Se sembraron células Vero transfectadas en una placa de 6 pocillos en medio de transfección que contenía suero 
(DMEM/F12 + L-glutamina 2 mM + FCS al 10 %). Las células se incubaron a 37 ºC. Seis horas después de la 55 
transfección el medio se reemplazó por medio OPTI-PRO® sin suero complementado con L-glutamina 4 mM y 
tripsina 1 µg/ml. Después de 24 horas se añadió medio sin suero adicional que contenía 10 µg de tripsina al 
sobrenadante. Después de 72 horas el sobrenadante se cosechó y se usó para un pase adicional más en célula 
Vero recién preparada (pase ciego). La incubación de este pase duró hasta que se observó el desarrollo de un 
efecto citopático (ECP) del 100 % y después se recogió el sobrenadante. El virus resultante se denominó 60 
A/Vietnam/1203/04 (H5N1)-HAatt o attVN1203. 
 
Se realizaron dos pases de virus secuenciales de virus rescatado en células Vero en diluciones limitantes. Para este 
fin se infectó una placa de 24 pocillos de células Vero confluentes con diluciones con factor de dilución 10 de virus 
cosechado hechas en 4 repeticiones. En 2 días se recogieron dos pocillos en dilución (-5) y se usaron para la 65 
segunda etapa. La segunda etapa se realizó de la misma manera. El virus, recogido después de 2 días en dilución (-
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6), se usó para la producción de reserva del virus. Se infectó un matraz de T150 cm2 Rouxflask con una monocapa 
confluente de células Vero con el virus recogido en el último pase usando una multiplicidad de infección (moi) de 
0,0005. Después de una incubación de 30 min a temperatura ambiente el inóculo se retiró y se añadieron 50 ml de 
medio sin suero complementado con tripsina 5 µg/ml. En 48 horas, se había desarrollado un ECP del 100 % y se 
recogió el sobrenadante, se clarificó por centrifugación a 160g durante 10 minutos, se dividió en alícuotas de 1 ml en 5 
tubos criogénicos y se congelaron a -80 ºC. 
 
El título infeccioso de la reserva del virus A/Vietnam/1203/04-HAatt producido en células Vero se determinó 
mediante titulación usando el ensayo de DICT50 en células Vero. Se realizaron dos titulaciones independientes. Los 
resultados se muestran en la Tabla 2. En comparación con la propagación en huevos, el título de virus de la 10 
producción en células Vero fue aproximadamente 10 veces mayor. 
 

Tabla 2. Título infeccioso de la reserva del virus A/Vietnam/1203/04 (H5N1)-HAatt 
Experimento Título infeccioso, log1ODICT50/ml 

1 8,87 
2 8,55 

 
La secuencia del gen de la HA del virus A/Vietnam/1203/04 (H5N1)-HAatt (H5N1) se modificó mediante ingeniería 15 
genética de manera que se eliminara el tramo polibásico de aminoácidos en el sitio de escisión de HA. Esta 
modificación lo convirtió en el fenotipo poco patógeno que no presenta ninguna amenaza para los seres humanos. 
 
Para confirmar el fenotipo poco patógeno de la cepa A/Vietnam/1203/04 (H5N1)-HAatt obtenida se determinó la 
capacidad de producir placas sin tripsina. En un ensayo en placa en células Vero en presencia de tripsina el virus 20 
A/Vietnam/1203/04 (H5N1)-HAatt produjo placas (título 2x107 UFP/ml). Por el contrario, el virus no formó placas en  
ausencia de tripsina corroborando el fenotipo no patógeno del virus A/Vietnam/1203/04 (H5N1)-HAatt. Para 
confirmar la identidad del virus rescatado con respecto a las secuencias clonadas, se verificaron las secuencias de 
los genes de la HA y de la NA. No se encontraron cambios en ninguno de los genes secuenciados. 
 25 
Estos resultados demuestran que el virus reagrupado que comprende los genes internos (estructura principal) de la 
cepa A/Vietnam/1203/2004 (H5N1) del virus de la gripe y un gen de la HA atenuado y un gen de la NA de tipo 
silvestre del mismo virus se adapta al crecimiento en cultivo celular y presenta una antigenicidad reducida en 
comparación con el virus de tipo silvestre. 
 30 
Ejemplo 2 
 
Generación de cepa A/Indonesia/5/05 (transfectante 2:6 de A/Vietnam/1203/04) atenuada con sitio de esci sión 
modificado por genética inversa 
 35 
La cepa vírica A/Indonesia 5/05 (H5N1) es una cepa altamente patógena que se aisló de un caso mortal de gripe 
humana. Para atenuar esta cepa el tramo polibásico de aminoácidos (RRKK [SEQ ID NO: 21]) en el sitio de escisión 
de HA se eliminó. Se introdujeron sustituciones adicionales (R → T y S → T) para evitar la formación nuevamente de 
los aminoácidos polibásicos (Horimoto et al., Vaccine 24: 3669-76, 2006). Esta modificación debería disminuir el 
principal factor patógeno del virus de la gripe aviar altamente patógeno y convertirlo en el fenotipo poco patógeno. 40 
 
El cultivo celular y la propagación vírica se realizaron como se ha descrito anteriormente. Se construyó el virus 
A/Indonesia/5/05 similar a (H5N1) con un sitio de escisión modificado en la proteína HA. Se sintetizaron ADNc 
correspondientes a HA y NA de A/Indonesia/5/05 y segmentos PB2, PB1, PA, NP, M y NS de A/Vietnam/1203/04 en 
Geneart AG (Regensburg, Alemania) de acuerdo con las secuencias publicadas en GenBank (números de acceso: 45 
ISDN125873 para HA, ISDN125875 para NA, AY818144 para M, AY818138 para NP, AY818147 para NS, 
AY818132 para PAT AY818129 para PB1 y AY818126 para PB2). 
 
Puesto que las regiones no codificantes (RNC) víricas para los segmentos de A/Vietnam/1203/04 solo estaban 
disponibles parcialmente, se añadieron RNC derivadas de los respectivos segmentos de A/Hong Kong/213/03 a las 50 
secuencias codificantes de A/Indonesia/5/05 y de Vietnam/1203/2004 (números de acceso para A/Hong 
Kong/213/03 HA: AB212054; NA: AB212056; M: AB212057; NP: AB212055; NS: AB212058; PA: AB212053; PB1: 
AB212052; PB2: AB212050). El sitio de escisión polibásico de HA de la cepa altamente patógena A/Indonesia/5/05 
(H5N1) se reemplazó por la secuencia dependiente de tripsina TETR/GLF encontrada en cepas H5 de baja acción 
patógena (Figura 2). La modificación del gen de la HA incluyó la retirada del tramo de aminoácidos básicos en el 55 
sitio de escisión de HA y la sustitución de los aminoácidos básicos vecinos R y S a T con el fin de evitar la posible 
reversión al fenotipo de tipo silvestre, como se indica a continuación: NTPQREARAKKRGLFGAI (SEQ ID NO: 16) → 
NTPQTETRGLFGAI (SEQ ID NO: 17). La Figura 2 muestra la modificación del sitio de escisión de la HA de 
A/Indonesia/5/05 y las secuencias nucleotídicas de los genes víricos. Las RNC derivadas de A/Hong Kong/213/03 
están subrayadas. 60 
 
Se obtuvieron copias de ADNc de fragmentos genómicos mediante PCR y los productos de PCR se usaron para la 
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transfección de células Vero. Las células Vero transfectadas se sembraron en una placa de 6 pocillos en medio de 
transfección que contenía suero (DMEM/F12 + L-glutamina 2 mM + FCS al 10 %). Las células se incubaron a 37 ºC. 
Seis horas después de la transfección el medio se reemplazó por medio OPTIPRO® sin suero complementado con 
L-glutamina 4 mM y tripsina 1 µg/ml. Después de 24 horas, se añadió medio sin suero adicional que contenía 10 µg 
de tripsina al sobrenadante. Después de 72 horas, el sobrenadante se recogió y se utilizó para un pase adicional 5 
más en la célula Vero recién preparada (pase ciego). La incubación de este pase se mantuvo hasta el desarrollo de 
un efecto citopático (ECP) del 100 % y después se recogió el sobrenadante. El virus resultante se denominó 
A/lndonesia/5/05 (H5N1)-HAatt o RG-attVN1203/IN5/05. 
 
Se realizaron dos pases de virus secuenciales de virus rescatado en células Vero en diluciones limitantes. Para este 10 
fin se infectó una placa de 24 pocillos de células Vero confluentes con diluciones con factor de dilución 10 de virus 
cosechado hechas en 4 repeticiones. En 2 días se recogieron dos pocillos en dilución (-5) y se usaron para la 
segunda etapa. La segunda etapa se realizó de la misma manera. El virus, recogido después de 2 días en dilución (-
6), se usó para la producción de reserva del virus. Se infectó un matraz de T150 cm2 Rouxflask con una monocapa 
confluente de células Vero con el virus recogido en el último pase usando una multiplicidad de infección moi de 15 
0,0005. Después de una incubación de 30 min a temperatura ambiente el inóculo se retiró y se añadieron 50 ml de 
medio sin suero complementado con tripsina 5 µg/ml. Después de 48 horas, se había desarrollado un ECP del 
100 % y se recogió el sobrenadante, se clarificó por centrifugación a 160g durante 10 minutos, se dividió en 
alícuotas de 1 ml en tubos criogénicos y se congelaron a -80 ºC. 
 20 
El título infeccioso de la reserva de virus A/Indonesia/5/05 (H5N1)-HAatt producido en células Vero se estimó 
mediante titulación usando un ensayo DICT50 en células Vero. Se realizaron dos titulaciones independientes. Los 
resultados se muestran en la Tabla 3. 
 

Tabla 3 - Título infeccioso de la reserva de virus A/Indonesia/5/05 (H5N1)-HAatt 25 
Experimento Título infeccioso, log 10DICT50/ml 

1 9,04 
2 8,72 

 
La secuencia del gen de la HA del virus A/Indonesia/5/05 (H5N1)-HAatt se modificó mediante ingeniería genética de 
manera que se eliminara el tramo polibásico de aminoácidos en el sitio de escisión de la HA. Esta modificación o 
convirtió en el fenotipo poco patógeno que no presenta ninguna amenaza para los seres humanos. Para confirmar el 
fenotipo poco patógeno de la cepa A/lndonesia/5/05 (H5N1)-HAatt obtenida se determinó la capacidad para producir 30 
placas sin tripsina. En un ensayo en placa en células Vero en presencia de tripsina el virus A/Indonesia/5/05 (H5N1)-
HAatt produjo placas (título 3x107 UFP/ml). Por el contrario, el virus no formmó placas en ausencia de tripsina 
corroborando el fenotipo no patógeno del virus A/Indonesia/5/05 (H5N1)-HAatt. 
 
Para confirmar la identidad del virus rescatado con respecto a las secuencias clonadas, se verificaron las secuencias 35 
de los genes de la HA y de la NA. No se descubrieron cambios en ninguno de los genes secuenciados. 
 
Estos resultados demuestran que un virus reagrupado que comprende los genes internos (estructura principal) de la 
cepa A/Vietnam/1203/2004 (H5N1) del virus de la gripe y un gen de la HA atenuado y un gen de la NA de tipo 
silvestre de una cepa H5N1 del virus de la gripe diferente (A/Indonesia/5/05) se adapta al crecimiento en cultivo 40 
celular y presenta una antigenicidad reducida en comparación con el virus de tipo silvestre. 
 
El crecimiento de los virus atenuados en cultivo en células Vero después se comparó con el crecimiento de un virus 
de genética inversa adaptado a huevo en células Vero. 
 45 
La cepa del virus de la gripe CDC RG Indo/05/2005 es una cepa de genética inversa 6:2 con estructura principal 
PR8 (seis genes internos derivados de PR8) y los genes de la HA y de la NA derivados de la cepa 
A/Indonesia/05/2005. Esta cepa está adaptada al huevo y es la base para las vacunas de H5N1 inactivadas 
(derivadas de huevo) convencionales. La cepa CDC RG Indo se hizo pasar tres veces en células Vero a dos 
temperaturas diferentes, 32 ºC y 37 ºC a multiplicidades de infección (MOI) de 0,01 a 0,0001. Los títulos se muestran 50 
en la Tabla 4. Los logaritmos de los títulos iniciales estaban en el intervalo de 6,4-6,7 (32 ºC) y de 5,8-6,8 (37 ºC). 
Después de tres pases, los títulos fueron algo mayores, 7,1-7,2 a 32 ºC y 6,5-7,4 a 37 ºC. Por tanto, los títulos 
iniciales fueron bajos y los pases mejoraron los títulos solo ligeramente. 

 
Tabla 4. Títulos de DICT50 obtenidos con la cepa CDC RG Indo/05/2005 adaptada al huevo 
Vero MOI Pb1 P2 p3 

32 ºC 0,01 6,7 c 6,8 7,1 
Vero MOI Pb1 P2 p3 

 0,001 6,6 6,7 7,2 
 0,0001 6,4 6,8 7,2 
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37 ºC 0,01 6,8 7,1 7,0 

 0,001 6,7 7,2 7,4 
 0,0001 5,8 6,9 6,5 

a Pase; MOI, multiplicidad de infección; c, título en DICT50/ml 
 
Los nuevos virus de la gripe virus Vietnam/1203/04 (H5N1)-HAatt crecieron a un título promedio de 8,71 log10 
DICT50/ml. El título del virus A/Indonesia/5/05 (H5N1)-HAatt fue de 8,88 DICT50/ml (Ejemplos 1 y 2). En 
comparación con la cepa adaptada al huevo coincidente CDC RG Indo/05/2005, la nueva cepa creció al menos dos 
escalones logarítmicos más que el virus adaptado al huevo. 5 
 
Ejemplo 3 
 
Seguridad y eficacia de los virus reagrupados 
 10 
Con el fin de determinar la seguridad y eficacia de los virus reagrupados, se realizaron estudios in vivo en ratones y 
pollos. Se expusieron ratones Balb/c de 10-12 semanas de edad (Charles River, Sulzfeld, Alemania) por vía 
intranasal con dosis crecientes de los virus como se indica en la Tabla 4A y 4B (síntomas clínicos: r, pelo erizado; h, 
encorvado; m, mate (sin brillo); d, muerto; AST = tiempo promedio hasta la muerte). 
 15 
En el primer experimento en ratones (Tabla 5A), los ratones se controlaron clínicamente durante un periodo de dos 
semanas. No se observaron síntomas clínicos importantes tras la exposición a los virus RG-attVN1203 o el 
reagrupado Indonesia 6:2. La mayoría de los ratones no mostraron síntomas clínicos en absoluto; algunos ratones 
tenían el pelo erizado en la primera semana y se recuperaron por completo en la segunda semana. 
 20 
En el segundo experimento en ratones (Tabla 5B), las dosis se incrementaron hasta 1x106 DICT50 por animal, 
administradas por vía intranasal. Esta vez se controló la pérdida de peso (PP), un indicador fiable de enfermedad. 
No se observó ninguna PP con los virus RG basados en H5N1, todos los ratones sobrevivieron, indicando que no 
había virulencia. El control de exposición de tipo silvestre, las cepas de tipo silvestre de H5N1 VN1203 y IN5/05, 
mataron a los ratones a los 6 a 8 días. 25 
 
Para examinar la seguridad de los virus reagrupados en pollos, se expusieron pollos de siete días de edad (Spafas, 
Hungría) a dosis crecientes de los virus como se indica en la Tabla 5C y 5D. Los animales se controlaron 
clínicamente durante un período de dos semanas. 
 30 
Como se muestra en la Tabla 5C, en todos los pollos expuestos por vía intranasal con dosis de 1x105 y 1x106 
DICT50 por animal, no se pudieron observar síntomas clínicos importantes con los virus RG basados en H5N1. 
Como era de esperar, un virus de control BSL-2 obtenido de CDC (CDC RG Indo/05/2005, una cepa de virus de 
semilla prepandémica basada en PR8) tampoco fue virulenta ni patógena para los pollos. 
 35 
Con el fin de confirmar este resultado usando una segunda vía de aplicación, los pollos se expusieron mediante 
inyección intramuscular (Tabla 5D) a una dosis de 1x106 DICT50 por animal. Se incluyeron dos virus de control, 
conocidos por no ser virulentos para los pollos, CDC RG Indo/05/2005 y NIBRG-14 (reagrupados a base de PR8 con 
los genes de la HA y de la NA IN5/05 y VN1194, respectivamente). No pudo observarse pérdida de peso después de 
la exposición. Todos los animales ganaron peso en comparación con los animales de control, pollos expuestos a 40 
solución salina tamponada con fosfato (PBS). En el mismo experimento, se expusieron pollos por vía intranasal con 
el virus de tipo silvestre de H5N1 altamente patógeno IN5/05. Todos los pollos murieron en una fase aguda después 
de la exposición dos días después de la exposición (Tabla 5D). 
 
Estos experimentos in vivo confirman que la modificación del sitio de escisión polibásico en el gen de la HA atenúa 45 
fuertemente el virus H5N1. 
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Ejemplo 4 
 
Generación de cepa A/Pavo/Turquía/1/05 atenuada con sitio de escisión modificado mediante genética 
inversa 
 5 
La cepa del virus a/pavo/Turquía/1/05 (H5N1) es una cepa altamente patógena que se aisló de un caso de gripe 
aviar fatal. Con el fin de atenuar esta cepa, se eliminó el tramo polibásico de aminoácidos (RRRK (SEQ ID NO: 15)) 
en el sitio de escisión de HA. Se introdujeron sustituciones adicionales (R → T y K → T)) para evitar la formación 
nuevamente de los aminoácidos polibásicos (Horimoto et al., Vaccine. 24: 3669-76, 2006). Esta modificación debería 
disminuir el principal factor patógeno del virus de la gripe aviar altamente patógena y convertirlo en el fenotipo poco 10 
patógeno. 
 
El cultivo celular y la propagación vírica se realizaron como se ha descrito anteriormente. Se construyó un virus 
A/Pavo/Turquía/1/05 similar a (H5N1) como con un sitio de escisión modificado en la proteína HA. Se sintetizaron 
ADNc correspondientes a la HA y la NA de A/pavo/Turquía/1/05 y a los segmentos PB2, PB1, PA, NP, M y NS de 15 
A/Vietnam/1203/04 en Geneart AG (Regensburg, Alemania) de acuerdo con las secuencias publicadas en GenBank 
(números de acceso: DQ407519 para HA, EF619973 para NA, EF541453 para M, AY818138 para NP, EF541456 
para NS, AY818132 para PA, AY818129 para PB1 y AY818126 para PB2). 
 
Puesto que las regiones no codificantes (RNC) para los segmentos de A/Vietnam/1203/04 solo estaban disponibles 20 
parcialmente, se añadieron RNC derivadas de los segmentos de A/Hong Kong/213/03 respectivos a las secuencias 
codificantes de A/Indonesia/5/05 y de Vietnam/1203/2004 (números de acceso para A/Hong Kong/213/03 HA: 
AB212054; NA: AB212056; M: AB212057; NP: AB212055; NS: AB212058; PA: AB212053; PB1: AB212052; PB2: 
AB212050). El sitio de escisión polibásico de HA de la cepa altamente patógena A/Pavo/Turquía/1/05 se reemplazó 
por la secuencia dependiente de tripsina TETR/GLF (véase la SEQ ID NO: 19) encontrada en cepas H5 poco 25 
patógenas (Figura 3). La modificación del gen de la HA incluyó la retirada del tramo de aminoácidos básicos en el 
sitio de escisión de la HA y la sustitución de los aminoácidos básicos vecinos R y K a T con el fin de evitar la posible 
reversión al fenotipo de tipo silvestre, como se indica a continuación: NSPQRERRRKKRGLFGAI (SEQ ID NO: 18) → 
NSPQTETRGLFGAI (SEQ ID NO: 19). La Figura 3 muestra la modificación del sitio de escisión de la HA de 
A/Pavo/Turquía/1/05 y las secuencias nucleotídicas de los genes víricos. Las RNC derivadas de A/Hong 30 
Kong/213/03 están subrayadas. 
 
Se obtuvieron copias de ADNc de fragmentos genómicos mediante PCR y los productos de PCR se usaron para la 
transfección de células Vero. Las células Vero transfectadas se sembraron en una placa de 6 pocillos en medio de 
transfección que contenía suero (DMEM/F12 + L-glutamina 2 mM + FCS al 10 %). Las células se incubaron a 37 ºC. 35 
Seis horas después de la transfección el medio se reemplazó por medio OPTIPRO® sin suero complementado con 
L-glutamina 4 mM y tripsina 1 µg/ml Y anfotericina B 0,25 µg/ml. Después de 24 horas, se añadió medio sin suero 
adicional que contenía 10 µg de tripsina al sobrenadante. Después de 72 horas, el sobrenadante se recogió y se 
utilizó para dos pases adicionales más en la célula Vero recién preparada (pase ciego). La incubación de este pase 
se mantuvo hasta el desarrollo de un efecto citopático (ECP) del 100 % y después se recogió el sobrenadante. El 40 
virus resultante se denominó A/pavo/Turquía/1/05 (H5N1)-HAatt o RGattVN1203/TT/1/05. 
 
Se produjo una reserva de virus A/pavo/Turquía/1/05 como se ha descrito anteriormente. El título infeccioso de la 
reserva de virus A/pavo/Turquía/1/05 (H5N1)-HAatt producido en células Vero se estimó mediante titulación usando 
el ensayo de DICT50 en células Vero. Se realizaron dos titulaciones independientes. Los resultados se muestran en 45 
la Tabla 6. 
 

Tabla 6 - Título infeccioso de la reserva del virus RG-attVN1203/TT/1/05 
Experimento Título infeccioso, log1ODICT50/ml 

1 8,83 
2 8,85 

 
Para confirmar la identidad del virus rescatado con respecto a las secuencias clonadas, se verificaron las secuencias 50 
de los genes de la HA y de la NA. No se descubrieron cambios en ninguno de los genes secuenciados. 
 
Estos resultados demuestran que un virus reagrupado que comprende los genes internos (estructura principal) de la 
cepa A/Vietnam/1203/2004 (H5N1) del virus de la gripe y un gen de la HA atenuado y un gen de la NA de tipo 
silvestre de una cepa de H5N1 del virus de la gripe diferente (A/pavo/Turquía/1/05) se adapta al crecimiento en 55 
cultivo celular. 
 
Ejemplo 5 
 
Generación de una cepa A/Anhui/01/05 atenuada con s itio de escisión modificado mediante genética inver sa 60 
 
La cepa del virus A/Anhui/01/05 (H5N1) es una cepa altamente patógena que se aisló de un caso de gripe humana 
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fatal en China. Con el fin de atenuar esta cepa se eliminó el tramo polibásico de aminoácidos (RRRK (SEQ ID NO: 
15)) en el sitio de escisión de la HA. Se introdujeron sustituciones adicionales (L → Q, R → T y K → T) para evitar la 
formación nuevamente de los aminoácidos polibásicos (Horimoto et al., Vaccine. 24: 3669-76, 2006). Esta 
modificación debería disminuir el principal factor patógeno del virus de la gripe aviar altamente patógena y 
convertirlo en el fenotipo poco patógeno. 5 
 
El cultivo celular y la propagación vírica se realizaron como se ha descrito anteriormente. Se construyó un virus 
A/Anhui/01/05 similar a (H5N1) con un sitio de escisión modificado en la proteína HA. Se sintetizaron ADNc 
correspondientes a la HA y la NA de A/Anhui/01/05 y a los segmentos PB2, PB1, PA, NP, M y NS de 
A/Vietnam/1203/04 en Geneart AG (Regensburg, Alemania) de acuerdo con las secuencias publicadas en GenBank 10 
(números de acceso: DQ371928 para HA, EU128239 para NA, EF541453 para M, AY818138 para NP, EF541456 
para NS, AY818132 para PA, AY818129 para PB1 y AY818126 para PB2). 
 
Puesto que las regiones no codificantes (RNC) para los segmentos de A/Vietnam/1203/04 solo estaban disponibles 
parcialmente, se añadieron RNC derivadas de los segmentos de A/Hong Kong/213/03 respectivos a las secuencias 15 
codificantes de A/Indonesia/5/05 y de Vietnam/1203/2004 (números de acceso para A/Hong Kong/213/03 HA: 
AB212054; NA: AB212056; M: AB212057; NP: AB212055; NS: AB212058; PA: AB212053; PB1: AB212052; PB2: 
AB212050). El sitio de escisión polibásico de HA de la cepa altamente patógena A/Anhui /01/05 se reemplazó por la 
secuencia dependiente de tripsina TETR/GLF encontrada en cepas H5 poco patógenas (Figura 4). La modificación 
del gen de la HA incluyó la retirada del tramo de aminoácidos básicos en el sitio de escisión de la HA y la sustitución 20 
de los aminoácidos básicos vecinos L a Q y R y K a T con el fin de evitar la posible reversión al fenotipo de tipo 
silvestre, como se indica a continuación: NSPLRERRRKKRGLFGAI (SEQ ID NO: 20) → NSPQTETRGLFGAI (SEQ 
ID NO: 19). La Figura 4 muestra la modificación del sitio de escisión de la HA de A/Anhui /01/05 y las secuencias 
nucleotídicas de los genes víricos. Las RNC derivadas de A/Hong Kong/213/03 están subrayadas. 
 25 
Se obtuvieron copias de ADNc de fragmentos genómicos mediante PCR y los productos de PCR se usaron para la 
transfección de células Vero. Las células Vero transfectadas se sembraron en una placa de 6 pocillos en medio de 
transfección que contenía suero (DMEM/F12 + L-glutamina 2 mM + FCS al 10 %). Las células se incubaron a 37 ºC. 
Seis horas después de la transfección el medio se reemplazó por medio OPTIPRO® sin suero complementado con 
L-glutamina 4 mM y tripsina 1 µg/ml Y anfotericina 0,25 µg/ml. Después de 24 horas, se añadió medio sin suero 30 
adicional que contenía 10 µg de tripsina al sobrenadante. Después de 72 horas, el sobrenadante se recogió y se 
utilizó para dos pases adicionales más en la célula Vero recién preparada (pase ciego). La incubación de este pase 
se mantuvo hasta el desarrollo de un efecto citopático (ECP) del 100 % y después se recogió el sobrenadante. El 
virus resultante se denominó A/Anhui /01/05 (H5Nl)-HAatt o RG-attVN1203/AH/1/05. 
 35 
Se produjo una reserva vírica de A/Anhui /01/05 como se ha descrito anteriormente. El título infeccioso de la reserva 
del virus RG-attVN1203/AH/1/05 producido en células Vero se estimó mediante titulación usando el ensayo de 
DICT50 en células Vero. Se realizaron dos titulaciones independientes. Los resultados se muestran en la Tabla 7. 
 

Tabla 7 - Título infeccioso de la reserva del virus RG-attVN1203/AH/1/05 40 
Experimento Título infeccioso, log1ODICT50/ml 

1 8,75 
2 8,50 

 
Para confirmar la identidad del virus rescatado con respecto a las secuencias clonadas, se verificaron las secuencias 
de los genes de la HA y de la NA. No se descubrieron cambios en ninguno de los genes secuenciados. 
 
Estos resultados demuestran que un virus reagrupado que comprende los genes internos (estructura principal) de la 45 
cepa A/Vietnam/1203/2004 (H5N1) del virus de la gripe y un gen de la HA atenuada y un gen de la NA de tipo 
silvestre de una cepa de H5N1 del virus de la gripe diferentes (A/Anhui/1/05) se adapta al crecimiento en cultivo 
celular. 
 
Ejemplo 6 50 
 
Administración de vacuna de virus reagrupado in viv o 
 
Con el fin de determinar la eficacia in vivo del virus reagrupado recombinante (virus entero) que expresa genes de la 
HA y de la NA internos de H5N1, el virus se administra a los sujetos animales usando técnicas bien conocidas en la 55 
técnica. Por ejemplo, Kistner et al., (Vaccine. 25: 6028-36, 2007) describe la administración de una vacuna vírica que 
comprende la cepa vírica H5N1 inactivada entera A/Vietnam/1203/2004 a los ratones sujeto y la evaluación de la 
capacidad de la vacuna para proteger contra la infección de los ratones tras una reexposición con virus vivo. 
 
Adicionalmente, Ehrlich et al., (N Engl J Med. 358: 2573-84, 2008) describe un ensayo clínico en pacientes humanos 60 
que comprende administrar una vacuna para una cepa del virus de la gripe pandémico H5N1. Se administraron dos 
dosis de la vacuna (con 21 días de diferencia) que comprendía A/Vietnam/1203/2004 completo inactivado a los 
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sujetos, conteniendo cada dosis 3,75 µg, 7,5 µg, 15 µg o 30 µg de antígeno de hemaglutinina con adyuvante de 
alumbre o 7,5 µg o 15 µg de antígeno de HA sin adyuvante. Se realizó un análisis serológico al inicio y los días 21 y 
42. Ehrlich demostró que la vacuna desencadena una respuesta inmunitaria en sujetos hospedador y el hospedador 
está protegido contra la infección con varias cepas de virus diferentes. 
 5 
Los virus reagrupados, las composiciones antigénicas o las vacunas de la presente invención se administran usando 
las técnicas descritas anteriormente o usando otras técnicas conocidas en la técnica. 
 
Se espera que se les ocurran numerosas modificaciones y variaciones de la invención como se expone en los 
ejemplos ilustrativos anteriores a los expertos en la materia. En consecuencia, solo deberían ponerse a la invención 10 
las limitaciones que aparecen en las reivindicaciones adjuntas. 
 
LISTADO DE SECUENCIAS 

 
<110> Kistner, et al. 15 
 
<120> PRODUCCIÓN DE VACUNA VÍRICA 
 
<130> 31315/44111A 
 20 
<150> US-61/122.961 
<151> 16-12-2008 
 
<160> 21 
 25 
<170> PatentIn versión 3.5 
 
<210> 1 
<211> 1767 
<212> ADN 30 
<213> Secuencia artificial 
 
<220>  
<223> Nucleótido sintético 
 35 
<400> 1 
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<210> 2 
<211> 1398 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
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<220>  
<223> Nucleótido sintético 
 
<400> 2 
 5 

 
 
<210> 3 
<211> 1027 
<212> ADN 10 
<213> Secuencia artificial 
 
<220>  
<223> Nucleótido sintético 
 15 
<400> 3 
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<210> 4 
<211> 875 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220>  
<223> Nucleótido sintético 
 10 
<400> 4 
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<210> 5 
<211> 1565 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220>  
<223> Nucleótido sintético 
 10 
<400> 5 
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<210> 6 
<211> 2233 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220>  
<223> Nucleótido sintético 
 10 
<400> 6 
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<210> 7 
<211> 2341 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220>  
<223> Nucleótido sintético 
 10 
<400> 7 
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<210> 8 
<211> 2341 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220>  
<223> Nucleótido sintético 
 10 
<400> 8 
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<210> 9 
<211> 1767 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220>  
<223> Nucleótido sintético 
 10 
<400> 9 
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<210> 10 
<211> 1398 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220>  
<223> Nucleótido sintético 
 10 
<400> 10 
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<210> 11 
<211> 1767 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220>  
<223> Nucleótido sintético 
 10 
<400> 11 
 

E09774806
29-06-2018ES 2 675 771 T3

 



42 

 
 
<210> 12 
<211> 1397 
<212> ADN 5 
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<213> Secuencia artificial 
 
<220>  
<223> Nucleótido sintético 
 5 
<400> 12 
 

 
 
<210> 13 10 
<211> 8 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220>  15 
<223> Péptido sintético 
 
<400> 13 
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<210> 14 
<211> 4 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220>  
<223> Péptido sintético 
 10 
<400> 14 
 

 
 
<210> 15 15 
<211> 4 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220>  20 
<223> Péptido sintético 
 
<400> 15 
 

 25 
 
<210> 16 
<211> 18 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 30 
 
<220>  
<223> Péptido sintético 
 
<400> 16 35 
 

 
 
<210> 17 
<211> 14 40 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220>  
<223> Péptido sintético 45 
 
<400> 17 
 

 
 50 
<210> 18 
<211> 18 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
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<220>  
<223> Péptido sintético 
 
<400> 18 
 5 

 
 
<210> 19 
<211> 14 
<212> PRT 10 
<213> Secuencia artificial 
 
<220>  
<223> Péptido sintético 
 15 
<400> 19 
 

 
 
<210> 20 20 
<211> 18 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220>  25 
<223> Péptido sintético 
 
<400> 20 
 

 30 
 
<210> 21 
<211> 4 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 35 
 
<220>  
<223> Péptido sintético 
 
<400> 21 40 
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REIVINDICACIONES 
 
1. Una composición antigénica de virus de la gripe reagrupado que comprende: segmentos génicos internos PB1, 
PB2, PA, M, NP y NS de una primera cepa del virus de la gripe A del subtipo H5N1 y genes de la hemaglutinina (HA) 
y de la neuraminidasa (NA) de una segunda cepa del virus de la gripe A del subtipo H5N1, siendo la primera cepa y 5 
la segunda cepa cepas diferentes y en la que el gen de la HA está modificado en un sitio de escisión polibásico para 
producir un virus atenuado. 
 
2. Una vacuna que comprende un virus de la gripe reagrupado, comprendiendo el virus: un polinucleótido que 
codifica la proteína de superficie HA y un polinucleótido que codifica la proteína de superficie NA, cada una de HA y 10 
NA derivadas de una primera cepa H5N1 de un subtipo del virus de la gripe A; un polinucleótido que codifica PB1; 
un polinucleótido que codifica PA, un polinucleótido que codifica PB2, un polinucleótido que codifica M, un 
polinucleótido que codifica NP, un polinucleótido que codifica NS, los polinucleótidos para PB1, PA, PB2, M, NP y 
NS derivados de una segunda cepa H5N1 de un subtipo del virus de la gripe A, en donde los polinucleótidos están 
unidos operativamente para permitir el empaquetamiento de los polinucleótidos reagrupadas en un virión y en donde 15 
dicho polinucleótido que codifica la HA está modificado en un sitio de escisión polibásico para producir un virus 
atenuado. 
 
3. El virus de la composición antigénica de virus de la gripe reagrupado de la reivindicación 1, dicho virus de la gripe 
caracterizado por la capacidad de propagarse en cultivos de células de mamíferos, opcionalmente en donde las 20 
células de mamífero se seleccionan entre el grupo que consiste en células MRC-5, MRC-9, Lederle 130, hígado 
Chang y WI-38; U937, Vero, CV-1, IMR-90 e IMR-91, MDCK, MDBK, HEK, H9, CEM y HUT78 que expresa CD4, 
PerC6, células BHK-21, BSC y LLC-MK2, preferentemente en donde el cultivo de células de mamífero es un cultivo 
de células Vero. 
 25 
4. La composición antigénica de la reivindicación 1 o la vacuna de la reivindicación 2, dichos genes de la HA y de la 
NA derivados de una cepa H5N1 seleccionada entre el grupo que consiste en A/Vietnam/1203/2004, A/Hong 
Kong/213/03, A/Indonesia/5/05, A/Hong Kong/156/97, A/pavo/Turquía/01/2005, A/Anhui/1/05, 
A/Camboya/R0405050/2007, A/pollo/Nakorn-Patom/Tailandia/CU-K2/04, A/pollo/Vietnam/C58/04, 
A/codorniz/Vietnam/36/04, MDk/JX/1653/05, MDk/1657/JX/05, BH ganso/QH/65/05, similar a Gs/GD/1/96, 30 
Dk/Vietnam/568/05, Gs/GX/345/05, MDk/JX/1701/05, MDk/JX/2136/05, MDk/JX/2295/05, MDk/JX/2300/05, 
Dk/GX/351/04, Dk/GX/380/04, Dk/ST/4610/03, Ck/MYS/5 85 8/04, Ck/Salatiga/BBVet-I/05 y Dk/VNM/S654/05, 
A/pollo/Vietnam/C58/05, A/pato criollo/Vietnam/453/2004, A/pato/Singapur/3/97, A/HK/156/97 y A/Hong 
Kong/156/1996. 
 35 
5. La composición antigénica de la reivindicación 1 o la vacuna de la reivindicación 2, dichos genes internos 
derivados de una cepa H5N1 seleccionada entre el grupo que consiste en A/Vietnam/1203/2004, A/Hong 
Kong/213/03, A/Indonesia/5/05, A/Hong Kong/156/97, A/pavo/Turquía/01/2005, A/Anhui/1/05, 
A/Camboya/R0405050/2007, A/pollo/Nakorn-Patom/Tailandia/CU-K2/04, A/pollo/Vietnam/C58/04, 
A/codorniz/Vietnam/36/04, MDk/JX/16S3/0S, MDk/1657/JX/05, BH ganso/QH/65/05, similar a Gs/GD/1/96, 40 
Dk/Vietnam/568/05, Gs/GX/345/05, MDk/JX/1701/05, MDk/JX/2136/05, MDk/JX/2295/05, MDk/JX/2300/05, 
Dk/GX/351/04, Dk/GX/380/04, Dk/ST/4610/03, Ck/MYS/5858/04, Ck/Salatiga/BBVet-I/05 y DK/VNM/S654/05, 
A/pollo/Vietnam/C58/05, A/pato criollo/Vietnam/453/2004, A/pato/Singapur/3/97, A/HK/156/97 y A/Hong 
Kong/156/1996. 
 45 
6. La composición antigénica de una cualquiera de las reivindicaciones 1 o 3 a 5, en la que los segmentos génicos 
internos son de A/Vietnam/1203/2004. 
 
7. La composición antigénica de una cualquiera de las reivindicaciones 1 o 3 a 5 o la vacuna de una cualquiera de 
las reivindicaciones 2, 4 o 5, en la que los genes de la HA y de la NA son de la cepa de H5N1 A/Vietnam/1203/2004 50 
o de la cepa de H5N1 A/Indonesia/5/05. 
 
8. La composición antigénica de una cualquiera de las reivindicaciones 1 o 3 a 7 o la vacuna de una cualquiera de 
las reivindicaciones 2, 4, 5 o 7, en la que la modificación en el sitio de escisión polibásico es una mutación de 
RERRRKKR (SEQ ID NO: 13) → TETR (SEQ ID NO: 14). 55 
 
9. La composición antigénica de una cualquiera de las reivindicaciones 1 o 3 a 8 que comprende adicionalmente un 
vehículo farmacéuticamente aceptable. 
 
10. La vacuna de una cualquiera de las reivindicaciones 2, 4, 5, 7 u 8 que comprende adicionalmente un adyuvante. 60 
 
11. La vacuna de una cualquiera de las reivindicaciones 2, 4, 5, 7, 8, 9 o 10, en donde la vacuna es una vacuna 
inactivada. 
 
12. La vacuna de una cualquiera de las reivindicaciones 2, 4, 5, 7, 8, 9, 10 o 11 que comprende un contenido de HA 65 
de 1 µg a 100 µg de HA por dosis. 
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13. La composición antigénica de una cualquiera de las reivindicaciones 1 o 3 a 9 o la vacuna de una cualquiera de 
las reivindicaciones 2, 4, 5, 7, 8, 9, 10, 11 o 12 en una cantidad eficaz para proteger al sujeto frente a la infección por 
al menos una cepa de virus de la gripe H5N1, para su uso en el desencadenamiento de una respuesta inmunitaria a 
al menos una cepa de virus de la gripe pandémico en un sujeto. 
 5 
14. La composición antigénica de una cualquiera de las reivindicaciones 1 o 3 a 9 o la vacuna de una cualquiera de 
las reivindicaciones 2, 4, 5, 7, 8, 9, 10, 11 o 12 para su uso en la prevención de la infección de un sujeto por un virus 
de la gripe. 
 
15. La vacuna para su uso de acuerdo con la reivindicación 14, en donde la vacuna comprende un contenido de HA 10 
de 1 µg a 100 µg de HA por dosis, opcionalmente en donde la vacuna comprende un contenido de HA de 1 µg a 
30 µg de HA por dosis, opcionalmente en donde la vacuna comprende de 1 µg a 15 µg de HA por dosis u 
opcionalmente en donde la vacuna comprende un contenido de HA de 10 ng a 1 µg de unidades de HA por dosis. 
 
16. Un método de fabricación de una vacuna que comprende un virus de la gripe reagrupado que comprende, 15 
segmentos génicos internos PB1, PB2, PA, M, NP y NS de una cepa H5N1 del virus de la gripe A y los genes de la 
hemaglutinina (HA) y de la neuraminidasa (NA) de una cepa H5N1 diferente del virus de la gripe A, los genes de la 
HA y de la NA derivados de la misma cepa vírica y el gen de la HA modificado en un sitio de escisión polibásico para 
producir un gen de la HA atenuado, comprendiendo el método transfectar el virus en células de mamífero ex vivo en 
condiciones adecuadas para el crecimiento del virus reagrupado, opcionalmente en el que las células de mamífero 20 
se seleccionan entre el grupo que consiste en células MRC-5, MRC-9, Lederle 130, hígado Chang y WI-38; U937, 
Vero, CV-1, IMR-90 y IMR-91, MDCK, MDBK, HEK, H9, CEM y HUT78 que expresan CD4, PerC6, BHK-21, y BSC y 
LLC-MK2 u opcionalmente en el que las células de mamífero son células Vero. 
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