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DESCRIPCION
Virus de la gripe porcina modificado por ingenieria genética y usos de los mismos
1. Campo de la invencién

La presente invencion se refiere, en general, a virus de la gripe porcina atenuados modificados por ingenieria
genética que tienen una capacidad alterada de antagonizar la respuesta del interferon (IFN) celular, y al uso de
dichos virus atenuados en formulaciones de vacuna y farmacéuticas. En particular, la invencion se refiere a virus de
la gripe porcina atenuados modificados por ingenieria genética que tienen modificaciones en un gen de NS1 de virus
de la gripe A/porcino/Texas/4199-2/98 que disminuyen o eliminan la capacidad del producto génico NS1 de
antagonizar la respuesta del IFN celular. Estos virus se replican in vivo, pero muestran virulencia disminuida y
atenuacion aumentada, y por lo tanto son muy adecuados para su uso en vacunas de virus vivos, y en formulaciones
farmacéuticas.

2. Antecedentes
2.1 Virus de la gripe

Las familias de virus que contienen ARN monocatenario con envuelta del genoma con sentido negativo se clasifican
en grupos que tienen genomas no segmentados (Paramyxoviridae, Rhabdoviridae, Filoviridae y virus de la
enfermedad de Borna) o aquellos que tienen genomas segmentados (Orthomyxoviridae, Bunyaviridae y
Arenaviridae). La familia Orthomyxoviridae, descrita mas adelante con detalle, y usada en los ejemplos de la
presente memoria, incluye los virus de la gripe de tipo A, B y C, asi como los virus Thogoto y Dhori y virus de la
anemia infecciosa del salmén.

Los viriones de la gripe consisten en un nucleo ribonucleoproteico interno (una nucleocapside helicoidal) que
contiene el genoma de ARN monocatenario, y una envuelta lipoproteica externa revestida en el interior por una
proteina de la matriz (M1). El genoma segmentado del virus de la gripe A consiste en ocho moléculas (siete para la
gripe C) de ARN monocatenarios, lineales, de polaridad negativa que codifican once polipéptidos, incluyendo: la
proteina ARN polimerasa dependiente de ARN (PB2, PB1 y PA) y la nucleo proteina (NP) que forma la
nucleocapside; las proteinas de membrana de la matriz (M1, M2); dos glucoproteinas de superficie que protegen la
envuelta que contiene lipidos: hemaglutinina (HA) y neuraminidasa (NA); la proteina no estructural (NS1), la proteina
de exportacion nuclear (NEP); y el factor pro-apoptoético PB1-F2. La transcripcion y replicacion del genoma tiene
lugar en el nucleo y el ensamblaje se produce mediante gemacion en la membrana plasmatica. Los virus pueden
redistribuir los genes durante infecciones mixtas.

El virus de la gripe se adsorbe mediante HA a sialiloligosacaridos en glucoproteinas y glucolipidos de la membrana
celular. Después de la endocitosis del virion se produce un cambio conformacional en la molécula HA dentro del
endosoma celular que facilita la fusion de la membrana, desencadenando de este modo el desrecubrimiento. La
nucleocapside migra hasta el nucleo donde se transcribe el ARNm viral. EI ARNm viral se transcribe mediante un
mecanismo Unico en el cual la endonucleasa viral escinde el extremo 5 protegido de los ARNm heterélogos
celulares que después sirven como cebadores para la transcripcién de moldes de ARN viral por la transcriptasa viral.
Los transcritos terminan en sitios de 15 a 22 bases desde los extremos de sus moldes, donde secuencias 6ligo (U)
actian como sefiales para la adicion de tramos de poli (A). De las ocho moléculas de ARN viral asi producidas, seis
son mensajes monocistronicos que se traducen directamente en las proteinas que representas HA, NA, NP y las
proteinas de polimerasa viral, PB2, PB1 y PA. Los otros dos transcritos experimentan corte y ayuste, produciendo
cada uno dos ARNm que se traducen en diferentes fases de lectura para producir M1, M2, NS1 y NEP. El segmento
PB1 codifica una segunda proteina, la proteina PB1-F2 no estructural, usando un ATG alternativo. En otras
palabras, los ocho segmentos de ARN viral codifican once proteinas: nueve estructurales y dos no estructurales. Se
muestra un resumen de los genes del virus de la gripe y sus productos proteicos en la siguiente tabla I.
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TABLA I: SEGMENTOS DE ARN DEL GENOMA DEL VIRUS DE LA GRIPE Y ASIGNACIONES CODIFICANTES®

Segmento  Longitudy Polipéptidos. Longitudgq Molélulas Comentarios

(Nucledtidos) Codificados  (Aminoacidos) por Virion

1 2341 PB2 759 30-60 Componente de ARN transcriptasa;
componente de ARN trancriptasa de
uniéon a capuchén de ARN de célula

hospedadora;
2 2341 PB1 757 30-60 Inicio de la transcripcion
3 2233 PB1-F2 87 Factor proapoptoético
PA 716 30-60 componente ARN transcriptasa
4 1778 HA 566 500 Hemaglutinina; trimero; glucoproteina
de envuelta; media la adhesién a
células
5 1565 NP 498 1000 Nucleoproteina; asociada con ARN;
componente estructural de ARN
transcriptasa
6 1413 NA 454 100 Neuraminidasa; tetramero;
glucoproteina de envuelta
7 1027 M 252 3000 Proteina de matriz; reviste el interior
de la envuelta
M, 96 ?
Proteina estructural en membrana
plasmatica; ARNm con corte y ayuste
8 890 NS, 230 Proteina no estructural; funcion
desconocida
NEP 121 ?

Proteina de exportacion nuclear;
ARNmM con corte y ayuste

@ Adaptado de Lamb y P. W. Choppin (1983), Annual Review of Biochemistry, Volumen 52, 467-506.
b Para la cepa A/PR/8/34

¢ Determinado por enfoques bioquimicos y genéticos

4 Determinado por analisis de secuencia de nucleotidos y secuenciacion de proteinas

La patogenicidad de los virus de la gripe esta modulada por multiples factores del virus y el hospedador. Entre los
factores del hospedador que combaten las infecciones viricas, el sistema de interferén tipo | (IFNa/B) representan un
mecanismo de defensa innata antiviral poderoso que se establecié relativamente temprano en la evolucién de
organismos eucariotas (Garcia-Sastre, 2002, Microbes Infect 4:647-55). El sistema IFNa/B antiviral implica tres
etapas principales: (i) deteccidon de infeccion virica y secrecion de IFNa/B, (ii) union de IFNa/f a sus receptores e
induccion transcripcional de genes estimulados por IFNa/B, y (iii) sintesis de encimas y proteinas antivirales. La
mayoria de los virus, sin embargo, han adquirido informacidon genética especifica que codifica moléculas
antagonistas IFNa/8, que bloquean de forma eficaz una o mas etapas del sistema IFNa/$ anti viral. Los virus de la
gripe A expresan una proteina no estructural en células infectadas, la proteina NS1 (descrita en detalle, infra), que
contrarresta la respuesta IFNa/B celular (Garcia-Sastre et al., 1998, Virology 252:324-30).

El genoma del virus de la gripe A contiene ocho segmentos de ARN monocatenario de polaridad negativa, que
codifica dos proteinas no estructurales y nueve estructurales. La proteina no estructural NS1 es abundante en
células infectadas por virus de la gripe, pero no se ha detectado en viriones. NS1 es una fosfoproteina encontrada
en el nucleo de forma prematura durante infecciones y también en el citoplasma en momentos posteriores del ciclo
viral (King et al., 1975, Virology 64:378). Estudios con mutantes de gripe sensibles a temperatura (ts) que portan
lesiones en el gen NS sugirieron que la proteina NS1 es un regulador transcripcional y post transcripcional de
mecanismos por los cuales el virus es capaz de inhibir la expresion génica de la célula huésped y de estimular las
sintesis de proteina viral. Como muchas otras proteinas que regulan procesos post transcripcionales, la proteina
NS1 interacciona con secuencias y estructuras especificas de ARN. Se ha informado de que la proteina NS1 se une
a diferentes especies de ARN incluyendo: ARNv, poli A, ARNsn U6, region 5 no traducida de ARNm virales y
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ARNDbc (Qiu et al, 1995, RNA 1: 304; Qiu et al, 1994, J. Virol. 68:2425; HatadaFukuda 1992, J Gen Virol. 73:3325-9).
La expresion de la proteina NS1 a partir de ADNc en células transfectadas se ha asociado con varios efectos:
inhibicion del transporte nucleo citoplasmatico de ARNm, inhibicién de corte y ayuste de pre-ARNm, inhibicion de la
poliadenilacion del ARNm del hospedador y estimulacion de la traduccion de ARNm viral (Fortes, et al, 1994, EMBO
J. 13: 704; Enami et al, 1994, J. Virol; 68:1432; de la Luna et al., 1995, J. Virol. 69:2427; Lu et al, 1994, Genes Dev.
8:1817; Park et al, 1995, J. Biol Chem. 270,28433; Nemeroff et al, 1998, Mol. Cell. 1:1991; Chen et al, 1994, EMBO
J. 18:2273-83). En particular, la proteina NS1 tiene tres dominios que se ha informado que tienen varias funciones
reguladoras durante la infeccién por virus de la gripe. Los 73 amino acidos amino terminales son responsables de la
union a ARN (Qian et al, 1995, RNA 1:948-956), particularmente ARN bicatenarios, que confieren al virus la
capacidad de escapar de la respuesta de interferon o/ (Donelan et al, 2003, J. Virol. 77:13257-66). La parte central
de la proteina interacciona con el factor de inicio de la traducciéon eucariota 4Gl que facilita la traduccién preferente
de ARNm virales sobre los ARNm del hospedador (Arag6n et al, 2000, Mol. Cell Biol. 20:6259-6268). EI dominio
carboxy-terminal o efector ha demostrado inhibir el procesamiento de ARNm del hospedador, especificamente, la
inhibicion de la poliadenilacion del ARNm del hospedador (Nemeroff ef al, 1998, Mol. Cell 1:991-1000), la unién de
colas poli (A) de exportacion ARNm que inhibe la exportacion nuclear y (Qiu y Krug, 1994, J. Virol. 68:2425-2432) y
la inhibicion de corte y ayuste de pre-ARNm (Lu et al, 1994, Genes Dev. 8:1817-1828).

Estudios de virus de la gripe recombinante humano que carece del gen de NS1 (delNS1) mostraron que este virus
podria replicarse solamente en sistemas IFN incompetentes tales como ratones STAT1-/- o células Vero; por tanto la
proteina NS1 es responsable de la actividad antagonista de IFN (Garcia-Sastre et al, 1998, Virology 252:324-330).
Ademas, se ha demostrado que los virus de la gripe humana con proteinas NS1 truncadas estan atenuados en
ratones (Egorov et al, 1998, J. Virol. 72:6437-6441) y proporcionan proteccidon contra exposicion a tipo silvestre
(Talon et al, 2000, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97:4309-4314).

2.2 Virus de la gripe porcina

La gripe porcina (Sl) es una enfermedad respiratoria aguda de los cerdos, causada por virus de la gripe tipo A. Su
severidad depende de muchos factores, incluyendo la edad del hospedador, la cepa del virus, e infecciones
secundarias (Easterday, 1980, Philos Trans R Soc Lond B Biol Sci 288:433-7). Los virus de la gripe A son virus ARN
de hebra negativa segmentados y pueden aislarse de otras varias especies hospedadoras animales, incluyendo
aves, seres humanos, caballos, ballenas, y vison. Aunque los virus de la gripe completos raramente cruzan la
barrera de especies, los segmentos génicos pueden cruzar esta barrera a través de los procesos de redistribucion
genética o desplazamiento genético. Como los cerdos soportan la replicacion de virus de la gripe A tanto humanos
como aviares (Kida et al, 1994, J Gen Virol 75:2183-8), se ha postulado que desempefian un papel importante en la
transmisioén inter especie actuando como "recipiente de mezcla" para redistribuciéon entre virus especificos para
diferentes especies hospedadoras (Scholtissek, 1994, Eur J Epidemiol 10:455-8). Esto puede conducir a la
generacion de nuevos virus de la gripe capaces de cruzar la barrera de especies hasta los seres humanos. Existen
tres subtipos de virus Sl (SIV) actualmente en circulacion en cerdos en los Estados Unidos. H1IN1, H3N2, y H1N2
(Olsen, 2002, Virus Res 85:199-210; Karasin et al, 2002, J Clin Microbiol 40:1073-9; Karasin et al, 2000, Virus Res
68:71-85; Olsen et al, 2000, Arch Virol 145:1399-419; Webby et al., 2000, J Virol 74:8243-51; Webby et al., 2001,
Philos Trans R Soc Lond B Biol Sci 356:1817-28; Zhou, 2000, Vet Microbiol 74:47-58). Antes de 1998, se aislaron
SIV H1N1 principalmente "clasicos" de cerdos en los Estados Unidos (Kida et al, 1994, J Gen Virol 75:2183-8;
Scholtissek, 1994, Eur J Epidemiol 10:455-8; Olsen et al, 2000, Arch Virol. 145:1399-419). En 1998, se aislaron SIV
del subtipo H3N2 en muiltiples estados en los Estados Unidos. Estos virus se generaron por redistribucion entre virus
humanos, aviares y porcinos clasicos, estan experimentando una rapida evolucién y en general causan enfermedad
mas severa que SIV H1N1 clasico.

La patogenicidad de los virus de la gripe esta modulada por multiples factores viricos y hospedadores. Entre los
factores hospedadores que combaten las infecciones viricas, el sistema de interferdn tipo | (IFNa/B) representa un
mecanismo de defensa innata antiviral poderoso que se establecié relativamente temprano en la evolucién de
organismos eucariotas (Garcia-Sastre, 2002, Microbes Infect 4:647-55). El sistema IFNa/B antiviral implica tres
etapas principales: (i) deteccidon de infeccion virica y secrecion de IFNa/B, (ii) union de IFNa/p a sus receptores e
induccion transcripcional de genes estimulados por IFNa/B, y (iii) sintesis de encimas y proteinas antivirales. La
mayoria de los virus, sin embargo, han adquirido informacion genética especifica que codifica moléculas
antagonistas IFNa/, que bloquean de forma eficaz una o mas etapas del sistema y IFNa/f anti viral. Los virus de la
gripe A expresan una proteina no estructural en células infectadas, la proteina NS1, que contrarresta la respuesta
IFNa/B celular (Garcia-Sastre et al., 1998, Virology 252:324-30).

La infeccion por gripe en cerdos se informé por primera vez en 1918 y los primeros virus de la gripe porcina se
aislaron de cerdos en 1930 (Shope, R.E., 1931, J. Exp. Med. 54:373-385). Estos primeros aislados fueron los
progenitores de lo que se reconoce como el linaje H1IN1 de los virus de la gripe A porcinos. Desde 1930 hasta la
década de 1990, la gripe en cerdos de América del Norte estuvo causada casi exclusivamente por infeccion con
virus porcinos H1N1. Comenzo6 un drastico desplazamiento en el patrén de la gripe porcina alrededor de 1997,
cuando se detect6é un aumento inesperado y sustancial en la seropositividad H3 (8%), y comenzaron a aislarse virus
H3N2 de cerdos tanto en los Estados Unidos como en Canada (Olsen et al, 2000, Arch. Virol. 134:1399-1419).
Ademas, la redistribucion entre virus H3N2 y virus porcinos H1N1 provoco la deteccion de virus de redistribucion
H1N2 de segunda generacion (Karasin et al, 2000, J. Clin. Microbiol 38:2453-2456; Karasin et al, 2002, J. Clin
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Microbiol. 40:1073-1079). Ademas, se han aislado de cerdos virus H4N6 aviares de origen de pato en Canada
(Karasin et al, 2000, J. Virol 74:9322-9327). La generacion de estos nuevos virus ademas de las variantes de
arrastre antigénico descritas de virus de la gripe porcina H1N1, introduce implicaciones potenciales para la salud
publica humana y veterinaria.

En 1998, una nueva cepa de virus de la gripe porcina para la cual los cerdos tenian poca inmunidad enfermé a todos
los cerdos en una operacion de 2.400 animales. Aunque ha habido solamente un subtipo de gripe que ha enfermado
a los cerdos de América del Norte desde 1930, en los ultimos pocos afios se ha habido una rapida sucesion
arrolladora de nuevos virus gripales a través de los 100 millones de cerdos de América del Norte. Después de afios
de estabilidad, el virus gripal porcino de América del Norte ha saltado a una rapida trayectoria evolutiva, creando
variantes cada afio. Esto no solo ha tenido un efecto indeseado sobre la industria granjera y un impacto econémico
negativo, sino que los expertos también estan preocupados sobre que la evolucion del virus gripal porcino aumente
la probabilidad de que surja un nuevo virus que sea transmisible entre los seres humanos. Afortunadamente, las
nuevas cepas porcinas que han aparecido en América del Norte hasta ahora no parecen infectar facilmente a los
seres humanos.

2.3 Virus atenuados

Las vacunas de virus inactivados se preparan "eliminando" el patégeno viral, por ejemplo, por tratamiento térmico o
con formalina, de modo que no tenga capacidad de replicacion. Las vacunas inactivadas tienen utilidad limitada
porque no proporcionan inmunidad de larga duracién vy, por lo tanto, producen proteccién limitada. Un enfoque
alternativo para producir vacunas contra virus implica el uso de vacunas de virus vivo atenuado. Los virus atenuados
tienen capacidad de replicacion pero no son patogénicos y, por lo tanto, proporcionan inmunidad de duraciéon mas
larga y producen mayor proteccion. Sin embargo, los métodos convencionales para producir virus atenuados
implican la posibilidad de aislamiento de mutantes de rango de hospedador, muchos de los cuales son sensibles a la
temperatura; por ejemplo, el virus se pasa a través de hospedadores no naturales, y se seleccionan virus
descendientes que son inmunogénicos, pero no patogénicos.

Un sustrato convencional para aislar y cultivar virus de la gripe con fines de vacuna son huevos embrionados de
gallina. Los virus de la gripe se cultivan tipicamente durante 2-4 dias a 37 °C en huevos de 10-12 dias de vida.
Aunque la mayoria de los aislados primarios humanos de virus de la gripe A y B se cultivan mejor en el saco
amnidtico de los embriones, después de 2 a 3 pases los virus llegan a adaptarse al cultivo en las células de la
cavidad alantoidea, que es accesible desde el exterior del huevo (Murphy, B.R., y R.G. Webster, 1996.
Orthomyxoviruses pag. 1397-1445. In Fields Virology. Lippincott-Raven P.A.).

La tecnologia de ADN recombinante y las técnicas de ingenieria genética, en teoria, producirian un enfoque superior
para producir un virus atenuado ya que podrian disefiarse deliberadamente mutaciones especificas en el genoma
viral. Sin embargo, las alteraciones genéticas necesarias para la atenuacion de virus no son conocidas o
predecibles. En general, los intentos de usar la tecnologia de ADN recombinante para disefiar vacunas virales se
han dirigido principalmente a la produccién de vacunas de subunidad que contienen solamente las subunidades de
proteina del patégeno implicadas en la respuesta inmunitaria, expresadas en vectores virales recombinantes tales
como virus vaccinia o baculovirus. Mas recientemente, las técnicas de ADN recombinante se han utilizado en un
intento por producir mutantes de delecidon de herpesvirus o poliomavirus que imitan virus atenuados encontrados en
la naturaleza o mutantes de rango de hospedador conocido. Hasta 1990, los virus ARN de hebra negativa no eran
susceptibles a manipulaciéon especifica de sitio en absoluto, y por tanto no podian modificarse por ingenieria
genética.

Aunque estos virus son beneficiosos porque son inmunogénicos y no patogénicos, son dificiles de propagar en
sustratos convencionales con el propédsito de preparar vacunas. Ademas, los virus atenuados pueden poseer
caracteristicas de virulencia que son tan leves que no permiten al hospedador montar una respuesta inmunitaria
suficiente para cumplir las posteriores exposiciones.

Los virus de la gripe humana no se replican de forma eficaz en aves, y viceversa debido a diferencias en receptores
que se unen a los virus. En contraste, los cerdos son susceptibles de forma Unica a infecciéon con virus humanos y
aviares porque poseen tipos de receptor presentes tanto en seres humanos como en virus de la gripe aviar. Como
resultado, se ha hipotetizado que los cerdos son los hospedadores de "recipiente de mezcla" para redistribucion de
virus humanos-aviares y existe apoyo para esta teoria a partir de varios estudios. Véase, por ejemplo Shu et al,
1994, Virology 202:825-33; Scholtissek, 1990, Med, Principles Pract. 2:65-71; Zhou et al, 1999 J Virol. 73:8851-6.
Esta mezcla facilita la generacion de nuevas cepas de virus de la gripe humana y el inicio de pandemias de gripe.

Las preparaciones de virus de la gripe inactivado o "eliminado" son las Unicas vacunas de gripe actualmente con
licencia en los Estados Unidos. Un enfoque alternativo para producir vacunas de virus a las vacunas de virus
inactivado en que el patégeno viral esta "eliminado”, implica el uso de vacunas de virus vivo atenuado que tienen
capacidad de replicacién pero son no patogénicas. Las vacunas vivas que se administran por via intranasal pueden
tener ventajas sobre sus equivalentes inactivados. En primer lugar, las vacunas vivas se cree que inducen cito
toxicidad mediada por células de reactividad cruzada mejorada asi como respuesta de anticuerpos humoral,
proporcionando mejor proteccion que las vacunas inactivadas (Gorse y Belshe, 1990, J. Clin. Microbiol. 28:2539-
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2550; y Gorse et al, 1995, J. Infect. Dis. 172:1-10). En segundo lugar, las vacunas vivas también tienen la ventaja de
administracion intrasanal que evita el hinchamiento y el dolor muscular ocasionalmente asociado con la
administracion intramuscular de vacunas inactivadas con adyuvante. Se ha informado que estas vacunas vivas
inducen no solamente respuestas humorales contra virus de la gripe homotipicos sino también la citotoxicidad
mediada por células de reactividad cruzada. Las ventajas adicionales de vacunas vivas incluyen la facilidad de
administracion intranasal, la induccion de inmunidad en la mucosa, inmunidad de mas larga duracién, y su
rentabilidad. Estas son todas consideraciones importantes respecto a las vacunas potenciales de gripe porcina.

Por tanto, se necesitan vacunas nuevas y mas eficaces y formulaciones inmunogénicas para prevenir infecciones
por virus de la gripe porcina generadas por dicha tecnologia.

3. Sumario de la invencion

La presente invencion proporciona un virus de la gripe porcina atenuado modificado por ingenieria genética que
tiene un fenotipo de antagonista de interferén alterado, donde dicho virus comprende un gen de NS1 de virus de la
gripe porcina A/Porcino/Texas/4199-2/98 con una mutacion que produce una proteina NS1 como se indica en la
reivindicacion 1. Otras realizaciones de la invencion se indican en las reivindicaciones 2-27.

La presente invencion proporciona adicionalmente una formulacion inmunogénica que comprende el virus de la gripe
porcina atenuado modificado por ingenieria genética, y un excipiente fisiologicamente aceptable. Ademas, la
presente invencion proporciona una formulacion farmacéutica que comprende el virus de la gripe porcina atenuado,
modificado por ingenieria genética, de la presente invencion y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Ademas, la presente invencion proporciona el uso de una cantidad eficaz de la formulacién inmunogénica de la
presente invencién en la preparaciéon de un medicamento para su uso en la inmunizacién o inducciéon de una
respuesta inmunitaria en un cerdo. Ademas, la presente invencién proporciona el uso de una cantidad eficaz del
virus de la gripe porcina atenuado modificado por ingenieria genética de la presente invencién en la preparacion de
un medicamento, donde el medicamento es (a) para su uso en la prevencion de una afeccion o un sintoma asociado
con virus de la gripe porcina en un cerdo; o (b) para su uso en el tratamiento de una infeccién por virus de la gripe
porcina en un cerdo.

La presente invencion también proporciona un método para la produccién de una formulacién inmunogénica que
comprende (a) propagar en un sustrato el virus de la gripe porcina atenuado modificado por ingenieria genética de la
presente invencion y (b) recoger el virus de la descendencia, donde el sustrato es una célula, linea celular o huevo
embrionado.

Ademas, la presente invencion proporciona una célula cultivada que contiene el virus de la gripe porcina atenuado,
modificado por ingenieria genética, de la presente invencion. La presente invencion también proporciona un huevo
embrionado que contiene el virus de la gripe porcina atenuado modificado por ingenieria genética de la presente
invencion.

En la presente memoria se describen virus de la gripe porcina atenuados que tienen una capacidad alterada de
antagonizar la respuesta de interferon celular (IFN), métodos para producir dichos virus de la gripe porcina
atenuados y el uso de dichos virus en formulaciones de vacuna y farmacéuticas. Dichos virus son capaces de
generar una respuesta inmunitaria y crear inmunidad pero no causar enfermedad o causar fiebre y/o sintomas
menos severos, es decir, los virus tienen virulencia disminuida. Por lo tanto, son candidatos ideales para vacunas de
virus vivo. Ademas, los virus atenuados pueden inducir una robusta respuesta de IFN que tiene otras consecuencias
bioldgicas in vivo, produciendo proteccion contra posteriores enfermedades infecciosas y/o induciendo respuestas
antitumorales. Por lo tanto, los virus atenuados pueden usarse de forma farmacéutica, para la prevencién o
tratamiento de otras enfermedades infecciosas y/o enfermedades tratables por IFN.

La invencién se basa, en parte, en el descubrimiento de los solicitantes de que los virus de la gripe porcina
modificados por ingenieria para contener o que contienen una o mas deleciones en el gen de NS1 tienen replicacion
alterada respecto a virus de la gripe porcina de tipo silvestre como se demuestra por menores lesiones pulmonares
tras infeccion de cerdos, titulos virales reducidos en fluido de lavado bronco alveolar (BALF) y deteccion reducida de
virus en frotis nasales. Sorprendentemente, y contrario a los resultados observados con virus de la gripe humana en
modelos de ratén, la longitud de la proteina NS1 no se correlaciona con el nivel de atenuacion del virus de la gripe
porcina. Los solicitantes han descubierto que con gripe porcina, un virus mutante con la proteina NS1 mas corta es
el menos atenuado. En otras palabras, los virus de la gripe porcina que contienen deleciones mas cortas en el gen
de NS1 muestran una mayor atenuacion in vivo que los virus de la gripe porcina que contienen deleciones mas
largas en su gen NS1, o virus de la gripe porcina de tipo silvestre. Los solicitantes han descubierto adicionalmente
que los virus de la gripe porcina recombinantes estan alterados en su capacidad de inhibir la produccion de IFN in
vitro, y no se replican tan eficazmente como la cepa recombinante precursora en huevos embrionados de gallina de
10 dias de vida, en células MDCK, en células PK-15 o en un modelo de cerdo in vivo. Aunque sin el deseo de
limitarse a teoria o explicacion alguna para el mecanismo de accién de los mutantes de delecién de NS1 de virus de
la gripe porcina in vivo, las caracteristicas atenuadas de dichos virus se deben presumiblemente a sus niveles de
expresion de proteina NS1, su capacidad de inducir una robusta respuesta de IFN celular, y su capacidad alterada



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2694 123 T3

de antagonizar dicha respuesta. Sin embargo, las caracteristicas beneficiosas de dichos virus pueden no ser
Unicamente atribuibles a su efecto sobre la respuesta de interferén celular. De hecho, las alteraciones en otras
actividades asociadas con NS1, tales como, alteracion de corte y ayuste de pre-ARNm, inhibicion de la
poliadenilacion del ARNm celular, transporte nucleo citoplasmatico de ARNm que contiene poli (A), y estimulacion de
sintesis de proteinas virales, pueden contribuir al fenotipo atenuado deseado conseguido por la introduccion de
mutaciones en el gen de NS1 del virus de la gripe porcina.

Un virus de la gripe porcina atenuado, descrito en la presente memoria, comprende una mutacion en un gen de NS1
de la gripe porcina que disminuye la capacidad del producto génico NS1 de antagonizar la respuesta de interferén
celular. Un virus de la gripe porcina atenuado descrito en la presente memoria puede comprender un genoma que
comprende una mutacion en un gen de NS1 del virus de la gripe porcina que disminuye la capacidad del producto
génico NS1 de antagonizar una respuesta de interferon celular, y permite que el virus atenuado, a una multiplicidad
de infeccion (MOI, por sus siglas en inglés) entre 0,0005 y 0,001, 0,001 y 0,01, 0,01 y 0,1, 0 0,1 y 1, o una MOI de
0,0005, 0,0007, 0,001, 0,005, 0,01, 0,05, 0,1, 0,5, 1,0, 1,5, 2,0, 2,5, 3,0, 3,5, 4,0, 4,5, 5,0, 5,5, 0 6,0, crezca hasta
titulos entre aproximadamente 1 a aproximadamente 100 veces, aproximadamente 5 a aproximadamente 80 veces,
aproximadamente 20 a aproximadamente 80 veces, o aproximadamente 40 a aproximadamente 80 veces,
aproximadamente 1 a aproximadamente 10 veces, aproximadamente 1 a aproximadamente 5 veces,
aproximadamente 1 a aproximadamente 4 veces, aproximadamente 1 a aproximadamente 3 veces,
aproximadamente 1 a aproximadamente 2 veces, aproximadamente 3 a aproximadamente 15 veces, o
aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95 o 100
veces inferior que el virus de la gripe porcina de tipo silvestre en células (por ejemplo, células de un ser humano (por
efemplo, PerC6, una linea celular productora derivada de retinoblastos embrionarios humanos transformados con la
region E1 de Adenovirus5), raton, pollo (por ejemplo, fibroblastos embrionarios de pollo), rata, aves, o cerdo (por
efemplo, células PK(D1), células PK (15), células PK13, células NSK, células LLC-PK1, células LLC-PK1A, células
ESK-4, células ST, células PT-K75, células PK-2a/CL 13 o SJPL)), determinados aproximadamente 2 a 10 dias, 3 a
7 dias,3abdias,02,3,4,5,6,7,8,9, 10 dias post infeccién cuando se propagan en las mismas condiciones. Los
titulos de virus de la gripe porcina atenuados y de tipo silvestre pueden determinarse utilizando cualquier técnica
bien conocida en la técnica o descrita en la presente memoria (por ejemplo, ensayos de hemaglutinacion, ensayos
de placa, dosis infecciosa en cultivo tisular 50 (DICT50), dosis infecciosa en huevo 50 (DIH50), etc.) y los virus
pueden propagarse en condiciones descritas en la presente memoria bien conocidas en la técnica (por ejemplo, en
células de cerdo, células MDCK (por ejemplo, en MEM, suero de ternera fetal (FCS) al 10% v/v, penicilina al
1%/estreptomicina a 37 °C en una incubadora humidificada del 5% de CO-) o huevos embrionados de gallina (por
efemplo, en una incubadora estacionaria a 37 °C con humedad relativa del 55%). Como alternativa, los virus pueden
propagarse en células (por efemplo, en células de cerdo, células MDCK, etc.) que se cultivan en medios sin suero o
de suero reducido (por ejemplo, TPCK ftripsina).

En un aspecto especifico, un virus de la gripe porcina atenuado descrito en la presente memoria comprende un
genoma que comprende una mutacion en un gen de NS1 de virus de la gripe porcina que disminuye la capacidad
del producto génico NS1 de antagonizar una respuesta de interferén celular, y permite que el virus atenuado, a una
multiplicidad de infeccion (MOI) entre 0,0005 y 0,001, 0,001 y 0,01, 0,01 y 0,1, 0 0,1 y 1, o una MOI de 0,0005,
0,0007, 0,001, 0,005, 0,01, 0,05, 0,1, 0,5, 1,0, 1,5, 2,0, 2,5, 3,0, 3,5, 4,0, 4,5, 5,0, 5,5, 0 6,0, crezca hasta titulos
entre aproximadamente 1 a aproximadamente 100 veces, aproximadamente 5 a aproximadamente 80 veces,
aproximadamente 20 a aproximadamente 80 veces, o aproximadamente 40 a aproximadamente 80 veces,
aproximadamente 1 a aproximadamente 10 veces, aproximadamente 1 a aproximadamente 5 veces,
aproximadamente 1 a aproximadamente 4 veces, aproximadamente 1 a aproximadamente 3 veces,
aproximadamente 1 a aproximadamente 2 veces, aproximadamente 3 a aproximadamente 15 veces, o
aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95 o 100
veces inferior que el virus de la gripe porcina de tipo silvestre en células (por ejemplo, células de un ser humano (por
efemplo, PerC6, una linea celular productora derivada de retinoblastos embrionarios humanos transformados con la
region E1 de Adenovirus5), raton, pollo (por ejemplo, fibroblastos embrionarios de pollo), rata, aves, o cerdo (por
efemplo, células PK(D1), células PK (15), células PK13, células NSK, células LLC-PK1, células LLC-PK1A, células
ESK-4, células ST, células PT-K75, células PK-2a/CL 13 o SJPL)), determinados aproximadamente 2 a 10 dias, 3 a
7 dias,3abdias,02,3,4,5,6,7,8,9, 10 dias post infeccién cuando se propagan en las mismas condiciones. Los
titulos de virus de la gripe porcina atenuados y de tipo silvestre pueden determinarse utilizando cualquier técnica
bien conocida en la técnica o descrita en la presente memoria (por ejemplo, ensayos de hemaglutinacion, ensayos
de placa etc.) y los virus pueden propagarse en condiciones descritas en la presente memoria bien conocidas en la
técnica (por ejemplo, en células de cerdo, células MDCK (por ejemplo, en MEM, suero de ternera fetal (FCS) al 10%
v/v, penicilina al 1%/estreptomicina a 37 °C en una incubadora humidificada del 5% de CO;) o huevos embrionados
de gallina (por ejemplo, en una incubadora estacionaria a 37 °C con humedad relativa del 55%).

Los virus de la gripe porcina usados de acuerdo con la presente descripcion pueden seleccionarse entre cepas de
origen natural, variantes o mutantes; virus mutagenizados (por ejemplo, virus generados por exposicion a
mutagenos, pases repetidos y/o pase en hospedadores no permisivos); redistribuciones; y/o virus modificados por
ingenieria genética (por efemplo, usando las técnicas de "genética inversa" y basadas en plasmidos sin auxiliar) que
tienen el fenotipo deseado-es decir, una capacidad alterada de antagonizar la respuesta de IFN celular. Las cepas
de origen natural, variantes o mutantes, redistribucionesy/o virus modificados por ingenieria genética con el fenotipo
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antagonista de interferén deseado pueden seleccionarse en base a crecimiento diferencial en células (por ejemplo,
células de un ser humano (por ejemplo, PerC6, una linea celular productora derivada de retinoblastos embrionarios
humanos transformados con la regién E1 de Adenovirus5), raton, pollo (por ejemplo, fibroblastos embrionarios de
pollo), rata, aves, o cerdo (por ejemplo, células PK(D1), células PK (15), células PK13, células NSK, células LLC-
PK1, células LLC-PK1A, células ESK-4, células ST, células PT-K75, células PK-2a/CL 13 o SJPL)) en otros ensayos
descritos a continuacion. Los virus de la gripe porcina de la invencion pueden ser virus modificados por ingenieria
genética. Los virus de la gripe porcina de la invencion pueden ser cepas de origen no natural, variantes o mutantes
y/o redistribuciones.

En un aspecto especifico, un virus de la gripe porcina atenuado descrito en la presente memoria comprende un
genoma que comprende una mutacién en un gen SN1 del virus de la gripe porcina que disminuye la capacidad del
producto génico NS1 de antagonizar una respuesta de interferén celular, y permite que el virus atenuado, a una
multiplicidad de infeccion (MOI) entre 0,0005 y 0,001, 0,001 y 0,01, 0,01 y 0,1, 0 0,1 y 1, o una MOI de 0,0005,
0,0007, 0,001, 0,005, 0,01, 0,05, 0,1, 0,5, 1,0, 1,5, 2,0, 2,5, 3,0, 3,5, 4,0, 4,5, 5,0, 5,5, 0 6,0, crezca hasta titulos
entre aproximadamente 1 a aproximadamente 100 veces, aproximadamente 5 a aproximadamente 80 veces,
aproximadamente 20 a aproximadamente 80 veces, o aproximadamente 40 a aproximadamente 80 veces,
aproximadamente 1 a aproximadamente 10 veces, aproximadamente 1 a aproximadamente 5 veces,
aproximadamente 1 a aproximadamente 4 veces, aproximadamente 1 a aproximadamente 3 veces,
aproximadamente 1 a aproximadamente 2 veces, aproximadamente 3 a aproximadamente 15 veces, o
aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95 o 100
veces inferior que el virus de la gripe porcina de tipo silvestre en células (por ejemplo, células de un ser humano (por
efemplo, PerC6, una linea celular productora derivada de retinoblastos embrionarios humanos transformados con la
region E1 de Adenovirus5), raton, pollo (por ejemplo, fibroblastos embrionarios de pollo), rata, aves, o cerdo (por
efemplo, células PK(D1), células PK (15), células PK13, células NSK, células LLC-PK1, células LLC-PK1A, células
ESK-4, células ST, células PT-K75, células PK-2a/CL 13 o SJPL)) determinados por un ensayo de hemaglutinacion
de BALF de cerdos o sobrenadantes de células de cerdo aproximadamente de 2 a 10 dias, 3 a 7 dias, 3 a 5 dias, o
2,3,5,6,7,8,9, 10 dias post infeccién o cuando los virus se siembran en placas en células renales caninas Madin-
Darby (MDCK). El crecimiento de un virus de la gripe porcina atenuado de la invencion puede compararse con un
patron o referencia particular, por ejemplo, virus de la gripe porcina de tipo silvestre A/Porcino/Texas/4199-2/98. El
virus atenuado puede modificarse por ingenieria genética para que contenga o exprese secuencias de acido
nucleico de virus de la gripe no porcina tales como, por gjemplo, un epitopo de un patégeno foraneo o un antigeno
tumoral. Preferiblemente, las secuencias de virus de la gripe no porcina no incluyen una secuencia de acido nucleico
que altera el fenotipo atenuado del virus. Por consiguiente las secuencias de acido nucleico que codifican proteinas,
polipéptidos o péptidos con actividad antagonizante de interferén preferiblemente no se modifican por ingenieria en
un virus de la gripe porcina.

En la presente memoria se describen virus de la gripe porcina atenuados que comprenden un genoma que
comprende al menos dos, al menos tres, al menos cuatro o0 mas mutaciones en dos, tres, cuatro o mas genes del
virus de la gripe porcina, donde al menos una de las mutaciones esta en el gen de NS1 y contribuye a o es
responsable (directa o indirectamente) de la atenuacion del virus y/o la capacidad disminuida del virus de
antagonizar una respuesta de interferon celular. En un aspecto, un virus de la gripe porcina atenuado descrito en la
presente memoria comprende un genoma que comprende al menos dos, al menos tres, al menos cuatro o mas
mutaciones en dos, tres, cuatro o mas genes del virus de la gripe porcina, donde al menos una de las mutaciones
esta en el gen de NS1 y es responsable de la capacidad disminuida del producto génico NS1 de antagonizar una
respuesta de interferon celular, y permite que el virus atenuado, a una MOI entre 0,0005 y 0,001, 0,001 y 0,01, 0,01
y 0,1,00,1y 1, o una MOI de 0,0005, 0,0007, 0,001, 0,005, 0,01, 0,05, 0,1, 0,5, 1,0, 1,5, 2,0, 2,5, 3,0, 3,5, 4,0, 4,5,
5,0, 5,5 0 6,0, crezca hasta titulos entre aproximadamente 1 a aproximadamente 100 veces, aproximadamente 5 a
aproximadamente 80 veces, aproximadamente 20 a aproximadamente 80 veces, o aproximadamente 40 a
aproximadamente 80 veces, aproximadamente 1 a aproximadamente 10 veces, aproximadamente 1 a
aproximadamente 5 veces, aproximadamente 1 a aproximadamente 4 veces, aproximadamente 1 a
aproximadamente 3 veces, aproximadamente 1 a aproximadamente 2 veces, aproximadamente 3 a
aproximadamente 15 veces o aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65,
70, 75, 80, 85, 90, 95 o0 100 veces inferiores que el virus de la gripe porcina de tipo silvestre en células (por ejemplo,
células de un ser humano (por ejemplo, PerC6, una linea celular productora derivada de retinoblastos embrionarios
humanos transformados con la regién E1 de Adenovirus 5), ratdn, pollo (por ejemplo, fibroblastos embrionarios de
pollo), rata, aves, o cerdo (por ejemplo, células PK(D1), células PK(15), células PK13, células NSK, células LLC-
PK1, células LLC-PK1A, células ESK-4, células ST, células PT-K75, células PK-2a/CL 13 o SJPL)), determinados
por, por ejemplo, ensayos de hemaglutinacién, aproximadamente 2 a 10 dias, 3 a 7 dias, 3a 5dias, 02, 3,5, 6, 7, 8,
9,10 dias post-infeccion cuando los virus se propagan en las mismas condiciones.

En un aspecto especifico, un virus de la gripe porcina atenuado descrito en la presente memoria comprende un
genoma que comprende al menos dos, al menos tres, al menos cuatro o mas mutaciones en dos, tres, cuatro o mas
genes del virus de la gripe porcina, donde al menos una de las mutaciones esta en el gen de NS1 y es responsable
de la capacidad disminuida del producto génico NS1 de antagonizar una respuesta de interferon celular, y permite
que el virus atenuado, a una MOI entre 0,0005 y 0,001, 0,001 y 0,01, 0,01 y 0,1, 0 0,1 y 1, o una MOI de 0,0005,
0,0007, 0,001, 0,005, 0,01, 0,05, 0,1, 0,5, 1,0, 1,5, 2,0, 2,5, 3,0, 3,5, 4,0, 4,5, 5,0, 5,5 0 6,0, crezca hasta titulos entre
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aproximadamente 1 a aproximadamente 100 veces, aproximadamente 5 a aproximadamente 80 veces,
aproximadamente 20 a aproximadamente 80 veces, o aproximadamente 40 a aproximadamente 80 veces,
aproximadamente 1 a aproximadamente 10 veces, aproximadamente 1 a aproximadamente 5 veces,
aproximadamente 1 a aproximadamente 4 veces, aproximadamente 1 a aproximadamente 3 veces,
aproximadamente 1 a aproximadamente 2 veces, aproximadamente 3 a aproximadamente 15 veces o
aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95 o 100
veces inferiores que el virus de la gripe porcina de tipo silvestre en células de cerdo, determinados por, por ejemplo,
ensayos de hemaglutinacion, aproximadamente 2 a 10 dias, 3 a 7 dias, 3a 5dias, 02, 3, 5,6, 7, 8, 9, 10 dias post-
infeccion cuando los virus se propagan en las mismas condiciones (por ejemplo, en células MDCK). En otro aspecto,
un virus de la gripe porcina atenuado descrito en la presente memoria comprende un genoma que comprende al
menos dos, tres, cuatro o mas mutaciones en dos, tres, cuatro o mas genes del virus de la gripe porcina, donde al
menos una de las mutaciones esta en el gen de NS1 y es responsable de la atenuacion del virus, y permite que el
virus atenuado, a una MOI entre 0,0005 y 0,001, 0,001y 0,01, 0,01y 0,1, 0 0,1 y 1, o una MOI de 0,0005, 0,0007,
0,001, 0,005, 0,01, 0,05, 0,1, 0,5, 1,0, 1,5, 2,0, 2,5, 3,0, 3,5, 4,0, 4,5, 5,0, 5,5 o 6,0, crezca hasta titulos entre
aproximadamente 1 a aproximadamente 100 veces, aproximadamente 5 a aproximadamente 80 veces,
aproximadamente 20 a aproximadamente 80 veces, o aproximadamente 40 a aproximadamente 80 veces,
aproximadamente 1 a aproximadamente 10 veces, aproximadamente 1 a aproximadamente 5 veces,
aproximadamente 1 a aproximadamente 4 veces, aproximadamente 1 a aproximadamente 3 veces,
aproximadamente 1 a aproximadamente 2 veces, aproximadamente 3 a aproximadamente 15 veces o
aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95 o 100
veces inferiores que el virus de la gripe porcina de tipo silvestre en células de cerdo, determinados por, por ejemplo,
ensayos de hemaglutinacion, aproximadamente 2 a 10 dias, 3 a 7 dias, 3a 5dias, 02, 3, 5,6, 7, 8, 9, 10 dias post-
infeccion cuando los virus se propagan en las mismas condiciones (por ejemplo, en células MDCK). DE acuerdo con
estos aspectos, el virus atenuado tiene un fenotipo antagonista de interferén alterado y puede modificarse por
ingenieria genética para que contenga o exprese secuencias de acido nucleico de virus de la gripe no porcina tales
como, por ejemplo, un epitopo de un patdégeno foraneo (por ejemplo, epitopos del virus del sindrome reproductor y
respiratorio porcino, citomegalovirus porcino, coronavirus respiratorio porcino, virus de la encefalomiocarditis
porcina, diarrea epidémica porcina y determinantes antigénicos de patdgenos porcinos no virales tales como
bacterias incluyendo, aunque sin limitacion, Brucella suis, y parasitos incluyendo, aunque sin limitacion, ascarides
(Ascaris suum), tricocéfalos (Trichuris suis), o un antigeno tumoral tal como antigeno carcinoembrionario (CEA),
antigeno de cancer de mama tal como EGFR (receptor del factor de crecimiento epidérmico), antigeno HER2
(p185HER2), epitopo HER2, antigeno canceroso-50 (CA-50), antigeno canceroso 15-3 (CA15-3) asociado con cancer
de mama, antigeno asociado a carcinoma (CAA), antigeno de melanoma, y antigenos asociados a melanoma 100,
25, y 150). Preferiblemente, las secuencias de virus de la gripe no porcina (secuencias heterdlogas) no incluyen una
secuencia de acido nucleico que altera el fenotipo atenuado del virus. Por consiguiente, las secuencias de acido
nucleico que codifican proteinas, polipéptidos o péptidos con actividad antagonizante de interferén preferiblemente
no se modifican por ingenieria en el virus de la gripe porcina.

Las mutaciones en el gen de NS1 del virus de la gripe porcina comprenden (como alternativa, consisten en)
cualquier mutacion que produzca el fenotipo deseado (es decir, una capacidad alterada de antagonizar una
respuesta de interferon celular). Ejemplos del tipo de mutaciones que pueden incluirse en o introducirse en un gen
de NS1 del virus de la gripe porcina incluyen, aunque sin limitacion, deleciones, sustituciones, inserciones y
combinaciones de las mismas. Una o mas mutaciones pueden localizarse en cualquier parte en todo el gen de NS1
gene, es decir, en las regiones reguladoras, no codificantes y/o codificantes (por ejemplo, el extremo amino-terminal
y/o el carboxi-terminal o cualquier parte entre ellos). En un aspecto especifico, un virus de la gripe porcina atenuado,
descrito en la presente memoria, comprende un genoma que comprende un gen de NS1 del virus de la gripe porcina
con una mutacion (por ejemplo, una delecion o sustitucion) en el extremo amino-terminal. En un aspecto preferido,
un virus de la gripe porcina atenuado, descrito en la presente memoria, comprende un genoma que comprende un
gen de NS1 de la gripe porcina con una mutacion (por ejemplo, una delecidon o sustitucion, preferiblemente una
delecion) en el extremo carboxi-terminal. En otro aspecto, un virus de la gripe porcina atenuado, descrito en la
presente memoria, comprende un genoma que comprende una mutacién en un gen de NS1 del virus de la gripe
porcina que produce una delecion que consiste en 5, preferiblemente 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65,
70, 75, 80, 85, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 100, 105, 110, 115, 119, 120, 121, 125, 130, 135, 140, 145, 146, 147, 148,
150, 155, 160, 165, 170 o 175 restos de aminoacido del extremo carboxi-terminal de NS1, o una delecién entre 5-
170, 25-170, 50-170, 100-170, 90-160, 100-160 o 105-160, 90-150, 5-75, 5-50 o 5-25 restos de aminoacido del
extremo carboxi-terminal. En otro aspecto, un virus de la gripe porcina atenuado, descrito en la presente memoria,
comprende un genoma que comprende una mutacion en un gen de NS1 del virus de la gripe porcina que produce
una delecion de todos los restos de aminoacido del producto génico NS1 excepto los restos de aminoacido 1-126,
los restos de aminoacido 1-120, los restos de aminoacido 1-115, los restos de aminoacido 1-110, los restos de
aminoacido 1-100, los restos de aminoacido 1-99, los restos de aminoacido 1-95, los restos de aminoacido 1-85, los
restos de aminoacido 1-80, los restos de aminoacido 1-75, los restos de aminoacido 1-73, los restos de aminoacido
1-70, los restos de aminoacido 1-65 o los restos de aminoacido 1-60, donde el aminoacido amino-terminal es el
numero 1. El virus de la gripe porcina atenuado puede estar modificado por ingenieria genética. Un virus de la gripe
porcina atenuado de la descripcion es TX/98/del 126, TX/98/del 99 o TX/98/del 73.

El virus de la gripe porcina atenuado de la presente invencién puede ser un virus quimérico que expresa una
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secuencia heterologa. Preferiblemente, la secuencia heteréloga no es una secuencia de acido nucleico que altera el
fenotipo atenuado del virus. Por consiguiente, preferiblemente, las secuencias de acido nucleico que codifican
proteinas, polipéptidos o péptidos con actividad antagonizante de interferén no se modifican por ingenieria en el
virus de la gripe porcina. El virus quimérico puede expresar un antigeno tumoral. El virus quimérico puede expresar
un epitopo de un patégeno foraneo.

Un virus de la gripe porcina atenuado que tenga el fenotipo deseado puede usarse en si mismo como el principio
activo en formulaciones de vacuna, farmacéuticas o inmunogénicas. Como alternativa, el virus de la gripe porcina
atenuado puede usarse como el vector o "estructura" de vacunas producidas de forma recombinante o
formulaciones inmunogénicas. Para este fin, puede usarse la técnica de "genética inversa" o el enfoque de plasmido
sin auxiliar para disefiar mutaciones o introducir epitopos exdgenos en el virus de la gripe porcina atenuado, que
serviria como la cepa "precursora”. De este modo, pueden disefiarse vacunas para inmunizacién contra variantes de
cepa, o como alternativa, contra agentes infecciosos o antigenos de enfermedad completamente diferentes (por
ejemplo, antigenos tumorales). Por ejemplo, pueden disefiarse virus de la gripe porcina atenuados para que
expresen epitopos neutralizantes de otras cepas preseleccionadas. Como alternativa, pueden construirse epitopos
de otros virus en el virus de la gripe porcina atenuado. Como alternativa, pueden disefiarse epitopos de patdégenos
infecciosos no virales (por ejemplo, parasitos, bacterias, hongos) en el virus de la gripe porcina.

Pueden usarse técnicas de redistribucién para transferir el fenotipo atenuado desde una cepa precursora de virus de
la gripe porcina (un mutante natural, un virus mutagenizado, o un virus modificado por ingenieria genética) hasta una
cepa de virus diferente (un virus de tipo silvestre, un mutante natural, un virus mutagenizado, o un virus modificado
por ingenieria genética). Puede usarse la "técnica de genética inversa" o el enfoque de plasmido sin auxiliar, para
disefiar mutaciones o introducir epitopos exdgenos en el virus de la gripe porcina atenuado, que serviria como la
"cepa precursora".

En la presente memoria, se describen métodos para vacunar a sujetos, que comprenden administrar una
formulaciéon de vacuna que comprende un virus de la gripe porcina atenuado que comprende una mutaciéon en un
gen de NS1 de la gripe porcina que disminuye la capacidad del producto génico NS1 de antagonizar la respuesta de
interferon celular, y un excipiente fisioldgicamente eficaz. En un aspecto, en la presente memoria se describe un
método que comprende administrar una cantidad eficaz de una formulacién de vacuna. En ciertos aspectos, la dosis
de la formulacion de vacuna administrada es entre aproximadamente 102 a aproximadamente 108, aproximadamente
103 a aproximadamente 107, o aproximadamente 10* a aproximadamente 5x10° ufp. En otros aspectos, la dosis de
la formulacién de vacuna administrada es de 102, 5 x 102, 102, 5 x 108, 104, 5 x 104, 10%, 5 x 10°, 108, 5 x 10%, 107, 5 x
107 o 108 ufp. En aspectos especificos, el sujeto es un burro, cebra, camello, perro, ave (por ejemplo, un pato). En
un aspecto preferido, el sujeto es un cerdo.

La presente invenciéon proporciona formulaciones inmunogénicas que comprenden un virus de la gripe porcina
atenuado de la invencién. En la presente memoria se describen métodos para inducir una respuesta inmunitaria para
el tratamiento, control o prevencion de una infeccion por virus de la gripe porcina o una afeccién o sintoma asociado
con la misma, una infeccion diferente a una infeccidon por virus de la gripe porcina, o una afeccién o sintoma
asociado con la misma, o una afeccidon en que pueden usarse los virus de la gripe porcina atenuados como un
vector para inducir una respuesta inmunitaria contra un antigeno particular asociado con la afeccién, que comprende
administrar a un sujeto una formulacion inmunogénica de la invencién. En un aspecto, la presente invencion se
refiere a una formulacion inmunogénica para su uso en un método para inmunizar o inducir una respuesta
inmunitaria, por ejemplo, para el tratamiento, control o prevenciéon de una infeccién por virus de la gripe porcina o
una afeccién o sintoma asociado con la misma, que comprende administrar a un sujeto una cantidad eficaz de una
formulacién inmunogénica de la invencion. La dosis de formulaciéon inmunogénica de la invencion a administrar a un
sujeto es entre aproximadamente 102 a aproximadamente 108, aproximadamente 10° a aproximadamente 107, o
aproximadamente 10* a aproximadamente 5 x 10% ufp o aproximadamente 10* a aproximadamente 107 ufp. La
formulacién inmunoldégica a administrar a un sujeto puede tener un virus de la gripe porcina atenuado de la presente
invencién en una concentracion de aproximadamente 10* a aproximadamente 107 ufp/ml. La dosis de formulacion
inmunogénica de la invencién a administrar a un sujeto puede ser 102, 5 x 102, 103, 5 x 103, 104, 5 x 10, 105, 5 x 105,
108, 5 x 108, 107, 5 x 107 o 108 ufp. El sujeto es un burro, cebra, camello, perro, ave (por ejemplo, un pato), y
especialmente un cerdo.

Los virus de la gripe porcina atenuados, que inducen contundentes respuestas de IFN en sujetos, también pueden
usarse en formulaciones farmacéuticas para la profilaxis o el tratamiento de infecciones y enfermedades tratables
por IFN tales como cancer. A este respecto, el tropismo del virus de la gripe porcina atenuado puede alterarse para
abordar el virus en un 6rgano, tejido o células diana deseadas in vivo o ex vivo. Usando este enfoque, la respuesta
de IFN puede inducirse de forma local, en el sitio diana, evitando de este modo o minimizando los efectos
secundarios de la terapia con IFN sistémico. Para este fin, el virus de la gripe porcina atenuado puede modificarse
por ingenieria para que exprese un ligando especifico para un receptor del 6rgano, tejido o células diana.

En la presente memoria se describen métodos para prevenir, controlar o tratar una infeccién, o enfermedad tratable
por IFN en un sujeto (por ejemplo, un cerdo), diferente de una infeccién por virus de la gripe porcina, o enfermedad
tratable por IFN causada por virus de la gripe porcina, que comprende administrar una formulacién farmacéutica
descrita en la presente memoria. En un aspecto, se describe en la presente memoria un método para prevenir,
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controlar o tratar una infeccién o enfermedad tratable por IFN en un sujeto, diferente de una infeccién por virus de la
gripe porcina o enfermedad tratable por IFN causada por virus de la gripe porcina, que comprende administrar a un
sujeto una cantidad eficaz de una formulacion farmacéutica descrita en la presente memoria. En ciertas
realizaciones, la dosis de la formulacion farmacéutica a administrar al sujeto es entre aproximadamente 102 a
aproximadamente 10'2, aproximadamente 102 a aproximadamente 10'°, aproximadamente 102 a aproximadamente
108, aproximadamente 10% a aproximadamente 10° aproximadamente 10° a aproximadamente 107,
aproximadamente 10* a aproximadamente 108 aproximadamente 10* a aproximadamente 5 x 106,
aproximadamente 10* a aproximadamente 107, o aproximadamente 10* a aproximadamente 10"? ufp. La formulacion
farmacéutica a administrar al sujeto puede tener un virus de la gripe atenuado de la presente invencion a una
concentracion de aproximadamente 10* a aproximadamente 10'? ufp/ml. La dosis de la formulacion farmacéutica a
administrar puede ser de 102, 5 x 102, 103, 5 x 103, 104, 5 x 104, 105, 5 x 105, 108, 5 x 108, 107, 5 x 107, 108, 5 x 108, 1
x 10% 5x10°% 1x10%,5x 10", 1 x 10", 5x 10" 0 10" ufp. El sujeto puede ser un burro, cebra, camello, perro, ave
(por ejemplo, un pato), y especialmente un cerdo.

En la presente memoria se describen métodos para prevenir, controlar o tratar el cancer en un sujeto que
comprende administrar una formulacion farmacéutica descrita en la presente memoria. En un aspecto, se describe
en la presente memoria un método para prevenir, controlar o tratar el cancer en un sujeto que comprende
administrar a un sujeto una cantidad eficaz de una formulacién farmacéutica descrita en la presente memoria. La
formulacién farmacéutica puede comprender un virus de la gripe porcina que comprende un antigeno tumoral. La
dosis de la formulacion farmacéutica a administrar al sujeto puede ser entre aproximadamente 102 a
aproximadamente 10'2, aproximadamente 102 a aproximadamente 10'°, aproximadamente 102 a aproximadamente
108, aproximadamente 10° a aproximadamente 10° aproximadamente 10° a aproximadamente 107,
aproximadamente 10* a aproximadamente 108, aproximadamente 10* a aproximadamente 5 x 10° ufp o
aproximadamente 10* a aproximadamente 102 ufp. La dosis de la formulacion farmacéutica a administrar es de 102,
5x102%, 108, 5 x 103, 104, 5 x 104, 105, 5 x 10°%, 10%, 5 x 108, 107, 5 x 107, 108, 5 x 108, 1 x 109, 5 x 109, 1 x 10", 5 x
10"°, 1 x 10", 5 x 10" 0 102 ufp. El sujeto puede ser un burro, cebra, camello, perro, ave (por ejemplo, un pato), y
especialmente un cerdo.

Los solicitantes han demostrado que los virus de la gripe porcina atenuados con actividad antagonista de interferon
alterada se replican in vivo generando titulos que son inferiores que los detectados con virus de la gripe porcina de
tipo silvestre, pero que son suficientes para inducir respuestas inmunoldgicas y de citoquinas. Por tanto, las
mutaciones que disminuyen pero no suprimen la actividad antagonista de IFN del virus de la gripe porcina son
preferidas para formulaciones de vacuna, inmunoldgicas, y farmacéuticas. Dichos virus pueden seleccionarse por su
crecimiento en sustratos tanto convencionales como no convencionales, y por su virulencia intermedia.

La presente invencion proporciona células que contienen (como alternativa, que comprenden) virus de la gripe
porcina atenuados de la presente invencion. Una célula puede contener/comprender un virus de la gripe porcina que
esta modificado por ingenieria genética. El virus de la gripe porcina atenuado contenido en la célula puede
modificarse para que codifique un epitopo derivado de otro patdgeno (por ejemplo, otro virus) o un antigeno tumoral.
El genoma del virus de la gripe porcina atenuado puede comprender al menos un segmento derivado de un virus
diferente. Cualquier célula puede infectarse con, contener o comprender un virus de la gripe porcina atenuado de la
invencion incluyendo, aunque sin limitacion, células MDCK, células PK, células Vero, células endoteliales de vena
umbilical humana primaria (HUVEC), linea celular de epitelio humano H292, células Hela, y células renales
embrionarias porcinas RES. La célula puede ser una célula de cerdo o una linea celular de cerdo. La célula (por
ejemplo, una célula de cerdo o linea celular de cerdo) puede ser deficiente en interferdn.

Los virus de la gripe porcina de la invencion pueden estar contenidos en huevos embrionados de gallina 10 dias de
vida, 6 a 9 dias de vida, 6 a 8 dias de vida, o 6 a 7 dias de vida. Los virus pueden estar contenidos en la cavidad
alantoidea de dichos huevos. Los virus pueden estar contenidos en la cavidad amniética de dichos huevos.

La invencion abarca el uso de sustratos tales como células, lineas celulares y huevos embrionados, para propagar
los virus de la gripe porcina atenuados de la invencién. En una realizacion, la invencion proporciona métodos para la
produccién de vacunas. La produccion de formulaciones inmunogénicas y la produccion de agentes farmacéuticos
que comprenden propagar en un sustrato un virus de la gripe porcina atenuado de la presente invencion y recoger el
virus descendiente, donde el sustrato es una célula, linea celular o huevo embrionado. En ciertas realizaciones, el
sustrato es un sistema IFN-deficiente. Sistemas IFN-deficientes ejemplares incluyen, aunque sin limitacion, huevos
embrionados jévenes (por ejemplo, huevos embrionados de 6 a 10 dias de vida, 6 a 9 dias de vida, 6 a 8 dias de
vida o 6 a 7 dias de vida), y lineas celulares IFN-deficientes (tales como células VERO o lineas celulares
modificadas por ingenieria genética tales como knockouts STAT1). También pueden usarse huevos embrionados o
lineas celulares pretratadas con compuestos que inhiben el sistema IFN (incluyendo farmacos, anticuerpos,
antisentido, ribozimas, etc.) como sistema IFN-deficiente. Ademas, pueden usarse huevos deficientes en el sistema
IFN, por ejemplo, huevos producidos por aves STAT1 negativas, especialmente aves de corral, incluyendo aunque
sin limitacion, pollos, patos o pavos transgénicos, como sistema IFN-deficiente.
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3.1 Terminologia

Como se emplea en esta memoria, el término "alrededor de" o "aproximadamente" cuando se usa junto con un
numero se refiere a cualquier nimero dentro del 1, 5 0 10% del nimero referenciado.

Como se emplea en esta memoria, la expresion "amino-terminal" de NS1 se refiere a los aminoacidos desde el resto
de aminoacido amino-terminal (resto de aminoacido 1) hasta el resto de aminoacido 115, los restos de aminoacido 1
a 100, los restos de aminoacido 1 a 75, los restos de aminoacido 1 a 50, los restos de aminoacido 1 a 25, o los
restos de aminoacido 1 a 10 de la proteina NS1 del virus de la gripe porcina.

Como se emplea en esta memoria, la expresion "carboxi-terminal” de NS1 se refiere a los restos de aminoacido 116
al resto de aminoacido carboxi-terminal, los restos de aminoacido 101 al resto de aminoacido carboxi-terminal, los
restos de aminoacido 76 al resto re aminoacido carboxi-terminal, los restos de aminoacido 51 al resto de aminoacido
carboxi-terminal, o los restos de aminoacido 26 al resto de aminoacido carboxi-terminal de la proteina NS1 del virus
de la gripe porcina, cuando el extremo amino-terminal de NS1 es los restos de aminoacido 1 al resto de aminoacido
115, los restos de aminoacido 1 a 100, los restos de aminoacido 1 a 75, los restos de aminoacido 1 a 50, o los restos
de aminoacido 1 a 25, respectivamente, de la proteina NS1 del virus de la gripe porcina. Las deleciones del extremo
carboxi-terminal pueden incluir deleciones que consisten en 5, preferiblemente 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55,
60, 65, 70, 73, 75, 80, 85, 90, 95, 99, 100, 105, 110, 115, 120, 125, 126, 130, 135, 140, 145, 150, 155, 160, 165, 170
0 175 restos de aminoacido desde el extremo carboxi-terminal de NS1.

Como se emplea en esta memoria, la expresion "modulador del receptor de citoquinas" se refiere a un agente que
modula fosforilacion de un receptor de citoquinas, la activacion de una ruta de transduccion de sefiales asociada con
un receptor de citoquinas, y/o la expresion de una proteina particular tal como una citoquina. Dicho agente puede
modular directa o indirectamente la fosforilacion de un receptor de citoquinas, la activacion de una ruta de
transduccion de sefiales asociada con un receptor de citoquinas, y/o la expresion de una proteina particular tal como
una citoquina. Por tanto, los ejemplos de moduladores de receptores de citoquinas incluyen, aunque sin limitacion,
citoquinas, fragmentos de citoquinas, proteinas de fusion, y anticuerpos que se unen de forma inmunoespecifica a
un receptor de citoquinas o un fragmento del mismo. Ademas, ejemplos de moduladores de receptor de citoquinas
incluyen, aunque sin limitacion, péptidos, polipéptidos (por ejemplo, receptores de citoquina soluble), proteinas de
fusién y anticuerpos que se unen de forma inmunoespecifica a una citoquina o a un fragmento de la misma.

Como se emplea en esta memoria, la expresion "cantidad eficaz" se refiere a la cantidad de una terapia (por ejemplo
un agente profilactico o terapéutico) que es suficiente para reducir y/o mejorar la gravedad y/o duracion de una
afeccion (por ejemplo, una infeccidn por virus de la gripe porcina o una afecciéon o sintoma asociado con la misma,
otra afeccion (por ejemplo, otra infeccion virica), una enfermedad tratable por IFN o una afeccién en la que pueden
usarse virus atenuados de la gripe porcina como vector para inducir una respuesta inmunitaria contra un antigeno
particular asociado con la afeccion), prevenir el avance de una afeccion (por ejemplo, una infeccion por virus de la
gripe porcina o una afeccion o sintoma asociado con la misma, otra infeccion (por ejemplo, otra infeccion virica), una
enfermedad tratable por IFN o una afeccion en que pueden usarse virus atenuados de la gripe porcina como vector
para inducir una respuesta inmunitaria contra un antigeno particular asociado con la afeccion), causar regresion de
una afeccién (por ejemplo, una infeccion por virus de la gripe porcina o una afeccidon o sintoma asociado con la
misma, otra afeccion (por ejemplo, otra infeccion virica), o una enfermedad tratable por IFN), prevenir la reaparicion,
desarrollo, o aparicion de uno o mas sintomas asociados con una afeccion (por ejemplo, una infeccién por virus de
la gripe porcina o una afeccién o sintoma asociada con la misma, otra afeccion (por ejemplo, otra infeccion virica), o
una enfermedad tratable por IFN), reducir el titulo de virus de la gripe porcina o potenciar o mejorar el efecto o
efectos profilacticos o terapéuticos de otra terapia (por ejemplo, agente profilactico o terapéutico).

Como se emplea en esta memoria, el término "epitopos"” se refiere a sitios o fragmentos de un polipéptido o proteina
que tienen actividad antigénica o inmunogénica en un animal, preferiblemente en un mamifero, y lo mas
preferiblemente en un cerdo. Un epitopo que tiene actividad inmunogénica es un sitio o fragmento de un polipéptido
o proteina que provoca una respuesta de anticuerpos en un animal. Un epitopo que tiene actividad antigénica es un
sitio o fragmento de un polipéptido o proteina al cual se une un anticuerpo inmunoespecificamente como se
determina por cualquier método bien conocido para un experto en la materia, por ejemplo por inmunoensayos.

Como se emplea en esta memoria, el término "fragmento" en el contexto de un agente proteico se refiere a un
péptido o polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos de al menos 2 restos de aminoacido contiguos,
de al menos 5 restos de aminoacido contiguos, de al menos 10 restos de aminoacido contiguos, de al menos 15
restos de aminoacido contiguos, de al menos 20 restos de aminoacido contiguos, de al menos 25 restos de
aminoacido contiguos, de al menos 40 restos de aminoacido contiguos, de al menos 50 restos de aminoacido
contiguos, de al menos 60 restos de aminoacido contiguos, de al menos 70 restos de aminoacido contiguos, de al
menos 80 restos de aminoacido contiguos, de al menos 90 restos de aminoacido contiguos, de al menos 100 restos
de aminoacido contiguos, de al menos 125 restos de aminoacido contiguos, de al menos 150 restos de aminoacido
contiguos, de al menos 175 restos de aminoacido contiguos, de al menos 200 restos de aminoacido contiguos, o de
al menos 250 restos de aminoacido contiguos de la secuencia de aminoacidos de un péptido, polipéptido o proteina.
En una realizacion, un fragmento de una proteina de longitud completa retiene la actividad de la proteina de longitud
completa, por ejemplo, actividad antagonista de IFN. En otra realizacion, el fragmento de la proteina de longitud
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completa no retiene la actividad de la proteina de longitud completa, por ejemplo, actividad antagonista de IFN.

Como se emplea en esta memoria, el término "fragmento” en el contexto de un acido nucleico se refiere a un acido
nucleico que comprende una secuencia de acido nucleico de al menos 2 nucledtidos contiguos, de al menos 5
nucledtidos contiguos, de al menos 10 nucledtidos contiguos, de al menos 15 nucleétidos contiguos, de al menos 20
nucledtidos contiguos, de al menos 25 nucledtidos contiguos, de al menos 30 nucledtidos contiguos, de al menos 35
nucledtidos contiguos, de al menos 40 nucledtidos contiguos, de al menos 50 nucledtidos contiguos, de al menos 60
nucledtidos contiguos, de al menos 70 nucledtidos contiguos, de al menos 80 nucledtidos contiguos, de al menos 90
nucledtidos contiguos, de al menos 100 nucledtidos contiguos, de al menos 125 nucleétidos contiguos, de al menos
150 nucledtidos contiguos, de al menos 175 nucledtidos contiguos, de al menos 200 nucledtidos contiguos, de al
menos 250 nucledtidos contiguos, de al menos 300 nucleétidos contiguos, de al menos 350 nucledtidos contiguos, o
de al menos 380 nucledtidos contiguos de la secuencia de acido nucleico que codifica un péptido, polipéptido o
proteina. En una realizacion preferida, un fragmento de un acido nucleico codifica un péptido o polipéptido que
retiene actividad de la proteina de longitud completa, por ejemplo, actividad antagonista de IFN. En otra realizacion,
el fragmento de la proteina de longitud completa no retiene la actividad de la proteina de longitud completa, por
ejemplo, actividad antagonista de IFN.

Como se emplea en esta memoria, la expresion secuencia heteréloga" se refiere a cualquier secuencia de acido
nucleico o secuencia proteica, polipeptidica o peptidica que no se encuentra normalmente o esta asociada de forma
natural en la naturaleza con un acido nucleico o secuencia proteica, polipeptidica o peptidica de interés. Por
ejemplo, una "secuencia heterdéloga" puede referirse a una secuencia derivada de una especie diferente.

Como se emplea en esta memoria, la expresion "en combinacion" se refiere al uso de mas de una terapia (por
ejemplo, mas de un agente profilactico y/o agente terapéutico). El uso de la expresion "en combinaciéon” no restringe
el orden en que se administran las terapias (por ejemplo, agentes profilacticos y/o terapéuticos) a un sujeto con una
afeccion (por ejemplo, una infeccidn por virus de la gripe porcina o una afecciéon o sintoma asociado con la misma,
otra infeccion (por ejemplo, ofra infecciéon virica) o una enfermedad tratable por IFN). Una primera terapia (por
ejemplo, un primer agente profilactico o terapéutico) puede administrarse antes de (por ejemplo, 5 minutos, 15
minutos, 30 minutos, 45 minutos, 1 hora, 2 horas, 4 horas, 6 horas, 12 horas, 24 horas, 48 horas, 72 horas, 96
horas, 1 semana, 2 semanas, 3 semanas, 4 semanas, 5 semanas, 6 semanas, 8 semanas, o 12 semanas antes), de
forma concomitante con, o posterior a (por ejemplo, 5 minutos, 15 minutos, 30 minutos, 45 minutos, 1 hora, 2 horas,
4 horas, 6 horas, 12 horas, 24 horas, 48 horas, 72 horas, 96 horas, 1 semana, 2 semanas, 3 semanas, 4 semanas, 5
semanas, 6 semanas, 8 semanas, o 12 semanas después) la administracion de una segunda terapia (por ejemplo,
un segundo agente profilactico o terapéutico) a un sujeto con una afeccion (por ejemplo, una infeccion por virus de la
gripe porcina o una afeccion o sintoma asociado con la misma, otra infeccidon (por ejemplo, otra afeccion virica) o
una enfermedad tratable por IFN).

Como se emplea en esta memoria, la expresion "actividad antagonista de interferon" se refiere a una proteina o
polipéptido, o fragmento, derivado, o analogo del mismo que reduce o inhibe la respuesta inmunitaria de interferon
celular. En particular, una proteina o polipéptido, o fragmento, derivado o analogo del mismo (por ejemplo, NS1 del
virus de la gripe porcina) que tiene actividad antagonista de interferon reduce o inhibe la expresion y/o actividad de
interferon. En una realizacién especifica, la expresion "actividad antagonista de interferon" se refiere a una proteina
o polipéptido del virus de la gripe porcina, o fragmento, derivado, o analogo del mismo que reduce o inhibe la
respuesta inmunitaria de interferon celular. Una proteina o polipéptido del virus de la gripe porcina con actividad
antagonista de interferon puede afectar de forma preferente a la expresiéon y/o actividad de uno o dos tipos de
interferon (IFN). En una realizacion, esta afectada la expresion y/o actividad de IFN-a. En otra realizacion, esta
afectada la expresion y/o actividad de IFN-B. En una realizacion, esta afectada la expresion y/o actividad de IFN-y.
En ciertas realizaciones, la expresion y/o actividad de IFN-B y/o IFN-y se reduce en un 5-10%, 10-20%, 20-30%, 30-
40%, 40-50%, 50-60%, 60-70%, 70-80%, 80-90% o mas por la proteina, polipéptido, etc. con una actividad
antagonista de interferén en comparacion con un control (por ejemplo, PBS o una proteina sin actividad antagonista
de interferon) en sistemas IFN competentes, por ejemplo, una célula de tipo silvestre o animal en las mismas
condiciones. En ciertas realizaciones, la expresion y/o actividad de IFN-B y/o IFN-y se reduce en aproximadamente 1
a aproximadamente 100 veces, en aproximadamente 5 a aproximadamente 80 veces, en aproximadamente 20 a
aproximadamente 80 veces, en aproximadamente 1 a aproximadamente 10 veces, o en aproximadamente 1 a
aproximadamente 5 veces, o en aproximadamente 40 a aproximadamente 80 veces, 0 1, 2, 3,4, 5,7, 10, 15, 20, 25,
30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95 0 100 veces por la proteina, polipéptido, etc. con una actividad
antagonista de interferén en comparacion con un control (por ejemplo, PBS o una proteina sin actividad antagonista
de interferdén) en sistemas IFN competentes en las mismas condiciones.

Como se emplea en esta memoria, las expresiones "sistemas IFN deficientes" o "sustratos IFN deficientes" se
refieren a sistemas, por ejemplo, células, lineas células y animales, tales como cerdos, ratones, pollos, pavos,
conejos, ratas, etc., que no producen IFN o producen niveles bajos de IFN (es decir, una reduccion en la expresion
de IFN de un 5-10%, 10-20%, 20-30%, 30-40%, 40-50%, 50-60%, 60-70%, 70-80%), 80-90% o mas en comparacion
con sistemas IFN competentes en las mismas condiciones), no responden o responden de forma menos eficaz a
IFN, y/o son deficientes en la actividad de uno o mas genes antivirales inducidos por OFN.

Como se emplea en esta memoria, la expresion "fenotipo inductor de IFN" se refiere a un fenotipo por el cual un
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virus muestra una respuesta aumentada de interferon celular en comparacién con un virus de tipo silvestre, que
tipicamente inhibe o reduce las respuestas celulares mediadas por interferon.

Como se emplea en esta memoria, las expresiones "trastornos tratables por IFN", "enfermedades tratables por IFN"
y expresiones analogas se refieren a afecciones que se pueden prevenir, tratar, controlar o mejorar mediante la
administracion de IFN, ya sea IFN-a, B, vy o cualquier combinacién de los mismos. Los trastornos tratables por IFN no
tienen que estar limitados a cerdos, si el virus de la gripe porcina infecta a otras especies. Ejemplos de trastornos
tratables por IFN en cerdos incluyen, aunque sin limitacion, enfermedad de la fiebre aftosa, neumonia Haemophilus
porcina (PHP, y otros trastornos causados por infeccién con, por ejemplo, infeccién por A. pleuropneumoniae, P.
haemolytica, P. multocida, H. somnus'y A. suis).

Como se emplea en esta memoria, la expresion fenotipo "intermedio” con respecto a actividad antagonista de IFN se
refiere a un fenotipo que puede estimular una contundente respuesta inmunitaria, estando atenuada al mismo tiempo
porque los virus con un fenotipo intermedio no pueden superar la respuesta de IFN del hospedador. En particular, un
fenotipo intermedio puede estimular una respuesta inmunitaria e inhibir/reducir IFN solamente al grado en que
permite menos rondas de replicacion del virus o menos cantidades de particulas virales que se producen en
comparacion con el virus de tipo silvestre, como se determina por técnicas bien conocidas en la técnica (por
ejemplo, como se mide por titulos en placas inferiores o ensayos de hemaglutinacion).

Como se emplea en esta memoria, el término "asilado", en el contexto de virus, se refiere a un virus que se obtiene
de un Unico virus precursor. Un virus puede aislarse usando métodos rutinarios conocidos para los expertos en la
materia incluyendo, aunque sin limitacion, los basados en purificacion de placa y dilucion limitante.

Como se emplea en esta memoria, los términos "tratar", "tratamiento”, y "controlar" ser refieren a los efectos
beneficiosos que un sujeto obtiene de una terapia (por ejemplo, un agente profilactico o terapéutico), que no provoca
cura de la enfermedad. En ciertas realizaciones, a un sujeto se administra una o mas terapias (por ejemplo, uno o
mas agentes profilacticos o terapéuticos) para "tratar" una enfermedad para prevenir la progresion o empeoramiento
de la enfermedad.

Como se emplea en esta memoria, la expresion "multiplicidad de infecciéon" o "MOI" es la cantidad promedio de virus
por célula infectada. La MOI se determina dividiendo la cantidad de virus afiadida (ml afiadido por UFP) por el
numero de células afiadidas (ml afiadido x células/ml).

Como se emplea en esta memoria, la expresion "virus de la gripe no porcina" en el contexto de virus de la gripe no
porcina que contienen o que comprenden secuencias de virus de la gripe no porcina se refiere a cualquier cepa o
aislado de virus de la gripe que comprende una secuencia (por ejemplo, un acido nucleico o secuencia de
aminoacidos) heterdloga al virus de la gripe porcina, es decir, la secuencia no se encuentra de forma natural en
asociacion con el virus de la gripe porcina.

Como se emplea en esta memoria, la expresion "gen NS1" se refiere al gen que codifica la proteina no estructural
(NS1) en gripe. NS1 es una de las ocho moléculas codificadas por el genoma segmentado de gripe A y otros virus.
Un "gen de NS1 de virus de la gripe porcina" es un gen de NS1 aislado de un virus de la gripe porcina. Los genes
NS1 porcinos representativos pueden encontrarse en bases de datos publicas de secuencias tales como GenBank e
incluyen, aunque sin limitacion, el numero de acceso a GenBank AJ293939 (A/porcino/ltalia/13962/95(H3N2)) y
numero de acceso a Genbank AJ344041 (A/porcino/Cotes d'’Armor/1121/00(H1N1)). Un "producto génico NS1" se
refiere a un producto génico (por ejemplo, un ARN o proteina) codificado por un gen NS1. En el caso de una
proteina, el producto génico NS1 es de longitud completa y tiene actividad NS1 de tipo silvestre (por ejemplo, de
Gripe A/porcino/Texas/4199-2/98). Un "producto génico NS1 de virus de la gripe porcina" se refiere a un producto
génico (por ejemplo, un ARN o proteina) codificado por un gen de NS1 de virus de la gripe porcina. En el caso de
una proteina, el producto génico NS1 de virus de la gripe porcina es de longitud completa y tiene actividad NS1 de
virus de la gripe porcina de tipo silvestre, por ejemplo, Gripe A/porcino/Texas/4199-2/98.

Como se emplea en esta memoria, los términos "prevenir”, "que previene" y "prevencion” se refieren a la inhibicion
del desarrollo o aparicion de una afeccion (por ejemplo, una infeccion por virus de la gripe porcina o una afeccion
asociada con la misma, una infeccioén diferente a una infeccion por virus de la gripe porcina o una afeccién asociada
con la misma, una enfermedad tratable por IFN o una afeccién en que puede usarse los virus de la gripe porcina
atenuados como vector para inducir una respuesta inmunitaria contra un antigeno particular asociado con la
afeccion), o la prevencion de la reaparicion, aparicion, o desarrollo de uno o mas sintomas de una afeccion (por
ejemplo, una infeccion por virus de la gripe porcina o una afeccién asociada con la misma, una infeccion diferente a
una infeccién por virus de la gripe porcina o una afecciéon asociada con la misma, o una enfermedad tratable por
IFN), en un sujeto resultante de la administracién de una terapia (por ejemplo, un agente profilactico o terapéutico), o
la administracion de una combinacion de terapias (por ejemplo, una combinacién de agentes profilacticos o
terapéuticos).

Como se emplea en esta memoria, las expresiones "agente profilactico" y "agentes profilacticos" se refieren a
cualquier agente o agentes que pueden usarse en la prevencion de una afeccion o un sintoma de la misma (por
ejemplo, una infeccién por virus de la gripe porcina o una afeccién asociada con la misma, una infeccion diferente a
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una infeccidn por virus de la gripe porcina o una afeccién o sintoma asociada con la misma, una enfermedad tratable
por IFN o una afeccién en que pueden usarse los virus de la gripe porcina atenuados como un vector para inducir
una respuesta inmunitaria contra un antigeno particular asociado con la afeccion). Preferiblemente, un agente
profilactico es un agente que se sabe que es Util para o se ha usado o se esta usando actualmente para prevenir o
impedir la aparicion, desarrollo, progresion y/o gravedad de una infeccién por virus de la gripe porcina o una afeccion
o sintoma asociado con la misma, una infeccion diferente a una infeccion por virus de la gripe porcina o una afeccion
o sintoma asociado con la misma, una enfermedad tratable por IFN o una afeccién en que pueden usarse los virus
de la gripe porcina atenuados como un vector para inducir una respuesta inmunitaria contra un antigeno particular
asociado con la afeccion.

Como se emplea en esta memoria, la expresion "cantidad profilacticamente eficaz" se refiere a la cantidad de una
terapia (por ejemplo, agente profilactico) que es suficiente para provocar la prevencion del desarrollo, reaparicion, o
aparicion de una afeccion o un sintoma de la misma (por ejemplo, una infeccion por virus de la gripe porcina o una
afeccion asociada con la misma, una infeccion diferente a una infeccion por virus de la gripe porcina o una afeccion
o sintoma asociada con la misma, una enfermedad tratable por IFN o una afeccién en que pueden usarse los virus
de la gripe porcina atenuados como un vector para inducir una respuesta inmunitaria contra un antigeno particular
asociado con la afeccidn) o para potenciar o mejorar el efecto o efectos profilacticos de otra terapia (por ejemplo, un
agente profilactico).

Como se emplea en esta memoria, el término "purificado" en el contexto de virus se refiere a un virus que esta
sustancialmente libre de material celular y medio de cultivo de la fuente celular o tisular de la cual se deriva el virus.
La expresion "sustancialmente libre de material celular" incluye preparaciones de virus en que el virus esta separado
de componentes celulares de las células de las cuales se aisla o produce de forma recombinante. Por tanto, un virus
que esta sustancialmente libre de material celular incluye preparaciones de proteina que tienen menos de
aproximadamente el 30%, 20%, 10%, o 5% (en peso seco) de proteinas celulares (también mencionadas en esta
memoria como "proteinas contaminantes"). El virus también esta sustancialmente libre de medio de cultivo, es decir,
el medio de cultivo representa menos de aproximadamente el 20%, 10%, o 5% del volumen de la preparacion de
virus. Un virus puede purificarse usando métodos rutinarios conocidos para los expertos en la materia incluyendo,
aunque sin limitacion, cromatografia y centrifugacion.

Como se emplea en esta memoria, los términos "sujeto" o "paciente" se usan de forma intercambiable. Como se
emplea en esta memoria, los términos "sujeto” y "sujetos" se refieren a un animal (por ejemplo, aves, reptiles, y
mamiferos), preferiblemente un mamifero incluyendo un no primate (por ejemplo, un camello, burro, cebra, vaca,
cerdo, caballo, gato, perro, rata, y ratén) y un primate (por ejemplo, un mono, chimpancé, y un ser humano). El
sujeto o paciente puede tener una infeccion por virus de la gripe porcina. El mamifero puede tener de 0 a 6 meses
de edad, de 6 a 12 meses de edad, de 1 a 5 afios de edad, de 5 a 10 afios de edad, de 10 a 15 afos de edad, de 15
a 20 anos de edad, de 20 a 25 anos de edad, de 25 a 30 anos de edad, de 30 a 35 afios de edad, de 35 a 40 anos
de edad, de 40 a 45 anos de edad, de 45 a 50 anos de edad, de 50 a 55 afios de edad, de 55 a 60 anos de edad, de
60 a 65 afos de edad, de 65 a 70 anos de edad, de 70 a 75 afos de edad, de 75 a 80 afos de edad, de 80 a 85
afios de edad, de 85 a 90 afios de edad, de 90 a 95 afios de edad o de 95 a 100. El sujeto o paciente puede ser un
cerdo. El cerdo puede ser de 0 a 6 meses de edad, de 6 a 12 meses de edad, de 1 a 5 afios de edad, de 5 a 10
afos de edad o de 10 a 15 afios de edad. La longevidad natural de un cerdo es de 10-15 afios.

Como se emplea en esta memoria, "virus de la gripe porcina" se refiere a un virus de la gripe tipo A o tipo C de la
familia Orthomyxovirus que causa gripe porcina. Aunque los Orthomyxovirus tienen tres grupos: tipo A, tipo By tipo
C, solamente los virus de la gripe tipo A y tipo C infectan a los cerdos. Los subtipos de virus de la gripe porcina
incluyen H1IN1, H1N2, H3N2, y H3N1. HON2 y H5N1 también pueden encontrarse en cerdos. Un virus de la gripe
porcina puede ser un virus de la gripe que se ha aislado de cerdos. Un virus de la gripe porcina puede contener un
gen de NS1 porcino. Los genes NS1 porcinos representativos pueden encontrarse en bases de datos publicas de
secuencias tales como GenBank, e incluyen, aunque sin limitacién, el nimero de acceso a GenBank No. AJ293939
(A/porcino/Italia/13962/95(H3N2)) y numero de acceso a GenBank AJ344041 (A/porcino/Cotes
d'Armor/1121/00(H1N1)). Ejemplos de variantes de virus de la gripe porcina incluyen, aunque sin limitacion,
A/Porcino/Colorado/1/77, A/Porcino/Colorado/23619/99, A/Porcino/Cote d'Armor/3633/84,
A/Porcino/Inglaterra/195852/92,  A/Porcino/Finisterre/2899/82,  A/Porcino/Hong  Kong/10/98, A/Porcino/Hong
Kong/9/98, A/Porcino/Hong Kong/81/78, A/Porcino/lllinois/100084/01, A/Porcino/lllinois/100085A/01,
A/Porcino/lllinois/21587/99, A/Porcino/Indiana/1.726/88, A/Porcino/Indiana/9K035/99, A/Porcino/Indiana/P12439/00,
A/Porcino/lowa/30, A/Porcino/lowa/15/30, A/Porcino/lowa/533/99, A/Porcino/lowa/569/99, A/Porcino/lowa/3421/90,
A/Porcino/lowa/8548-1/98, A/Porcino/lowa/930/01, A/Porcino/lowa/17672/88, A/Porcino/ltalia/1513-1/98,
A/Porcino/ltalia/1523/98, A/Porcino/Corea/CY02/02, A/Porcino/Minnesota/55551/00, A/Porcino/Minnesota/593/99,
A/Porcino/Minnesota/9088-2/98, A/Porcino/Nebraska/1/92, A/Porcino/Nebraska/209/98, A/Porcino/Paises
Bajos/12/85, A/Porcino/Carolina del Norte/16497/99, A/Porcino/Carolina del Norte/35922/98, A/Porcino/Carolina del
Norte/93523/01, A/Porcino/Carolina del Norte/98225/01, A/Porcino/Oedenrode/7C/96, A/Porcino/Ohio/891/01,
A/Porcino/Oklahoma/18717/99, A/Porcino/Oklahoma/18089/99, A/Porcino/Ontario/01911-1/99, A/Porcino/Ontario/
01911-2/99, Al/porcino/Ontario/41848/97, A/Porcino/Ontario/97, A/Porcino/Quebec/192/81, A/Porcino/Quebec/
192/91, A/Porcino/Quebec/5393/91, A/Porcino/Taiwan/7310/70, A/Porcino/Tennessee/24/77, A/Porcino/Texas/ 4199-
2/98, A/Porcino/Wisconsin/125/97, A/Porcino/Wisconsin/136/97, A/Porcino/Wisconsin/163/97,
A/Porcino/Wisconsin/164/97, A/Porcino/Wisconsin/166/97, A/Porcino/Wisconsin/168/97,
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A/Porcino/Wisconsin/235/97, A/Porcino/Wisconsin/238/97, A/Porcino/Wisconsin/457/98, A/Porcino/Wisconsin/
458/98, A/Porcino/Wisconsin/464/98 y A/Porcino/Wisconsin/14094/99.

Como se emplea en esta memoria, el término "sinérgico" se refiere a una combinacion de terapias (por ejemplo,
agentes profilacticos o terapéuticos) que es mas eficaz que los efectos aditivos de dos terapias individuales
cualesquiera o mas (por ejemplo, uno o mas agentes profilacticos o terapéuticos). Un efecto sinérgico de una
combinacién de terapias (por ejemplo, una combinacion de agentes profilacticos o terapéuticos) permite el uso de
dosificaciones inferiores de una o mas terapias (por ejemplo, uno o mas agentes profilacticos o terapéuticos) y/o
administracion menos frecuentes de dichas terapias a un sujeto con una afeccion (por ejemplo, una infeccion por
virus de la gripe porcina o una afeccion o sintomas asociada con la misma, una infeccion diferente a una infeccion
por virus de la gripe porcina o una afeccion o sintoma asociada con la misma, una enfermedad tratable por IFN o
una afeccidon en que pueden usarse los virus de la gripe porcina atenuados como un vector para inducir una
respuesta inmunitaria contra un antigeno particular asociado con la afeccion). La capacidad de utilizar dosificaciones
inferiores de terapias (por ejemplo, agentes profilacticos o terapéuticos) y/o de administrar dichas terapias de forma
menos frecuente reduce la toxicidad asociada con la administracion de dichas terapias a un sujeto sin reducir la
eficacia de dichas terapias en la prevencion o tratamiento de una afeccion (por ejemplo, una infeccion por virus de la
gripe porcina o una afeccion o sintoma asociada con la misma, una infeccion diferente a una infeccion por virus de la
gripe porcina o una afeccion o sintoma asociada con la misma, una enfermedad tratable por IFN o una afeccion en
que pueden usarse los virus de la gripe porcina atenuados como un vector para inducir una respuesta inmunitaria
contra un antigeno particular asociado con la afecciéon). Ademas, un efecto sinérgico puede producir eficacia
mejorada de terapias (por ejemplo, agentes profilacticos o terapéuticos) en la prevencion o tratamiento de una
afeccion (por ejemplo, una infeccidn por virus de la gripe porcina o una afecciéon o sintoma asociada con la misma,
una infeccion diferente a una infeccién por virus de la gripe porcina o una afeccién o sintoma asociada con la misma,
una enfermedad tratable por IFN o una afeccion en que pueden usarse los virus de la gripe porcina atenuados como
un vector para inducir una respuesta inmunitaria contra un antigeno particular asociado con la afeccién). Finalmente,
un efecto sinérgico de una combinacioén de terapias (por ejemplo, agentes profilacticos o terapéuticos) puede evitar o
reducir efectos secundarios adversos o indeseados asociados con el uso de cualquier terapia individual.

Como se emplea en esta memoria, la expresion "modulador de receptor de células T" se refiere a un agente que
modula la fosforilacién de un receptor de células T, la activacién de una ruta de transduccién de sefiales asociada
con un receptor de células T y/o la expresion de una proteina particular tal como una citoquina. Dicho agente puede
modular de forma directa o indirecta la fosforilacion de un receptor de células T, la activacion de una ruta de
transduccion de sefiales asociada con un receptor de células T, y/o la expresion de una proteina particular tal como
una citoquina. Ejemplos de moduladores de receptores de células T incluyen, aunque sin limitacion, péptidos,
polipéptidos, proteinas, proteinas de fusion y anticuerpos que se unen de forma inmunoespecifica a un receptor de
células T o un fragmento del mismo. Ademas, ejemplos de moduladores de receptores de células T incluyen,
aunque sin limitacion, proteinas, péptidos, polipéptidos (por ejemplo, receptores de células T solubles), proteinas de
fusion y anticuerpos que se unen de forma inmunoespecifica a un ligando para un receptor de células T o un
fragmento del mismo.

Como se emplea en esta memoria, la expresion "cantidad terapéuticamente eficaz" se refiere a la cantidad de una
terapia, que es suficiente para reducir la gravedad de una afeccién (por ejemplo, una infeccion por virus de la gripe
porcina o una afecciéon o asociada con la misma (por ejemplo, abortos, depresion, inapetencia, anorexia, disnea,
mialgia, o ganglios linfaticos submandibulares agrandados inducidos por gripe), una infeccion diferente a una
infeccion por virus de la gripe porcina o una afeccién o sintoma asociado con la misma, una enfermedad tratable por
IFN o una afeccion en que pueden usarse los virus de la gripe porcina atenuados como un vector para inducir una
respuesta inmunitaria contra un antigeno particular asociado con la afeccion), reducir la duracion de una afeccion
(por ejemplo, infeccién por virus de la gripe porcina o una afeccion asociada con la misma, una infeccién diferente a
una infeccidn por virus de la gripe porcina o una afeccién o sintoma asociado con la misma, una enfermedad tratable
por IFN o una afeccién en que pueden usarse los virus de la gripe porcina atenuados como un vector para inducir
una respuesta inmunitaria contra un antigeno particular asociado con la afeccion), reducir el titulo de virus de la gripe
porcina u otro virus, reducir la cantidad de otros patégenos, mejorar uno o mas sintomas de una afeccion (por
ejemplo, una infeccion por virus de la gripe porcina o una afeccion asociada con la misma, una infeccion diferente a
una infeccidn por virus de la gripe porcina o una afeccién o sintoma asociado con la misma, una enfermedad tratable
por IFN o una afeccién en que pueden usarse los virus de la gripe porcina atenuados como un vector para inducir
una respuesta inmunitaria contra un antigeno particular asociado con la afeccién), prevenir el avance de una
infeccion (por ejemplo, infeccion por virus de la gripe porcina o una afeccion asociada con la misma, una infeccion
diferente a una infeccién por virus de la gripe porcina o una afeccién o sintoma asociado con la misma, una
enfermedad tratable por IFN o una afeccion en que pueden usarse los virus de la gripe porcina atenuados como un
vector para inducir una respuesta inmunitaria contra un antigeno particular asociado con la afeccion), causar
regresion de una afeccion (por ejemplo, infeccion por virus de la gripe porcina o una afeccién asociada con la
misma, una infeccion diferente a una infeccién por virus de la gripe porcina o una afeccién o sintoma asociado con la
misma, una enfermedad tratable por IFN o una afeccién en que pueden usarse los virus de la gripe porcina
atenuados como un vector para inducir una respuesta inmunitaria contra un antigeno particular asociado con la
afeccion), o potenciar o mejorar el efecto o efectos terapéuticos de otra terapia.

Como se emplea en esta memoria, los términos "terapias" y "terapia" pueden referirse a cualquier protocolo o
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protocolos, método o métodos, composiciones, formulaciones, y/o agente o agentes que pueden usarse en la
prevencion, tratamiento, control, o mejora de una afeccion (por ejemplo, infeccion por virus de la gripe porcina o una
afeccion o sintoma asociado con la misma, una infeccion diferente a una infeccion por virus de la gripe porcina o una
afeccion o sintoma asociado con la misma, una enfermedad tratable por IFN o una afeccién en que pueden usarse
los virus de la gripe porcina atenuados como un vector para inducir una respuesta inmunitaria contra un antigeno
particular asociado con la afeccién). En ciertas realizaciones, los términos "terapias" y "terapia" se refieren a terapia
bioldgica, terapia de apoyo, y/u otras terapias Utiles en tratamiento, control, prevencion, o mejora de una infeccion
por virus de la gripe porcina o una afeccion o sintoma asociado con la misma, una afeccién diferente a una infeccion
por virus de la gripe porcina o una afeccion o sintoma asociado con la misma, una enfermedad tratable por IFN o
una afeccidon en que pueden usarse los virus de la gripe porcina atenuados como un vector para inducir una
respuesta inmunitaria contra un antigeno particular asociado con la afeccién, conocidas para los expertos en la
materia.

Como se emplea en esta memoria, las expresiones "agente terapéutico” y "agentes terapéuticos" se refieren a
cualquier agente o agentes que pueden usarse en la prevencion, tratamiento, control, o mejora de una afeccion o un
sintoma de la misma (por ejemplo, infeccion por gripe porcina o una afeccién o sintoma asociado con la misma, una
infeccion diferente a una infeccion por virus de la gripe porcina o una afeccién o sintoma asociado con la misma, una
enfermedad tratable por IFN o una afeccion en que pueden usarse los virus de la gripe porcina atenuados como un
vector para inducir una respuesta inmunitaria contra un antigeno particular asociado con la afeccion).
Preferiblemente, un agente terapéutico es un agente que se sabe que es Util para, o se ha usado o se esta usando
actualmente para la prevencion, tratamiento, control, o0 mejora de una infeccién por virus de la gripe porcina o una
afeccion o sintomas asociados con la misma, una infeccion diferente a una infeccion por virus de la gripe porcina o
una afeccién o sintoma asociado con la misma, una enfermedad tratable por IFN o una afeccién en que pueden
usarse los virus de la gripe porcina atenuados como un vector para inducir una respuesta inmunitaria contra un
antigeno particular asociado con la afeccion.

Como se emplea en esta memoria, los términos "tratar", "tratamiento”, y "que trata" se refieren a la erradicacion o
control de la replicacion del virus de la gripe porcina o la replicacion de un patégeno (por ejemplo, un virus) diferente
al virus de la gripe porcina, la reduccion en el titulo del virus de la gripe porcina o virus diferente al virus de la gripe
porcina, la reduccion en las cantidades de un patégeno, la reduccién o mejora de la progresion, gravedad, y/o
duracion de una afeccion (por ejemplo, una infecciéon por virus de la gripe porcina o una afeccién asociada con la
misma, una infeccion diferente a una infeccién por virus de la gripe porcina o una afeccién o sintoma asociado con la
misma, una enfermedad tratable por IFN o una afeccién en que pueden usarse los virus de la gripe porcina
atenuados como un vector para inducir una respuesta inmunitaria contra un antigeno particular asociado con la
afeccion), o la mejora de uno o mas sintomas como resultado de la administracién de una o mas terapias
(incluyendo, aunque sin limitacion, la administracién de uno o mas agentes profilacticos o terapéuticos).

La expresion "antigeno tumoral" como se emplea en esta memoria se refiere a una molécula en una célula tumoral
que puede reconocerse especificamente por células T inmunitarias o anticuerpos. Un antigeno tumoral incluye
antigenos presentes solamente en células tumorales (antigenos especificos de tumor) asi como aquellos presentes
en células normales pero expresados, de forma preferente o aberrante, en células tumorales (antigenos asociados a
tumor). Los ejemplos de antigenos tumorales incluyen, aunque sin limitacion, antigenos de sarcoidosis, cancer de
prostata, fibrosarcoma, antigenos de auto-diferenciacion tales como oncofetal, o diferenciacion, antigenos que se
expresan por células malignas, incluyendo aunque sin limitacién, antigenos oncofetales tales como antigenos
carcinoembrionarios (CEA) del colon, alfa-fetoproteina, la contraparte antigénica o equivalente funcional humano del
antigeno murino de 175 kDa de carcinomas de vejiga de células transicionales, el antigeno p97 o GD3 asociado a
melanoma, y antigenos de diferenciacién de carcinomas pulmonares humanos tales como L6 y L20.

Como se emplea en esta memoria, la expresion "virus de la gripe porcina de tipo silvestre" se refiere a los tipos de
un virus porcino que son prevalentes, de circulacion natural y producen brotes tipicos de enfermedad. Ejemplos de
virus de la gripe porcina de tipo silvestre incluyen, aunque sin limitacion, A/Porcino/Colorado/1/77,
A/Porcino/Colorado/23619/99, A/Porcino/Cote d'Armor/3633/84, A/Porcino/Inglaterra/195852/92,
A/Porcino/Finisterre/2899/82, A/Porcino/Hong Kong/10/98, A/Porcino/Hong Kong/9/98, A/Porcino/Hong Kong/81/78,
A/Porcino/lllinois/100084/01, A/Porcino/lllinois/100085A/01, A/Porcino/lllinois/21587/99, A/Porcino/Indiana/1726/88,

A/Porcino/Indiana/9K035/99, A/Porcino/Indiana/P12439/00, A/Porcino/lowa/30, A/Porcino/lowa/15/30,
A/Porcino/lowa/533/99, A/Porcino/lowa/569/99, A/Porcino/lowa/3421/90, A/Porcino/lowa/8548-1/98,
A/Porcino/lowa/930/01, A/Porcino/lowa/17672/88, A/Porcino/Italia/1513-1/98, A/Porcino/ltalia/1523/98,

A/Porcino/Corea/CY02/02, A/Porcino/Minnesota/55551/00, A/Porcino/Minnesota/593/99, A/Porcino/Minnesota/9088-
2/98, A/Porcino/Nebraska/1/92, A/Porcino/Nebraska/209/98, A/Porcino/Paises Bajos/12/85, A/Porcino/Carolina del
Norte/16497/99, A/Porcino/Carolina del Norte/35922/98, A/Porcino/Carolina del Norte/93523/01, A/Porcino/Carolina
del Norte/98225/01, A/Porcino/Oedenrode/7C/96,  A/Porcino/Ohio/891/01,  A/Porcino/Oklahoma/18717/99,
A/Porcino/Oklahoma/18089/99, A/Porcino/Ontario/01911-1/99, A/Porcino/Ontario/ 01911-2/99,
Al/porcino/Ontario/41848/97,  A/Porcino/Ontario/97,  A/Porcino/Quebec/192/81,  A/Porcino/Quebec/  192/91,
A/Porcino/Quebec/5393/91, A/Porcino/Taiwan/7310/70, A/Porcino/Tennessee/24/77, A/Porcino/Texas/ 4199-2/98,
A/Porcino/Wisconsin/125/97, A/Porcino/Wisconsin/136/97, A/Porcino/Wisconsin/163/97,
A/Porcino/Wisconsin/164/97, A/Porcino/Wisconsin/166/97, A/Porcino/Wisconsin/168/97,
A/Porcino/Wisconsin/235/97, A/Porcino/Wisconsin/238/97, A/Porcino/Wisconsin/457/98,  A/Porcino/Wisconsin/
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458/98, A/Porcino/Wisconsin/464/98 y A/Porcino/Wisconsin/14094/99.
4. Descripcion de las figuras

Figuras 1A-1B. Generacion de virus de la gripe Sw/Tx/98 derivados de plasmido con proteinas mutadas NS1.
La Figura 1A representa un diagrama esquematico de los segmentos génicos de NS de gripe de tipo silvestre y
mutada. El segmento génico NS se modificé para crear genes NS1 mutados que codifican 73, 99 y 126 aa,
respectivamente. Las mutaciones de NS1 no afectaron a la secuencia de la proteina NEP. Las secuencias
subrayadas se introdujeron para generar codones de parada (en negrita). La Figura 1B representa el analisis de RT-
PCR de los virus mutantes de delecion rWT y NS1. Los segmentos de ARN viral de gripe se amplificaron usando
cebadores especificos para las regiones no codificantes de los 8 segmentos virales de gripe. Las flechas indican el
tamafio decreciente del segmento NS. Los puntos indican un producto correspondiente al extremo 3' del segmento
génico HA debido a la union interna del cebador directo.

Figuras 2A-2D. Caracterizacion de virus Sw/TX/98 de tipo silvestre y NS1 mutantes derivados de plasmido en
cultivo tisular. La Figura 2A muestra curvas de crecimiento multi-ciclo de mutantes de tipo silvestre y de delecion
NS1 en células PK-15. La Figura 2B muestra curvas de crecimiento de un unico ciclo de mutantes de tipo silvestre y
de delecion NS1 en células PK-15. La Figura 2C muestra el tamafo de placas en células MDCK a los 3 dias post
infeccion. La Figura 2D muestra un curso de tiempo de la expresion de proteinas virales. Las células PK-15 se
infectaron con virus mutantes rWT y NS1 (MOI=2) y marcados con [**S]Met-Cys a los tiempos indicados p.i. Los
extractos celulares se sometieron a SDS-PAGE y se analizaron por autorradiografia.

Figuras 3A-3C. Induccion de IFN tipo | en células PK-15 infectadas con virus Sw/TX/98 de tipo silvestre y
mutantes NS1 derivados de plasmido. La Figura 3A muestra una representacién esquematica de los niveles de
IFN en bioensayo de IFN secretados por células infectadas por virus en un ensayo fluorescente. La Figura 3B
muestra un curso de tiempo de la sintesis de IFN tipo I. Se trataron células PK-15 recientes durante 24 horas con
sobrenadantes inactivados por UV (recogidos a diferentes tiempos p.i.) de células PK-15 que se infectaron con los
virus indicados, seguido por infeccion por VSV-GFP. Dieciséis horas post infeccion, las células que expresan GFP
se visualizaron por microscopia de fluorescencia. La Figura 3C muestra un analisis RT-PCR de ARNm de TNF-q,
IFN-B y especificos de actina-f en células PK-15 infectadas con virus.

Figuras 4A-4C. Infeccion de cerdos de 4 semanas de edad con virus Sw/TX/98 de tipo silvestre y mutantes
NS1 derivados de plasmido. La Figura 4A muestra un diagrama de barras que representa los valores
histopatologicos de pulmones de cerdos infectados con virus de delecion TX/98 derivados de plasmido. Porcentaje
medio (xETM) de la superficie pulmonar con lesiones macroscoépicas en el dia 5 p.i. La Figura 4B muestra lesiones
microscopicas en los bronquiolos medios en el dia 5 p.i. La Figura 4C muestra los titulos de virus en el fluido de
lavado broncoalveolar en el dia 5 p.i.

Figuras 5A-5D. Examen histopatolégico de pulmones de cerdos infectados con virus Sw/TX/98 de tipo
silvestre y mutantes NS1 derivados de plasmido, aumento 200x. La Figura 5A muestra los bronquiolos de
tamafio medio del pulmén de un cerdo de control no infectado. El revestimiento epitelial esta intacto, y los alveolos
adyacentes son normales. La Figura 5B muestra bronquiolitis necrotizante aguda severa y neumonia intersticial
caracteristica de la lesion extendida inducida por infeccién con virus rWT TX/98. La Figura 5C muestra un bronquiolo
normal y un bronquiolo afectado en recuperacion temprana de infeccion con virus mutante de delecion 1-99,
representativo de la lesion menos extensiva inducida por infeccion con este virus. La Figura 5D muestra bronquiolos
normales y alveolos adyacentes del pulmén de un cerdo inoculado con virus 1-126. No se indujeron lesiones por
este virus.

Figuras 6A-D. Examen histopatolégico de pulmones de cerdos infectados con virus Sw/TX/98 de tipo
silvestre y mutantes NS1 derivados de plasmido, aumento 200x. La Figura 6A muestra el revestimiento epitelial
de un bronquiolo mas grande del pulmén de un cerdo de control no infectado. Las células epiteliales son altas
columnares con nucleos basales pseudo-estratificados y cilios superficiales prominentes. La Figura 6B muestra el
revestimiento epitelial de un bronquiolo mas grande del pulmén de un cerdo infectado con virus TX/98 rWT. El
revestimiento epitelial esta en total desorganizacién debido a necrosis y proliferacion regenerativa de las células
epiteliales. La Figura 6C muestra un bronquiolo mas grande y ramificacion mas pequefa de las vias aéreas del
pulmén de un cerdo infectado con virus mutante de delecién 1-99, representativo de la lesion menos extensiva
inducida por este virus. La Figura 6D muestra un revestimiento epitelial normal del pulmén de un cerdo inoculado
con virus 1-126. No se produjo lesion bronquiolar.

Figura 7. Histopatologia de cerdos vacunados con TX/98/del 126. La Figura 7 muestra un diagrama de barras
que representa los valores histopatoldgicos de pulmones de cerdos vacunados con TX/98/del 126. Simulado =
cerdos inoculados de forma simulada, no vacunados; H3N2 = cerdos no vacunados inoculados con 2x10% UFP por
cerdo con A/Porcino/Texas/4199-2/98; H1N1= cerdos no vacunados inoculados con 2x105 UFP por cerdo con
A/Porcino/MN/37866/99; MLV + Simulado = cerdos inoculados de forma simulada, vacunados con TX/98/del 126;
MLV + H3N2 = cerdos vacunados con TX/98/del 126 inoculados con 2x10° UFP por cerdo con
A/Porcino/Texas/4199-2/98; MLV+ H1N1= cerdos vacunados con TX/98/del 126 inoculados con 2x10%° UFP por
cerdo con A/Porcino/MN/37866/99.
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Figura 8: Inmunohistoquimica para antigeno SIV en cerdos vacunados con TX/98/del 126. La Figura 8 muestra
un diagrama de barras que representa los valores inmunohistolégicos para cerdos vacunados con TX/98/del126.
Simulado = cerdos inoculados de forma simulada, no vacunados; H3N2 = cerdos no vacunados inoculados con 2x
105 UFP por cerdo con A/Porcino/Texas/4199-2/98; H1N1 = cerdos no vacunados inoculados con 2x10% UFP por
cerdo con A/Porcino/MN/37866/99; MLV + Simulado = cerdos inoculados de forma simulada, vacunados con
TX/98/del 126; MLV + H3N2 = cerdos vacunados con TX/98/del 126 inoculados con 2x10° UFP por cerdo con
A/Porcino/Texas/4199-2/98; MLV + H1N1= cerdos vacunados con TX/98/del 126 inoculados con 2x10° UFP por
cerdo con A/Porcino/MN/37866/99.

Figura 9: Titulos de virus en lavado pulmonar de cerdos inmunizados con TX/98/del 126 expuestos con SIV
H3N2 y H1N1. La Figura 9 muestra un diagrama de barras que representa los titulos virales en lavado pulmonar de
cerdos vacunados con TX/98/del126. Simulado = cerdos inoculados de forma simulada, no vacunados; H3N2 =
cerdos no vacunados inoculados con 2x10° UFP por cerdo A/Porcino/Texas/4199-2/98; H1N1 = cerdos no
vacunados inoculados con 2x10% UFP por cerdo con A/Porcino/MN/37866/99; MLV + Simulado = cerdos inoculados
de forma simulada, vacunados con TX/98/del 126; MLV + H3N2 = cerdos vacunados con TX/98/del 126 inoculados
con 2x10% UFP por cerdo con A/Porcino/Texas/4199-2/98; MLV + H1N1= cerdos vacunados con TX/98/del 126
inoculados con 2x105 UFP por cerdo con A/Porcino/MN/37866/99. El limite de deteccion de virus fue 10"% DICTso/ml.

5. Descripcion detallada de la invencién

La presente invencion proporciona un virus de la gripe porcina atenuado modificado por ingenieria genética que
tiene un fenotipo antagonista de interferon alterado, donde dicho virus comprende un gen de NS1 del virus de la
gripe porcina A/Porcino/Texas/4199-2/98 con una mutacion que produce una proteina NS1 como se indica en la
reivindicacion 1.

La presente invencion proporciona adicionalmente una formulacion inmunogénica que comprende el virus de la gripe
porcina atenuado, modificado por ingenieria genética, y un excipiente fisioldgicamente aceptable. Ademas, la
presente invencion proporciona una formulacion farmacéutica que comprende el virus de la gripe porcina atenuado,
modificado por ingenieria genética, de la presente invencion y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Ademas, la presente invencion proporciona el uso de una cantidad eficaz de la formulacién inmunogénica de la
presente invencion para su uso en la inmunizacién o induccién de una respuesta inmunitaria en un cerdo. Ademas,
la presente invencidon proporciona una cantidad eficaz del virus de la gripe porcina atenuado modificado por
ingenieria genética de la presente invencion (a) para su uso en la prevencion de una afeccién o un sintoma asociado
con virus de la gripe porcina en un cerdo; o (b) para su uso en el tratamiento de una infeccién por virus de la gripe
porcina en un cerdo.

La presente invencion también proporciona un método para la produccién de una formulacién inmunogénica que
comprende (a) propagar en un sustrato el virus de la gripe porcina atenuado modificado por ingenieria genética de la
presente invencion y (b) recoger el virus de la descendencia, donde el sustrato es una célula, linea celular o huevo
embrionado.

Ademas, la presente invencion proporciona una célula cultivada que contiene el virus de la gripe porcina atenuado,
modificado por ingenieria genética, de la presente invencion. La presente invencion también proporciona un huevo
embrionado que contiene el virus de la gripe porcina atenuado modificado por ingenieria genética de la presente
invencion. En la presente memoria se describen virus de la gripe porcina atenuados que tienen una capacidad
alterada de antagonizar la respuesta de interferon (IFN) celular, métodos para producir dichos virus de la gripe
porcina atenuados, y el uso de dichos virus en formulaciones de vacuna y farmacéuticas. Dichos virus son capaces
de generar una respuesta inmunitaria y crear inmunidad pero sin causar enfermedad, o de causar menos sintomas
y/o sintomas menos severos, es decir, los virus tienen virulencia disminuida. Por lo tanto, son candidatos ideales
para vacunas de virus vivo. Ademas, los virus de la gripe porcina atenuados pueden inducir una contundente
respuesta de IFN que tiene otras consecuencias biolégicas in vivo, produciendo proteccidon contra posteriores
enfermedades infecciosas y/o induciendo respuestas antitumorales. Por lo tanto, los virus de la gripe porcina
atenuados pueden usarse de forma farmacéutica para la prevencion o tratamiento de otras enfermedades
infecciosas y/o enfermedades tratables por IFN.

La invencién se basa, en parte, en el descubrimiento de los solicitantes de que los virus de la gripe porcina
modificados por ingenieria para que contengan o que contienen una o mas deleciones en el gen de NS1 tienen
replicacion alterada respecto a virus de la gripe porcina de tipo silvestre como se demuestra por menos lesiones
pulmonares tras infeccion de los cerdos, titulos virales reducidos en fluido de lavado broncoalveolar (BALF) y
deteccion reducida de virus en frotis nasales. Sorprendentemente, y contrario a los resultados observados con virus
de la gripe humana en modelos de ratéon, la longitud de la proteina NS1 no se correlaciona con el nivel de
atenuacion del virus de la gripe porcina. Los solicitantes han descubierto que con gripe porcina, un virus mutante con
la proteina NS1 mas corta es el menos atenuado. En otras palabras, virus de la gripe porcina que contienen
deleciones mas cortas en el gen de NS1 muestran mayor atenuacion in vivo que virus de la gripe porcina que
contienen deleciones mas largas en su gen NS1, o virus de la gripe porcina de tipo silvestre. Los solicitantes han
descubierto adicionalmente que los virus de la gripe porcina recombinantes estan alterados en su capacidad de
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inhibir la produccion de IFN in vitro, y no se replican de forma tan eficaz como la cepa recombinante precursora en
huevos embrionados de gallina de 10 dias de vida, en células MDCK, en células PK-15 o en un modelo de cerdo in
vivo. Aunque sin el deseo de limitarse a teoria o explicacion alguna para el mecanismo de accién de los mutantes de
delecion de NS1 del virus de la gripe porcina in vivo, las caracteristicas atenuadas de dichos virus se deben
presumiblemente a sus niveles de expresion de proteina NS1, su capacidad de inducir una contundente respuesta
de IFN celular, y su capacidad alterada de antagonizar dicha respuesta. Sin embargo, las caracteristicas
beneficiosas de dichos virus pueden no ser Unicamente atribuibles a su efecto sobre la respuesta de interferén
celular. De hecho, alteraciones en otras actividades asociadas con NS1, tales como, la alteracion del corte y ayuste
del pre-ARNm, la inhibiciéon de la poliadenilacion del ARNm celular, el transporte nucleocitoplasmatico del ARNm
que contiene poli(A), y la estimulacion de la sintesis de proteinas virales, pueden contribuir al fenotipo atenuado
deseado conseguido mediante la introduccion de mutaciones en el gen de NS1 del virus de la gripe porcina.

Un virus de la gripe porcina atenuado, descrito en la presente memoria, comprende una mutacion en un gen de NS1
de la gripe porcina que disminuye la capacidad del producto génico NS1 de antagonizar la respuesta de interferén
celular. En un aspecto, un virus de la gripe porcina atenuado descrito en la presente memoria comprende un
genoma que comprende una mutacion en un gen de NS1 de virus gripe porcina que disminuye la capacidad del
producto génico NS1 de antagonizar una respuesta de interferén celular, y permite que el virus atenuado, a una
multiplicidad de infeccion (MOI) entre 0,0005 y 0.001, 0,001 y 0,01, 0,01 y 0,1, 0 0,1 y 1, o una MOI de 0,0005,
0,0007, 0,001, 0,005, 0,01, 0,05, 0,1, 0,5, 1, 0, 1,5, 2,0, 2,5, 3,0, 3,5, 4,0, 4,5, 5,0, 5,5, 0 6,0, crezca hasta titulos
entre aproximadamente 1 a aproximadamente 100 veces, aproximadamente 5 a aproximadamente 80 veces,
aproximadamente 20 a aproximadamente 80 veces, o aproximadamente 40 a aproximadamente 80 veces,
aproximadamente 1 a aproximadamente 10 veces, aproximadamente 1 a aproximadamente 5 veces,
aproximadamente 1 a aproximadamente 4 veces, aproximadamente 1 a aproximadamente 3 veces,
aproximadamente 1 a aproximadamente 2 veces, o aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40,
45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95 o 100 veces inferiores que el virus de la gripe porcina de tipo silvestre en
células (por ejemplo, células de un ser humano (por ejemplo, PerC6, una linea celular productora derivada de
retinoblastos embrionarios humanos transformados con la regién E1 de adenovirus 5), ratén, pollo (por ejemplo,
fibroblastos embrionarios de pollo), rata, aves, o cerdo (por ejemplo, células PK(D1), células PK(15), células PK13,
células NSK, células LLC-PK1, células LLC-PK1A, células ESK-4, células ST, células PT-K75, células PK-2a/CL 13
o SJPL)), determinados aproximadamente 2 a 10 dias, 3 a 7 dias, 3 a 5 dias, 0 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 dias post-
infeccion cuando se propagan en las mismas condiciones. Los titulos de virus de la gripe porcina atenuados y de
tipo silvestre pueden determinarse utilizando cualquier técnica bien conocida en la técnica o descrita en la presente
memoria (por ejemplo, ensayos de hemaglutinacion, ensayos de placa, dosis infecciosas en huevo (DIH50), dosis
infecciosas en cultivo tisular (DICT50), etc.) y los virus pueden propagarse en condiciones descritas en la presente
memoria o bien conocidas en la técnica (por ejemplo, en células de cerdo, células MDCK (por ejemplo, en MEM,
suero fetal de ternera (FCS) al 10% v/v, penicilina al 1%/estreptomicina a 37 °C en una incubadora humidificada al
5% de CO3) o huevos embrionados de gallina (por ejemplo, en una incubadora estacionaria a 37 °C con humedad
relativa del 55%). Como alternativa, los virus pueden propagarse en células (por ejemplo, en células de cerdo,
células MDCK, etc.) que se cultivan en medio sin suero o de suero reducido (por ejemplo, TPCK tripsina). El
crecimiento de un virus de la gripe porcina atenuado de la invenciéon puede compararse con un patrén o referencia
particular, por ejemplo, virus de la gripe porcina de tipo silvestre A/porcino/Texas/4199-2/98.

En un aspecto especifico, un virus de la gripe porcina atenuado descrito en la presente memoria comprende un
genoma que comprende una mutacion en un gen de NS1 del virus de la gripe porcina que disminuye la capacidad
del producto génico NS1 de antagonizar una respuesta de interferén celular, y permite que el virus atenuado, a una
multiplicidad de infeccion (MOI) entre 0,0005 y 0.001, 0,001 y 0,01, 0,01 y 0,1, 0 0,1 y 1, o una MOI de 0,0005,
0,0007, 0,001, 0,005, 0,01, 0,05, 0,1, 0,5, 1, 0, 1,5, 2,0, 2,5, 3,0, 3,5, 4,0, 4,5, 5,0, 5,5, 0 6,0, crezca hasta titulos
entre aproximadamente 1 a aproximadamente 100 veces, aproximadamente 5 a aproximadamente 80 veces,
aproximadamente 20 a aproximadamente 80 veces, o aproximadamente 40 a aproximadamente 80 veces,
aproximadamente 1 a aproximadamente 10 veces, aproximadamente 1 a aproximadamente 5 veces,
aproximadamente 1 a aproximadamente 4 veces, aproximadamente 1 a aproximadamente 3 veces,
aproximadamente 1 a aproximadamente 2 veces, o aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40,
45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95 o 100 veces inferiores que el virus de la gripe porcina de tipo silvestre en
células de cerdo, determinados aproximadamente 2 a 10 dias, 3 a 7 dias, 3 a 5 dias, 0 2, 3,4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 dias
post-infeccion cuando se propagan en las mismas condiciones. Los titulos de virus de la gripe porcina atenuados y
de tipo silvestre pueden determinarse utilizando cualquier técnica bien conocida en la técnica o descrita en la
presente memoria (por ejemplo, ensayos de hemaglutinacion, ensayos de placa, dosis infecciosas en huevo
(DIH50), dosis infecciosas en cultivo tisular (DICT50), etc.) y los virus pueden propagarse en condiciones descritas
en la presente memoria o bien conocidas en la técnica (por ejemplo, en células de cerdo, células MDCK (por
ejemplo, en MEM, suero fetal de ternera (FCS) al 10% v/v, penicilina al 1%/estreptomicina a 37 °C en una
incubadora humidificada al 5% de COz) o huevos embrionados de gallina (por ejemplo, en una incubadora
estacionaria a 37 °C con humedad relativa del 55%). Como alternativa, los virus pueden propagarse en células (por
ejemplo, en células de cerdo, células MDCK, etc.) que se cultivan en medio sin suero o de suero reducido (por
ejemplo, TPCK tripsina).

Un virus de la gripe porcina atenuado que tiene el fenotipo deseado puede en si mismo usarse como principio activo
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en formulaciones de vacuna, farmacéuticas o inmunogénicas. Como alternativa, el virus de la gripe porcina atenuado
puede usarse como el vector o "estructura" de vacunas producidas de forma recombinante o formulaciones
inmunogénicas. Para este fin, puede usarse la técnica de "genética inversa" para disefiar mutaciones o introducir
epitopos exdgenos en el virus de la gripe porcina atenuado, que serviria como la cepa "precursora”. De este modo,
pueden disefiarse vacunas para inmunizacion contra variantes de cepa, o como alternativa, contra agentes
infecciosos o antigenos de enfermedad completamente diferentes (por ejemplo, antigenos tumorales). Por ejemplo,
el virus atenuado puede disefiarse para que exprese epitopos neutralizantes de otras cepas preseleccionadas.
Como alternativa, epitopos de otros virus pueden construirse en el virus de la gripe porcina atenuado. Como
alternativa, pueden disefiarse epitopos de patégenos infeccioso no virales (por ejemplo, parasitos, bacterias,
hongos) en el virus de la gripe porcina atenuado.

En la presente memoria se describen métodos para vacunar a un sujeto que comprende administrar las
formulaciones de vacuna descritas en la presente memoria. En un aspecto, se describe en la presente memoria un
método que comprende administrar a un sujeto una cantidad eficaz de una formulacion de vacuna descrita en la
presente memoria. En ciertos aspectos, la dosis de la formulacion de vacuna administrada al sujeto es entre
aproximadamente 102 a aproximadamente 108, de aproximadamente 10° a aproximadamente 107, o de
aproximadamente 10* a aproximadamente 5 x 108 ufp. En otros aspectos, la dosis de la formulacién de vacuna
administrada es 102, 5 x 102, 103, 5 x 103, 104, 5 x 10%, 10°, 5 x 10°%, 108, 5 x 10%, 107, 5 x 107 o 108 ufp. En otros
aspectos, la dosis de una formulacion inmunogénica de la invencién administrada a un sujeto es 102 a
aproximadamente 108, de aproximadamente 10° a aproximadamente 107, o de aproximadamente 10* a
aproximadamente 5 x 108 ufp. En otros aspectos mas, la dosis de una formulacion inmunogénica de la invencion
administrada a un sujeto es 102 5 x 102, 103, 5 x 103, 104, 5 x 104, 105, 5 x 10°, 108, 5 x 108, 107, 5 x 107 o 108 ufp.
En aspectos especificos, el sujeto es un burro, cebra, camello, perro, ave (por ejemplo, un pato). En un aspecto
preferido, el sujeto es un cerdo.

La presente invencién proporciona formulaciones inmunogénicas que comprenden un virus de la gripe porcina
atenuado de la invencién. También en la presente memoria se describen métodos para inducir una respuesta
inmunitaria para el tratamiento, control o prevencién de una infeccion por virus de la gripe porcina o una afeccion o
sintoma asociado con la misma, una infeccién diferente a una infeccion por virus de la gripe porcina o una afeccién o
sintoma asociado con la misma, o una afeccion en que pueden usarse los virus de la gripe porcina atenuados como
un vector para inducir una respuesta inmunitaria contra un antigeno particular asociado con la afeccion, que
comprende administrar a un sujeto una formulacién inmunogénica de la invencion. La presente invencion se refiere a
una formulacién inmunogénica para su uso en un método para inmunizar o inducir una respuesta inmunitaria, por
ejemplo, para el tratamiento, control o prevencion de una infeccion por virus de la gripe porcina o una afeccion o
sintoma asociado con la misma, que comprende administrar a un sujeto una cantidad eficaz de una formulacion
inmunogénica de la invencion. La dosis de la formulacion inmunogénica a administrar al sujeto puede ser entre
aproximadamente 102 a aproximadamente 108 de aproximadamente 10° a aproximadamente 107, de
aproximadamente 10* a aproximadamente 5 x 108 ufp o de aproximadamente 10* a aproximadamente 107 ufp. La
dosis de la formulacién inmunogénica de la invencion a administrar a un sujeto puede ser de 102, 5 x 102, 103, 5 x
103, 104, 5 x 104, 105, 5 x 10°, 108, 5 x 10°, 107, 5 x 107 0 108 ufp. El sujeto puede ser un burro, cebra, camello, pero,
ave (por ejemplo, un pato), y especialmente un cerdo.

Los virus de la gripe porcina atenuados, que inducen contundentes respuestas de IFN en sujetos, también pueden
usarse en formulaciones farmacéuticas para la profilaxis o tratamiento de otras infecciones, o enfermedades
tratables por IFN tales como cancer. A este respecto, el tropismo del virus de la gripe porcina atenuado puede
alterarse para abordar el virus en un 6érgano, tejido o células diana deseadas in vivo o ex vivo. Usando este enfoque,
la respuesta de IFN puede inducirse de forma local, en el sitio diana, evitando de este modo o minimizando los
efectos secundarios de tratamientos sistémicos de IFN. Para este fin, el virus de la gripe porcina atenuado puede
modificarse para expresar un ligando especifico para un receptor del érgano, tejido o células diana.

En la presente memoria se describen métodos para prevenir, controlar o tratar una infeccion o enfermedad tratable
por IFN en un sujeto, diferente a una infeccion viral de la gripe porcina o enfermedad tratable por IFN causada por
virus de la gripe porcina, que comprende administrar una formulacién farmacéutica de la invencién. En un aspecto,
se describe en la presente memoria un método para prevenir, controlar o tratar una infecciéon o enfermedad tratable
por IFN en un sujeto, diferente a una infeccion viral de la gripe porcina o enfermedad tratable por IFN causada por
virus de la gripe porcina, que comprende administrar una cantidad eficaz de una formulacion farmacéutica de la
invencion. La dosis de la formulacion farmacéutica a administrar al sujeto puede ser entre aproximadamente 102 a
aproximadamente 108, de aproximadamente 10° a aproximadamente 107, de aproximadamente 10* a
aproximadamente 5 x 10° ufp o de aproximadamente 10* a aproximadamente 102 ufp. La dosis de la formulacion
farmacéutica a administrar al sujeto puede ser de 102, 5 x 102, 103, 5 x 103, 104, 5 x 104, 10°%, 5 x 105, 108, 5 x 10°,
107, 5 x 107, 108, 5 x 108, 1 x 10°% 5 x 10° 1 x 10%, 5 x 10'°, 1 x 10", 5 x 10" 0 10" ufp. El sujeto puede ser un
burro, cebra, camello, pero, ave (por ejemplo, un pato), y especialmente un cerdo.

En la presente memoria se describen métodos para prevenir, controlar o tratar el cancer en un sujeto que
comprende administrar una composicion farmacéutica de la invencién. En un aspecto, se describe en la presente
memoria un método para prevenir, controlar o tratar el cancer en un sujeto que comprende administrar una cantidad
eficaz de una composicion farmacéutica de la invencién. La dosis de la formulacién farmacéutica a administrar al
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sujeto puede ser entre aproximadamente 102 a aproximadamente 108, de aproximadamente 10° a aproximadamente
107, de aproximadamente 10* a aproximadamente 5 x 10 ufp o de aproximadamente 10* a aproximadamente 102
ufp. La dosis de la formulacién farmacéutica a administrar al sujeto puede ser de 102, 5 x 102, 103, 5 x 103, 104, 5 x
104, 105, 5x 10°, 108, 5 x 108, 107, 5 x 107, 108, 5x 108, 1 x 109, 5x 109 1 x 10%, 5x 10", 1 x 10'", 5 x 10" 0 102
ufp.

Los solicitantes demostraron que virus de la gripe porcina atenuados con actividad antagonista de interferén alterada
demostraron replicarse en titulos de generacion in vivo que son inferiores que los detectados con virus de la gripe
porcina de tipo silvestre, pero que son suficientes para inducir respuestas inmunoldégicas y de citoquinas. Por tanto,
las mutaciones que disminuyen pero no eliminan la actividad antagonista de IFN del virus de la gripe porcina son
preferidas para formulaciones de vacuna. Dichos virus pueden seleccionarse por su crecimiento en sustratos tanto
convencionales como no convencionales, y por virulencia intermedia.

La presente invencion proporciona células que contienen (como alternativa, que comprenden) virus de la gripe
porcina de la presente invencion. Una célula puede contener/comprender un virus de la gripe porcina que esta
modificado pro ingenieria genética. El virus de la gripe porcina atenuado contenido en la célula puede estar
modificado por ingenieria para codificar un epitopo derivado de otro virus o un antigeno tumoral. El genoma del virus
de la gripe porcina atenuado puede comprender al menos un segmento derivado de un virus diferente. Las células
que pueden infectarse con, contener o comprender un virus de la gripe porcina atenuado de la invencion incluyen,
aunque sin limitacién, células MDCK, células PK, células Vero, células endoteliales de vena umbilical humana
primaria (HUVEC), linea celular de epitelio humano H292, células Hela, y células renales embrionarias porcinas
RES. La célula puede ser una célula de cerdo o una linea celular de cerdo. La célula (por ejemplo, una célula de
cerdo o linea celular de cerdo) puede ser deficiente en interferdn.

La invencion abarca el uso de sustratos tales como células, lineas celulares y huevos embrionados, para propagar
los virus de la gripe porcina atenuados de la invencién. En una realizacion, la invencion proporciona métodos para la
produccion de vacunas, la producciéon de formulaciones inmunogénicas y la produccion de agentes farmacéuticos
que comprenden propagar en un sustrato un virus de la gripe porcina atenuado de la presente invencion y recoger el
virus de la descendencia, donde el sustrato es una célula, linea celular o huevo embrionado. El sustrato puede ser
un sistema IFN-deficiente. Sistemas IFN-deficientes ejemplares incluyen, aunque sin limitacién, huevos embrionados
jovenes (por ejemplo, huevos embrionados de 6 a 10 dias de vida, de 6 a 9 dias de vida, de 6 a 8 dias de vida o de
6 a 7 dias de vida), lineas celulares IFN-deficientes (tales como células VERO o lineas celulares modificadas por
ingenieria genética tales como knockouts STAT1). Los huevos embrionados o lineas celulares pre-tratadas con
compuestos que inhiben el sistema IFN (incluyendo farmacos, anticuerpos, antisentido, ribozimas, etc.) también
pueden usarse como sistema IFN-deficiente. Ademas, los huevos deficientes en el sistema IFN, por ejemplo, huevos
producidos por aves STAT1 negativas, especialmente aves de corral, incluyendo aunque sin limitacion pollos, patos
0 pavos transgénicos, pueden usarse como sistemas IFN-deficiente.

5.1 Generacion de mutantes con actividad antagonista de IFN alterada

Cualquier virus o cepa de la gripe porcina mutante que tenga una actividad antagonista de IFN disminuida puede
seleccionarse y usarse de acuerdo con la presente descripcion. En un aspecto, pueden seleccionarse mutantes o
variantes de origen natural, o mutantes espontaneos de la gripe porcina que tengan una capacidad alterada de
antagonizar la respuesta de IFN celular. En otro aspecto, los virus de la gripe porcina mutantes pueden generarse
exponiendo el virus a mutagenos, tales como irradiacion ultravioleta o mutagenos quimicos, o por multiples pases
y/o pase en hospedadores no permisivos. Puede usarse seleccion en un sistema de cultivo diferencial para aquellos
mutantes que tienen funcidon antagonista de IFN alterada. Como el virus de la gripe porcina A tiene un genoma
segmentado, el fenotipo atenuado puede transferirse a otra cepa que tenga un antigeno deseado por redistribucion,
(es decir, por coinfeccion del virus atenuado y la cepa deseada, y seleccién de las redistribuciones que presentan
ambos fenotipos). Los virus de la gripe porcina de la invencién no son virus de origen natural. Los virus de la gripe
porcina de la invencion pueden ser virus modificados por ingenieria genética. Un virus de la gripe porcina con
mutaciones de origen natural en el gen de NS1 puede no estar abarcado por la invencion. En ciertos aspectos, los
virus de la gripe porcina conocidos con mutaciones en el gen de NS1 gene no estan abarcados por la invencion. En
aspectos especificos, los virus de la gripe porcina descritos en la presente memoria contienen todo o una parte del
gen de NS1 derivado de virus de la gripe humana.

Puede disefiarse mutaciones en el virus de la gripe porcina usando enfoques de "genética inversa". De este modo,
pueden disefiarse mutaciones naturales u otras mutaciones que confieren el fenotipo atenuado en cepas de vacuna.
Por ejemplo, pueden disefarse deleciones, inserciones o sustituciones de la region codificante del gen del virus de
la gripe porcina para la actividad antagonista de IFN (es decir, el NS1 del virus de la gripe porcina). También se
contemplan deleciones, sustituciones o inserciones en la region no codificante del gen del virus de la gripe porcina
responsable de la actividad antagonista de IFN. Para este fin, pueden disefiarse mutaciones en las sefiales
responsables de la transcripcion, replicacion, poliadenilacion y/o empaquetado del gen responsable de la actividad
antagonista de IFN. Dichas mutaciones, por ejemplo en el promotor, podrian regular negativamente la expresion del
gen del virus de la gripe porcina responsable de la actividad antagonista de IFN. Pueden hacerse mutaciones en el
promotor, por ejemplo, por combinacion del promotor (por ejemplo, del promotor del virus de la gripe B), o en las
regiones no codificantes del gen NS1. Las mutaciones en los genes del virus de la gripe porcina que pueden regular
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la expresion del gen del virus de la gripe porcina responsable de la actividad antagonista de IFN (es decir, el gen de
NS1 del virus de la gripe porcina) también estan dentro del alcance de los virus que pueden usarse de acuerdo con
la invencion.

También en la presente memoria se describen virus de la gripe porcina que comprenden genomas que comprenden
mutaciones en el segmento génico NS1 que pueden no provocar una actividad antagonista de IFN alterada o un
fenotipo inductor de IFN sino que provocan funciones virales alteradas y un fenotipo atenuado, por ejemplo,
inhibicién alterada de la exportacion nuclear de ARNm que contiene poli(A), inhibicion alterada del corte y Yuste de
pre-ARNm, inhibicién alterada de la activacion de PKR por secuestro de ARNbc, efecto alterado sobre la traduccion
de ARN viral e inhibicion alterada de la poliadenilacion del ARNm del hospedador (por ejemplo, véase Krug en
Textbook of Gripe, Nicholson et al. Ed. 1998, 82-92, y referencias citadas en ese documento).

La técnica de genética inversa implica la preparacion de ARN virales recombinantes sintéticos que contienen las
regiones no codificantes del ARN del virus de la gripe porcina que son esenciales para el reconocimiento por
polimerasas virales y para sefiales de empaquetado necesarias para generar un virion maduro. Los ARN
recombinantes se sintetizan a partir de un molde de ADN recombinante y se reconstituyen in vitro con complejo de
polimerasa viral purificado para formar ribonucleoproteinas (RNP) recombinantes que pueden usarse para
transfectar células. Se consigue una transfeccion mas eficaz si las proteinas de polimerasa viral estan presentes
durante la transcripcion de los ARN sintéticos in vitro o in vivo. Los RNP recombinantes sintéticos pueden rescatarse
en particulas virales infecciosas. Las técnicas anteriores se describen en la patente de Estados Unidos N° 5.166.057
expedida el 24 de noviembre de 1992; en la patente de Estados Unidos N° 5.854.037 expedida el 29 de diciembre
de 1998; en la publicacién de patente europea EP 0702085A1, publicada el 20 de febrero de 1996; en la solicitud de
patente de Estados Unidos N° de serie 09/152.845; en las publicaciones de patente internacional PCT W097/12032
publicada el 3 de abril de 1997; W096/34625 publicada el 7 de noviembre de 1996; en la publicacién de patente
europea EP-A780475; el documento WO 99/02657 publicado el 21 de enero de 1999; el documento WO 98/53078
publicado el 26 de noviembre de 1998; el documento WO 98/02530 publicado el 22 de enero de 1998; el documento
WO 99/15672 publicado el 1 de abril de 1999; el documento WO 98/13501 publicado el 2 de abril de 1998; el
documento WO 97/06270 publicado el 20 de febrero de 1997; y el documento EPO 780 475A1 publicado el 25 de
junio de 1997.

También puede utilizarse la tecnologia de plasmidos sin auxiliar para disefiar un virus de la gripe porcina atenuado.
Para una descripcion de la tecnologia de plasmidos sin auxiliar véase, por ejemplo, la publicacion internacional N°
WO 01/04333; la patente de Estados Unidos N° 6.649.372; Fodor et al., 1999, J. Virol. 73:9679-9682; Hoffmann et
al., 2000, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97:6108-6113; y Neumann et al., 1999, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 96:9345-
9350.

Los virus atenuados generados por el enfoque de genética inversa o tecnologia de plasmidos sin auxiliar pueden
usarse en las formulaciones de vacuna, inmunogénicas y farmacéuticas descritas en la presente memoria. Las
técnicas de genética inversa o la tecnologia de plasmidos sin auxiliar también pueden usarse para disefiar
mutaciones adicionales en otros genes virales importantes para la produccion de formulaciones de vacuna,
inmunogénicas y farmacéuticas - es decir, los epitopos de cepas de vacuna Utiles variantes pueden modificarse en
un virus de la gripe porcina atenuado. Como alternativa, pueden disefiarse epitopos completamente exégenos,
incluyendo antigenos derivados de otros patdgenos virales o no virales en la una cepa atenuada. Por ejemplo,
puede modificarse antigenos de virus no relacionados, antigenos de parasitos, antigenos bacterianos o fungicos o
antigenos tumorales en una cepa atenuada (por ejemplo, epitopos de virus del sindrome reproductor y respiratorio
porcino, citomegalovirus porcino, coronavirus respiratorio porcino, virus de encefalomiocarditis porcina, diarrea
epidémica porcina y determinantes antigénicos de patégenos porcinos no virales tales como bacterias, incluyendo,
aunque sin limitacion, Brucella suis, y parasitos incluyendo, aunque sin limitacion, ascarides (Ascaris suum),
tricocéfalos (Trichuris suis), o un antigeno tumoral tal como el antigeno carcinoembrionario (CEA), antigeno de
cancer de mama tal como EGFR (receptor del factor de crecimiento epidérmico), antigeno HER2 (p185"ER?), epitopo
HER2 neu, antigeno canceroso-50 (CA-50), antigeno canceroso 15-3 (CA15-3) asociado con cancer de mama,
antigeno asociado a carcinoma (CAA), antigeno de melanoma, y antigenos asociados a melanoma 100, 25, y 150).
Como alternativa, pueden disefiarse epitopos que alteren el tropismo del virus in vivo en los virus atenuados
quiméricos descritos en la presente memoria.

En un aspecto especifico, puede usarse una combinacion de técnicas de genética inversa o tecnologia sin auxiliar y
técnicas de redistribucion para disefar virus atenuados que tengan los epitopos deseados en virus de la gripe
porcina. Por ejemplo, puede co-infectarse un virus de la gripe porcina atenuado (generado por, por ejemplo, técnicas
de genética inversa, tecnologia de plasmidos sin auxiliar o una combinacion de las mismas) y una cepa que porta el
epitopo de vacuna deseado (generada por, por ejemplo, seleccion natural, mutagénesis, por técnicas de genética
inversa, tecnologia de plasmidos sin auxiliar o una combinacién de las mismas) en hospedadores que permiten la
redistribucion de los genomas segmentados. Entonces pueden seleccionarse las redistribuciones que presentan
tanto el fenotipo atenuado como el epitopo deseado. Pueden usarse técnicas de redistribucién para transferir el
fenotipo atenuado desde una cepa precursora de virus de la gripe porcina (un mutante natural, un virus
mutagenizado, o un virus modificado por ingenieria genética) a una cepa de virus diferente (un virus de tipo silvestre,
un mutante natural, un virus mutagenizado, o un virus modificado por ingenieria genética).
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En un aspecto especifico, se describe en la presente memoria un virus de la gripe porcina atenuado que comprende
un genoma que comprende una mutacion en el gen de NS1 del virus de la gripe porcina que disminuye la capacidad
del producto génico NS1 de antagonizar una respuesta de interferdn celular. DE acuerdo con este aspecto, el virus
de la gripe porcina atenuado esta preferiblemente modificado por ingenieria genética.

Los virus de la gripe porcina atenuados de la invencién pueden tener una o mas o una combinacién de cualquiera de
las siguientes caracteristicas: la capacidad de inducir actividad de interferén a un nivel menor que (por ejemplo, 5%,
10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95% o 98% menor
que) el del virus de la gripe porcina de tipo silvestre, por ejemplo, A/Porcino/Texas/4199-2/98, medido por ensayos
convencionales de interferdn; un titulo viral 1 a 50, 2 a 25, 2 a 10 o 3 a 7 veces menor que el virus de la gripe
porcina de tipo silvestre, por ejemplo, A/Porcino/Texas/4199-2/98, cuando se cultivan en la mismas condiciones (por
ejemplo, inoculados a una MOI de 0,0001, 0,0005, 0,001, 0,005, 0,01, 0,05, 0,1, 0,5, 1, 5 0 10 y cultivados en células
PK, células PK(D1), células PK(15), células PK13, células NSK, células LLC-PK1, células LLC-PK1A, células ESK-4,
células ST, células PT-K75, células PK-2a/CL 13 o células SJPL y ensayados en células MDCK); un titulo viral 1 a
10 veces, 1 a 5 veces, 5-10 veces, 10 a 500, 20 a 250, 20 a 100 o 40 a 80 veces menos que el virus de la gripe
porcina de tipo silvestre, por ejemplo, A/Porcino/Texas/4199-2/98, cuando se aislan de BALF de cerdos infectados
ensayados en un ensayo de placa realizado en células MDCK; o una capacidad reducida de causar lesiones
pulmonares en cerdos infectados.

En un aspecto especifico, un virus de la gripe porcina atenuado descrito en la presente memoria tiene un genoma
que comprende una mutacion en un gen de NS1 del virus de la gripe porcina que disminuye la capacidad del
producto génico NS1 de antagonizar una respuesta de interferén celular, y permite que el virus atenuado, a una
multiplicidad de infeccion (MOI) entre 0,0005 y 0,001, 0,001 y 0,01, 0,01y 0,1, 0,1y 1, 0 0,1 y 1, o una MOI de
0,0005, 0,0007, 0,001, 0,005, 0,01, 0,05, 0,1, 0,5, 1,0, 1,5, 2,0, 2,5, 3,0, 3,5, 4,0, 4,5, 5,0, 5,5 0 6,0, crezca hasta
titulos entre aproximadamente 1 a aproximadamente 100 veces, aproximadamente 5 a aproximadamente 80 veces,
aproximadamente 20 a aproximadamente 80 veces, o aproximadamente 40 a aproximadamente 80 veces,
aproximadamente 1 a aproximadamente 10 veces, aproximadamente 1 a aproximadamente 5 veces,
aproximadamente 1 a aproximadamente 4 veces, aproximadamente 1 a aproximadamente 3 veces,
aproximadamente 1 a aproximadamente 2 veces, o aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, o aproximadamente 1, 2,
3,4,5,7,10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95 o 100 veces inferiores que el virus de la
gripe porcina de tipo silvestre en células (por ejemplo, células de un ser humano (por ejemplo, PerC6, una linea
celular productora derivada de retinoblastos embrionarios humanos transformados con la region E1 de Adenovirus
5), ratén, pollo (por ejemplo, fibroblastos embrionarios de pollo), rata, aves, o cerdo (por ejemplo, células PK(D1),
células PK(15), células PK13, células NSK, células LLC-PK1, células LLC-PK1A, células ESK-4, células ST, células
PT-K75, células PK-2a/CL 13 o SJPL)) determinados por un ensayo de hemaglutinacién de BALF obtenido de
cerdos o sobrenadantes de células de cerdo aproximadamente 2 a 10 dias, 3a 7 dias, 3a5dias02, 3,5,6,7, 8,9,
10 dias post-infeccion o cuando los virus se siembran en placa en células MDCK. El crecimiento de un virus de la
gripe porcina atenuado puede compararse con un patréon o referencia particular, por ejemplo, virus de la gripe
porcina de tipo silvestre A/Porcino/Texas/4199-2/98. El virus atenuado puede modificarse por ingenieria genética
para que contenga o exprese secuencias de acido nucleico de virus de la gripe no porcina tales como, por ejemplo,
un epitopo de un patégeno foraneo o un antigeno tumoral. Preferiblemente, las secuencias de virus de la gripe no
porcina no incluyen una secuencia de acido nucleico que alterar el fenotipo atenuado del virus. Por consiguiente, las
secuencias de acido nucleico que codifican proteinas, polipéptidos o péptidos con actividad antagonizante de
interferon preferiblemente no se modifican por ingenieria en virus de la gripe porcina.

En la presente memoria se describen virus de la gripe porcina atenuados que comprende un genoma que
comprende al menos dos, al menos tres, al menos cuatro o0 mas mutaciones en dos, tres, cuatro o mas genes del
virus de la gripe porcina, donde al menos una de las mutaciones esta en el gen de NS1 y contribuye a o es
responsable (directa o indirectamente) de la atenuacion del virus y/o la capacidad disminuida del virus de
antagonizar una respuesta de interferén celular. En un aspecto especifico, un virus de la gripe porcina atenuado
comprende un genoma que comprende al menos dos, al menos tres, al menos cuatro o mas mutaciones en dos,
tres, cuatro o mas genes del virus de la gripe porcina, donde al menos una de las mutaciones esta en el gen de NS1
y es responsable de la capacidad disminuida del producto génico NS1 de antagonizar una respuesta de interferéon
celular, y permite que el virus atenuado, a una MOI entre 0,0005 y 0,001, 0,001 y 0,01, 0,01y 0,1, 00,1y 1, o una
MOI de 0,0005, 0,0007, 0,001, 0,005, 0,01, 0,05, 0,1, 0,5, 1,0, 1,5, 2,0, 2,5, 3,0, 3,5, 4,0, 4,5, 5,0, 5,5 0 6,0, crezca
hasta titulos entre aproximadamente 1 a aproximadamente 100 veces, aproximadamente 5 a aproximadamente 80
veces, aproximadamente 20 a aproximadamente 80 veces, o aproximadamente 40 a aproximadamente 80 veces,
aproximadamente 1 a aproximadamente 10 veces, aproximadamente 1 a aproximadamente 5 veces,
aproximadamente 1 a aproximadamente 4 veces, aproximadamente 1 a aproximadamente 3 veces,
aproximadamente 1 a aproximadamente 2 veces, o aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40,
45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95 o 100 veces inferiores que el virus de la gripe porcina de tipo silvestre, por
ejemplo, A/Porcino/Texas/4199-2/98, en células de cerdo, determinados por, por ejemplo, ensayos de
hemaglutinacién, aproximadamente 2 a 10 dias, 3 a 7 dias, 0 2, 3, 5, 6, 7, 8, 9, 10 dias post-infeccién cuando los
virus se propagan en las mismas condiciones. En otro aspecto, un virus de la gripe porcina atenuado descrito en la
presente memoria comprende un genoma que comprende al menos dos, tres, cuatro o mas mutaciones en dos, tres,
cuatro o mas genes del virus de la gripe porcina, donde al menos una de las mutaciones esta en el gen de NS1 y es
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responsable de la atenuacion del virus, y permite que el virus atenuado, a una MOI entre 0,0005 y 0,001, 0,001 y
0,01, 0,01y 0,1, 00,1y 1, o a una MOI de 0,0005, 0,0007, 0,001, 0,005, 0,01, 0,05, 0,1, 0,5, 1,0, 1,5, 2,0, 2,5, 3,0,
3,5, 4,0, 4,5, 5,0, 55 o 6,0, crezca hasta titulos entre aproximadamente 1 a aproximadamente 100 veces,
aproximadamente 5 a aproximadamente 80 veces, aproximadamente 20 a aproximadamente 80 veces, o
aproximadamente 40 a aproximadamente 80 veces, aproximadamente 1 a aproximadamente 10 veces,
aproximadamente 1 a aproximadamente 5 veces, aproximadamente 1 a aproximadamente 4 veces,
aproximadamente 1 a aproximadamente 3 veces, aproximadamente 1 a aproximadamente 2 veces, o
aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95 o 100
veces inferiores que el virus de la gripe porcina de tipo silvestre, por ejemplo, A/Porcino/Texas/4199-2/98, en células
de cerdo, determinados por, por ejemplo, ensayos de hemaglutinacion, aproximadamente 2 a 10 dias, 3 a 7 dias, 3 a
5 dias, 0 2, 3, 5, 6, 7, 8, 9, 10 dias post-infecciéon cuando los virus se propagan en las mismas condiciones (por
ejemplo, en células MDCK). DE acuerdo con estos aspectos, el virus atenuado tiene un fenotipo antagonista de
interferon alterado y los virus pueden modificarse por ingenieria genética para que contengan o expresen
secuencias de acido nucleico de virus de la gripe no porcina tales como, por ejemplo, un epitopo de un patégeno
foraneo (por ejemplo, epitopos del virus del sindrome reproductor y respiratorio porcino, citomegalovirus porcino,
coronavirus respiratorio porcino, virus de la encefalomiocarditis porcina, diarrea epidémica porcina y determinantes
antigénicos de patdgenos no virales tales como bacterias y parasitos, por nombrar sélo unos pocos) o un antigeno
tumoral. Preferiblemente, las secuencias de virus de la gripe no porcina (secuencias heterélogas) no incluyen una
secuencia de acido nucleico que altera el fenotipo atenuado del virus. Por consiguiente, las secuencias de acido
nucleico que codifican proteinas, polipéptidos o péptidos con actividad antagonizante de interferén preferiblemente
no se modifican por ingenieria en el virus de la gripe porcina.

Puede introducirse cualquier mutacién que produzca el fenotipo deseado (preferiblemente, una capacidad alterada
de antagonizar una respuesta de interferon celular) en el gen de NS1 del virus de la gripe porcina. Ejemplos de los
tipos de mutaciones que pueden incluirse en o introducirse en el gen de NS1 del virus de la gripe porcina incluyen,
aunque sin limitacion, deleciones, sustituciones, inserciones y combinaciones de las mismas. Una o mas mutaciones
puede localizarse en cualquier lugar en todo el gen de NS1 (por ejemplo, el extremo amino-terminal, el extremo
carboxi-terminal o cualquier parte entre ellos) y/o el elemento regulador del gen NS1. En un aspecto especifico, un
virus de la gripe porcina atenuado, descrito en la presente memoria, comprende un genoma que comprende un gen
de NS1 del virus de la gripe porcina con una mutacion (por ejemplo, una delecion o sustitucion) en el extremo amino-
terminal. En un aspecto preferido, un virus de la gripe porcina atenuado, descrito en la presente memoria,
comprende un genoma que comprende un virus de la gripe porcina con una mutacion (por ejemplo, una delecién o
sustitucion, preferiblemente una delecién) en el extremo carboxi-terminal. En otro aspecto, un virus de la gripe
porcina atenuado descrito en la presente memoria comprende un genoma que comprende una mutaciéon en un gen
de NS1 del virus de la gripe porcina que provoca una deleciéon que consiste en 5, preferiblemente 10, 15, 20, 25, 30,
35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 73, 75, 80, 85, 90, 95, 99, 100, 105, 110, 115, 120, 125, 126, 130, 135, 140, 145, 150,
155, 160, 165, 170 o 175 restos de aminoacido del extremo carboxi terminal de NS1, o una delecién entre 5-170, 25-
170, 50-170, 100-170, 100-160 o 105-160 restos de aminoacido del extremo carboxi-terminal. En otro aspecto, un
virus de la gripe porcina atenuado descrito en la presente memoria comprende un genoma que comprende una
mutacién en un gen de NS1 del virus de la gripe porcina que provoca una delecion de todos los restos de
aminoacido excepto los restos de aminoacido 1-126, los restos de aminoacido 1-120, los restos de aminoacido 1-
115, los restos de aminoacido 1-110, los restos de aminoacido 1-100, los restos de aminoacido 1-99, los restos de
aminoacido 1-95, los restos de aminoacido 1-85, los restos de aminoacido 1-80, los restos de aminoacido 1-75, los
restos de aminoacido 1-73, los restos de aminoacido 1-70, los restos de aminoacido 1-65 o los restos de aminoacido
1-60, donde el resto de aminoacido amino-terminal es el numero 1. De acuerdo con estos aspectos, el virus de la
gripe porcina atenuado esta preferiblemente modificado por ingenieria genética. Un virus de la gripe porcina
atenuado de la descripcion puede ser TX/98/del 126, TX/98/del 99 o TX/98/del 73.

El virus de la gripe porcina atenuado de la presente invencion puede ser un virus quimérico que expresa una
secuencia heterdloga, por ejemplo, antigenos de otras cepas de vacuna (por ejemplo, usando genética inversa,
redistribucion o tecnologia de plasmidos sin auxiliar). Como alternativa, los virus de la gripe atenuados pueden
disefiarse, usando genética inversa, redistribucion o tecnologia de plasmidos sin auxiliar con virus modificados por
ingenieria genética, para que expresen epitopos completamente exdgenos, por ejemplo, antigenos de otros
patégenos infecciosos, antigenos tumorales, o antigenos de direccionamiento, Los virus de la gripe porcina
atenuados pueden expresar una secuencia heteréloga derivada de otros agentes infecciosos porcinos, agentes
infecciosos no porcinos, tipos porcinos u ofros tipos de antigenos tumorales (por ejemplo, antigeno
carcinoembrionario (CEA), antigeno de cancer de mama tal como EGFR (receptor del factor de crecimiento
epidérmico), antigeno HER2 (pi85HER?2), epitopo HER2 neu, antigeno canceroso-50 (CA-50), antigeno canceroso
15-3 (CA15-3) asociado con cancer de mama, antigeno asociado a carcinoma (CAA), antigeno de melanoma, y
antigenos asociados a melanoma 100, 25, y 150). El virus de la gripe porcina atenuado puede contener un
segmento derivado de otro virus. Como el segmento de ARN de NS es el mas corto entre los ocho ARN virales, es
posible que el ARN de NS tolere inserciones mas largas de secuencias heterélogas que otros genes virales.
Ademas, el segmento de ARN de NS dirige la sintesis de altos niveles de proteina en células infectadas, lo que
sugiere que seria un segmento ideal para inserciones de antigenos exdgenos. Secuencias ejemplares incluyen
epitopos del virus del sindrome reproductor y respiratorio porcino, citomegalovirus porcino, coronavirus respiratorio
porcino, virus de la encefalomiocarditis porcina, diarrea epidémica porcina y determinantes antigénicos de patégenos
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porcinos no virales tales como bacterias incluyendo, aunque sin limitacion, Brucella suis, y parasitos, incluyendo,
aunque sin limitacion, ascarides (Ascarii suum), tricocéfalos (Trichuris suis).

Preferiblemente, la secuencia heteréloga no es una secuencia de acido nucleico que altera el fenotipo atenuado del
virus. Por consiguiente, preferiblemente, las secuencias de acido nucleico que codifican proteinas, polipéptidos o
péptidos con actividad antagonizante de interferén no se maodifican por ingenieria en el virus de la gripe porcina. El
virus quimérico puede expresar un antigeno tumoral. El virus quimérico, puede expresar un epitopo de un patégeno
foraneo.

5.2 Seleccion de virus de la gripe porcina atenuados

En la presente memoria se describen métodos para seleccionar virus de la gripe porcina que tengan el fenotipo
deseado, es decir, virus de la gripe porcina atenuados o virus de la gripe porcina que tengan baja actividad IFN (es
decir, una reducciéon del 5-10%, 10-20%, 20-30%, 30-40%, 40-50%, 50-60%, 60-70%, 70-80%, 80-90% o mas en
comparacioén con virus de la gripe porcina de tipo silvestre, por ejemplo, A/Porcino/Texas/4199-2/98, en las mismas
condiciones) o ausencia de actividad antagonista de IFN si se obtiene de variantes naturales, variantes espontaneas
(es decir, variantes que evolucionan durante la propagacion del virus), variantes naturales mutagenizadas, virus de
redistribucion y/o modificados por ingenieria genética (véase, por ejemplo, la patente de Estados Unidos N°
6.635.416). Dichos virus pueden seleccionarse mejor en ensayos de crecimiento diferencial que comparan el
crecimiento en sistemas hospedadores IFN-deficientes frente a IFN-competentes. Se seleccionan los virus que
muestran mejor crecimiento en los sistemas IFN-deficientes frente a los sistemas IFN-competentes; preferiblemente,
se seleccionan los virus que crecen hasta titulos al menos un log, al menos dos log, tres log, 0 1 a 50, 1 a 25, 1 a 20,
1 a 10 o 1 a 5 log mayores en sistemas IFN-deficientes en comparacion con un sistema IFN-competente. Los
sistemas IFN-deficientes ejemplares incluyen, aunque sin limitacién, huevos embrionados jovenes (por ejemplo,
huevos embrionados de 6 a 10 dias de vida, 6 a 9 dias de vida, 6 a 8 dias de vida o 6 a 7 dias de vida), lineas
celulares IFN-deficientes (tales como células VERO o lineas celulares modificadas por ingenieria genética tales
como knockouts STAT1, knockouts PKR, etc.). También pueden usarse huevos embrionados o lineas celulares
pretratadas con compuestos que inhiben el sistema IFN (incluyendo farmacos, anticuerpos, antisentido, ribozimas,
etc.) como sistema IFN-deficiente. Ademas, pueden usarse huevos deficientes en el sistema IFN, por ejemplo,
huevos producidos por aves STAT1 negativas, especialmente aves de corral, incluyendo aunque sin limitacion pollos
transgénicos, patos o pavos, como sistema IFN-deficiente. Los virus de la gripe porcina atenuados que muestran
titulos al menos 1 a 50, 1a 25,1 a20,1a 100 1 a5 log inferiores en huevos de 10 dias de vida frente a huevos de
6-7, 6-8, 0 6-9 dias de vida se consideraran alterados en su capacidad para inhibir la respuesta de IFN.

Con propdsitos de seleccion, pueden usarse sistemas transitorios IFN-deficientes en vez de sistemas manipulados
genéticamente. Por ejemplo, el sistema hospedador puede tratarse con compuestos que inhiben la produccion de
IFN y/o componentes de la respuesta de IFN (por ejemplo, farmacos, anticuerpos contra IFN, anticuerpos contra el
receptor de IFN, inhibidores de PKR, moléculas antisentido y ribozimas, etc.). El crecimiento del virus de la gripe
porcina atenuado puede compararse en controles no tratados IFN-competentes frente a sistemas tratados IFN-
deficientes.

El crecimiento del virus de la gripe porcina (medido por el titulo) puede compararse, por ejemplo, en una diversidad
de células, lineas celulares, o sistemas de modelo animal que expresan IFN y los componentes de la respuesta de
IFN, frente a células, lineas celulares, o sistemas de modelo animal deficientes para IFN o componentes de la
respuesta de IFN. Pueden usarse técnicas que son bien conocidas en la técnica para la propagacion de virus en
lineas celulares (véase, por ejemplo, los ejemplos de trabajo infra). Puede compararse el crecimiento del virus de la
gripe porcina en una linea celular IFN-competente frente a una linea celular modificada por ingenieria genética IFN-
deficiente.

Los virus de la gripe porcina puede seleccionarse usando sistemas de ensayo de IFN por ejemplo, sistemas de
ensayo basados en transcripcion en que la expresion de un gen indicador esta controlada por un promotor sensible
a IFN. Puede medirse la expresion del gen indicador en células infectadas frente a no infectadas para identificar
virus que induzcan de forma eficaz una respuesta de IFN, pero que sean incapaces de antagonizar la respuesta de
IFN. Por ejemplo, pueden disefiarse células de ensayo para que expresen de forma transitoria o constitutiva genes
indicadores tales como el gen indicador de luciferasa o el gen indicador de cloranfenicol transferasa (CAT) bajo el
control de un elemento de respuesta estimulado por interferén, tal como el promotor estimulado por IFN del gen ISG-
54K (Bluyssen et al., 1994, Eur. J. Biochem. 220:395-402). Las células se infectan con el virus de la gripe porcina de
ensayo y se compara el nivel de expresién del gen indicador con el de células no infectadas o células infectadas con
virus de la gripe porcina de tipo silvestre. Un aumento en el nivel de expresion del gen indicador después de la
infeccion con el virus de la gripe porcina atenuado de ensayo indicaria que el virus de la gripe porcina de ensayo
esta induciendo una respuesta de IFN. Como alternativa, la inducciéon de respuestas de IFN puede determinarse
midiendo la activacién transcripcional dependiente de IFN después de la infeccion con el virus de la gripe porcina
atenuado del ensayo. Puede analizarse la expresion de genes que se sabe que se inducen por IFN, por ejemplo,
Mx, PKR, 2-5-oligoadenilatosintetasa, el complejo principal de histocompatibilidad (MHC) clase |, etc., por técnicas
conocidas para los expertos en la materia (por ejemplo, transferencias de Northern, transferencias de Western, PCR,
etc.). La induccion de respuestas de IFN también puede determinarse midiendo la estado fosforilado de
componentes de la ruta de IFN después de la infeccidon con un virus de la gripe porcina de ensayo, por ejemplo, IRF-
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3, que se fosforila en respuesta a ARN bicatenario. En respuesta a IFN tipo |, la quinasa Jakl y la quinasa TyK2, las
subunidades del receptor de IFN, STAT1, y STAT2 se fosforilan rapidamente en la tirosina. Por tanto, para
determinar si el virus de la gripe porcina induce respuestas de IFN, se infectan células, tales como células 293, con
el virus mutante de ensayo y después de la infeccion, se lisan las células. Los componentes de la ruta IFN, tales
como la quinasa Jakl o la quinasa TyK2, se inmunoprecipitan de los lisados celulares infectados, usando sueros o
anticuerpos policlonales especificos, y se determina el estado fosforilado de la tirosina de la quinasa por ensayos de
inmunotransferencia con un anticuerpo anti-fosfotirosina (por ejemplo, véase Krishnan et al. 1997, Eur. J, Biochem.
247: 298-305). Un estado fosforilado potenciado de cualquiera de los componentes de la ruta IFN después de la
infeccion con el virus de la gripe porcina indicaria la induccion de respuestas de IFN por el virus de la gripe porcina.

Ademas, la induccién de respuestas de IFN después de la infeccion con un virus de la gripe porcina de ensayo
puede determinarse midiendo la capacidad de unirse a secuencias de ADN especificas o la translocacion de
factores de transcripcion inducida en respuesta a infeccion viral, por ejemplo, IRF3, STAT1, STAT2, etc. En
particular, STAT1 y STAT2 se fosforilan y translocan desde el citoplasma hasta el nicleo en respuesta a IFN tipo I.
La capacidad de unirse a secuencias de ADN especificas o la translocacion de factores de transcripcion puede
medirse por técnicas conocidas para los expertos en la materia, por ejemplo, ensayos de desplazamiento en gel por
electromovilidad, tincion celular, etc. Otros ensayos que pueden usarse se describen en la solicitud de patente de
Estados Unidos N° 09/829,711. En un aspecto preferido, sin embargo, se usan ensayos de crecimiento diferencial
para seleccionar virus que tienen el fenotipo deseado, ya que el sistema hospedador usado (IFN-competente frente
a IFN-deficiente) aplica la presion de seleccion apropiada.

Los virus de la gripe porcina atenuados de la presente invencion se seleccionan de forma optima en células de
cerdo, incluyendo células de cerdo primarias, secundarias y lineas celulares de cerdo. Puede usarse cualquier célula
de cerdo que sea capaz de cultivar el virus de la gripe porcina. Las células de cerdo preferidas incluyen lineas
celulares renales porcinas, lineas celulares de testiculo porcino y pulmén porcino. Las células de cerdo
representativas incluyen, aunque sin limitacion, células PK(D1), células PK(15), células PK13, células NSK, células
LLC-PK1, células LLC-PK1A, células ESK-4, células ST, células PT-K75, células PK-2a/CL 13 o células SJPL.

Los virus de la gripe porcina de la invencion pueden seleccionarse en células de cerdo por comparacion con virus de
la gripe porcina de tipo silvestre, por ejemplo, A/Porcino/Texas/4199-2/98, en las mismas condiciones de cultivo. Los
virus de la gripe porcina atenuados se seleccionan en base a caracteristicas tales como tasas mas lentas de
crecimiento, menores lesiones pulmonares tras infeccion de los cerdos, titulos virales reducidos en fluido de lavado
broncoalveolar (BALF) y deteccion reducida del virus en frotis nasales en comparacion con virus de la gripe porcina
de tipo silvestre. Dichos virus de la gripe porcina atenuados tienen virulencia disminuida porque tienen una
capacidad reducida de replicarse en sistemas competentes de interferén en comparacion con virus de la gripe
porcina de tipo silvestre pero pueden generar una respuesta inmunitaria.

Las células de cerdo pueden infectarse con virus de la gripe porcina de tipo silvestre, por ejemplo,
A/Porcino/Texas/4199-2/98, y mutantes de NS1 a una MOI especifica y los titulos virales en el sobrenadante pueden
determinarse en momento especificos post-infeccion. Puede usarse infeccién de las células de cerdo a MOI entre
0,0005 y 0,001, 0,001y 0,01, 0,01y 0,1,0,1y 1, 0o 1y 10, o una MOI de 0,0005, 0,001, 0,005, 0,01, 0,05, 0,1, 0,5,
1,5 0 10. En una realizacion, se usa una MOI de 0,001. Los titulos virales pueden determinarse de aproximadamente
2a10dias,3a7dias,3a5dias02,3,4,5,6, 7,8, 90 10 dias post-infeccién. En un aspecto especifico, los titulos
virales se determinan 5 dias post-infeccion. Después de cultivar el virus en células de cerdo, pueden ensayarse los
titulos virales en el sobrenadante. Puede usarse cualquier sistema para medir titulos de virus de la gripe. Se
describen sistemas representativos en la Seccién 5.7. En un aspecto particular, los titulos virales en el sobrenadante
se determinan por formacion de placas en diversos puntos temporales en células MDCK.

Los sistemas de seleccion descritos en la presente memoria abarcan medir la induccién de IFN determinando si un
extracto de la célula o huevo infectado con el virus de la gripe porcina atenuado de ensayo es capaz de conferir
actividad protectora contra infeccion viral. Mas especificamente, se infectan grupos de huevos embrionados de
gallina de 10 dias edad con el virus de la gripe porcina mutante de ensayo o el virus de la gripe porcina de tipo
silvestre. Aproximadamente 15 a 20 horas post-infeccion, se recoge el fluido alantoideo y se ensaya para la actividad
IFN determinando la dilucion mas alta con actividad protectora contra infeccion por virus de la gripe porcina en
células de cultivo tisular.

La patogénesis de virus de la gripe porcina mutantes de la invencion también puede evaluarse en cerdos in vivo. Los
ensayos Utiles incluyen evaluar lesiones pulmonares en l6bulos pulmonares, frotis nasales y determinacion de titulos
virales en fluido de lavado broncoalveolar (BALF) por cualquier método conocido en la técnica.

5.3 Propagacion de virus de la gripe porcina atenuado

En la presente memoria se describenmétodos para propagar virus de la gripe porcina atenuados en células (por
ejemplo, células de cerdo), huevos embrionados, y animales. Los virus de la gripe porcina atenuados de la presente
invencion pueden propagarse en cualquier sustrato que permita que el virus crezca hasta titulos que permitan un
uso del virus de la gripe porcina atenuado, descrito en la presente memoria. Los virus de la gripe porcina atenuados
de la presente invencién pueden propagarse en cualquier sustrato que permita que el virus crezca hasta titulos
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comparables a los determinados para cepas de virus de la gripe porcina de tipo silvestre en sustratos IFN-
competentes. Los virus de la gripe porcina atenuados de la invencion pueden propagarse en sustratos IFN-
deficientes. Los sustratos que son utiles para la seleccién de los virus de la gripe porcina atenuados de la invencion
no tienen que usarse para la propagacion y viceversa.

De acuerdo con los métodos descritos en la presente memoria, los virus de la gripe porcina atenuados que pueden
cultivarse en células (por ejemplo, células de cerdo), huevos embrionados, y animales se seleccionan entre cepas
de origen natural, variantes o mutantes, virus mutagenizados, virus de redistribucién y/o modificados por ingenieria
genética. Los métodos descrito en la presente memoria abarcan el cultivo de los virus de la gripe porcina atenuados,
preferiblemente usando condiciones de cultivo apropiadas (véanse por ejemplo, las condiciones de cultivo expuestas
en la siguiente Seccion 6), y recogiendo el virus descendiente.

Los virus de la gripe porcina atenuados de la invencion pueden propagarse en células de cerdo. Las células de
cerdo puede ser o no IFN-deficientes o producir niveles inferiores de IFN. Las células de cerdo preferidas incluyen
lineas celulares renales porcinas, lineas celulares de testiculo porcino y lineas celulares pulmonares porcinas. Las
células de cerdo representativas incluyen, aunque sin limitacion, células PK(D1), células PK(15), células PK13,
células SJPL, células NSK, células LLC-PK1, células LLC-PK1A, células ESK-4, células ST, células PT-K75, y
células PK-2a/CL 13. En otro aspecto especifico, los virus de la gripe porcina atenuados se propagan en células de
pollo, por ejemplo, fibroblastos embrionarios de pollo derivados de huevos embrionados de 6 dias de vida.

En ciertos aspectos, en la presente memoria se describen métodos para propagar los virus de la gripe porcina
atenuados descritos en la presente memoria en huevos embrionados, por ejemplo, de 6 a 14 dias de vida. En otros
aspectos, pueden usarse huevos embrionados jovenes o inmaduros para propagar los virus de la gripe porcina
atenuados de la invencion. Los huevos embrionados inmaduros abarcan huevos que son huevos de menos de diez
dias de vida, preferiblemente huevos de seis a nueve dias de vida, huevos de seis a ocho dias de vida, huevos de
seis a siete dias de vida o huevos de seis dias de vida. Los huevos embrionados inmaduros también abarcan
huevos que imitan de forma artificial huevos de hasta, pero de menor de diez dias de vida, como resultado de
alteraciones en las condiciones de cultivo, por ejemplo, cambios en las temperaturas de incubacion; tratamiento con
farmacos; o cualquier otra alteraciéon que produzca un huevo con un desarrollo retardado, de modo que el sistema
IFN no esté completamente desarrollado en comparacion con huevos de diez a doce dias de vida. Los virus de la
gripe porcina pueden propagarse en diferentes localizaciones del huevo embrionado, por ejemplo, la cavidad
alantoidea. Los huevos embrionados pueden ser huevos de gallina.

La descripcion abarca métodos y sustratos IFN-deficientes para el cultivo y aislamiento de virus de la gripe porcina
atenuados. Véase, por ejemplo, la patente de Estados Unidos N° 6.573.079. Los sustratos IFN-deficientes que
pueden usarse para apoyar el crecimiento de virus de la gripe porcina atenuados incluyen, aunque sin limitacion,
células de origen natural, lineas celulares, huevos embrionados, y sistemas IFN-deficientes, por ejemplo, células
Vero, huevos embrionados jovenes; células recombinantes o lineas celulares que se modifican para ser IFN-
deficientes, por ejemplo, lineas celulares IFN-deficientes derivadas de knockouts STAT1, knockouts IRF3, knockouts
IRF7, knockouts PKR, etc.; huevos embrionados obtenidos de aves IFN-deficientes, especialmente aves de corral
(por ejemplo, pollos, patos, pavos) incluyendo bandadas que se crian para ser IFN-deficientes o aves transgénicas
(por ejemplo, knockouts STAT1). En ciertos aspectos, el sustrato IFN-deficiente no es células Vero y/o no una linea
celular STAT1-deficiente.

El sistema, células, lineas celulares, huevos o animales hospedadores pueden modificarse por ingenieria genética
para que expresen transgenes que codifican inhibidores del sistema IFN, por ejemplo, mutantes dominantes-
negativos, tales como STAT1 que carece del dominio de uniéon a ADN, ARN antisentido, ribozimas, inhibidores de la
produccion de IFN, inhibidores de la sefalizacion de IFN, y/o inhibidores de genes antivirales inducidos por IFN.
Debe reconocerse que los animales que se crian o se modifican por ingenieria genética para que sean IFN-
deficientes estaran algo inmunocomprometidos, y deben mantenerse en un entorno controlado sin enfermedad. Por
tanto, deben tomarse medidas apropiadas (incluyendo el uso de antibidticos en la dieta) para limitar el riesgo de
exposicion a agentes infecciosos de animales IFN-deficientes transgénicos, tales como ratones, bandadas de
gallinas reproductoras, patos, pavos etc. Como alternativa, el sistema hospedador, por ejemplo, células, lineas
celulares, huevos o animales puede tratarse con un compuesto que inhibe la produccion de IFN y/o la ruta de IFN
por ejemplo, farmacos, anticuerpos, moléculas antisentido, moléculas de ribozima que abordan el gen STAT1, y/o
genes antivirales inducidos por IFN.

Adjunto se describen métodos para cultivar y aislar virus de la gripe porcina que tienen actividad antagonista de IFN
alterada en células y lineas celulares que no tienen de forma natural una ruta IFN o tienen una ruta IFN deficiente o
tienen una deficiencia en el sistema IFN, por ejemplo, niveles bajos de expresion de IFN en comparacion con células
de tipo silvestre. En un aspecto particular, en la presente memoria se describen métodos para cultivar virus de la
gripe porcina atenuados de la invencion en fibroblastos embrionarios de pollo derivados de huevos embrionados de
6 dias de edad, o células Vero, o huevos embrionados IFN-comprometidos (por ejemplo, huevos embrionados
inmaduros tales como huevos embrionados de 6, 7 u 8 dias de vida). En otro aspecto, en la presente memoria se
describen métodos para cultivar virus de la gripe porcina atenuados en células donde las células no son células
Vero.
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En la presente memoria se describen métodos para cultivar y aislar virus de la gripe porcina a partir de un sustrato
IFN-deficiente modificado por ingenieria genética. En la presente memoria se describen cerdos y aves transgénicas
en que esta mutado un gen esencial para el sistema IFN, por ejemplo, STAT1, que pondrian huevos que son IFN
deficientes. Adicionalmente, en la presente memoria se describen transgénicos de ave que expresan factores de
transcripcion dominantes-negativos, por ejemplo, STAT1 que carece del dominio de unién a ADN, ribozimas, ARN
antisentido, inhibidores de la produccion de IFN, inhibidores de la sefalizacion de IFN, e inhibidores de genes
antivirales inducidos en respuesta a IFN.

En la presente memoria se describen lineas celulares o animales recombinantes, en particular cerdos y aves, en que
se ha mutado (por ejemplo, interrumpido, es decir, es un "knockout") uno o mas genes esenciales para la sintesis de
IFN, la ruta de IFN, y/o un gen antiviral inducido por IFN, por ejemplo, receptor de interferén, STAT1, PKR, IRF3,
IRF7, etc. El animal recombinante puede ser cualquier animal (tal como un ratén, un cerdo o una ave, por ejemplo,
pollo, pavo, gallina, pato, etc. (véase, por ejemplo, Sang, 1994, Trends Biotechnol. 12:415; Perry, et al., 1993,
Transgenic Res. 2:125; Stern, CD., 1996, Curr Top Microbiol Immunol 212:195-206; y Shuman, 1991, Experientia
47:897 para revisiones respecto a la produccion de transgénicos de ave)). En un aspecto especifico, el animal
recombinante es un cerdo. Dicha linea celular o animal puede generarse por cualquier método conocido en la
técnica para alterar un gen en el cromosoma de la célula o animal. Dichas técnicas incluyen, aunque sin limitacion,
microinyeccion pronuclear (Hoppe y Wagner, 1989, Patente de Estados Unidos N° 4.873.191); transferencia génica
mediada por retrovirus en lineas germinales (Van der Putten et al., 1985, Proc. Natl. Acad. Sci., USA 82:6148-6152);
direccionamiento génico en células madre embrionarias (Thompson et al., 1989, Cell 56:313); electroporacion de
embriones (Lo, 1983, Mol Cell. Biol. 3:1803); y transferencia génica mediada por esperma (Lavitrano et al.; 1989,
Cell 57:717); etc. Para una revision de dichas técnicas, véase Gordon, 1989, Transgenic Animals, Intl. Rev. Cytol.
115:171.

En particular, puede producirse un animal genosuprimido (knockout) STAT1 promoviendo la recombinacion
homologa entre un gen STAT1 en su cromosoma y un gen STAT1 exdgeno que se ha vuelto biolégicamente inactivo
(preferiblemente por insercion de una secuencia heteréloga, por ejemplo, un gen de resistencia a antibiético). Se
describen métodos de recombinacién homdloga para alterar genes en el genoma de raton, por ejemplo, en Capecchi
(1989, Science 244:1288) y Mansour et al. (1988, Nature 336:348-352).

En resumen, todo o una parte de un clon gendmico de STAT1 se aisla del ADN gendémico de la misma especie que
la célula o animal knockout. El clon gendmico de STAT1 puede aislarse mediante cualquier método conocido en la
técnica para el aislamiento de clones genémicos (por ejemplo, sondeando una biblioteca gendmica con una sonda
derivada de una secuencia STAT1 tal como STAT1 de cerdo (N° de acceso a Genbank ABI 16564 y NM_213769) y
aquellas secuencias proporcionadas en, véase, Meraz et al. 1996, Cell 84: 431-442; Durbin et al. 1996, Cell 84: 443-
450, y referencias citadas en ese documento). Una vez aislado el clon genémico, se introduce todo o una parte del
clon en un vector recombinante. Preferiblemente, la parte del clon introducida en el vector contiene al menos una
parte de un exon del gen STAT1, es decir, contiene una secuencia codificante de la proteina STAT1. Después se
introduce una secuencia no homéloga a la secuencia STAT1, preferiblemente un marcador de seleccion positiva, tal
como un gen que codifica un gen de resistencia antibiético, en el exdn del gen STAT1. El marcador de seleccion se
une preferiblemente de forma funcional a un promotor, mas preferiblemente un promotor constitutivo. La secuencia
no homoéloga se introduce en cualquier parte en la secuencia codificante de STAT1 que alterara la actividad STAT1,
por ejemplo, en una posicién donde se ha demostrado que mutaciones puntuales u otras mutaciones inactivan la
funcion proteica STAT1. Por ejemplo, pero no a modo de limitacién, la secuencia no homdloga puede insertarse en
la secuencia codificante para la parte de la proteina STAT1 que contiene todo o una parte del dominio quinasa (por
ejemplo, la secuencia de nucledtidos que codifica al menos 50, 100, 150, 200 o 250 aminoacidos del dominio
quinasa).

El marcador de seleccion positiva es preferiblemente un gen de resistencia a neomicina (gen neo) o un gen de
resistencia a higromicina (gen hygro). El promotor puede ser cualquier promotor conocido en la técnica; a modo de
ejemplo el promotor puede ser el promotor de la fosfoglicerato quinasa (PGK) (Adra et al., 1987, Gene 60:65-74), el
promotor Polll (Soriano et al., 1991, Cell 64:693-701), o el promotor MCI, que es un promotor sintético disefiado para
la expresion en células madre derivadas de embrién (Thomas y Capecchi, 1987, Cell 51:503-512). El uso de un
marcador de seleccion, tal como un gen de resistencia a antibiotico, permite la seleccion de células que han
incorporado el vector de direccionamiento (por ejemplo, la expresion del producto génico neo confiere resistencia a
G418, y la expresion del producto génico hygro confiere resistencia a higromicina).

Un marcador de seleccion negativa para una etapa de contraseleccion para recombinacion homadloga, en oposicion
a no homodloga, del vector puede insertarse fuera del inserto del clon genémico de STAT1. Por ejemplo, dicho
marcador de seleccion negativa es el gen de la timidina quinasa de HSV (HSV-tk), cuya expresion hace a las células
sensibles a ganciclovir. EI marcador de seleccion negativa esta preferiblemente bajo el control de un promotor tal
como, aunque sin limitacion el promotor de PGK, el promotor Polll o el promotor MCI.

Cuando sucede recombinacién homologa, las partes del vector que son homologas al gen STAT1, asi como el
inserto no homalogo dentro de las secuencias génicas de STAT1, se incorporan en el gen STAT1 en el cromosoma,
y el resto del vector se pierde. Por tanto, como el marcador de seleccidon negativa esta fuera de la region de
homologia con el gen STAT1, las células en que ha sucedido recombinaciéon homodloga (o su descendencia), no
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contendran el marcador de seleccion negativa. Por ejemplo, si el marcador de seleccion negativa es el gen HSV-tk,
las células en que ha sucedido recombinacién homologa no expresaran la timidina quinasa y sobreviviran a la
exposicién a ganciclovir. Este procedimiento permite la seleccion de células en que ha sucedido recombinacion
homodloga, en comparacién con la recombinaciéon no homdloga en que es probable que el marcador de seleccion
negativa también esté incorporado en el genoma junto con las secuencias de STAT1 y el marcador de seleccion
positiva. Por tanto, las células en que ha sucedido recombinaciéon no homoéloga muy probablemente expresarian la
timidina quinasa y serian sensibles a ganciclovir.

Una vez preparado el vector de direccionamiento, se linealiza con una enzima de restriccion para la cual existe un
sitio Unico en el vector de direccionamiento, y el vector linealizado se introduce en células madre derivadas de
embrion (ES) (Gossler et al.,, 1986, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83:9065-9069) por cualquier método conocido en la
técnica, por ejemplo por electroporacion. Si el vector de direccionamiento incluye un marcador de seleccién positiva
y un marcador de contraseleccion negativa, las células ES en que ha sucedido recombinacion homoéloga pueden
seleccionarse por incubacion en medio selectivo. Por ejemplo, si los marcadores de seleccion son el gen de
resistencia neo y el gen HSV-tk, las células se exponen a G418 (por ejemplo, aproximadamente 300 pg/ml) y
ganciclovir (por ejemplo, aproximadamente 2 uM).

Puede usarse cualquier técnica conocida en la técnica para genotipado, por ejemplo aunque sin limitacion analisis
de transferencia de Southern o la reaccién en cadena de la polimerasa, para confirmar que las secuencias de
STAT1 alteradas se han recombinado de forma homdloga en el gen STAT1 en el genoma de las células ES. Como
el mapa de restriccion del clon gendmico de STAT1 es conocido y la secuencia de la secuencia codificante de
STAT1 es conocida (véase Meraz et al. 1996, Cell 84:431, Durbin et al. 1996, Cell 84:443-450, y todas las
referencias citadas en esos documentos), puede determinarse el tamafio de un fragmento de restriccion o producto
de amplificacion por PCR particular generado a partir de ADN de alelos tanto alterados como no alterados. Por tanto,
ensayando un fragmento de restriccion o producto de PCR, se puede determinar el tamafio del cual difiere entre el
gen STAT1 alterado y no alterado, si ha sucedido recombinacion homadloga para alterar el gen STAT1.

Después, células ES con el locus STAT1 alterado pueden introducirse en blastocitos por microinyeccion y después
los blastocitos pueden implantarse en los Uteros de ratonas pseudoprefiadas usando técnicas habituales. El animal
que se desarrolla a partir de los blastocitos implantados es quimérico para el alelo alterado. Los machos quiméricos
pueden cruzarse con hembras, y este cruce puede disefiarse de tal modo que la transmision de la linea germinal del
alelo esté ligada a la transmision de un cierto color de pelaje. La transmision de la linea germinal del alelo puede
confirmarse por transferencia de Southern o analisis de PCR, como se ha descrito anteriormente, del ADN gendmico
aislado de muestras tisulares.

Puede usarse cualquier gen cuyo producto sea importante para la regulacion de interferones. Otras mutaciones en la
ruta de interferén que pueden usarse de acuerdo con la presente descripcion incluyen versiones deficientes en
quinasa de Jakl, TyK2 o factores de transcripcion que carecen de los dominios de unién a ADN STAT1, y STAT2
(véase, por ejemplo, Krishnan et al., 1997, Eur. J. Biochem. 247: 298-305).

Para la purificacion de virus, el virus de la gripe porcina atenuado se retira del cultivo celular y se separa de los
componentes celulares, tipicamente mediante procedimientos de aclarado bien conocidos, por ejemplo, tales como
centrifugacion en gradiente y cromatografia en columna, y puede aislarse adicionalmente segin se desee usando
procedimientos bien conocidos para los expertos en la materia, por ejemplo, ensayos de placa.

5.4 Usos de virus atenuados

Pueden usarse virus de la gripe porcina atenuados de la invencidon como vectores virales para la produccion de
proteinas heterélogas como se describe en la patente de Estados Unidos N° 5.820.871.

Pueden usarse virus de la gripe porcina atenuados de la invencion en ensayos de seleccion para identificar
proteinas virales con funcién antagonizante de interferén, para identificar proteinas virales que tengan capacidad de
replicacion del complemento de un virus atenuado con capacidad alterada de antagonizar respuestas de interferon
celular y ensayos de seleccion para identificar agentes anti-virales que inhiban la actividad antagonista de interferén
e inhiban la replicacioén viral como se describe en la patente de Estados Unidos N° 6.635.416.

Pueden usarse virus de la gripe porcina atenuados de la invencién para producir anticuerpos que pueden usarse en
inmunoensayos de diagndstico, inmunoterapia pasiva, y generacion de anticuerpos antiidiotipo. Por ejemplo, puede
administrarse un virus de la gripe porcina atenuado que comprende un genoma que comprende una mutacion en el
gen de NS1 y una secuencia heteréloga (por ejemplo, un antigeno tumoral) a un sujeto (por ejemplo, un cerdo) para
generar anticuerpos que después pueden aislarse y usarse en ensayos de diagndstico, inmunoterapia pasiva y
generacion de anticuerpos antiidiotipo. Los anticuerpos generados pueden aislarse mediante técnicas
convencionales conocidas en la técnica (por ejemplo, cromatografia de inmunoafinidad, centrifugacion, precipitacion,
etc.) y usarse en inmunoensayos de diagndstico, inmunoterapia pasiva y generacion de anticuerpos antiidiotipo. Los
anticuerpos aislados, antes de usarse en inmunoterapia pasiva, pueden modificarse, por ejemplo, los anticuerpos
pueden quimerizarse o humanizarse. Véanse, por ejemplo, las patentes de Estados Unidos N° 4.444.887 y
4.716.111; y las publicaciones internacionales N° WO 98/46645, WO 98/50433, WO 98/24893, W098/16654,
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WQ096/34096, WO 96/33735, y WO 91/10741, para revisiones sobre la generacion de anticuerpos quiméricos y
humanizados.

Los anticuerpos aislados de sujetos a los que se ha administrado un virus de la gripe porcina atenuado de la
invencion también pueden usarse para controlar el tratamiento y/o el progreso de la enfermedad. Puede usarse
cualquier sistema de inmunoensayo conocido en la técnica para este propésito incluyendo, aunque sin limitacion,
sistemas de ensayo competitivo y no competitivo usando técnicas tales como radioinmunoensayo, ELISA (ensayo
inmunoabsorbente ligado a enzimas), inmunoensayos tipo "sandwich", reacciones de precipitina, reacciones de
precipitina por difusién en gel, ensayos de inmunodifusion, ensayos de aglutinacion, ensayos de fijacion del
complemento, ensayos inmuno-radiométricos, inmunoensayos fluorescentes, inmunoensayos de proteina A y
ensayos de inmunoelectroforesis, por nombras unos pocos.

Los anticuerpos generados por los virus de la gripe porcina atenuados de la invencién también pueden usarse en la
produccién de anticuerpos antiidiotipo. El anticuerpo antiidiotipo después puede, a su vez, usarse para inmunizacion,
para producir una subpoblacidon de anticuerpos que se unan al antigeno inicial del microorganismo patogénico
(Jerne, 1974, Ann. Immunol. (Paris) 125c:373; Jerne et al., 1982, EMBO J. 1:234).

En procedimientos de inmunizacion, la cantidad de inmunégeno a usar y el programa de inmunizacion se
determinaran por el médico experto en la materia y se administraran por referencia a la respuesta inmunitaria y los
titulos de anticuerpo del sujeto.

5.5 Formulaciones de vacuna/formulaciones inmunogénicas

En la presente memoria se describen formulaciones de vacuna y formulaciones inmunogénicas que comprenden un
virus de la gripe porcina atenuado que tiene una capacidad alterada de antagonizar la respuesta IFN celular (es
decir, virus de la gripe porcina con mutaciones en el gen de NS1 que alteran la capacidad del virus de inducir una
respuesta de IFN celular), y un excipiente adecuado. El virus de la gripe porcina atenuado, usado en la formulacion
de vacuna o formulacién inmunogénica, puede seleccionarse entre mutantes o variantes de origen natural, virus
mutagenizados o virus modificados por ingenieria genética. El virus de la gripe porcina atenuado puede estar
modificado por ingenieria genética. El virus de la gripe porcina atenuado puede estar aislado o purificado. Las cepas
atenuadas de virus de la gripe porcina también pueden generarse mediante técnicas de redistribucion, tecnologia de
plasmidos sin auxiliar o usando una combinacion del enfoque de genética inversa o tecnologia de plasmidos sin
auxiliar y técnicas de redistribucion. Las variantes de origen natural incluyen virus aislados de la naturaleza asi como
variantes que suceden de forma espontanea generadas durante la propagacion del virus, que tienen una capacidad
alterada de antagonizar la respuesta de IFN celular. El virus de la gripe porcina atenuado puede usarse en si mismo
como el principio activo en la formulacién de vacuna o formulacién inmunogénica. Como alternativa, el virus de la
gripe porcina atenuado puede usarse como el vector o "estructura" de vacunas o formulaciones inmunogénicas
producidas de forma recombinante. Para este fin, pueden usarse técnicas recombinantes tales como genética
inversa (o, para virus segmentados, combinaciones de las técnicas de genética inversa y redistribucion) para disefar
mutaciones o introducir antigenos exdgenos en el virus de la gripe porcina atenuado usado en la formulacion de
vacuna o formulacién inmunogénica. De este modo, pueden disefiarse vacunas para inmunizacién contra variantes
de cepa, o como alternativa, contra agentes infecciosos o antigenos de enfermedad completamente diferentes.

Puede construirse casi cualquier secuencia génica heterdloga en los virus de la gripe porcina atenuados de la
invencion para su uso en vacunas o formulaciones inmunogénicas. Preferiblemente, pueden expresarse epitopos
que inducen una respuesta inmunitaria protectora contra cualquiera de una diversidad de patégenos, o antigenos
que se unen a anticuerpos neutralizantes por o como parte de los virus. Por ejemplo, las secuencias génicas
heterélogas que pueden construirse en los virus de la invencién para su uso en vacunas y formulaciones
inmunogénicas incluyen, aunque sin limitacion, determinantes antigénicos de patdégenos no virales tales como
bacterias y parasitos. Puede expresarse todo o partes de los genes de inmunoglobulina. Por ejemplo, pueden
construirse regiones variables de inmunoglobulinas anti-idiotipo que imitan dichos epitopos en los virus de la
invencion. Pueden expresarse antigenos asociados a tumor. Ejemplos de antigenos tumorales incluyen, aunque sin
limitacién, antigeno de pan-carcinoma KS 1/4, antigeno de carcinoma de ovario (CA125), fosfato acido prostatico,
antigeno especifico de prostata, antigeno asociado a melanoma p97, antigeno de melanoma gp75, antigeno de
melanoma de alto peso molecular (HMW-MAA), antigeno de membrana especifico de prostata, antigeno
carcinoembrionario (CEA), antigeno de mucina epitelial polimérfica, antigeno globular de la grasa de la leche,
antigenos asociados a tumor colorrectal (tales como: CEA, TAG-72, CO17-1A; GICA 19-9, CTA-1 y LEA), antigeno
de linfoma de Burkitt-38.13, CD19, antigeno-CD20 de linfoma B, CD33, antigenos especificos de melanoma (tales
como gangliésido GD2, gangliésido GD3, gangliésido GM2, gangliésido GM3), tipo de trasplante especifico de tumor
del antigeno de superficie celular (TSTA) (tal como antigenos tumorales inducidos por virus incluyendo virus
tumorales de ADN e antigeno T y antigenos de envuelta de virus tumorales de ARN), antigeno oncofetal-alfa-
fetoproteina tal como CEA de colon, antigeno oncofetal de tumor de vejiga, antigeno de diferenciacion (tal como
human antigeno de carcinoma pulmonar L6 y L20), antigenos de fibrosarcoma, antigeno-Gp37 de células T de
leucemia, neoglucoproteina, esfingolipidos, antigenos de cancer de mama (tales como EGFR (receptor del factor de
crecimiento epidérmico), antigeno HER2 (p185"ER?) y epitopo HER2 neu), mucina epitelial polimorfica (PEM),
antigeno-APO-1 de linfocitos humanos malignos, antigeno de diferenciacion (tal como antigeno | encontrado en
eritrocitos fetales, endodermo primario, antigeno | encontrado en eritrocitos adultos, embriones preimplante, |(Ma)
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encontrado en adenocarcinomas gastricos, M18, M39 encontrados en epitelio de mama, SSEA-1 encontrado en
células mieloides, VEP8, VEP9, Myl, VIM-D5, D156-22 encontrados en cancer colorrectal, TRA-1-85 (grupos
sanguineo H), C14 encontrado en adenocarcinoma de colon, F3 encontrado en adenocarcinoma pulmonar, AH6
encontrado en cancer gastrico, hapteno Y, Le¥ encontrado en células de carcinoma embrionario, TL5 (grupos
sanguineo A), receptor de EGF encontrado en células A431, serie E1 (grupos sanguineo B) encontrada en cancer
pancreatico, FC10.2 encontrado en células de carcinoma embrionario, antigeno de adenocarcinoma gastrico, CO-
514 (grupos sanguineo Le?) encontrado en adenocarcinoma, NS-10 encontrado en adenocarcinomas, CO-43 (grupo
sanguineo Le®), G49 encontrado en el receptor de EGF de células A431, MH2 (grupo sanguineo ALeb/LeY)
encontrado en adenocarcinoma de colon, 19.9 encontrado en cancer de colon, mucinas de cancer gastrico, T5A7
encontrado en células mieloides, R24 encontrado en melanoma, 4.2, Gpz, D1.1, OFA-1, Gmp, OFA-2, Gp2 y MI:22:25:8
encontrados en células de carcinoma embrionario, y SSEA-3 y SSEA-4 encontrados en embriones en fase de 4 a 8
células), péptido derivado del receptor de células T de un linfoma cutaneo de células T, proteina C-reactiva (CRP),
antigeno canceroso-50 (CA-50), antigeno canceroso 15-3 (CA15-3) asociado con cancer de mama, antigeno
canceroso-19 (CA-19) y antigeno canceroso-242 asociados con canceres gastrointestinales, antigeno asociado a
carcinoma (CAA), cromogranina A, antigeno de mucina epitelial (MC5), antigeno especifico de epitelio humano
(HEA), antigeno de Lewis(a), antigeno de melanoma, antigenos asociados a melanoma 100, 25, y 150, antigeno
asociado a carcinoma tipo mucina, proteina relacionada con resistencia a multiples farmacos (MRPm6), proteina
relacionada con resistencia a multiples farmacos (MRP41), proteina del oncogén Neu (C-erbB-2), enolasa especifica
de neuronas (NSE), P-glucoproteina (producto génico mdr1), antigeno relacionado con resistencia a multiples
farmacos, pl70, antigeno relacionado con resistencia a multiples farmacos, antigeno especifico de prostata (PSA),
CD56, y NCAM.

Puede formularse una vacuna o formulacion inmunogénica de virus de la gripe porcina recombinante vivo o una
vacuna o formulacion inmunogénica de virus de la gripe porcina recombinante inactivado. Un virus de la gripe
porcina puede inactivarse por métodos bien conocidos para los expertos en la materia. Los métodos habituales usan
formalina y calor para la inactivacion. Véase, por ejemplo, la patente de Estados Unidos N° 6.635.246. Otros
métodos incluyen los descritos en las patentes de Estados Unidos N° 5.891.705; 5.106.619 y 4.693.981.

Puede preferirse una vacuna o formulaciéon inmunogénica viva porque la multiplicacion en el hospedador conduce a
un estimulo prolongado de tipo y magnitud similares a lo que sucede en infecciones naturales, y por lo tanto,
confiere inmunidad sustancial de larga duracién. La produccion de dichas formulaciones de vacuna y formulaciones
inmunogénicas de virus de la gripe porcina recombinante vivo puede conseguirse usando métodos convencionales
que implican la propagacion de virus de la gripe porcina en cultivo celular o en el alantoides del embrion de pollo
seguida de purificacion. Ademas, los virus de la gripe porcina atenuados pueden inducir una contundente respuesta
de IFN que tiene otras consecuencias bioldgicas in vivo, produciendo proteccion contra posteriores enfermedades
infecciosas y/o induciendo respuestas antitumorales.

Las formulaciones de vacuna y formulaciones inmunogénicas pueden incluir virus de la gripe porcina modificados
por ingenieria genética que tienen mutaciones en el gen de NS1 incluyendo, aunque sin limitacion, los mutantes de
gripe de NS1 truncado descritos en los ejemplos de trabajo, infra. También pueden formularse usando variantes
naturales. Cuando se formulan como una vacuna de virus vivo, puede usarse un intervalo de aproximadamente 102
a 108, preferiblemente de aproximadamente 10° a 107, mas preferiblemente de 10* ufp a aproximadamente 5 x 108, y
lo mas preferiblemente debe usarse de 10* a 107 ufp por dosis.

El virus de la gripe porcina puede contener mutaciones en el segmento génico NS1 que pueden no provocar una
actividad antagonista de IFN alterada o un fenotipo inductor de IFN sino que mas bien provocan funciones virales
alteradas y un fenotipo atenuado por ejemplo, inhibicién alterada de la exportacion nuclear de ARNm que contiene
poli(A), inhibicidon alterada de corte y ayuste de pre-ARNm, inhibicion alterada de la activacién de PKR mediante el
secuestro de ARNbc, efecto alterado sobre la traduccion del ARN viral e inhibicién alterada de la poliadenilacién del
ARNmM del hospedador (por ejemplo, véase Krug en Textbook of Gripe, Nicholson et al. Ed. 1998, 82-92, y
referencias citadas en ese documento).

Pueden usarse muchos métodos para introducir las formulaciones de vacuna y formulaciones inmunogénicas
descritas anteriormente, éstos incluyen, aunque sin limitacién, las vias intranasal, intratraqueal, oral, intradérmica,
intramuscular, intraperitoneal, intravenosa, y subcutanea. Puede ser preferible introducir la formulacion de vacuna o
formulacion inmunogénica del virus de la gripe porcina mediante la via natural de infeccion del patdgeno para el cual
esta disefiada la vacuna, o mediante la via natural de infeccién del virus de tipo silvestre. Cuando se usa una
preparacion de vacuna o formulacion inmunogénica de virus de la gripe porcina atenuado vivo, puede ser preferible
introducir la formulacion mediante la via natural de infeccion para el virus de la gripe. Puede usarse la capacidad del
virus de la gripe de inducir una vigorosa respuesta inmunitaria secretora y celular de forma ventajosa. Por ejemplo,
la infeccion del tracto respiratorio por virus de la gripe porcina atenuados puede inducir una fuerte respuesta
inmunitaria secretora, por ejemplo en el sistema urogenital, con proteccion concomitante contra un agente causante
de enfermedad particular.

En un aspecto especifico, puede ser deseable administrar las composiciones descritas en la presente memoria de
forma local al area que necesita tratamiento; esto puede conseguirse por, por ejemplo, y no a modo de limitacion,
infusion local durante cirugia, por inyeccion, mediante un catéter, o mediante un implante, siendo dicho implante de
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un material poroso, no poroso, o gelatinoso, incluyendo membranas, tales como membranas sialasticas, o fibras. En
un aspecto, la administraciéon puede ser por inyeccion directa en el sitio (o sitio anterior) de infeccion.

Podria administrarse una vacuna o formulacién inmunogénica descrita en la presente memoria, que comprende de
102 a 108 ufp, preferiblemente de aproximadamente 103 a 107, mas preferiblemente de 10* ufp a aproximadamente 5
x 108 ufp de virus de la gripe porcina atenuado con actividad antagonista de IFN alterada, una vez a un sujeto. Como
alternativa, podria administrarse una vacuna o formulacién inmunogénica descrita en la presente memoria, que
comprende de 102 a 108, preferiblemente de aproximadamente 103 a 107, mas preferiblemente de 10* a
aproximadamente 5 x 108 ufp de virus mutantes con actividad antagonista de IFN alterada, dos veces, tres veces,
cuatro veces, cinco veces, seis veces, siete veces, ocho veces, nueve veces, o diez veces a un sujeto con un
intervalo de 2 a 6 meses, 2 a 8 meses, 2 a 10 meses, 0 2 a 12 meses entre dosis. Como alternativa, podria
administrarse una vacuna o formulacién inmunogénica descrita en la presente memoria, que comprende de 10° a
108, preferiblemente de aproximadamente 10% a 107, mas preferiblemente de 10* ufp a aproximadamente 5 x 10° ufp
de virus mutantes con actividad antagonista de IFN alterada, tan a menudo como fuera necesario a un sujeto. El
sujeto puede ser un cerdo.

Una formulaciéon de vacuna o una formulacion inmunogénica puede no provocar proteccion completa de una
infeccion (por ejemplo, una infeccién viral), pero provoca un titulo inferior o cantidad reducida del patégeno (por
ejemplo, un virus) en comparacion con un sujeto no tratado. Los beneficios incluyen, aunque sin limitacion, menor
gravedad de los sintomas de la infeccién y una reduccién en la duracion de la enfermedad o afeccion asociada con
la infeccion.

La formulacion de vacuna o formulacién inmunogénica de la invencidon puede usarse para proteger contra
infecciones por virus de la gripe porcina. En otros aspectos, se usa una formulacion de vacuna descrita en la
presente memoria para proteger contra infeccion por otro virus porcino incluyendo, aunque sin limitacion, el virus del
sindrome reproductor y respiratorio porcino, citomegalovirus porcino, coronavirus respiratorio porcino, virus de la
encefalomiocarditis porcina, diarrea epidémica porcina. La formulacion de vacuna o formulacién inmunogénica de la
invencion puede usarse para proteger contra infecciones por patégenos diferentes a un virus porcino.

Una formulacién inmunogénica de la invencion puede usarse para prevenir, tratar, controlar o mejorar afecciones en
que es beneficiosa la induccidn de una respuesta inmunitaria contra un antigeno particular.

5.6 Formulaciones farmacéuticas

La presente invencion abarca formulaciones farmacéuticas que comprenden virus de la gripe porcina de la presente
invencion con actividad antagonista de IFN alterada a usarse como agentes anti-virales o agentes anti-tumorales o
como agentes contra enfermedades tratables por IFN. Las formulaciones farmacéuticas pueden tener utilizada como
un profilactico anti-viral y pueden administrarse a un cerdo en riesgo de quedar infectado o se espera que esté
expuesto a un virus, por ejemplo, virus de la gripe porcina. Las formulaciones farmacéuticas pueden tener utilidad
como agente terapéutico o profilactico para una enfermedad tratable por IFN y por tanto, pueden usarse para tratar,
prevenir, controlar o mejorar trastornos tratables por IFN. Las formulaciones farmacéuticas pueden tener utilidad
como un agente terapéutico o profilactico para una enfermedad porcina tratable por IFN y por tanto, pueden usarse
para tratar, prevenir, controlar o mejorar trastornos porcinos tratables por IFN. En aspectos especificos, las
formulaciones farmacéuticas descritas en la presente memoria tienen utilidad como un agente terapéutico o
profilactico para una enfermedad tratable por IFN y por tanto, pueden usarse para tratar, prevenir, controlar o
mejorar trastornos tratables por IFN en burros, cebras, camellos, perros, aves (por ejemplo, patos). Las
formulaciones farmacéuticas de la invencion pueden tener utilidad como un agente terapéutico o profilactico para
una enfermedad tratable por IFN y por tanto, pueden usarse para tratar, prevenir, controlar o mejorar trastornos
tratables por IFN en cerdos.

Una formulacion farmacéutica de la invencion puede comprender un virus de la gripe porcina atenuado quimérico de
la presente invencion que comprende una secuencia heterdloga. La secuencia heteréloga puede codificar un epitopo
de un antigeno foraneo o tumoral. Puede seleccionarse un antigeno foraneo de oftro virus, una bacteria o un
parasito. Las formulaciones farmacéuticas pueden usarse para tratar tumores o prevenir la formacién de tumores,
por ejemplo, en cerdos que tienen cancer o en aquellos que estan en alto riesgo de desarrollar neoplasias o cancer.
Por ejemplo, puede tratarse a un sujeto (por ejemplo, un cerdo, burro, u otro animal que pueda infectarse con virus
de la gripe porcina o en que pueda replicarse el virus de la gripe porcina) con cancer para prevenir la tumorigénesis
adicional. Como alternativa, puede tratarse a cerdos que estan o se espera que estén expuestos a carcindgenos.
Como alternativa, puede tratarse a cerdos que tienen que estar expuestos a radiacion antes de la exposicion y
después de ello. Los canceres especificos que pueden tratarse con las composiciones de la presente invencion
incluyen, aunque sin limitacion, canceres del Utero, glandula mamaria, pancreas, piel, ganglio linfatico, vulva y
testiculo.

Las propiedades antitumorales de los virus y formulaciones de la invencion pueden estar al menos parcialmente
relacionadas con su capacidad de inducir IFN y respuestas de IFN. Como alternativa, las propiedades antitumorales
de los virus de la gripe porcina atenuados de la invencidon pueden estar relacionadas con su capacidad de crecer
especificamente en y eliminar células tumorales, muchas de las cuales se sabe que tienen deficiencias en el sistema
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IFN. Independientemente del mecanismo o0 mecanismos moleculares responsables de las propiedades
antitumorales, los virus de la gripe porcina atenuados de la invencién pueden usarse para tratar tumores o para
prevenir la formacion de tumores.

En la presente memoria se describen los virus de la gripe porcina con un fenotipo antagonista de IFN alterado que
estan dirigidos a 6rganos, tejidos y/o células especificas en el cuerpo para inducir efectos terapéuticos o profilacticos
de forma local. Una ventaja de dicho enfoque es que los virus de la gripe porcina que inducen IFN descritos en la
presente memoria estan dirigidos a sitios especificos, por ejemplo la localizaciéon de un tumor, para inducir IFN en de
un modo especifico de sitio para un efecto terapéutico en lugar de inducir IFN de forma sistémica, que puede tener
efectos toxicos.

Los virus de la gripe porcina que inducen IFN descritos en la presente memoria pueden modificarse por ingenieria
usando los métodos descritos en la presente memoria para expresar proteinas o péptidos que dirigirian los virus a
un sitio particular. En un aspecto especifico, los virus de la gripe porcina que inducen IFN estarian dirigidos a sitios
de tumores. En dicho aspecto, los virus de la gripe porcina pueden modificarse por ingenieria para expresar el sitio
de combinacion con antigeno de un anticuerpo que reconoce un antigeno especifico de tumor, dirigiendo de este
modo al virus de la gripe porcina que induce IFN al tumor. En otro aspecto, cuando el tumor a abordar expresa un
receptor de hormonas, tal como tumores de mama u ovario que expresan receptores de estroégenos, el virus de la
gripe porcina que induce IFN puede modificarse por ingenieria para expresar la hormona apropiada. En otro aspecto
mas, cuando el tumor a abordar expresa un receptor para un factor de crecimiento, por ejemplo VEGF, EGF, o
PDGF, el virus que induce IFN puede modificarse por ingenieria para expresar el factor de crecimiento apropiado o
fragmento del mismo. Por tanto, de acuerdo con la descripcion, los virus de la gripe porcina que inducen IFN pueden
modificarse por ingenieria para expresar cualquier producto génico diana, incluyendo péptidos, proteinas, tales como
enzimas, hormonas, factores de crecimiento, antigenos o anticuerpos, que funcionaran dirigiendo el virus de la gripe
porcina al sitio que necesita tratamiento (por ejemplo, terapia anti-viral, antibacteriana, anti-microbiana o anti-
cancerosa).

Los métodos de introduccion incluyen, aunque sin limitacion, las vias intradérmica, intramuscular, intraperitoneal,
intravenosa, subcutanea, intranasal, epidural, y oral. Las formulaciones farmacéuticas de la presente invencion
pueden administrarse por cualquier via conveniente, por ejemplo por infusién o inyeccion en embolada, por
absorcién a través de revestimientos epiteliales o mucocutaneos (por ejemplo, mucosa oral, mucosa rectal e
intestinal, etc.) y pueden administrarse junto con otros agentes biolégicamente activos. La administracion puede ser
sistémica o local. Ademas, en un aspecto preferido, puede ser deseable introducir las formulaciones farmacéuticas
de la invencién en los pulmones mediante cualquier via adecuada. También puede emplearse administracion
pulmonar, por ejemplo, mediante el uso de un inhalado o nebulizador, y formulacién con un agente que forma
aerosol.

En un aspecto especifico, puede ser deseable administrar las formulaciones farmacéuticas de la invencién de forma
local al area que necesita tratamiento; esto puede conseguirse por, por ejemplo, y no a modo de limitacion, infusion
local durante cirugia, aplicacion tépica, por ejemplo, junto con un vendaje para heridas después de cirugia, por
inyeccion, mediante un catéter, mediante un supositorio, 0 mediante un implante, siendo dicho implante de un
material poroso, no poroso, o gelatinoso, incluyendo membranas, tales como membranas sialasticas, o fibras. En un
aspecto, la administracion puede ser por inyeccion en el sitio (o sitio anterior) de un tumor maligno o tejido
neoplasico o pre-neoplasico.

En otro aspecto, la formulacion farmacéutica puede suministrarse en una matriz biolégica. Se describe un ejemplo
de una matriz biolégica en la patente de Estados Unidos N° 5.962.427, y la publicacion de solicitud de patente de
Estados Unidos U.S. 2002/0193338.

En otro aspecto mas, la formulacién farmacéutica puede suministrarse en un sistema de liberacién controlada. En
una realizacion, puede usarse una bomba (véase Langer, supra; Sefton, 1987, CRC Crit. Ref. Biomed. Eng. 14:201;
Buchwald et al.,, 1980, Surgery 88:507; Saudek et al., 1989, N. Engl. J. Med. 321:574). En otro aspecto, pueden
usarse materiales poliméricos (véase Medical Applications of Controlled Release, Langer y Wise (eds.), CRC Pres.,
Boca Raton, Florida (1974); Controlled Drug Bioavailability, Drug Product Design and Performance, Smolen y Ball
(eds.), Wiley, Nueva York (1984); Ranger y Peppas, 1983, J. Macromol. Sci. Rev. Macromol. Chem. 23:61; véase
también Levy ef al., 1985, Science 228:190; During ef al., 1989, Ann. Neurol. 25:351 (1989); Howard et al., 1989, J.
Neurosurg. 71:105). En otro aspecto mas, puede colocarse un sistema de liberacion controlada en proximidad de la
diana de la composicion, es decir, el pulmén, lo que requiere por tanto solamente una fraccion de la dosis sistémica
(véase, por ejemplo, Goodson, 1984, en Medical Applications of Controlled Release, supra, vol. 2, pag. 115-138). Se
analizan otros sistemas de liberacion controlada en la revision de Langer (1990, Science 249:1527-1533).

Las formulaciones farmacéuticas de la presente invencién comprenden una cantidad eficaz de un virus de la gripe
porcina atenuado de la invencion, y un vehiculo farmacéuticamente aceptable. La expresion "farmacéuticamente
aceptable" significa aprobado por una agencia reguladora del gobierno federal o estatal o enumerado en la
farmacopea de Estados Unidos u otras farmacopeas generalmente reconocidas para su uso en animales, y mas
particularmente en seres humanos. El término "vehiculo" se refiere a un diluyente, adyuvante, excipiente, o medio
con que se administra la formulacién farmacéutica. También pueden emplearse soluciones salinas y soluciones
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acuosas de dextrosa y glicerol como vehiculos liquidos, particularmente para soluciones inyectables. Los excipientes
farmacéuticos adecuados incluyen almidén, glucosa, lactosa, sacarosa, gelatina, malta, arroz, harina, tiza, gel de
silice, estearato sodico, monoestearato de glicerol, talco, cloruro sédico, leche desnatada en polvo, glicerol,
propilenglicol, agua, etanol y similares. Estas composiciones puede adoptar la forma de soluciones, suspensiones,
emulsiones, comprimidos, pildoras, capsulas, polvos, formulaciones de liberacion sostenida y similares. La
composicion puede formularse como un supositorio. La formulacién oral puede incluir vehiculos convencionales tales
como calidades farmacéuticas de manitol, lactosa, almidon, estearato de magnesio, sacarina sodica, celulosa,
carbonato de magnesio, etc. Se describen ejemplos de vehiculos farmacéuticos adecuados en "Remington's
Pharmaceutical Sciences" por E.W.Martin. Dichas composiciones contendran una cantidad eficaz de la terapia,
preferiblemente en forma purificada, junto con una cantidad adecuada de vehiculo para proporcionar la forma para
administracion apropiada al paciente. La formulacion debe adecuarse al modo de administracion. La formulaciéon
particular también puede depender de si el virus de la gripe porcina esta vivo o inactivado.

La cantidad de la formulaciéon farmacéutica de la invencion que sera eficaz en el tratamiento, prevencién, control o
mejora de un trastorno o afeccion particular dependera de la naturaleza del trastorno o afeccién, y puede
determinarse por técnicas clinicas convencionales. Ademas, pueden emplearse opcionalmente ensayos in vitro para
ayudar a identificar intervalos 6ptimos de dosificacion. La dosis precisa a emplear en la formulacion también
dependera de la via de administracion, y la gravedad de la enfermedad o trastorno, y debe decidirse de acuerdo con
el criterio del médico y las circunstancias de cada paciente. Sin embargo, intervalos adecuados de dosificacion para
administracion son generalmente de aproximadamente 102, 5 x 102, 103, 5 x 103, 104, 5 x 104, 10°%, 5 x 105, 108, 5 x
108, 107, 5 x 107, 108, 5 x 108, 1 x 10°% 5 x 10°% 1 x 10%, 5 x 10", 1 x 10", 5 x 10" o 10'? ufp, y lo mas
preferiblemente de aproximadamente 10* a aproximadamente 10'2 ufp, y puede administrarse a un sujeto una vez,
dos veces, tres 0 mas veces con intervalos tan frecuentes como sea necesario. Las formulaciones farmacéuticas de
la presente invencion que comprenden 102, 5 x 102,103, 5 x 103, 10%, 5 x 104, 10°, 5 x 10°, 10%, 5 x 108, 107, 5 x 107,
108, 5 x 108, 1 x 10°% 5 x 10° 1 x 10", 5 x 10", 1 x 10", 5 x 10"" 0 10'? ufp, y los mas preferiblemente de
aproximadamente 10* a aproximadamente 102 ufp de un virus de la gripe porcina atenuado de la presente invencion
con actividad antagonista de IFN alterada, pueden administrarse a un sujeto por via intranasal, intratraqueal,
intramuscular o subcutanea. Las dosis eficaces pueden extrapolarse de las curvas de respuesta a dosis obtenidas
de sistemas de ensayo in vitro o en modelo animal.

La formulacién farmacéutica de la invencion puede usarse para prevenir, controlar, tratar o mejorar infecciones por
virus, bacterias o parasitos. La formulacién farmacéutica de la invencién puede usarse para prevenir, controlar, tratar
o mejorar el cancer en un cerdo. La formulacion farmacéutica de la invencion puede usarse para prevenir, controlar,
tratar o mejorar otras enfermedades tratables por IFN.

5.7 Terapias utiles en combinacién con virus de la gripe porcina

En la presente memoria se describen métodos para prevenir, controlar, tratar, y/o mejorar enfermedades y trastornos
incluyendo, aunque sin limitacion, infecciones por virus de la gripe porcina, afecciones asociadas con infeccion por
virus de la gripe porcina, infecciones diferentes a infecciones por virus de la gripe porcina, afecciones asociadas con
infecciones diferentes a infecciones por virus de la gripe porcina, trastornos tratables por IFN (por ejemplo, cancer) y
afecciones en que se usa un virus de la gripe porcina atenuado de la invencidn como un vector para inducir una
respuesta inmunitaria contra un antigeno asociado con la afeccion, que comprende administrar to un sujeto que lo
necesita una cantidad eficaz de uno o mas virus de la gripe porcina atenuados descritos en la presente memoria y
una cantidad eficaz de una o mas terapias (por ejemplo, agentes profilacticos o terapéuticos) diferentes a virus de la
gripe porcina atenuados. Las terapias incluyen, aunque sin limitacion, moléculas pequefas, farmacos sintéticos,
péptidos, polipéptidos, proteinas, acidos nucleicos (por ejemplo, nucleétidos de ADN y ARN incluyendo, aunque sin
limitacién, secuencias de nucleétidos antisentido, triples hélices, iARN, y secuencias de nucledtidos que codifican
proteinas, polipéptidos o péptidos biolégicamente activos), anticuerpos, moléculas inorganicas sintéticas o naturales,
agentes miméticos, y moléculas organicas sintéticas o naturales.

Puede usarse cualquier terapia (por ejemplo, agentes profilacticos o terapéuticos) que se sabe que es Uutil, o que se
ha usado o se esta usando actualmente para la prevencion, control, tratamiento, o mejora de una infeccién por virus
de la gripe porcina, infecciones diferentes a infecciones por virus de la gripe porcina, afecciones asociadas con
infecciones diferentes a infecciones por virus de la gripe porcina, trastornos tratables por IFN, afecciones en que se
usa un virus de la gripe porcina atenuado de la invencién como un vector para inducir una respuesta inmunitaria
contra un antigeno asociado con la afeccion, o cualquier otra enfermedad porcina, en combinacién con un virus de la
gripe porcina atenuado de acuerdo con la presente descripcion. Véase, por ejemplo, Taylor, Pig Diseases, 62 Ed.,
Diamond Farm Book Pubns, 1995; Straw et al., Diseases of Swine, 82 Ed., lowa State University Press, 1999, para
informacion respecto a terapias, en particular agentes profilacticos o terapéuticos, que se han usado o se estan
usando actualmente para prevenir, tratar, controlar, y/o mejorar enfermedades porcinas. Ejemplos de agentes
profilacticos y terapéuticos incluyen, aunque sin limitacion, agentes anti-neoplasicos; agentes anti-virales, agentes
anti-inflamatorios (por ejemplo, adrenocorticoides, corticosteroides (por ejemplo, beclometasona, budesonida,
flunisolida, fluticasona, triamcinolona, metilprednisolona, prednisolona, prednisona, hidrocortisona)) y antibiéticos
(por ejemplo, dactinomicina (antiguamente actinomicina), bleomicina, eritomicina, penicilina, mitramicina, y
antramicina (AMC)).
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5.7.1 Terapias anti-neoplasicas

Puede usarse cualquier terapia (por ejemplo, agente terapéutico o profilactico) que se sane que es util, se ha usado,
o se esta usando actualmente para la prevencion, tratamiento, control, o mejora del cancer o uno o mas sintomas
del mismo, en composiciones y métodos descritos en la presente memoria. Las terapias (por ejemplo, agentes
terapéuticos o profilacticos) incluyen, aunque sin limitacion, péptidos, polipéptidos, proteinas de fusién, moléculas de
acido nucleico, moléculas pequefas, agentes miméticos, farmacos sintéticos, moléculas inorganicas, y moléculas
organicas. Ejemplos no limitantes de terapias para el cancer incluyen quimioterapias, radioterapias, terapias
hormonales, y/o terapias bioldgicas/inmunoterapias.

En aspectos particulares, el agente anti-neoplasico puede ser, aunque sin limitacién: un agente quimioterapéutico
(por ejemplo, acivicina, aclarrubicina, clorhidrato de acodazol, acronina, adozelesina, aldesleukina, altretamina,
ambomicina, acetato de ametantrona, aminoglutetimida, amsacrina, anastrozol, antramicina, asparaginasa,
azacitidina, azetepa, batimastat, bleomicina, benzodepa, bicalutamida, clorhidrato de bisantreno, dimesilato de
bisnafide, bizelesina, sulfato de bleomicina, brequinar sodio, bropirimina, busulfan, cactinomicina, calusterona,
campatecina, caracemida, carbetimer, carboplatino, carmustina, clorhidrato de carrubicina, carzelesina, cedefingol,
clorambucilo, cirolemicina, cisplatino, cladribina, mesilato de crisnatol, ciclofosfamida, citarabina, ciclosporina A,
combretastatina A4, analogo de combretastatina, factor citolitico, citostatina, dacliximab, docetaxel, dacarbazina,
dactinomicina, clorhidrato de daunorrubicina, docetaxel, doxorrubicina, droloxifeno, propionato de dromostanolona,
duazomicina, edatrexato, clorhidrato de eflomitina, elsamitrucina, enloplatino, enpromato, epipropidina, clorhidrato de
epirrubicina, erbulozol, clorhidrato de esorrubicina, estramustina, etanidazol, etopdsido, fazarabina, fenretinida,
floxuridina, fluorouracilo, flurocitabina, fosquidona, gemcitabina, hidroxiurea, idarrubicina, clorhidrato de idarrubicina,
ifosfamida, ilmofosina, iproplatino, ifosfamida, clorhidrato de irinotecano, acetato de lanreotida, letrozol, acetato de
leuprolida, clorhidrato de liarozol, lometrexol sodio, lomustina, clorhidrato de losoxantrona, masoprocol,
mercaptopurina, metotrexato, metoprina, meturedepa, mitindomida, raitocarcina, mitocromina, mitomicina,
mitoxantrona, acido micofendlico, nitrosoureas, nocodazol, nogalamicina, ormaplatino, oxisurano, paclitaxel,
plicamicina, complejo de platino, compuestos de platino, complejo de platino-triamina, procarbizina, puromicina,
taxol, tioguanina, talisomicina, tecogalano sodio, tegafur, clorhidrato de teloxantrona, vapreotida, verteporfina, sulfato
de vinblastina, sulfato de vincristina, vindesina, sulfato de vindesina, sulfato de vinepidina, sulfato de vinglicinato,
sulfato de vinleurosina, tartrato de vinorelbina, sulfato de vinrrosidisina, sulfato de vinzolidina, vorozol, zeniplatino, y
zinostatina),inhibidores de metaloproteinasa de matriz, inhibidores de tirosina quinasa, tirfostinas, antagonistas del
receptor de uroquinasa, inhibidor del gen de resistencia a multiples farmacos, terapia basada en el supresor tumoral
multiple 1, inhibidor del activado de plasmindgeno, bisfosfonatos (por ejemplo, pamidronato (Aredria), clondronato
sodio (Bonefos), acido zoledrénico (Zometa), alendronato (Fosamax), etidronato, ibandronato, cimadronato,
risedromato, y tiludromato), una citoquina (por ejemplo, IL-2, IFN-a, IFN-, EFN-y, factor inhibidor de leucemia,
interferon alfa de leucocitos, gonadotropina coriénica humana, y trombopoyetina), una hormona (por ejemplo,
hormona estimuladora de tiroides), un anticuerpo (por ejemplo, un anticuerpo anti-CD2, un anticuerpo anti-CD20, y
un anticuerpo inmunoespecifico para uno o mas receptores de galanina), vitamina D (por ejemplo, 20-epi-1,25
dihidroxivitamina D3), un inhibidor de angioganesis, un oligonucleétido antisentido, un modulador génico de
apoptosis, un regulador de apoptosis, un antagonista de BCR/ABL, un inhibidor derivado de cartilago, un agonista de
estrégeno, un antagonista de estrégeno, un inhibidor de gelatinasa, un inhibidor de glutation, un inhibidor de la HMG
CoA reductasa (por ejemplo, atorvastatina, cerivastatina, fluvastatina, lescol, lupitor, lovastatina, rosuvastatina, y
simvastatina), un péptido inmunoestimulador, un inhibidor del receptor del factor-1 de crecimiento tipo insulina, un
agonista de interferon, leuprolida+estrogeno+progesterona, leuprorelina, un ARN bicatenario desapareado, un
inhibidor del proteasoma, un modulador inmunitario basado en proteina A, un inhibidor de proteina quinasa C, un
inhibidor de proteina tirosina fosfatasa, un antagonista de raf, un inhibidor de la ras farnesil proteina transferasa, una
ribozima, iARN, un modulador de la transducciéon de sefales, un inhibidor de células madre, un inhibidor de la
division de células madre, un inhibidor de telomerasa, un agonista del receptor de timopoyetina, y un inhibidor de la
traduccion.

En aspectos especificos, se usa la radioterapia que comprende el uso de rayos x, rayos gamma y otras fuentes de
radiacion para destruir las células cancerosas, en combinacion con los virus de la gripe porcina atenuados descritos
en la presente memoria. En aspectos preferidos, el tratamiento de radiacion se administra como radiacion con rayos
externos o teleterapia, donde la radiacion esta dirigida desde una fuente remota. En otros aspectos preferidos, el
tratamiento de radiacion se administra como terapia interna o braquiterapia, donde se coloca una fuente radiactiva
dentro del cuerpo cerca de las células cancerosas o una masa tumoral.

Las terapias contra el cancer y sus dosificaciones, vias de administracién y uso recomendado son conocidas en la
técnica y se ha descrito en documentacion tal como Physicians' Desk Reference (582 ed., 2004) y Merck Veterinary
Manual (82 ed., 1998).

5.7.2 Terapias anti-angiogénesis

Puede usarse cualquier agente anti-angiogénico bien conocido para los expertos en la materia en las composiciones
y métodos descritos en la presente memoria. Ejemplos no limitantes de agentes anti-angiogénicos incluyen
proteinas, polipéptidos, péptidos, proteinas de fusién, anticuerpos (por ejemplo, quiméricos, monoclonales,
policlonales, Fv, ScFv, fragmentos Fab, fragmentos F(ab)2, y fragmentos de union a antigeno de los mismos) tales
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como anticuerpos que se unen inmunoespecificamente a TNFa, moléculas de acido nucleico (por ejemplo,
moléculas antisentido o triples hélices), moléculas organicas, moléculas inorganicas, y moléculas pequefias que
reducen o inhiben o neutralizan la angiogénesis. En particular, ejemplos de agentes anti-angiogénicos incluyen,
aunque sin limitacidon, endostatina, angiostatina, apomigren, antitrombina Ill anti-angiogénica, los fragmentos
proteoliticos de 29 kba N-terminal y de 40 kDa C-terminal de fibronectina, un antagonista del receptor uPA, el
fragmento proteolitico de 16 kDa de prolactina, el fragmento proteolitico de 7,8 kDa del factor plaquetario-4, el
fragmento anti-angiogénico de 24 aminoacidos del factor plaquetario-4, el factor anti-angiogénico denominado 13.40,
el fragmento anti-angiogénico de 22 aminoacidos de trombospondina I, el fragmento anti-angiogénico de 20
aminoacidos de péptidos que contienen SPARC, ROD y NGR, los péptidos anti-angiogénicos pequefios de laminina,
fibronectina, procolageno y EGF, antagonistas de integrina avps (por ejemplo, anticuerpos anti-integrina avps),
antagonistas del factor de crecimiento de fibroblastos acido (aFGF), antagonistas del factor de crecimiento de
fibroblastos basico (bFGF), antagonistas del factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) (por ejemplo,
anticuerpos anti-VEGF), y antagonistas del receptor de VEGF (VEGFR) (por ejemplo, anticuerpos anti-VEGFR).

5.7.3 Terapias anti-virales

Puede usarse cualquier agente anti-viral bien conocido para los expertos en la materia en las composiciones y los
métodos descritos en la presente memoria. Ejemplos no limitantes de agentes anti-virales incluyen proteinas,
polipéptidos, péptidos, proteinas de fusién, anticuerpo, moléculas de acido nucleico, moléculas organicas, moléculas
inorganicas, y moléculas pequefas que inhiben y/o reducen la adhesién de un virus a su receptor, la internalizacion
de un virus en una célula, la replicacién de un virus, o la liberaciéon de virus desde una célula. En particular, los
agentes anti-virales incluyen, aunque sin limitacion, analogos nucleosidicos (por ejemplo, zidovudina, aciclovir,
gangciclovir, vidarabina, idoxuridina, trifluridina, y ribavirina), foscarnet, amantadina, rimantadina, saquinavir,
indinavir, ritonavir, alfa-interferones y otros interferones, y AZT.

En aspectos especificos, el agente anti-viral es un agente inmunomodulador que es inmunoespecifico para un
antigeno viral. Como se emplea en esta memoria, la expresién "antigeno viral" incluye, aunque sin limitacion,
cualquier péptido, polipéptido y proteina viral (por ejemplo, 3AB, 3ABC del virus de la fiebre aftosa, GP5 del virus del
sindrome reproductor y respiratorio porcino, gE del virus de la pseudorrabia, nucleoproteina del virus de la
transmisible porcina, neuraminidasa del virus de la gripe, hemaglutinina del virus de la gripe, glucoproteina del virus
del herpes simple (por ejemplo, gB, gC, gD, y gE) y antigeno superficial de hepatitis B) que es capaz de provocar
una respuesta inmunitaria. Los anticuerpos Utiles en este aspecto para el tratamiento de una enfermedad infecciosa
viral incluyen, aunque sin limitacién, anticuerpos contra antigenos de virus patogénicos, incluyendo como ejemplos y
sin limitacion: adenoviridae (por ejemplo, mastadenovirus y aviadenovirus), herpesviridae (por ejemplo, virus del
herpes simple 1, virus del herpes simple 2, virus del herpes simple 5, y virus del herpes simple 6), leviviridae (por
ejemplo, levivirus, fase MS2 de enterobacterias, allolevirus), poxviridae (por ejemplo, chordopoxvirinae,
parapoxvirus, avipoxvirus, capripoxvirus, leporiipoxvirus, suipoxvirus, molluscipoxvirus, y entomopoxvirinae),
papovaviridae (por ejemplo, poliomavirus y papilomavirus), paramyxoviridae (por ejemplo, paramixovirus, virus de
paragripe 1, mobilivirus (por ejemplo, virus del sarampion), rubulavirus (por ejemplo, virus de las paperas),
pneumonovirinae (por ejemplo, pneumovirus, virus sincitial respiratorio humano), y metapneumovirus (por ejemplo,
pneumovirus aviar y metapneumovirus humano)), picornaviridae (por ejemplo, enterovirus, rinovirus, hepatovirus
(por ejemplo, virus de la hepatitis A humana), cardiovirus, y aftovirus), reoviridae (por ejemplo, ortoreovirus, orbivirus,
rotavirus, cipovirus, fijivirus, fitoreovirus, y orizavirus), retroviridae (por ejemplo, retrovirus tipo B de mamifero,
retrovirus tipo C de mamifero, retrovirus tipo C de aves, grupo de retrovirus tipo D, retrovirus BLV-HTLV, lentivirus
(por ejemplo, virus de la inmunodeficiencia humana 1 y virus de la inmunodeficiencia humana 2), espumavirus),
flaviviridae (por ejemplo, virus de hepatitis C), hepadnaviridae (por ejemplo, virus de hepatitis B), togaviridae (por
ejemplo, alfavirus (por ejemplo, virus sindbis) y rubivirus (por ejemplo, virus de la rubéola)), rhabdoviridae (por
ejemplo, vesiculovirus, lyssavirus, ephemerovirus, citorhabdovirus, y necleorhabdovirus), arenaviridae (por ejemplo,
arenavirus, virus de la coriomeningitis linfocitica, virus Ippy, y virus lassa), y coronaviridae (por ejemplo, coronavirus
y torovirus).

Ejemplos especificos de anticuerpos disponibles Utiles para el tratamiento de una enfermedad infecciosa viral
incluyen, aunque sin limitacion, PRO542 (Progenies) que es un anticuerpo de fusion con CD4 Util para el tratamiento
de infeccion por VIH; Ostavir (Protein Design Labs, Inc., CA) que es un anticuerpo humano util para el tratamiento de
virus de la hepatitis B; y Protovir (Protein Design Labs, Inc., CA) que es un anticuerpo IgG1 humanizado util para el
tratamiento de citomegalovirus (CMV).

Las terapias anti-virales y sus dosificaciones, vias de administracion y uso recomendado son conocidas en la técnica
y se han descrito en documentacioén tal como Physicians' Desk Reference (582 ed., 2004) y Merck Veterinary Manual
(82 ed., 1998). Esta disponible informacion adicional sobre infecciones virales en Cecil Textbook of Medicine (182
ed., 1988).
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5.7.4 Terapias con antibiético

Puede usarse cualquier agente antibidtico bien conocido para los expertos en la materia en las composiciones y los
métodos descritos en la presente memoria. Los agentes antibacterianos o antibidticos que pueden usarse en
combinacién con los complejos descritos en la presente memoria incluyen, aunque sin limitacion: antibidticos
aminoglucosidicos (por ejemplo, apramicina, arbekacina, bambermicinas, butirosina, dibekacina, neomicina,
neomicina, undecilenato, netilmicina, pafomomicina, ribostamicina, sisomicina, y espectinomicina), antibioticos de
anfenicol (por ejemplo, azidanfenicol, cloranfenicol, florfeniicol, y tianfenicol), antibiéticos de ansamicina (por
ejemplo, rifamida y rifampina), carbacefems (por ejemplo, loracarbef), carbapenems (por ejemplo, biapenem e
imipenem), cefalosporinas (por ejemplo, cefaclor, cefadroxil, cefamandol, cefatrizina, cefazedona, cefozoprano,
cefpimizol, cefpiramida, y cefpirome), cefamicinas (por ejemplo, cefbuperazona, cefinetazol, y cefminox),
monobactamas (por ejemplo, aztreonam, carumonam, y tigemonam), oxacefems (por ejemplo, flomoxef, y
moxalactama), penicilinas (por ejemplo, amdinocilina, amdinocilina pivoxil, amoxicilina, bacampicilina, acido
bencilpenicilinico, bencilpenicilina sodio, epicilina, fenbenicilina, floxacilina, penamicilina, yodhidrato de penetamato,
penicilina o-benetamina, penicilina 0, penicilina V, penicilina V benzatina, penicilina V hidlrabamina, penimepiciclina,
y fencihicilina potasio), lincosamidas (por ejemplo, clindamicina, y lincomicina), macrélidos (por ejemplo,
azitromicina, carbomicina, claritomicina, diritromicina, eritromicina, y acistrato de eritromicina), anfomicina,
bacitracina, capreomicina, colistut, enduracidina, enviomicina, tetraciclinas (por ejemplo, apiciclina, clortetraciclina,
clomociclina, y demeclociclina), 2,4-diaminopirimidinas (por ejemplo, brodimoprim), nitrofuranos (por ejemplo,
furaltadona, y cloruro de furazolio), quinolonas y analogos de las mismas (por ejemplo, cinoxacina, ciprofloxacina,
clinafloxacina, flumequina, y grepagloxacina), sulfonamidas (por ejemplo, acetil sulfametoxipirazina, bencilsulfamida,
noprilsulfamida, ftalilsulfacetamida, sulfacrisoidina, y sulfacitina), sulfonas (por ejemplo, diatimosulfona, glucosulfona
sodio, y solasulfona), cicloserina, mupirocina y tuberina.

Ejemplos adicionales de agentes antibacterianos incluyen aunque sin limitacién Acedapsona; Acetosulfona Sodio;
Alamecina; Alexidina; Amdinocilina; Amdinocilina Pivoxil; Amiciclina; Amifloxacina; Mesilato de Amifloxacina;
Amikacina; Sulfato de Amikacina; acido Aminosalicilico; Aminosalicilato sodio; Amoxicilina; Anfomicina; Ampicilina;
Ampicilina Sodio; Apalcilina Sodio; Apramicina; Aspartocina; Sulfato de Astromicina; Avilamicina; Avoparcina;
Azitromicina; Azlocilina; Azlocilina Sodio; Clorhidrato de Bacampicilina; Bacitracina; Metileno Disalicilato de
Bacitracina; Bacitracina Zinc; Bambermicinas; Benzoilpas Calcio; Beritromicina; Sulfato de Betamicina; Biapenem;
Biniramicina; Clorhidrato de Bifenamina; Bispiritiona Magsulfex; Butikacina; Sulfato de Butirosina; Sulfato de
Capreomicina; Carbadox; Carbenicilina Disodio; Carbenicilina Indanil Sodio; Carbenicilina Fenil Sodio; Carbenicilina
Potasio; Carumonam Sodio; Cefaclor; Cefadroxil; Cefamandol; Nafato de Cefamandol; Cefamandol Sodio;
Cefaparol; Cefatrizina; Cefazaflur Sodio; Cefazolina; Cefazolina Sodio; Cefbuperazona; Cefdinir; Cefepima;
Clorhidato de Cefepima; Cefetecol; Cefixima; Clorhidrato de Cefmnenoxima; Cefmetazol; Cefmetazol Sodio;
Cefonicid Monosodio; Cefonicid Sodio; Cefoperazona Sodio; Ceforanida; Cefotaxima Sodio; Cefotetano; Cefotetano
Disodio; Clorhidrato de Cefotiam; Cefoxitina; Cefoxitina Sodio; Cefpimizol; Cefpimizol Sodio; Cefpiramida;
Cefpiramida Sodio; Sulfato de Cefpiroma; Cefpodoxima Proxetil; Cefprozil; Cefroxadina; Cefsulodina Sodio;
Ceftazidima; Ceftibuteno; Ceftizoxima Sodio; Ceftriaxona Sodio; Cefuroxima; Cefuroxima Axetil; Cefuroxima
Pivoxetil; Cefuroxima Sodio; Cefacetril Sodio; Cefalexina; Clorhidrato de Cefalexina; Cefaloglicina; Cefaloridina;
Cefalotina Sodio; Cefapirina Sodio; Cefradina; Clorhidrato de Cetociclina; Cetofenicol; Cloranfenicol; Palmitato de
Cloranfenicol; Complejo de Pantotenato de Cloranfenicol; Succinato de Cloranfenicol Sodio; Fosfanilato de
Clorhexidina; Cloroxilenol; Bisulfato de Clortetraciclina; Clorhidrato de Clortetraciclina; Cinoxacina; Ciprofloxacina;
Clorhidrato de Ciprofloxacina; Cirolemicina; Claritromicina; Clorhidrato de Clinafloxacina; Clindamicina; Clorhidrato
de Clindamicina; clorhidrato de Palmitato de Clindamicina; Fosfato de Clindamicina; Clofazimina; Cloxacilina
Benzatina; Cloxacilina Sodio; Cloxiquina; Colistimetato Sodio; Sulfato de Colistina; Coumermicina; Coumermicina
Sodio; Ciclacilina; Cicloserina; Dalfopristina; Dapsona; Daptomicina; Demeclociclina; Clorhidrato de Demeclociclina;
Demeciclina; Denofungina; Diaveridina; Dicloxacilina; Dicloxacilina Sodio; Sulfato de Dihidroestreptomicina;
Dipiritiona; Diritromicina; Doxiciclina; Doxiciclina Calcio; Doxiciclina Fosfatex; Doxiciclina Hiclato; Droxacina Sodio;
Enoxacina; Epicilina; Clorhidrato de Epitetraciclina; Eritromicina; Acistrato de Eritromicina; Estolato de Eritromicina;
Etilsuccinato de Eritromicina; Gluceptato de Eritromicina; Lactobionato de Eritromicina; Propionato de Eritromicina;
Estearato de Eritromicina; Clorhidrato de Etambutol; Etionamida; Fleroxacina; Floxacilina; Fludalanina; Flumequina;
Fosfomicina; Fosfomicina Trometamina; Fumoxicilina; Cloruro de Furazolio; Tartrato de Furazolio; Fusidato Sodio;
Acido Fusidico; Sulfato de Gentamicina; Gloximonam; Gramicidina; Haloprogina; Hetacilina; Hetacilina Potasio;
Hexedina; Ibafloxacina; Imipenem; lIsoconazol; Isepamicina; Isoniazid; Josamicina; Sulfato de Kanamicing;
Kitasamicina; Levofuraltadona; Levopropilcilina Potasio; Lexitromicina; Lincomicina; Clorhidrato de Lincomicina;
Lomefloxacina; Clorhidrato de Lomefloxacina; Mesilato de Lomefloxacina; Loracarbef; Mafenida; Meclociclina;
Sulfosalicilato de Meclociclina; Fosfato de Megalomicina Potasio; Mequidox; Meropenem; Metaciclina; Clorhidrato de
Metaciclina; Metenamina; Hippurato de Metenamina; Mandelato de Metenamina; Meticilina Sodio; Metioprim;
Clorhidrato de Metronidazol; Fosfato de Metronidazol; Mezlocilina; Mezlocilina Sodio; Minociclina; Clorhidrato de
Minociclina; Clorhidrato de Mirincamicina; Monensina; Monensina Sodio; Nafcilina Sodio; Nalidixato Sodio; Acido
Nalidixico; Natamicina; Nebrabracina; Palmitato de Neomicina; Sulfato de Neomicina; Undecilenato de Neomicina;
Sulfato de Netilmicina; Neutramicina; Nifuradeno; Nifuraldezona; Nifuratel; Nifuratrona; Nifurdazil; Nifurimida;
Nifurpirinol; Niturquinazol; Nifurtiazol; Nitrociclina; Nitrofurantoina; Nitromida; Norfloxacina; Novobiocina Sodio;
Ofloxacina; Ormetoprim; Oxacilina Sodio; Oximonam; Oximonam Sodio; Acido Oxolinico; Oxitetraciclina;
Oxitetraciclina Calcio; Clorhidrato de Oxitetraciclina; Paldimicina; Paraclorofenol; Paulomicina; Pefloxacina; Mesilato
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de Pefloxacina; Penamecilina; Penicilina G Benzatina; Penicilina G Potasio; Penicilina G Procaina; Penicilina G
Sodio; Penicilina V; Penicilina V Benzatina; Penicilina V Hidrabamina; Penicilina V Potasio; Pentizidona Sodio;
Aminosalicilato de Fenilo; Piperacilina Sodio; Pirbenicilina Sodio; Piridicilina Sodio; Clorhidrato de Pirlimicina;
Clorhidrato de Pivampicilina; Pamoato de de Pivampicilina; Probenato de Pivampicilina; Sulfato de Polimixina B;
Porfiromicina; Propikacina; Pirazinamida; Piritiona Zinc; Acetato de Quindecamina; Quinupristina; Racefenicol;
Ramoplanina; Ranimicina; Relomicina; Repromicina; Rifabutina; Rifametano; Rifamexil; Rifamida; Rifampina;
Rifapentina; Rifaximina; Rolitetraciclina; Nitrato de Rolitetraciclina; Rosaramicina; Butirato de Rosaramicing;
Propionato de Rosaramicina; Fosfato de Rosaramicina Sodio; Estearato de Rosaramicina; Rosoxacina; Roxarsona;
Roxitromicina; Sanciclina; Sanfetrinem Sodio; Sarmoxicilina; Sarpicilina; Scopafingina; Sisomicina; Sulfato de
Sisomicina; Esparfloxacina; Clorhidrato de Espectinomicina; Espiramicina; Clorhidrato de Estalimicina; Esteffimicina;
Sulfato de Estreptomicina; Estreptonicozid; Sulfabenz; Sulfabenzamida; Sulfacetamida; Sulfacetamida Sodio;
Sulfacitina; Sulfadiazina; Sulfadiazina Sodio; Sulfadoxina; Sulfaleno; Sulfamerazina; Sulfameter; Sulfametazina;
Sulfametizol; Sulfametoxazol; Sulfamonometoxina; Sulfamoxol; Sulfanilato Zinc; Sulfanitrano; Sulfasalazina;
Sulfasomizol; Sulfatiazol; Sulfazamet; Sulfisoxazol; Sulfisoxazol Acetilo; Sulfisoxazol Diolamina; Sulfomixina;
Sulopenem; Sultamicilina; Suncilina Sodio; clorhidrato de Talampicilina; Teicoplanina; Clorhidrato de Temafloxacina;
Temocilina; Tetraciclina; Clorhidrato de Tetraciclina; Complejo de Fosfato de Tetraciclina; Tetroxoprim; Tianfenicol;
Tifencilina Potasio; Ticarcilina Cresil Sodio; Ticarcilina Disodio; Ticarcilina Monosodio; Ticlatona; Cloruro de Tiodonio;
Tobramicina; Sulfato de Tobramicina; Tosufloxacina; Trimetoprim; Sulfato de Trimetoprim; Trisulfapirimidinas;
Troleandomicina; Sulfato de Trospectomicina; Tirotricina; Vancomicina; Clorhidrato de Vancomicina; Virginiamicina;
Zorbamicina.

Las terapias con antibiotico y sus dosificaciones, vias de administracion y uso recomendado son conocidas en la
técnica y se han descrito en documentacion tal como Physicians' Desk Reference (582 ed., 2004) y Merck Veterinary
Manual (82 ed:, 1998).

5.7.5 Terapias inmunomoduladoras

Puede usarse cualquier agente inmunomodulador bien conocido para los expertos en la materia en los métodos y
composiciones descritas en la presente memoria. Los agentes inmunomoduladores puede afectar a uno o mas o
todos los aspectos de la respuesta inmunitaria en un sujeto. Los aspectos de la respuesta inmunitaria incluyen,
aunque sin limitacion, la respuesta inflamatoria, la cascada del complemento, la diferenciacion de leucocitos y
linfocitos, la proliferacion, y/o la funcion efectora, los recuentos de monocitos y/o basdfilos, y la comunicacion celular
entre células del sistema inmunitario. En ciertos aspectos descritos en la presente memoria, un agente
inmunomodulador modula un aspecto de la respuesta inmunitaria. En otros aspectos, un agente inmunomodulador
modula mas de un aspecto de la respuesta inmunitaria. En un aspecto, la administracion de un agente
inmunomodulador a un sujeto inhibe o reduce uno o mas aspectos de las capacidades de respuesta inmunitaria del
sujeto. En ciertos aspectos, un agente inmunomodulador no es un agente anti-inflamatorio. En ciertos aspectos, un
agente inmunomodulador no es un agente anti-angiogénico. En ciertos aspectos, un agente inmunomodulador es un
agente quimioterapéutico. En ciertos aspectos, un agente inmunomodulador no es un agente quimioterapéutico.

Ejemplos de agentes inmunomoduladores incluyen, aunque sin limitacion, agentes proteicos tales como citoquinas,
péptido miméticos, y anticuerpos (por ejemplo, humanos, humanizados, quiméricos, monoclonales, policlonales, Fv,
ScFv, fragmentos Fab o F(ab)2 o fragmentos de unién a epitopo), moléculas de acido nucleico (por ejemplo,
moléculas de acido nucleico antisentido y ftriples hélices), moléculas pequefias, compuestos organicos, y
compuestos inorganicos. En particular, los agentes inmunomoduladores incluyen, aunque sin limitacion, metotrexato,
leflunomida, ciclofosfamida, citoxano, Immuran, ciclosporina A, minociclina, azatioprina, antibidticos (por ejemplo,
FK506 (tacrolimus)), metilprednisolona (MP), corticosteroides, esteroides, micofenolato mofetil, rapamicina
(sirolimus), mizoribina, desoxiespergualina, brequinar, malononitriloamindas (por ejemplo, leflunamida), moduladores
del receptor de células T, y moduladores del receptor de citoquinas.

Ejemplos de moduladores del receptor de células T incluyen, aunque sin limitacion, anticuerpos anti-receptor de
células T (por ejemplo, anticuerpos anti-CD4 (por ejemplo, cM-T412 (Boeringer), IDEC-CE9,1® (IDEC y SKB), mAB
4162W94, Orthoclone y OKTcdr4a (Janssen-Cilag)), anticuerpos anti-CD2, anticuerpos anti-CD3 (por ejemplo,
Nuvion (Product Design Labs), OKT3 (Johnson & Johnson), o Rituxan (IDEC)), anticuerpos anti-CD5 (por ejemplo,
un inmunoconjugado anti-CD5 ligado a ricina), anticuerpos anti-CD7 (por ejemplo, CHH-380 (Novartis)), anticuerpos
anti-CD8, anticuerpos monoclonales anti-ligando de CD40 (por ejemplo, IDEC-131 (IDEC)), anticuerpos anti-CD52
(por ejemplo, CAMPATH 1H (llex)), anticuerpos anti-CD2, anticuerpos anti-CD11a (por ejemplo, Xanelim
(Genentech)), y anticuerpos anti-B7 (por ejemplo, IDEC-114) (IDEC))), CTLA4-immunoglobulin, y LFA-3TIP (Biogen,
publicacion internacional N° WO 93/08656 y patente de Estados Unidos N° 6.162.432).

Ejemplos de moduladores del receptor de citoquinas incluyen, aunque sin limitacion, receptores solubles de
citoquinas (por ejemplo, el dominio extracelular de un receptor de TNF-a. o un fragmento del mismo, el dominio
extracelular de un receptor de IL-1B o un fragmento del mismo, y el dominio extracelular de un receptor de IL-6 o un
fragmento del mismo), citoquinas o fragmentos de las mismas (por ejemplo, interleuquina IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6,
IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-11, IL-12, IL-13, IL-15, IL-23, TNF-a,, TNF-B, interferon (IFN)-a, IFN-B, IFN-y, y GM-CSF),
anticuerpos anti-receptor de citoquinas (por ejemplo, anticuerpos anti-receptor de IFN, anticuerpos anti-receptor de
IL-2 (por ejemplo, Zenapax (Protein Design Labs)), anticuerpos anti-receptor de IL-3, anticuerpos anti-receptor de IL-
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4, anticuerpos anti-receptor de IL-6, anticuerpos anti-receptor de IL-9, anticuerpos anti-receptor de IL-10, anticuerpos
anti-receptor de IL-12, anticuerpos anti-receptor de IL-13, anticuerpos anti-receptor de IL-15, y anticuerpos anti-
receptor de IL-23), anticuerpos anti-citoquina (por ejemplo, anticuerpos anti-IFN, anticuerpos anti-TNF-a, anticuerpos
anti-IL-1f, anticuerpos anti-IL-3, anticuerpos anti-IL-6, anticuerpos anti-IL-8 (por ejemplo, ABX-IL-8 (Abgenix)),
anticuerpos anti-IL-9, anticuerpos anti-IL-12, anticuerpos anti-IL-13, anticuerpos anti-IL-15, y anticuerpos anti-IL-23).

En un aspecto especifico, un modulador del receptor de citoquinas es IL-3, IL-4, IL-10, o un fragmento de las
mismas. En otro aspecto, un modular del receptor de citoquinas es un anticuerpo anti-IL-1f3, anticuerpo anti-IL-6,
anticuerpo anti-receptor de IL-12, o anticuerpo anti-TNF-a. En otro aspecto, un modulador del receptor de citoquinas
es el dominio extracelular de un receptor de TNF-a. 0 un fragmento del mismo.

En cierto aspectos, un agente inmunomodulador es un modulador del receptor de células B. Ejemplos de
moduladores del receptor de células B incluyen, aunque sin limitacion, CD19. El direccionamiento a receptores de
células B proporciona un medio para modular las células B.

En un aspecto preferido, las proteinas, polipéptidos o péptidos (incluyendo anticuerpos) que se utilizan como
agentes inmunomoduladores se obtienen de la misma especie que el destinatario de las proteinas, polipéptidos o
péptidos para reducir la probabilidad de una respuesta inmunitaria contra esas proteinas, polipéptidos o péptidos. En
otro aspecto preferido, cuando el sujeto es un cerdo, las proteinas, polipéptidos, o péptidos que se utilizan como
agentes inmunomoduladores se obtienen de cerdo.

De acuerdo con los aspectos descritos en la presente memoria, se administra uno o mas agentes
inmunomoduladores a un sujeto antes de, después de, o de forma concomitante con un virus de la gripe porcina
atenuado. Puede usarse cualquier técnica bien conocida para los expertos en la materia para medir uno o mas
aspectos de la respuesta inmunitaria en un sujeto particular, y de ese modo determinar cuando es necesario
administrar un agente inmunomodulador a dicho sujeto. En un aspecto preferido, se mantiene un recuento absoluto
medio de linfocitos de aproximadamente 500 células/mm?3, preferiblemente 600 células/mm?3, 650 células/mms3, 700
células/mms3, 750 células/mm?3, 800 células/mm?3, 900 células/mm3, 1000 células/mm?3, 1100 células/mm3, o 1200
células/mm?3 en un sujeto.

Preferiblemente, se usan agentes que estan disponibles en el mercado y son conocidos por funcionar como agentes
inmunomoduladores, de acuerdo con los métodos descritos en la presente memoria. La actividad
inmunomoduladora de un agente puede determinarse in vitro y/o in vivo mediante cualquier técnica bien conocida
para los expertos en la materia incluyendo, por ejemplo, por ensayos CTL, ensayos de proliferacion, e
inmunoensayos (por ejemplo, ELISA) para la expresion de proteinas particulares tales como moléculas co-
estimuladoras y citoquinas.

5.8 Dosificacion y frecuencia de administracion

La cantidad de un agente profilactico o terapéutico o una composicion descrita en la presente memoria que sera
eficaz en la prevencion, tratamiento, control, y/o mejora de una infeccion por virus de la gripe porcina o una afeccién
asociada con la misma, una infeccion diferente de una infeccién por virus de la gripe porcina o una afeccion
asociada con la misma, una enfermedad tratable por IFN o una afeccién en que se usa un virus de la gripe porcina
atenuado como un vector para inducir una respuesta inmunitaria contra un antigeno asociado con la afeccion, o la
prevencion de la reaparicion, aparicion, o desarrollo de uno o mas sintomas de una infeccion por virus de la gripe
porcina o una afeccién asociada con la misma, una infeccion diferente de una infeccién por virus de la gripe porcina
0 una afeccién asociada con la misma, una enfermedad tratable por IFN, o una infeccién en que se usa un virus de
la gripe porcina atenuado como un vector para inducir una respuesta inmunitaria contra un antigeno asociado con la
afeccion, puede determinarse por métodos clinicos convencionales. La frecuencia y dosificacion también variaran de
acuerdo con factores especificos para cada paciente dependiendo de las terapias especificas (por ejemplo, el
agente o agentes terapéuticos o profilacticos especificos) administradas, la gravedad de trastorno, enfermedad, o
afeccion, la via de administracién, asi como la edad, peso corporal, respuesta, y el historial médico pasado del
paciente. Por ejemplo, la dosificacion de un agente profilactico o terapéutico o una composicion que sera eficaz en el
tratamiento, prevencion, control, y/o mejora de una infeccién por virus de la gripe porcina o una afecciéon asociada
con la misma, una infeccion viral diferente de una infeccion por virus de la gripe porcina o una afeccién asociada con
la misma, o una enfermedad tratable por IFN, o la prevencién de la reaparicion, apariciéon, o desarrollo de uno o mas
sintomas de una infeccion por virus de la gripe porcina o una afeccion asociada con la misma, una infeccion viral
diferente de una infeccién por virus de la gripe porcina o una afecciéon asociada con la misma, o una enfermedad
tratable por IFN, puede determinarse mediante modelos animales tales como los conocidos para los expertos en la
materia. Ademas, pueden emplearse opcionalmente ensayos in vitro para ayudar a identificar los intervalos 6ptimos
de dosificacion. Los regimenes adecuados pueden seleccionarse por los expertos en la materia considerando dichos
factores y siguiendo, por ejemplo, dosificaciones presentadas en la bibliografia y recomendadas en Physician's Desk
Reference (582 ed., 2004), Merck Veterinary Manual (82 ed., 1998), o Straw et al., Diseases of the Swine, lowa State
University Press (1999).

Dosis ejemplares de una vacuna o formulacion inmunogénica incluyen de 102 a 108, de aproximadamente 10° a
aproximadamente 107, de aproximadamente 10* a aproximadamente 5 x 108 ufp o de 10* a aproximadamente 107
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ufp. En otros aspectos, la dosis de una vacuna o formulacion inmunogénica descrita en la presente memoria
administrada a un sujeto es de 10%, 5 x 102, 103, 5 x 103, 104, 5 x 10, 10°, 5 x 10°, 108, 5 x 108, 107, 5 x 107 0 108
ufp. Dosos ejemplares de una formulacion farmacéutica incluyen 102, 5 x 102, 103, 5 x 103, 104, 5 x 104, 10%, 5 x 105,
108, 5 x 108, 107, 5 x 107, 108, 5 x 108, 1 x 10% 5 x 10% 1 x 10'°, 5 x 10", 1 x 10", 5 x 10'" 0 10" ufp. En ciertos
aspectos, la dosis de la formulacién farmacéutica administrada al sujeto es entre aproximadamente 10?2 a
aproximadamente 10'2, aproximadamente 102 a aproximadamente 10'°, aproximadamente 102 a aproximadamente
108, aproximadamente 10% a aproximadamente 10° aproximadamente 10° a aproximadamente 107,
aproximadamente 10* a aproximadamente 108, aproximadamente 10* a aproximadamente 5 x 10° ufp o
aproximadamente 10* a aproximadamente 102 ufp.

Las dosis ejemplares de una molécula pequefa incluyen cantidades de miligramos o microgramos de la molécula
pequefia por kilogramo de sujeto o peso de la muestra (por ejemplo, aproximadamente 1 microgramo por kilogramo
a aproximadamente 500 miligramos por kilogramo, aproximadamente 100 microgramos por kilogramo a
aproximadamente 5 miligramos por kilogramo, o aproximadamente 1 microgramo por kilogramo a aproximadamente
50 microgramos por kilogramo).

Para anticuerpos, proteinas, polipéptidos, péptidos y proteinas de fusion descritas en la presente memoria, la
dosificacion administrada a un paciente es tipicamente de 0,0001 mg/kg a 100 mg/kg del peso corporal del paciente.
Preferiblemente, la dosificacién administrada a un paciente es entre 0,0001 mg/kg y 20 mg/kg, 0,0001 mg/kg y 10
mg/kg, 0,0001 mg/kg y 5 mg/kg, 0,0001 y 2 mg/kg, 0,0001 y 1 mg/kg, 0,0001 mg/kg y 0,75 mg/kg, 0,0001 mg/kg y
0,5 mg/kg, 0,0001 mg/kg a 0,25 mg/kg, 0,0001 a 0,15 mg/kg, 0,0001 a 0,10 mg/kg, 0,001 a 0,5 mg/kg, 0,01 a 0,25
mg/kg o 0,01 a 0,10 mg/kg del peso corporal del paciente. Generalmente, los anticuerpos de cerdo tienen una
semivida mas larga dentro del cerdo que anticuerpos de otra especie debido a la respuesta inmunitaria contra los
polipéptidos exdgenos. Por tanto, a menudo son posibles dosificaciones inferiores de anticuerpos de cerdo y
administracién menos frecuente a los cerdos. Ademas, la dosificacion y frecuencia de administracion de anticuerpos
o fragmentos de los mismos pueden reducirse potenciando la captacion y penetracion tisular de los anticuerpos
mediante modificaciones tales como, por ejemplo, lipidacion.

Preferiblemente, las dosificaciones de agentes profilacticos o terapéuticos usados en las terapias de combinacion
descritas en la presente memoria son inferiores que aquellas que se han usado o se estan usando actualmente para
prevenir, tratar, controlar, y/o mejorar una infeccion por virus de la gripe porcina o una afeccidon o sintomas
asociados con la misma, una infeccion diferente a una infecciéon por virus de la gripe porcina o una afeccion o
sintoma asociado con la misma, una enfermedad tratable por IFN, o una afeccién en que se usa un virus de la gripe
porcina atenuado como un vector para inducir una respuesta inmunitaria contra un antigeno asociado con la
afeccion. Las dosificaciones recomendadas de agentes actualmente usados para la prevencion, tratamiento, control,
o0 mejora de una infeccion por virus de la gripe porcina o una afeccion o sintomas asociados con la misma, una
infeccion diferente a una infeccion por virus de la gripe porcina o una afeccién o sintoma asociado con la misma, una
enfermedad tratable por IFN, o una afeccion en que se usa un virus de la gripe porcina atenuado como un vector
para inducir una respuesta inmunitaria contra un antigeno asociado con la afeccion, puede obtenerse de cualquier
referencia en la técnica incluyendo, aunque sin limitacion, Hardman et al. eds., 2001, Goodman & Gilman's The
Pharmacological Basis Of Basis Of Therapeutics, 102 ed., Mc-Graw-Hill, Nueva York; Physicians' Desk Reference
(PDR) 582 ed., 2004, Medical Economics Co., Inc., Montvale, NJ, y Merck Veterinary Manual (82 ed., 1998); Taylor,
Pig Diseases, 62 Ed., Diamond Farm Book Pubns, 1995; y Straw et al., Diseases of Swine, 82 Ed., lowa State
University Press, 1999.

En diversos aspectos, las terapias (por ejemplo, agentes profilacticos o terapéuticos) se administran menos de 5
minutos separadas, menos de 30 minutos separadas, 1 hora separadas, a aproximadamente 1 hora separadas, a
aproximadamente 1 a aproximadamente 2 horas separadas, a aproximadamente 2 horas a aproximadamente 3
horas separadas, a aproximadamente 3 horas a aproximadamente 4 horas separadas, a aproximadamente 4 horas
a aproximadamente 5 horas separadas, a aproximadamente 5 horas a aproximadamente 6 horas separadas, a
aproximadamente 6 horas a aproximadamente 7 horas separadas, a aproximadamente 7 horas a aproximadamente
8 horas separadas, a aproximadamente 8 horas a aproximadamente 9 horas separadas, a aproximadamente 9
horas a aproximadamente 10 horas separadas, a aproximadamente 10 horas a aproximadamente 11 horas
separadas, a aproximadamente 11 horas a aproximadamente 12 horas separadas, a aproximadamente 12 horas a
aproximadamente 18 horas separadas, 18 horas a 24 horas separadas, 24 horas a 36 horas separadas, 36 horas a
48 horas separadas, 48 horas a 52 horas separadas, 52 horas a 60 horas separadas, 60 horas a 72 horas
separadas, 72 horas a 84 horas separadas, 84 horas a 96 horas separadas, o 96 horas a 120 horas separadas. En
aspectos preferidos, se administran dos o mas terapias en la misma visita del paciente.

En ciertos aspectos, se administran ciclicamente una o mas composiciones descritas en la presente memoria y una
0 mas terapias (por ejemplo, agentes profilacticos o terapéuticos). La terapia ciclica implica la administraciéon de una
primera terapia (por ejemplo, un primer agente profilactico o terapéutico) durante un periodo de tiempo, seguida de
la administracion de una segunda terapia (por ejemplo, un segundo atente profilactico o terapéutico) durante un
periodo de tiempo, opcionalmente seguida de la administracion de una tercera terapia (por ejemplo, agente
profilactico o terapéutico) durante un periodo de tiempo y asi sucesivamente, y la repeticion de esta administracion
secuencial, es decir, el ciclo para reducir el desarrollo de resistencia contra una de las terapias, para evitar o reducir
los efectos secundarios de una de las terapias, y/o para mejorar la eficacia de las terapias.
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Una vacuna o composicion inmunogénica de la invencion puede administrarse a un sujeto en una Unica dosis
seguida de una segunda dosis de 3 a 6 semanas después. Pueden administrarse vacunaciones de refuerzo al sujeto
a intervalos de 6 a 12 meses después de la segunda vacunacion. El sujeto puede ser un mamifero. El sujeto puede
ser un cerdo con infeccién por gripe porcina A.

La administracion de las mismas composiciones de la invencion puede repetirse y las administraciones pueden
separarse en al menos 1 dia, 2 dias, 3 dias, 5 dias, 10 dias, 15 dias, 30 dias, 45 dias, 2 meses, 75 dias, 3 meses, 0
al menos 6 meses. La administracién de la misma terapia (por ejemplo, agente profilactico o terapéutico) diferente
de una composicion de la invencion puede repetirse y la administracion puede separarse por al menos 1 dia, 2 dias,
3 dias, 5 dias, 10 dias, 15 dias, 30 dias, 45 dias, 2 meses, 75 dias, 3 meses, 0 al menos 6 meses.

5.9 Ensayos biologicos
5.9.1 Ensayos in vitro

El crecimiento de los virus de la gripe porcina atenuados de la presente invencion puede evaluarse en células de
cerdo, por ejemplo, células PK, otras células de cerdo como se describe en la presente memoria, y otras células
IFN-competente e IFN-deficientes. En un aspecto especifico, se infectan células PK a una MOI de 0,0005 y 0,001,
0,001y 0,01, 0,01y 0,1,0,1y 1,0 1y 10, o una MOI de 0,0005, 0,001, 0,005, 0,01, 0,05, 0,1, 0,5, 1,50 10y se
incuban con medio sin suero suplementado con fluido alantoideo al 5% (F. Cook, University of Kentucky, Lexington,
KY). Los titulos virales se determinan en el sobrenadante por placas HA en células MDCK como se describe a
continuacion. Otras células en que pueden evaluarse los titulos virales incluyen, aunque sin limitacion, células PK,
células Vero, células endoteliales de vena umbilical humana primarias (HUVEC), linea celular de epitelio humano
H292, células Hela, y células renales embrionarias porcinas RES.

Los ensayos virales incluyen aquellos que miden la replicaciéon viral alterada (determinada, por ejemplo, por
formacion de placas) o la produccién de proteinas virales (determinada, por ejemplo, por analisis de transferencia de
western) o ARN virales (determinada, por ejemplo, por RT-PCR o analisis de transferencia de northern) en células
cultivadas in vitro usando métodos que son bien conocidos en la técnica.

La induccion de respuestas de IFN puede determinarse midiendo el estado fosforilado de componentes de la ruta de
IFN después de infeccion con el virus mutante de ensayo, por ejemplo, IRF-3, que se fosforila en respuesta a ARN
bicatenario. En respuesta a IFN tipo I, quinasa Jak1 y quinasas TyK2, las subunidades del receptor de IFN, STAT1,
y STAT2 se fosforilan rapidamente en la tirosina. Por tanto, para determinar si el virus de la gripe porcina atenuado
induce respuestas de IFN, se infectan células, tales como células 293, con el virus mutante de ensayo y después de
la infeccion, se lisan las células. Los componentes de la ruta de IFN, tales como la quinasa Jak1 o la quinasa TyK2,
se inmunoprecipitan de los lisados celulares infectados, usando sueros o anticuerpos policlonales especificos, y se
determina el estado de tirosina fosforilada de la quinasa por ensayos de inmunotransferencia con un anticuerpo anti-
fosfotirosina (por ejemplo, véase Krishnan et al. 1997, Eur. J. Biochem. 247: 298-305). Un estado fosforilado
potenciado de cualquiera de los componentes de la ruta de IFN después de infeccion con el virus de la gripe porcina
atenuado indicaria induccion de respuestas de IFN por el virus de la gripe porcina atenuado.

La induccion de respuestas de IFN puede determinarse midiendo la activacién transcripcional dependiente de IFN
después de infeccion con el virus de la gripe porcina atenuado de ensayo. En esta realizacion, puede analizarse la
expresion de genes que se sabe que se inducen por IFN, por ejemplo, Mx, PKR, 2-5-oligoadenilatosintetasa,
complejo principal de histocompatibilidad (MHC) clase |, etc., por técnicas conocidas para los expertos en la materia
(por ejemplo, transferencias de northern, transferencias de western, PCR, etc.). Como alternativa, las células de
ensayo tales como células renales embrionarias o células de sarcoma osteogénico, se modifican para expresar de
forma transitoria o constitutiva genes indicadores tales como el gen indicador de luciferasa o gen indicador de
cloranfenicol transferasa (CAT) bajo el control de un elemento de respuesta estimulado por interferén, tal como el
promotor estimulado por IFN del gen ISG-54K (Bluyssen et al., 1994, Eur. J. Biochem. 220:395-402). Las células se
infectan con el virus de la gripe porcina atenuado de ensayo y el nivel de expresion del gen indicador se compara
con el de células no infectadas o células infectadas con virus de tipo silvestre. Un aumento en el nivel de expresion
del gen indicador después de infeccion con el virus de ensayo indicaria que el virus de la gripe porcina atenuado de
ensayo esta induciendo una respuesta de IFN.

La medicién de la induccién de IFN también puede evaluarse determinando si un extracto de la célula o huevo
infectado con el virus de la gripe porcina atenuado de ensayo es capaz de conferir actividad protectora contra
infeccion viral. Mas especificamente, se infectan grupos de huevos embrionados de gallina de 10-12 dias de vida o
huevos embrionados de gallina de 10 dias de vida con el virus de la gripe porcina atenuado de ensayo o el virus de
tipo silvestre. Aproximadamente de 15 a 20 horas post-infeccion, se recoge el fluido alantoideo y se ensaya para la
actividad IFN determinan la dilucion mas alta con actividad protectora contra infeccion por virus de la gripe porcina
en células de cultivo tisular, tales como células MDCK.

5.9.2 Ensayos in vivo

La virulencia disminuida de los virus de la gripe porcina atenuados de la presente invencion puede evaluarse en un
sujeto, en particular, cerdos. En un ejemplo, se compara la capacidad de inducir lesiones pulmonares y causar
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infeccion en cerdos con virus de la gripe porcina de tipo silvestre y virus simulado. Las lesiones pulmonares pueden
evaluarse como un porcentaje de lobulos pulmonares que estan sanos por inspeccion visual. Los animales se
sacrifican 5 dias p.i. por administracion intravenosa de pentobarbital, y se retiran sus pulmones en su totalidad. El
porcentaje de la superficie de cada lébulo pulmonar que esta afectado por lesiones macroscépicas se estima
visualmente. Los porcentajes se promedian para obtener un valor medio para los 7 Iébulos pulmonares de cada
animal.

En otros ensayos, pueden ensayarse frotis nasales y BALF para determinar la carga o el titulo de virus. Los frotis
nasales pueden tomarse durante la necropsia para determinar la carga viral post-infeccion. Las muestras también
pueden tomarse con cuidado de cerdos vivos para determinar la carga viral post-infeccion. El BALF puede obtenerse
después de retirar los pulmones de la cavidad toracica aclarando los pulmones (mediante la traquea) con
aproximadamente 30 ml de medio de McCoy sin suero.

Para la cuantificacion del virus en muestras tisulares, se homogenizan las muestras tisulares en solucion salina
tamponada con fosfato (PBS), y se adsorben los homogenados aclarados durante 1 h a 37 °C en monocapas de
células MDCK. Las monocapas infectadas después se recubren con una soluciéon de medio esencial minimo que
contiene albumina de suero bovino (BSA) al 0,1%, DEAE-dextrano al 0,01%, NaHCO3 al 0,1%, y agar al 1%. Las
placas se incuban de 2 a 3 dias hasta que puedan visualizarse placas. Se realizan ensayos de dosis infecciosa en
cultivo tisular (DICT) para titular el virus de muestras infectadas con PR8 del siguiente modo. Se incuban monocapas
confluyentes de células MDCK en placas de 96 pocillos con diluciones log de homogenados tisulares aclarados en
medio. De dos a tres dias después de la inoculacién, se evaltan alicuotas de 0,05 ml de cada pocillo para el
crecimiento viral por ensayo de hemaglutinacion (ensayo HA).

En otros ensayos mas, se realizan evaluaciones histopatolégicas después de infeccion. Se examinan los cornetes
nasales y la traquea para cambios epiteliales e inflamacion subepitelial. Se examinan los pulmones para cambios
epiteliales bronquiolares e inflamacion peribronquiolar en bronquiolos grandes, medianos, y pequefios o terminales.
Los alvéolos también se evallan para cambios inflamatorios. Los bronquiolos medianos se clasifican en una escala
de 0 a 3+ del siguiente modo: 0 (normal: revestido por células epiteliales columnares medianas a altas con limites
apicales ciliados y nucleos pseudoestratificados basales; inflamacion minima); 1+ (capa epitelial columnar e incluso
en contorno con proliferacion ligeramente aumentada; cilios aun visibles en muchas células); 2+ (cambios
prominentes en la capa epitelial que varian desde atenuacion a marcada proliferacion; células desorganizadas y
contorno de capa irregular en el limite luminal); 3+ (capa epitelial marcadamente alterada y desorganizada con
células necroticas visible en el lumen; algunos bronquiolos atenuados y otros en marcada proliferacion reactiva).

La traquea se clasifica en una escala de 0 a 2,5+ del siguiente modo: 0 (normal: revestida por células epiteliales
columnares medianas a altas con limite apical ciliado, nucleos basales y pseudoestratificados. Citoplasma evidente
entre el limite apical y el nicleo. Pequefio foco ocasional con células escamosas); 1+ (metaplasia escamosa focal de
la capa epitelial); 2+ (metaplasia escamosa difusa de la gran parte de la capa epitelial, los cilios pueden ser
evidentes de forma focal); 2,5+ (metaplasia escamosa difusa con muy pocos cilios evidentes).

La inmunohistoquimica del virus de la gripe porcina se realiza usando un anticuerpo monoclonal especifico para NP.
La tincién se clasifica de 0 a 3+ del siguiente modo: 0 (sin células infectadas); 0,5+ (pocas células infectadas); 1+
(pocas células infectadas, como células individuales ampliamente separadas); 1,5+ (pocas células infectadas, en
forma individual ampliamente separadas y en pequefios grupos); 2+ (cantidades moderadas de células infectadas,
que afectan habitualmente a grupos de células adyacentes en partes de la capa epitelial que reviste los bronquiolos,
o en pequenos focos sublobulares en los alvéolos); 3+ (numerosas células infectadas, que afectan a la mayor parte
de la capa epitelial en los bronquiolos, o extendidas en focos sublobulares grandes en los alvéolos).

5.9.3 Determinacion del titulo viral

El titulo viral se determina inoculando diluciones en serie de virus de la gripe porcina en cultivos celulares (por
ejemplo, cultivos de cerdo), embriones de pollo, o animales vivos (por ejemplo, cerdos). Después de incubacion del
virus durante un tiempo especifico, el virus se aisla usando métodos convencionales.

La cuantificacion fisica del titulo del virus puede realizarse usando PCR aplicada a sobrenadantes virales (Quinn y
Trevor, 1997; Morgan et al, 1990), ensayos de hemaglutinacion, dosis infecciosas en cultivo tisular (DICT50) o dosis
infecciosas en huevo (DIH50).

El ensayo HA se realiza en placas de 96 pocillos con fondo en V. Se incubaron diluciones en serie de factor dos de
cada muestra en PBS durante 1 h en hielo con un volumen igual de una suspension al 0,5% de eritrocitos de pollo
en PBS. Los pocillos positivos contenian una capa homogénea adherente de eritrocitos; los pocillos negativos
contenian un sedimento no adherente.

5.9.4 Determinacion de los titulos de anticuerpo inhibidores de hemaglutinacion

En un método, el ensayo de inhibicion de HA, se determinan los niveles de anticuerpos que inhiben (HI) la
hemaglutinacion (HA) en muestras como se ha descrito previamente (Palmer et al., 1975, Advanced laboratory
techniques for gripe diagnosis. U.S. Department of Health, Education and Welfare Immunology Series. U.S.
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Department of Health, Education and Welfare, Washington, D.C.). En resumen, se incuban muestras durante una
noche a 37 °C con 4 volumenes de enzima que destruye el receptor (Denka Seikett Go., Tokio, Japon) preparada a
partir de Vibrio cholerae. Después de la inactivacion de la enzima que destruye el receptor por incubacion de las
muestras a 56 °C durante 60 min, se mezclan diluciones en serie de factor dos de suero con 4 unidades HA de virus
de la gripe porcina. Los ensayos se revelan afiadiendo glébulos rojos de pollo al 0,5% (vol/vol), y los titulos de
anticuerpo HI se definen como el reciproco de la dilucion mas alta que causa inhibicidon completa de la aglutinacion.

5.9.5 Estudios de toxicidad

La toxicidad y/o eficacia de las composiciones de la presente invencidon puede determinarse por procedimientos
farmacéuticos convencionales en cultivos celulares o animales experimentales, por ejemplo, para determinar la
DL50 (dosis letal para el 50% de la poblacién) y la DE50 (dosis terapéuticamente eficaz en el 50% de la poblacién).
La proporciéon de dosis entre efectos toxicos y terapéuticos es el indice terapéutico y puede expresarse como la
proporcion DL50/DES0. Se prefieren terapias que muestran grandes indices terapéuticos. Aunque pueden usarse
terapias que muestras efectos secundarios téxicos, debe tenerse cuidado de disefiar un sistema de suministro que
dirija dichos agentes al sitio de tejido afectado para minimizar el dafio potencial a células no infectadas y, de ese
modo, reducir los efectos secundarios.

Los datos obtenidos de los ensayos de cultivo celular y estudios en animales pueden usarse en la formulaciéon de un
intervalo de dosificacion de las terapias para su uso en sujetos (por ejemplo, cerdos). La dosificacion de dichos
agentes esta preferiblemente dentro de un intervalo de concentraciones en circulacion que incluyen la DE50 con
poca o ninguna toxicidad. La dosificacion puede variar dentro de este intervalo dependiendo de la dosificacion
empleada y la via de administracion utilizada. Para cualquier terapia usada en el método descrito en la presente
memoria, la dosis terapéuticamente eficaz puede estimarse inicialmente a partir de ensayos de cultivo celular. Puede
formularse una dosis en modelos animales para conseguir un intervalo de concentracion plasmatica en circulacion
que incluya la CI50 (es decir, la concentracion del compuesto de ensayo que consigue una inhibicién la mitad de la
maxima de los sintomas) determinada en cultivo celular. Dichas informacion puede usarse para determinar de forma
mas precisa las dosis Utiles en sujetos (por ejemplo, cerdos). Los niveles en plasma pueden medirse, por ejemplo,
por cromatografia liquida de alto rendimiento.

Ademas, puede usarse cualquier ensayo conocido para los expertos en la materia para evaluar la utilidad profilactica
y/o terapéutica de una composicion, una terapia de combinacion descrita en la presente memoria para infeccion por
virus de la gripe porcina o una afeccion o sintomas asociados con la misma, una infeccién diferente a una infeccion
por virus de la gripe porcina o una afeccion o sintoma asociado con la misma, una enfermedad tratable por IFN, o
una afeccion en que se usa un virus de la gripe porcina atenuado como un vector para inducir una respuesta
inmunitaria contra un antigeno asociado con la afeccion.

Los siguientes ejemplos se proporcionan para ilustrar adicionalmente la presente invencién pero no se proporcionan
para limitar de ningin modo el alcance de la presente invencion.

6. Ejemplos
6.1 Ejemplo 1: Generacion de virus Sw/Tx98 derivados de plasmido que codifican NS1 truncada

Se us6 mutagénesis dirigida al sitio para generar diferentes deleciones en el segmento NS del virus de la gripe
porcina de tal modo que se expresara NEP sin ninguna alteracion mientras la NS1 estaba parcialmente delecionada.
Esto se consigui6 insertando un codén de parada en la ORF de NS1 seguido de una delecion en la ORF de NS1 que
abarca nucleétidos no implicados en la expresién de NEP.

Células y virus. Se cultivaron células renales de cerdo-15 (PK-15), de testiculo porcino (ST) y de rifidn canino
Madin-Darby (MDCK) tipo Il en medio esencial minimo (MEM) suplementado con suero bovino fetal (FBS) al 10%.
Se cultivaron células renales de cria de hamster (BHK), 293T y A549 en DMEM con FBS al 10%. Todas las células
se mantuvieron a 37 °C y 5% de COa,. Se obtuvo el virus de la gripe A/Porcino/Texas/4199-2/98 (TX/98, subtipo
H3N2) del registro en el St. Jude Children's Research Hospital, Memphis, TN. Los virus de la gripe se cultivaron en
las cavidades alantoideas de huevos embrionados de gallina o en células MDCK. Se cultivo el virus de la estomatitis
vesicular recombinante que expresa GFP (VSV-GFP) (Stojdl, 2003, Cancer Cell 4:263-75) y se titulé en células BHK
para su uso en bioensayos de IFN.

Construccion de plasmidos. Se infectaron células MDCK con virus TX/98 y se extrajo el ARN total usando reactivo
Trizol de acuerdo con las instrucciones del fabricante (Invitrogen). Los ocho plasmidos de genética inversa pHW-Sw-
PB2, pHW-Sw-PB1, pHW-Sw-PA, pHW-Sw-HA, pHW-Sw-NP, pHW-Sw-NA, pHW-Sw-M y pHW-Sw-NS
(correspondientes a los ocho segmentos virales de gripe enumerados en la Tabla 1) se construyeron por
amplificacion por RT-PCR de segmentos individuales de ARN viral y clonacion de los ADNc resultantes en el vector
pHW2000 (Hoffmann et al., 2000, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97:6108-6113). Las secuencias de inserto para pHW-
Sw-PB2, pHW-Sw-PBI, pHW-Sw-PA, pHW-Sw-HA, pHW-Sw-NP, pHW-Sw-NA, pHW-Sw-M y pHW-Sw-NS se
proporcionan en las SEC ID N° 1-8, respectivamente. En este sistema, se inserta el ADNc viral de gripe entre las
secuencias promotoras y terminadoras de la ARN polimerasa | (poll). Esta unidad completa de transcripcion de ARN
poll esta flanqueada por un promotor de ARN polimerasa Il (polll) y un sitio de poliadenilacion. La orientacion de los
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dos promotores permite la sintesis de ARN viral con sentido negativo y ARNm con sentido positivo de un molde de
ADNCc viral. pHW-Sw-NS-73, pHW-Sw-NS-99 y pHW-Sw-NS-126 son derivados de pHW-Sw-NS. Estos plasmidos
mutantes de NS1 se contruyeron mediante ligamiento trimolecular: Se ligaron dos productos de PCR en pHW2000-
Sw-NS digerido con Sall/NgolV.

El primer producto de PCR era comun a los tres plasmidos mutantes de NS1, y se obtuvo usando oligo pHW-3'
(inverso, hibridacion en la estructura del plasmido pHW2000) GGGTCAAGGAAGGCACGGGGGAGGGGC (SEC ID
N° 9) y oligo 5'NS-Pacl (directo, hibridacién en el gen NS1) GCGCTTAATTAAGAGGGAGCAATCGTTGGAG (SEC
ID N° 10) y pHW2000-Sw-NS como molde. Este producto de PCR se digirié con NgolV y Pacl.

El segundo producto de PCR fue especifico para cada plasmido mutante de NS1, y se obtuvo usando: un cebador
directo comun, CMV5' (hibridacién en el promotor cmv del plasmido pHW2000)
GCCCCATTGACGCAAATGGGCGGTAGGCGTG (SEC ID N° 11), y un cebador inverso especifico (hibridacion en el
gen NS1): NS73-Bglll-Pacl-3' GCGCTTAATTAATCAAGATCTAGGATTCCTCTTTCAAAATCC (SEC ID N° 12),
NS99-Bglll-Pacl-3' GCTTAATTAATCAAGATCTATGACATTTCCTCGAGGGTCATG (SEC ID N° 13) o NS126-Bglll-
Pacl-3' GCGCTTAATTAATCAAGATCTACTTTTCCATGATCGCCTGGTCC (SEC ID N° 14). Los ftres
correspondientes productos de PCR se digirieron con Sall y Pacl, y se usaron en ligamiento trimolecular junto con el
primer producto de PCR digerido con Pacl/NgolV y pHW2000-Sw-NS digerido con Sall/NgolV, para generar: pHW-
Sw-Tx-73, pHW-Sw-Tx-99 y pHW-Sw-Tx-126. Estas construcciones contienen una delecién en la secuencia NS1,
mas la insercion de 4 codones de parada en las 3 fases después de esta delecion. Véase la Figura 1A. Aunque la
OREF de la proteina de exportacion nuclear (NEP) no esta alterada en estas construcciones, la ORF de NS1 codifica
solamente los primeros 73, 99 y 126 aminoacidos de la proteina NS1 de tipo silvestre (la longitud total de NS1 de
tipo silvestre es 219 aminoacidos), respectivamente.

Las cepas virales se describen a continuacion:

Sw/TX/98 wt: contiene el gen de NS1 de tipo silvestre y representa un virus de la gripe porcina de triple-
redistribucion H3N2.

Sw/TX/98/del126: expresa los 126 aminoacidos N-terminales de la proteina NS1 de tipo silvestre.
Sw/TX/98/del99: expresa los 99 aminoacidos N-terminales de la proteina NS1 de tipo silvestre.
Sw/TX/98/del73: expresa los 72 aminoacidos N-terminal de la proteina NS1 de tipo silvestre.

Recuperacion mediada por transfeccion de SIV recombinante. El rescate de virus de la gripe a partir del ADN
plasmidico se realizé como se describe en Fodor et al. (1999, J Virol 73:9679-82) y Neumann et al. (1999, Proc Natl
Acad Sci USA 96:9345-50) usando un sistema de ocho plasmidos (Hoffmann et al., 2000, Proc.Natl. Acad. Sci. USA
97:6108-6113). Para generar el virus de tipo silvestre (rWT) TX/98 recombinante se transfectaron 0,5 pug de cada
uno de los 8 plasmidos pHW en 108 células 293T en suspension usando el reactivo Lipofectamina 2000 (Invitrogen).
Los virus mutantes truncados de NS1 se generaron del mismo modo pero sustituyendo el plasmido pHW-Sw-NS por
el correspondiente mutante para recuperar los mutantes de virus del73, del99 o del126. Los virus resultantes se
pasaron y clonaron por purificacion de placas en células MDCK. Se cultivaron soluciones madre de virus en huevos
embrionados de gallina de 7 dias de vida. La identidad de los virus recombinantes SIV se verificd por analisis
electroforéticos en gel de los productos de RT-PCR derivados del ARN viral usando oligonucleétidos especificos
para las regiones no codificantes comunes. El gen NS de tipo silvestre o las versiones delecionadas se confirmaron
adicionalmente por secuenciacion.

Resultados. Para generar SIV usando genética inversa, se clonaron los ocho ARN virales del virus Tx/98 en
plasmidos de expresion antisentido para rescate viral (Hoffmann et al., 2000, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97:6108-
6113). Tras la transfeccion de estos plasmidos en células 293T, se recuperaron los virus infecciosos. Los SIV
precursores (WT) y de tipo silvestre derivados de plasmido (rWT) crecieron hasta titulos similares en células MDCK y
huevos embrionados. Cuando se inocularon en cerdos, el virus 'WT produjo lesiones similares que el virus WT
precursor. Se generaron tres mutantes SIV de NS1-truncada que codificaban proteinas NS1 de 73, 99 y 126
aminoacidos, en comparacion con la proteina NS1 de longitud completa, de 219 aminoacidos de longitud (Fig. 1A).
Analisis de RT-PCR y secuenciacion confirmaron la presencia de los genes NS1 truncados en las preparaciones de
virus rescatados (Fig. 1B).

6.2 Ejemplo 2; Caracterizacion de los mutantes de delecion de NS1 del virus de la gripe porcina y
A/Porcino/Texas/4199-2/98 de tipo silvestre

Para caracterizar el impacto de la delecion del gen de NS1 sobre las propiedades de replicacion del virus de la gripe
porcina, se comparo el crecimiento del tipo silvestre y los diferentes mutantes de delecion descritos en la Seccion
6,1. Ademas, se comparo el efecto de estos mutantes sobre la produccion de IFN.

Curvas de crecimiento de virus. Para analizar la replicacion viral, se infectaron células PK-15 confluyentes a la
multiplicidad de infeccién (MOI) indicada y se incubaron durante diferentes periodos de tiempo a 37°C en MEM que
contenia albumina bovina al 0,3% (MEM/BA) y fluido alantoideo al 5%. Los titulos de virus se determinaron por
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ensayo de placa en células MDCK en MEM/BA suplementado con 1 pug/ml de TPCK tripsina. Los titulos se
expresaron como unidades formadoras de placas (UFP) por ml.

Para investigar las propiedades de crecimiento multiciclo de los virus mutantes de NS1 se infectaron células
epiteliales de cerdo (PK-15) confluyentes a una MOI baja (MOI=0,001). Se titularon los sobrenadantes de las células
infectadas en diferentes puntos temporales post-infeccion por ensayo de placa en células MDCK. La cinética de
crecimiento de los mutantes de delecién de NS1 en células PK-15 fue claramente diferente en comparacion con el
virus de tipo silvestre. De forma interesante, el virus mutante 1-126 fue el mas comprometido en el crecimiento,
seguido de los mutantes 1-99 y 1-73 (Fig. 2A). Los tamafios de placa en células MDCK se correlacionaron con las
diferencias de crecimiento en células PK-15 (Fig. 2C). Estos resultados indican que deleciones en la proteina NS1
del virus Sw/TX/98 provocan atenuacion del crecimiento viral, tanto en células PK-15 como en células MDCK. En
contraste, cuando se cultivaban virus mutantes de NS1 a una MOI alta (MOI=2) en células PK-15 no se detectaban
diferencias importantes en la cinética de crecimiento (Fig. 2B). Esto muy probablemente indica que la replicacion
viral de los virus mutantes de NS1 no esta restringida durante el primer ciclo de replicacion, lo que sugiere que las
células infectadas secretan citoquinas antivirales, tales como IFN, que inhiben las posteriores rondas de replicacion.

Marcaje metabolico. Células PK-15 confluyentes sembradas en placas de 22-mm se infectaron de forma simulada
o se infectaron con virus rWT, 1-73,1-99 o 1-126 a una MOI de 2. Las células se incubaron en MEM/BA a 37°C
durante diversos puntos temporales, y posteriormente se marcaron durante 2 h con 10 uCi de [**S]Met-Cys en MEM
que carecia de Met-Cys. Las células se lavaron con solucién salina tamponada con fosfato (PBS) enfriada en hielo,
se lisaron y se separaron los extractos celulares totales por electroforesis en gel dodecil sulfato sédico-poliacrilamida
(SDS-PAGE). Las proteinas se visualizaron por autorradiografia.

El marcaje metabolico de células PK infectadas con virus (MOI=2) con [*°S]-Met-Cys, no reveld diferencias en la
cinética de la sintesis de proteina NP entre los virus rWT y mutantes 1-73,1-99 y 1-126 (Fig. 2D). Las proteinas
mutantes NS1 no pudieron detectarse por marcaje.

Bioensayo para medir la produccion de IFN. Se determinaron los niveles de IFN secretada por células infectadas
con virus como se ha descrito previamente (Park et al., 2003, J. Virol. 70:9522-9532; Donelan, 2003, J Virol
77:13257-66), con algunas variaciones. Se trataron de forma simulada o se infectaron células PK-15 confluyentes
sembradas en placas de 22-mm con virus r'WT, del73, del99 o del126 a una MOI de 2. Después de la infeccion, las
células se incubaron con MEM/BA que contenia fluido alantoideo al 5%, y en diferentes puntos temporales post-
infeccion, se recogieron los sobrenadantes. Los virus presentes en el sobrenadante se inactivaron por UV colocando
las muestras en hielo 15,24 cm (6 pulgadas) debajo de una lampara UV de 8-W (Fisher) durante 15 min con
agitacion constante. Se sembraron nuevas células PK-15 en placas de 96 pocillos el dia antes y se incubaron con
los sobrenadantes inactivados por UV durante 24 h. Después, las células PK-15 preincubadas se infectaron con
VSV-GFP (MOI=0,1). Las células que expresaban GFP se visualizaron por microscopia de fluorescencia 16 horas
post-infeccion.

Para ver si la atenuacion observada del crecimiento in vitro de los virus de NS1-truncada estaba directamente
correlacionado con la capacidad de estos virus de inhibir el sistema IFN-o/f, se investigd la induccion de IFN en
células infectadas con los virus Sw/Tx/98 recombinantes. Se usaron sobrenadantes de células PK-15 infectadas
para determinar los niveles de IFN-o/p secretada usando un bioensayo basado en la inhibicién de la replicacion de
VSV-GFP (Fig. 3A). Para este propésito, se infectaron células PK-15 (MOI=2) con SIV rWT y mutantes de NS1 y se
recogieron los sobrenadantes para las determinaciones de IFN cada dos horas durante 10 h. Los resultados se
muestran en la Fig. 3B. Los sobrenadantes de células infectadas de forma simulada no causaron inhibicion de la
expresion de GFP por VSV-GFP en células PK-15. En contraste, la replicacion de VSV-GFP estuvo completamente
anulada en células pretratadas con el sobrenadante de células infectadas con virus del 126 a las 10 h post-infeccion.
No se detectd IFN-o/p mediante este ensayo en los sobrenadantes de células infectadas con virus r'WT. Todos los
virus de NS1-truncada indujeron niveles detectables de IFN-o/f en 6 h post-infeccion, siendo el virus 1-126 el
inductor mas potente de IFN-a/B, seguido de los virus del99 y del73. Se realizaron experimentos similares usando
otras lineas celulares porcinas (ST) y humanas (A549) infectadas con virus con resultados basicamente idénticos.

Analisis de ARNm de IFN-B y TNF-a por RT-PCR. Se infectaron células PK-15 a una MOI de 2, y a las 24 horas
post-infeccion, se extrajo el ARN total usando el kit Absolutely RNA RT-PCR Miniprep (Stratagene). Se realizé RT
usando oligodT como cebador. La PCR se hizo usando pares de cebadores especificos para ARNm porcinos de
IFN-B (5-SWIFNB+ GGCCATGGCTAACAAGTGCATCC (SEC ID N° 15), 3-SWIFNB-
CCGGTCAGTTCCGGAGGTAATC (SEC ID N° 16)) y TNF-a. (5'SW-TNFA ATGAGCACTGAGAGCATG (SEC ID N°
17), 3'SW-TNFA TCACAGGGCAATGATCCC (SEC ID N° 18)) (numeros de acceso a Genbank M86762 y X57321).
Como control, se usaron cebadores especificos para -actina (Donelan, 2003 J Virol 77:13257-66) para amplificar un
fragmento de 550-pb de B-actina porcina. Los productos se secuenciaron y confirmaron como derivados de los
ARNmM esperados.

El analisis de RT-PCR de transcritos de IFN-B y TNF-a reveld la induccion de la expresion del ARNm de estas

citoquinas en células PK-15 infectadas con virus mutantes de NS1, especialmente en células infectadas con virus 1-
126 (Fig. 3C). Estos datos indican que la potencia de inhibicion de la produccion de IFN por los virus Sw/Tx/98
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recombinantes es del siguiente modo: r'WT>del73>del99>del126.
6.3 Ejemplo 3: Patogénesis de virus mutantes/delecion TX/98 derivados de plasmido

La patogénesis de los virus de la gripe porcina especificos descritos en la Seccion 6.1 se evalu6 en cerdos. Se
determind la capacidad de Sw/Tx/98/del126, Sw/Tx/98/del99, y Sw/Tx/98/del73 de inducir lesiones pulmonares y
causar infecciones en cerdos y se compararon con los resultados obtenidos para un virus simulado y el virus
Sw/Tx/98 wt de tipo silvestre. Las lesiones pulmonares se evaluaron como el porcentaje de pulmén sano en que
sucedieron lesiones usandose un promedio de siete |6bulos del pulmén para esta determinaciéon. Se administraron
los virus o el simulado como se describe en detalle a continuacién y se obtuvieron frotis nasales o BALF durante la
necropsia para determinar la carga de virus cinco dias post-infeccion. Se realizd evaluacion histopatoldgica. Se
examinaron los cornetes nasales y la traquea para cambios epiteliales e inflamacion subepitelial. Los alvéolos
también se evaluaron para cambios inflamatorios.

Este ejemplo demuestra que deleciones C-terminales del gen de NS1 provocan un fenotipo atenuado.
6.3.1 Métodos

Infeccion de cerdos. Se obtuvieron cerdos exogamicos libres de patégenos especificos de una granja porcina
comercial en lowa (EEUU). Se confirmd que los sueros de estos cerdos eran negativos para la presencia de
anticuerpos de inhibicién de la hemaglutinacion (Palmer, 1975, (U.S. Department Of Health, Education, and Welfare,
Washington, D.C.), pag. 51-52) contra SIV H3N2 (Sw/TX/98 y Sw/CO/99) y H1N1 (Sw/IA/30). Se alojaron grupos de
cuatro a cinco cerdos en salas de aislamiento separadas. A la edad de 4 semanas, se anestesio a los cerdos por
inyeccion intramuscular con una mezcla de ketamina, xilazina, zolazepam vy tiletamina (Mengeling, 1996, Am J Vet
Res 57:834-839) antes de inocularse por via intratraqueal (mediante laringoscopio y tubo traqueal) con 1 ml de
solucion de virus que contenia 1 x 105 UFP. Durante 5 dias, se control6 a los cerdos para signos clinicos incluyendo
letargia, anorexia, tos, hiperpnea/dispnea, descarga nasal y ocular y se registré su temperatura corporal diariamente.
En el dia 5, se sacrificé a los animales por administracion intravenosa de pentobarbital (Fort Dodge Animal Health,
Fort Dodge, EEUU), y se retiraron sus pulmones en su totalidad. El porcentaje de la superficie de cada Iébulo
pulmonar es estaba afectado por lesiones macroscépicas se estimoé visualmente. Los porcentajes se promediaron
para obtener un valor medio para los 7 lébulos pulmonares de cada animal. Se retiraron los cornetes nasales, la
traquea, y el I6bulo cardiaco derecho y se fijaron en formalina para evaluacion histopatolégica adicional. También se
recogio sangre, fluido bronco-alveolar (BALF) y frotis nasales durante la necropsia. El BALF se obtuvo después de
retirar los pulmones de la cavidad toracica aclarando los pulmones (mediante la traquea) con aprox. 30 ml de medio
de McCoy sin suero. Todos los experimentos en animales fueron en cumplimiento con el Institutional Animal Care
and Use Committee of the National Animal Disease Center.

Observacion clinica y muestreo. Durante 5 dias, se controlé a los cerdos para signos clinicos incluyendo letargia,
anorexia, tos, hiperpnea/dispnea, descarga nasal y ocular y se registré su temperatura corporal diariamente. Se
recogio sangre, BALF, y frotis nasales durante la necropsia. El BALF se obtuvo después de retirar los pulmones de
la cavidad toracica aclarando los pulmones (mediante la traquea) con aprox. 30 ml de medio de McCoy sin suero. Se
ensayaron los frotis nasales y el BALF para determinar la carga de virus.

Titulaciones de virus de frotis nasales y BALF. Se ensayaron los frotis nasales y BALF para determinar la carga
de virus. Se prepararon diluciones en serie de factor diez en medio de McCoy sin suero, suplementado con 5 ug/ml
de tripsina. Se inocularon células MDCK con las diluciones y se incubaron con medio mas tripsina en placas de
microtitulacién a 37°C durante 72 h. Las placas se examinaron para los efectos citopaticos después de 72 horas. Los
titulos de virus se calcularon por el método de Reed y Muench (Reed, 1938, Am J Hyg 27:493-497).

Evaluacion histopatoldgica: Se tifieron los cornetes nasales y la traquea con hematoxilina y eosina y se
examinaron en el microscopio para cambios epiteliales e inflamacién subepitelial. Los pulmones se examinaron para
cambios epiteliales bronquiolares e inflamacion peribronquiolar en bronquiolos grandes, medianos, y pequefios o
terminales. También se evaluaron los alvéolos para cambios inflamatorios. Como las lesiones se encontraron de
forma mas consistente en vias aéreas de tamafio medio, se usaron los datos obtenidos de los bronquiolos medianos
para las comparaciones. Los bronquiolos medianos se clasificaron en una escala de 0 a 3+ del siguiente modo: 0
(normal: revestido por células epiteliales columnares medianas a altas con limites apicales ciliados y nucleos
pseudoestratificados basales; inflamacion minima); 1+ (capa epitelial columnar e incluso en contorno con
proliferacion ligeramente aumentada; cilios aun visibles en muchas células); 2+ (cambios prominentes en la capa
epitelial que varian desde atenuacion a marcada proliferacion; células desorganizadas y contorno de capa irregular
en el limite luminal); 3+ (capa epitelial marcadamente alterada y desorganizada con células necréticas visibles en el
lumen; algunos bronquiolos atenuados y otros en marcada proliferacién reactiva).

La traquea se clasificd en una escala de 0 a 2,5+ del siguiente modo: 0 (normal: revestida por células epiteliales
columnares medianas a altas con limite apical ciliado, nucleos basales y pseudoestratificados. Citoplasma evidente
entre el limite apical y el ndcleo. Pequefio foco ocasional con células escamosas); 1+ (metaplasia escamosa focal de
la capa epitelial); 2+ (metaplasia escamosa difusa de gran parte de la capa epitelial, los cilios pueden ser evidentes
de forma focal); 2,5+ (metaplasia escamosa difusa con muy pocos cilios evidentes).
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La inmunohistoquimica del SIV se realizé6 usando un anticuerpo monoclonal especifico para NP HB65 (American
Type Culture Collection, Manassas, Virginia). El anticuerpo se produjo en forma de fluido ascitico de ratén. Se usé
una dilucién de 1/1000 de HB65 para la inmunohistoquimica. El ensayo se realizé usando el sistema Dako Envision
IHC. La tincidn se clasifico de 0 a 3+ del siguiente modo: 0 (sin células infectadas); 0,5+ (pocas células infectadas);
1+ (pocas células infectadas, como células individuales ampliamente separadas); 1,5+ (pocas células infectadas, en
forma individual ampliamente separadas y en pequefios grupos); 2+ (cantidades moderadas de células infectadas,
que afectan habitualmente a grupos de células adyacentes en partes de la capa epitelial que reviste los bronquiolos,
o en pequenios focos sublobulares en los alvéolos); 3+ (numerosas células infectadas, que afectan a la mayor parte
de la capa epitelial en los bronquiolos, o extendidas en focos sublobulares grandes en los alvéolos).

Analisis estadistico. Se compararon las temperaturas corporales medias, el grado de cambios grandes e
histopatoldgicos, y la replicacion viral en grupos infectados y de control usando el ensayo t de Student bilateral. Se
considero6 que valores de probabilidad (P) <0,05 indican una diferencia estadisticamente significatica entre grupos.

6.3.2 Resultados

Se adquirieron cuarenta y siete cerdos exogamicos de 4 semanas de edad de una granja porcina comercial en lowa.
Se infectaron por via intratraqueal grupos de 10 cerdos con 10° ufp de virus rWT y Sw/TX/98 mutantes de NS1. Se
infectaron de forma simulada siete animales con medio solamente. La temperatura rectal media de cada grupo
infectado aumenté hasta 240 °C 1 a 3 dias p.i. en las cohortes infectadas con virus rtWT, 1-73 y 1-99 (datos no
mostrados). No todos los animales infectados con el mutante de delecién de NS1 1-126 mostraron temperatura
aumentada. Los signos clinicos, que comprendian dificultad respiratoria, secrecion nasal, conjuntivitis, y tos
comenzaron en los dias 2 a 4 p.i. en el grupo infectado con virus rWT. La prevalencia de los signos clinicos difirié
entre los virus respectivos. La mayoria de los signos clinicos se observaron de forma constante en los grupos
infectados con el virus r'WT mientras que algunos signos se observaron en las cohores infectadas con virus 1-99 y 1-
73. Se observo solamente temperatura elevada pero ningun otro signo clinico en los cerdos infectados con virus 1-
126.

Durante la necropsia en el dia 5 p.i., se estimé el porcentaje de cada superficie pulmonar con lesiones
macroscopicas. Como se muestra en la Fig. 4A, los animales de control infectados de forma simulada no tenian
lesiones pulmonares macroscopicas. Los cerdos infectados con el virus 'WT Sw/Tx/98 mostraron porcentaje
significativamente mayor de lesiones pulmonares macroscopicas que cerdos infectados con los virus mutantes de
delecion de NS1 1-99 (p=0,006) o 1-126 (p=0,004). Los cerdos infectados con el virus mutante de delecién de NS1
1-73 presentaron lesiones menos graves, sin embargo, esto no fue estadisticamente significativo (p>0,05). En
general, las lesiones grandes observadas eran areas marcadas consolidadas, de color ciruela, en lébulos
individuales. Los lébulos diafragmaticos estaban menos implicados que los otros I6bulos. Los ganglios linfaticos
mediastinales estaban habitualmente hiperémicos y agrandados.

Los bronquiolos medianos se examinaron microscépicamente en secciones tisulares del I6bulo pulmonar cardiaco
derecho de cerdos infectados de 4 semanas de edad y se valoraron histopatoldgicamente (Fig. 4B). Los animales
infectados de forma simulada asi como los cerdos infectados con virus 1-126, mostraron ausencia de lesiones o
lesiones minimas, mientras que se detectaron lesiones de moderadas a graves en animales infectado con los virus
rWT y Sw/TX/98 1-99 y 1-73 (Fig. 5A-D y 6A-D). Todos los animales infectado con el tipo silvestre precursor y
algunos infectados con los virus 1-73 y 1-99 obtuvieron altos valores que reflejan alteracion de la capa celular
epitelial bronquial (caracterizada por necrosis epitelial aguda o posterior atenuacion o proliferacion reactiva). La
mayoria de los animales infectados con virus 1-73 o 1-99 obtuvieron un valor moderado que refleja proliferacion
ligeramente aumentada de la capa epitelial bronquial. Los pulmones de animales infectados con el virus mutante de
delecion de NS1 1-126 estaban casi desprovistos de lesiones. Como en las lesiones pulmonares macroscoépicas, los
cerdos infectados con 1-126 y 1-99 mostraron dafio significativamente menor que cerdos infectados con rWWT (1-126:
p<0,0001; 1-99: p=0,0002). De forma interesante, las lesiones microscopicas en los bronquiolos de cerdos
infectados con el virus mutante 1-73 también fueron significativamente menores en comparacion con el virus rWT
precursor (p=0,02).

También se analizaron los titulos de virus en el BALF en el dia 5 p.i. Como se muestra en la Fig. 4C, todos los virus
se replicaron en el tracto respiratorio de los cerdos. Los titulos de virus en BALF fueron significativamente mayores
en animales infectados con virus "WT precursor en comparacion con los mutantes de delecion de NS1. Este
hallazgo se correlaciona con enfermedad grande y microscopica significativamente menos extensiva observada en
cerdos infectados con mutantes de delecion de NS1 frente a virus Sw/Tx/98 de tipo silvestre.

6.4 Ejemplo 4: Uso de TX/98/del 126 como vacuna

Se ensayo la eficacia del mutante de delecion TX/98/del 126 atenuado en un estudio de vacunacion de cerdos. Los
experimentos se realizaron como se ha descrito en el Ejemplo 3, excepto que la vacunacion con TX/98/del 126 se
realizd dos veces en los dias 0 y 21 con 1 x 10° UFP por cerdo por inoculacion intratraqueal. La vacunacion y
exposicién se hizo por inoculacion intratraqueal (usando 1 ml de solucién de virus/o medio como control). Los
animales se expusieron 9 dias o 10 dias después con las siguientes preparaciones:
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e 2x10% UFP por cerdo con virus H3N2 de tipo silvestre (A/Porcino/Texas/4199-2/98-exposicion homologa)

e 2x10% UFP por cerdo con virus H1N1 de tipo silvestre (A/Porcino/MN/37866/99 clasico H1N1-exposicion
heterdloga)

e Exposicién simulada con 1 ml de medio

Para la evaluacion histopatologica, se tifié el I6bulo cardiaco derecho de cada pulmén con hematoxilina y eosina y se
examind para cambios epiteliales bronquiolares e inflamacién peribronquiolar en bronquiolos grandes, medianos, y
pequefios o terminales. Como las lesiones se encontraron de forma mas consistente en vias aéreas de tamafio
medio, se usaron los datos obtenidos de los bronquiolos medianos para las comparaciones. Se valor6 la gravedad
de las lesiones mediante la distribucidon o grado de lesiones dentro de las secciones examinadas del siguiente modo:
0 - Ninguna via aérea afectada; 1 - solamente unas pocas vias aéreas aisladas afectadas; 2 - grupo localizado de
vias aéreas afectadas, a menudo dentro de uno o dos Iébulos; 3 - baja cantidad de vias aéreas afectadas pero por
toda la mayoria de la seccion; 4 - muchas vias aéreas afectadas, a menudo de forma grave, de todos los tamafios.

Se utilizé un examinador capacitado para la evaluacién de las secciones tisulares. EI examinador no era consciente
del grupo de animales del que derivaban los tejidos.

La inmmunohistoquimica se hizo usando un anticuerpo monoclonal especifico para la nucleoproteina de gripe. El
valor de antigeno fue del siguiente modo:

0 = Ninguna célula positiva a antigeno.

1 = Solamente unas pocas células con tincién positiva en una via aérea ocasional.

2 = Solamente unas pocas células con tincién positiva en vias aéreas dispersas que pueden estar localizadas.
3 = Cantidades moderadas de células con tincién positiva en una via aérea ocasional.

4 = Cantidades moderadas de células con tincién positiva en vias aéreas y alvéolos dispersos.

El lavado pulmonar se ensay6 para determinar la carga de virus. Se prepararon diluciones en serie de factor diez en
medio de McCoy sin suero, suplementado con 5 ug/ml de tripsina. Se inocularon células MDCK con las diluciones y
se incubaron con medio mas tripsina en placas de microtitulacion a 37°C durante 72 h. Las placas se examinaron
para los efectos citopaticos después de 72 horas. Los titulos de virus se calcularon por el método de Reed y
Muench.

Resultados. Se obtuvieron los siguientes resultados 5 dias después de la exposicion:

1. Cerdos no vacunados, no expuestos no tuvieron ningdn cambio histopatoldgico y no albergaban antigeno de
virus de la gripe en sus tejidos pulmonares (Fig. 7 y 8). No estaba presente el virus infeccioso o por debajo de los
limites de deteccion (Fig. 9).

2. Cerdos no vacunados expuestos con virus H3N2 TX/98 de tipo silvestre mostraron dafio histopatolégico
significativo y antigeno de virus de la gripe en sus tejidos pulmonares (Fig. 7 y 8). Los titulos de virus en el lavado
pulmonar eran 2108,25 DICTso/ml.

3. Cerdos no vacunados expuestos con virus H1N1 MN/99 de tipo silvestre mostraron dafio histopatoldgico
significativo y antigeno de virus de la gripe en sus tejidos pulmonares (Fig. 7 y 8). Los titulos de virus en el lavado
pulmonar fueron 2108° DICTse/ml.

4. Cerdos vacunaos, expuestos de forma simulada no tuvieron ningun cambio histopatolégico y no albergaban
antigeno de virus de la gripe en sus tejidos pulmonares (Fig. 7 y 8). No estaba presente el virus infeccioso o por
debajo de los limites de deteccion (Fig. 9).

5. Cerdos vacunados, expuestos con H3N2 no tuvieron ningin cambio histopatoldgico y no albergaban antigeno de
virus de la gripe en sus tejidos pulmonares (Fig. 7 y 8). No estaba presente el virus infeccioso o por debajo de los
limites de deteccion (Fig. 9).

6. Cerdos vacunados, expuestos con H1N1 tuvieron significativamente menos cambios histopatolégicos en sus
tejidos pulmonares en comparacion con cerdos no vacunados, expuestos con H1N1 (p<0,001). Estos cerdos no
albergaban antigeno de virus de la gripe en sus tejidos pulmonares (Fig. 7 y 8). Habia significativamente menos
virus infeccioso (p<0,001) presente en el lavado pulmonar en comparacion con los animales no vacunados,
expuestos con H1N1 (Fig. 9).

En resumen, la vacunacion de cerdos con el mutante TX/98/del 126 atenuado produjo inmunidad protectora contra
exposicién con un aislado de virus homolog (exposicion con virus H3N2 A/Porcino/Texas/4199-2/98). Cuando los
cerdos vacunados se exponian con un virus que pertenece a un subtipo diferente de gripe (exposicion con virus
H1N1 A/Porcino/MN/37866/99), esta exposicién con virus heterélogo produjo significativamente menos lesiones en
tejidos pulmonares y varga de virus en lavado pulmonar en comparacion con los contoles no vacunados en el dia 5
post-inoculacion.

Estos datos indican que el mutante TX/98/del 126 atenuado tiene utilidad como vacuna de virus vivo modificado que
muestra inmunidad protectora contra exposicion homaoéloga/homotipica y considerable proteccion contra exposicion
heterdloga/heterotipica.
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LISTA DE SECUENCIAS

<110> Mount Sinai school of Medicine of New York University
St. Jude children's Research Hospital
The United States of America as represented by the secretary of Agriculture

<120> Virus de la gripe porcina modificado por ingenieria genética y usos de los mismos

<130> 6923-116-228

<150> 60/576,418
<151> 01-06-2004

<160> 18

<170> FastSEQ para Windows version 4.0

<210>1
<211> 2318
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Inserto para plasmido PB2

<400> 1

gggagcgaaa
atgtcgcagt
atcaaaaagt
atggcaatga
aatgaacaag
gtatcacctc
taccctaagg
ggcecctgtcc
cacgcagatc
gaagtggggg
gaagagctcc
ttggtccgta
gtgctgcact
agaaatgatg
gcagtgtcag
ggaataagga
tgcaaggcag
aaaagaacaa
acactgaaaa

© acagctattc

gagcagtcaa
atcaaggcag
atgcaccaac
attgaaccca
acggagatgt
acggagagag
gtactattgt
tattcgtcat
caatggatca
ttatacaaca
cgatacagtg
gacactgtcc
atgcagtttt
ggcaattctc

_gatgcaggtg
ctgagaggat

aatgaactga

gtagtgttgg
--accaaaagaa

<210> 2
<211> 2348
<212> ADN

gcaggtcaaa
cccgcacteg
acacatcagg
aatacccaat
gacaaaccct
tggccgtaac
tatataaaac
acttcagaaa
tcagtgccaa
caagaatact
aggattgtaa
aaacgaggtt

-taacccaggg

atgttgacca
cagacccatt
tggtggacat
caatggggtt
gcggatcatc
taagagtaca
tcagaaaggc
ttgctgaggce
ttaggggcga
tcttgaggca
tcgacaatgt
cgctgagagg
tggtagtgag
ctcccgaaga
caatgatgtg
tcaggaactg
aaatggaatt
gattcgtaag
aaataataaa
cctcattgac
cagtattcaa
cattgactga
ttctcatttt
gcaatcttgc
taatgaaacg
ttcggatggc

<213> Secuencia Artificial

<220>

tatattcaat
cgagatactc
aaggcaagag
tacagcagac
ctggagcaaa
atggtggaat
ttatttcgaa
tcaagttaaa
ggaggcacag
gacatcagag
aattgctccc
tctcccggtg
gacatgctgg
aagtttgatt
agcatctctc
ccttagacag
gaggattagc
agtcaagaaa
tgaaggatat
aaccaggaga
aataattgtg
tctgaacttt
tttccaaaaa
gatgggaatg
gataagagtc
cattgaccga
ggtcagcgag
gogagatcaat

ggaaactgtg

tgaaccattt
gacactgttc
acttctcccc
tgtgaatgtg
ttacaacaaa

agatccagat

gggcaaagaa
aaaaggagag

-gaaacgggac

catcaattag

<223> inserto para plasmido PB1

atggagagaa
actaagacca
aagaaccccg
aagagaataa
acaaacgatg
aggaatggcc
aaagtcgaaa
ataagaagga

‘gatgtgatca

tcacagctga
ttgatggtgg
gctggtggaa
gagcagatgt
atcgctgcta
ttggaaatgt
aatccaacgg
tcatctttca
gaagaagaag
gaagaattca
ttgatccagt
gccatggtat
gtcaataggg
gatgcaaaag
atcggaatat
agcaaaatgg
tttttgaggg
acacaaggga
ggtcctgagt
aaaattcaat
cagtctcttg
cagcaaatgc
tttgctgctg
agaggatcag
gcaaccaaaa
gaaggcacag
gacaagagat
aaggctaatg

‘tctagcatac
‘tgtcgaat

taaaagaact
ctgtggacca
cactcagaat
tggacatgat
ctggatcaga
caacaacaag
ggttaaaaca
gagttgacac
tggaagttgt
caataacaaa
catacatgct
caggcagtgt
acactccagg
gaaacatagt
gccacagcac

aggaacaagc

gctttggtgg
tgctcacggg

caatggtcgg
taatagtaag
tttcacaaga
caaaccagcg
tgcttttcca
tgcccgatat
gagtagatga
ttcgggatca
cggagaagtt
cagtgctggt
ggtcgcaaga

tccctaaggce

gggatgtgct
ctccaccaga
ggttgaggat
ggcttacagt
ctggagtgga
atggcccage
tgctaattgg
ttactgacag

50

aagagatcta

tatggccata

gaagtggatg.
tccagagagg
ccgegtgatg
tacagttcac
tggtaccttt
aaaccctggt

tttcccaaat-

agagaagaaa
agaaagagag
ttatattgag
aggagaagtg
aagaagagca
acagattgga
cgtagacata-
gttcactttc
caacctccaa
gagaagagca
tgggagagac
ggattgcatg
actgaatccc

gaactgggga .

gatcccaagc
atactccagc
acgagggaac
gacaataact
caacacttat
tcccacgatg
aaccagaagc
tggaacattt
acagagtagg
actggtaaga
tcttggaaag
gtctgctgtc
attaagcatc
gcaaggagac
ccagacagcg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2318



10

15

<400> 2

gggagcgaaa
gttccagcgc
catggaacag
aaagggaagt
ccactacctg
atggctttcc
gaagttgttc
acattaaaca
tcgaatggtc
gaatcaatgg
agagacaaca
gtgaataaga
gagagaggca
gtgtactttg
ccagtagggg
aattcacaag
aatcaaaatc
tggttcagaa
ggaaaagggt
atgctagcaa
_ataaggcctc
ttcaacatgc
accaggacaa

. aatgcaccaa

ttagtgggaa
ttcacaagct
tttggagtgt
aacaacatga
atcaaagact
agatcattcg
tctgatggag
aaatgggagc
gtcagccata
gccaagagca
cgctctattc
tgctgcaacc
tctagcatgg
tctggacgga
gaactcagac
tactaata

gcaggcaaac
aaaatgccat
gaacaggata
ggacgacaaa
aggataatga
ttgaagaatc
aacaaacaag
gaaatcaacc
taacagctaa
ataaagagga
tgaccaagaa
gaggttatct
aattaaaaag
ttgaaacttt
gcaatgaaaa
acacagagct
ctcgaatgtt
acatcctgag
acatgttcga
gcattgacct
ttctaataga
taagtacggt
catactggtg
atcatgaggg
tcaacatgag
ttttttatcg
ctggaataaa
taaacaatga
acagatacac
agctaaagaa
gaccaaactt
taatggatga
aagagattga
tggaatatga
tcaacacaag
tgttcgagaa
tggaggccat
ttaagaaaga
ggcaaaaata

catttgaatg
aagcaccaca
caccatggac
cacagagact
accaagtgga
ccacccaggg
ggtggataaa
ggcagcaact
tgagtcagga
aatagagata
gatggtcaca
aataagagca
aagggctatc
agctaggagc
gaaagccaaa
ttctttcaca
cctggcgatg
catggcaccce
gagtaaaaga
gaagtatttc
tggcacagca
tttgggagtc
ggatggactc
aatacaagca
caaaaagaag
ctatggattt
tgaatcagct
ccttggacct
atataggtgc
gctgtgggat
atacaatatc
ggattatcgg
ttctgtaaac
tgccgttgea
CCaaagggga
atttttccct
ggtgtctagg
agagttctct
atgaatttag

ES 2694 123 T3

gatgtcaatc
ttcccttata
acagtcaaca
ggggcacccc
tatgcacaaa
atatttgaga
ctaactcaag
gcattggcca
aggctaatag
acaacacact
caaagaacaa
ctgacattga
gcaacacctg
atttgcgaaa
ttggcaaatg
atcactgggg
attacatata
ataatgttct
atgaagctcc
aatgaatcaa
tcattgagcc
tcgatactga
caatcctccg

ggagtggata

tcctatataa
gtggctaatt
gatatgagta
gcaacagccc
catagaggag
caaacccaat
cggaatcttc
ggaagacttt
aatgctgtgg
actacacact
attcttgagg
agtagttcat
gcccggattg
gagatcatga
cttgtcctte

cgactctact
ctggagatcc
gaacacacca
agctcaaccc
cagactgtgt
attcatgcct
gtcgccagac
acaccataga
atttcctaaa
ttcaaagaaa
taggaaagaa
atacgatgac
ggatgcaaat
agcttgaaca
ttgtgagaaa
acaacactaa
tcaccagaaa
Caaacaaaat
gaacacaaat
caaggaagaa
ctggaatgat
atcttggaca
acgattttgc
gattctacag
ataagacagg
ttagcatgga
ttggagtaac
agatggccct
acacacaaat
caaaggcagg
acattcctga
gtaatcccct
tgatgccagc
cctggattcc
atgaacagat
acaggagacc
atgccaggat
agatctgttc
atgaaaaaat

ttttctaaag
tccatacagce
atattcagaa
gattgatgga
tctggaggcc
tgaaacaatg
ttatgattgg
agtttttaga
ggatgtgatg
aaggagagta
aaaacaaaga
caaagatgca
tagagggttc
gtctggactc
gatgatgact
gtggaatgaa
tcaacccgag
ggcaagacta
accagcagaa
aattgagaaa
gatgggcatg
aaagaaatac
cctcatagtg
gacctgcaag
gacatttgaa
gctgcccagt
agtgataaag
tcaattgttc
tcagacgaga
actattagta
agtctgctta
gaaccccttt
ccatggtcca
caagaggaac
gtaccagaag
ggttggaatt
tgacttcgag
caccattgaa
gccttgtttce

<210>3
<211> 2240
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> inserto para plasmido PA

<400> 3

gggagcgaaa
atgatcgtcg
actaacaaat
catttcatcg
ctgaagcacc
aacagtatct
tacaaagaga
Ctagagaaag
ggagaggaga
aaaaccaggc
cgtcagtccg
cgcaggcttg
tatgtagatg
gaagtgagcg
gatgggcctc
attgaagacc
aagacatttt
cccaattacc
gagaagatcc
gagaatatgg
cagtatgaca
aataaggcat
gttgccccga
cattgcaggg

gcaggtactg
agcttgcgga
tcgectgeaat
acgaacgggg
gatttgagat
gcaacaccac
accgattcat
ccaacaaaat
tggccaccaa
ttttcaccat
agagaggcga
ccgaccaaag
gattcgaacc
ccaaaattga
cttgctctca
cgagtcatga
ttggctggaa
tcctggcttg
caaagacaaa
caccagagaa
gcgatgagcc
gtgaattgac
ttgaacacat
ccactgaata

atccaaaatg
aaaggcaatg
atgcacacac
tgaatcaata
aattgaagga
aggggtagag
tgaaattgga
aaaatccgag
agcggactac
aagacaagaa
agagacaatt
tctcccaccg
gaacggctgc
accattcttg
gcggtcaaag
9g9g9ggaaggg
agagcctaac
gaagcaggtg
gaacatgaag
agtagacttt
agagcccaga
cgattcaagc
cgcaagcatg
cataatgaag

gaagactttg
aaagaatatg
ttggaagtct
attgtagaat
agagacagga
aagcctaaat
gtgacacgga
aagacacaca
acccttgatg
atggccagta
gaagaaagat
aacttctcca
attgagggca
aagacaacac
ttcttgctga
ataccactat
ataatcaaac
ctagcagagc
agaacaagcc
gatgactgca
tctctagcaa
tggatagaac
aggaggaact
ggagtgtaca

tgcgacaatg
gagaagatcc
gtttcatgta
ctggtgatcc
ccatggcctg
ttcttccgga
gggaggtcca
ttcacatttt
aagagagcag
ggggtctatg
ttgaaattac
gccttgaaaa
agctttctca
cacgccecccct
tggatgctct
atgatgcaat
cacatgagaa
tccaggacat
aattgaagtg
aagatgttgg
gctgggtcca
ttgatgagat
attttacagc
taaatacggc

51

cttcaatcca
gaaaatcgaa
ttcggatttc
aaatgcatta
gacagtggtg
tttgtatgat
catatactac
ttcattcact
ggcaagaatc
ggattccttt
aggaaccatg
ctttagagcc
aatgtcaaaa
cagattgcct
gaaactaagt
caaatgcatg
aggcataaac
tgaaaatgaa
ggcactcggt
tgatcttaaa
aaatgaattc
aggagaagat
agaagtgtcc
tttgctcaat

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
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15

20

gcatcttgtg
aaagaaggaa
agaaatgata
ctggagccac
actgcgatag
aagatcaaga
attgagagca
tttgaaaaca
tctattggga
tctccacaac
cttagggaca
gagtgcctga
acacatgcac
gtaccttgtt

<210> 4
<211> 1769
<212> ADN

cagccatgga
gacggaaaac
ctgacgtggt
acaaatggga
gccaagtgtc
tgaaatgggg
tgattgaggc
aatcggagac
aagtgtgcag
ttgagggott
acctggaacc
ttaatgatcc
tgaaatagtt
tctactaata

<213> Secuencia Artificial

<220>

ES 2694 123 T3

tgacttccag ctgatcccaa tgataagcaa atgtaggacc

aaatctgtat
gaactttgta
aaagtactgt
gaggcccatg
catggaaatg
cgagtcttct
atggccaatc
gaccttactg
ttcggctgaa
tggaaccettc
ctgggttttg
gtggcaatgc

<223> inserto para plasmido HA

<400> 4

gggagcaaaa
ttttatgtct
gcctgggaca
ttgaagtgac
gtcctcaccg
ctcattgcga
acagcaactg
catcaggcac
ggggaagcta
tacacaaatt
ttgacaaatt
tgtatgttca
tcccgaacat
ggacaatagt
ctcggggtta
ttgacaactg
ttcaaaatgt
tgaaattggc
caatcgcagg
ggcatcaaaa
tcgatcaagt
aaatcgaaaa
aagacactaa
aacatacaat
aactgaggoa
acaatgcctg
aagcattaaa
ggatcctatg
tcatcatgtg
aattaaaaac

<210>5
<211> 1572
<212> ADN

gcaggggata
ggttttcgct
ccatgcagtg
taatgctact
aatccttgat
tggctttcaa
ttacccttat
cctggagttt
ttcttgcaaa
agaatacaaa
gtacatttgg
agcaataggg
cgggtccaga
aaaaccggga
cttcaaaata
ctattctgaa
aaataggatc
aacagggatg
tttcatagaa
ttctgaggge
caacgggaaa
agaattttca
aatagatctc
tgatctaact
aaatgctgag
catagggtca
caaccggttc
gatttccttt
ggcctgecaa
acccttgttt

<213> Secuencia Artificial

<220>

attctattaa
caaaaacttc
ccaaacggaa
gagctggttc
ggaaaaaact
aataaggaat
gatgtgccgg
accaatgaag
aggggatctg
tatccagcac
ggggttcacc
agagtcacag
ccctgggtga
gacatacttt
cgaaatggga
tgcatcactc
acatatgggg
cggaatgtac
aatggrtggg
acaggacaag
ttgaataggt
gaagtagaag
tggtcttaca
gactcagaaa
gacatgggca
atcagaaatg
cagatcaaag
gccatatcat
aaaggcaaca
ctactaata

<223> inserto para plasmido NP

<400> 5

gggttcatta
agtatggagt
gttcttgaaa
ttcctatatg
aggcgetgec
gtcaaagaga
ggagaatcac
gcaaaatctg
tcgagaaaat
gatcttgggg
cttaatgcat
tactatttgc

ccatgaagac
ccggaaatga
ccctagtgaa
agagttcctc
gcacattgat
gggacctttt
attattcctc
acttcaattg
ttaaaagttt
tgaacgtgac
acccgagceac
tctctraccaa
ggggcatctc
tgattagcag
aaagctcaat
caaatggaag
cctgtcccaa
cagagaaaca
agggaatggt

-cagcagatct

taatcgagaa
ggagaattca
acgcggagcet
tgaacaaact
atggttgctt
gaacttatga
gtgttgagct
gcttrttgct
ttaggtgcaa

taaaaggaag
tcteccteac
taggagacat
tgagaaccaa
ttcttcagtc
aagacatgac
ccaaaggagt
tattcaacag
tgcttctcat
ggctatatga
cttggttcaa
tatccatact

tatcattgct
caacagcaca
aacaatcacg
aacaggtaga
agatgctcta
tattgaacgc
ccttaggtca
gactggggtc
ctttagtaga
tatgccaaac
ggacagtgaa
aagtagccaa
cagtagaata
cacagggaat
aatgaggtca
cattcccaat
atatgttaag
aactagaggc
agacggttgg
taaaagcacc
aacgaacgag
ggacctcgag
ccttgttgec
gtttgaaaaa
caaaatatac
ccatgatgta
gaaatcagga
ttgtgttgtt
catttgcatt

52

gtctcatttg
tgacccgaga
gctcctgagg
tggaacctcc
tcttcagcag
caaggaattc
ggaggaaggc
tctatacgcg
tgttcaggca
agcaatcgag
ctccttectc
gtccaaaaaa

ttgagctaca
gcaacgctgt
aatgatcaaa
atatgcgaca
ctgggagacc
agcaaagctt
ctagttgcct
gctcaggatg
ttgaattgat
aatgacaaat

caaaccagcc

caaactdgtaa
agcatctatt
ctaattgctc
gatgcaccca
gacaaacctt
Caaaaaaccc
atattcggcg
tacggtttca
caagcagcaa
aaattccatc

aaatatgttg -

ctggagaatc
acaaggaagc
cacaaatgtg
tacagagacg
tacaaagatt
ttgctggggt
tgagtgcatt
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20

gggagcaaaa
ggcaccaaac
atcagagcat
actgaactca
agaatggtgc

-gctgggaagg

atgagagaac

" aatggtgaag

gatgccactt

- tctctaatgce -

ggagttggaa
aacttctgga

gcagggtaga
gatcatatga
ctgtcggaag
aactcagtga

tctctgettt,

atcctaagaa
tcatccttta
atgcaacagc
atcagagaac
aaggttcaac
caatagcaat
ggggtgaaaa

taatcactca
acaaatggag
aatgattggt
ctatgaggga
tgatgagaga
aactggagga
tgacaaadaa
tggtcttact
aagagcgctt
acttcccaga
ggagttaatc
tggacgaagg

ES 2 694

atgagtgaca
actggtgggg
ggaatcggga
cgactaatcc
agaaataaat
cccatatata
gaaataagga
catatcatga
gttcgcaccg
aggtctgggg
agaatgatca
acaaggattg

123 T3

tcgaagccat
aacgccagga
gattctacat
aaaatagcat
acctagaaga
gaagagtaga
gagtttggcg
tttggcattc
gaatggatcc
ccgcaggtge
aacgtggaat

catatgaaag’

ggcgtctcaa
tgccacagaa
ccaaatgtgc
aacaatagag
gcatcccagt
cggaaagtgg
ccaagcaaac
caatctgaat
cagaatgtgc
tgcagtgaaa
caatgaccga
aatgtgcaat

attctcaaag
agtcggaacc
attctaaggg

gtagcaagtg.

aaattactcc
aagagtcaat
agtttcataa
attgcttcaa
tactgggceca
cagatcagtg
gttatggcag
ataaggatga
gagctctcgg
gggtcttatt

gaaaatttca
caggaaacgc
gatcagttgc
ggcatgactt
aaaacagtca
tggtgtggat
gagggaagaa
atgagaatgt
taaggaccag
tgcaacctac
ctttcagcgg
tggaaagtgc
acgaaaaggc
tcttcggaga

tttctactaa ta

<210>6
<211> 1453
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

gacagctgec
tgagattgaa
acataagtct
tgaaagggaa
agtgttcage
ggcatgccac
agtgattcca
ggaagccatg
gagtggagga
attctcagtg
gaacaatgaa

-aaagccagaa

aacgagcccg
caatgcagag

<223> inserto para plasmido NA

<400> 6

cagagggcaa
gatctcattt
tgcctgecty
gggtattcac
ctgataagac
tctgetgcat
agaggaaagc
gactccaata
aataccaatc
caacggaatc
ggacggacat
gatttgtcct
atcgtgectt
gagtatgaca

.tgatggatca

tcctggecacg
cttgtgtgta
tggtcgggat
caaatgaaaa
ttgaggattt
tttccacaag
ccctagaact
aacagaaggc
tcccttttga
ccgacatgag
tccaggggeg
cctttgacat
gttgaggaaa

agtgagagaa
gtcagcactt
tgggcttgcea
agacccattt
cccagctcac
aagagtatca
aggggttcag
gagaagcaga
atccgcgggce
aagagcaacc
aacagaagtt
gggagtcttc

-gagtaatgaa

aatacccttg

gatgaatcca
gtgcttectt
tgaatgcaac
aaacataaca
actagcagaa
ttccaaggac
ttatgtgtca
aaacaacagg
gaatgagttg
ctcaagttgt
tgcaactgct
aaaaatcctc
aatgactgat

. gaaaatcgtt

ttatcctcga
gcccatcgta
acttgttgga
taacaatgag
gtggatggga
tgaaggctgg
aggtgatagg
gtgcttttat
aaacagtatt
tggggcggac
gtttctacta

aatcaaaaga
atgcaaattg
taccccccaa
gagatagtgt
tacagaaatt
aattcgatta
tgcgatectg
cattcaaatg
ggtgttccat
cacgatggaa
agcttcattt
aggacccagg
gggagtgctt
catattagcc
tatcctggtg
gatataaatg
gacacaccca
gaagggggtc
agaacgatca
tccaaaccta
tccggttatt
gtggagttga
gttgtotttt
atcaatctca
ata

taataacgat
ccatcctggt
acaaccaagt
atctgaccaa
ggtcaaagec
ggctttecge
acaagtgtta
acacagtaca
ttcatttggg
aagcatggct
acgatgggag
agtcggaatg
caggaagagc
cattgttagg
tcagatgtgt
taaaggatta
gaaaaaacga
atggagtgaa
acgagaagtt
actccaaatt
ctggcatttt
taaggggaag
gtggcacctc
tgcctatata

tggctctgtt
aactactgta
aatactgtgt
caccaccata
gcaatgtaaa
tggtggggac
tcaatttgcc
tgataggacc
aaccaagcaa
gcatgtttgt
gcttgtagat
cgtttgtatc
tgatactaaa
aagtgctcag
ctgcagagac
tagcattgtt
cagatccagc
aggctgggcc
acgctcaggt
gcagataaat
ctctgttgaa
gaaacaggaa
aggtacatat
agctttcgea

tctctcacta
acattgcatt

gaaccaacaa’

gagaaggaaa
attacaggat
atttgggtga
cttggacagg
ccttatcgaa
gtgtgcatag
gtaactgggc
.agtattggtt
aatggaactt
atattattca
catgtcgagg
aactggaaag
tccagttatg
agtagcaatt
tttgatgatg
tatgaaacct
aggcaagtca
ggcaaaagct
actgaagtat
ggaacaggct
attttagaaa

ttgccacaat
tcaagcaata

‘taatagaaag

tatgccccaa
ttgcaccttt
caagagaacc
gaacaacact
ccctattgat
catggtccag
atgatgaaaa
catggtccaa
gtacagtagt
ttgaggaggg
agtgctcctg
gctccaatag
tgtgctcagg
gcctgaatcc
gaaatgacgt
tcaaagtcat
tagttgacag
gcatcaatcg
ggtggacctc’
catggcctga
aaaactcctt

780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260 .
1320
1380

.1440

1500
1560
1572

<210>7
<211> 1032
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> inserto para plasmido M

<400> 7

53
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gggagcaaaa
tctctctate
ttttgcaggg

© cctgtcacct

gcgaggactg
caacatggac

ggccaaagaa

atataacaga

‘tgaacagatt

actaatcagg
aatggctgga
aatggtacag
tgatcttett
caagtgatcc
ttcttgatcg
ggcettetac

. gtgctgtgga

tgtttctact

gcaggtagat
gttccgtcag
aaaaacaccg
ctgactaagg
cagcgtagac

‘aaagcggtca

gtagcgctca
atggggactg
gctgattccc
cacgagaaca
tcaagcgaac
gcaatgagaa
gaaaatttac
tctcattgcet
tcttrrittec

ggaaggagtg
tgttgacgat
aa

gtttaaagat
gceccectcaa
atcttgaggc
ggattttagg
gctttgteca

aactgtacag

gttactctgc
tcaccactga
agcatcgatc
gaatggtatt

‘aagcagcaga

caattgggac
agacctatca
gccgcaagea
aaatacattt
ccggagtcca

ggtcattttg

ES 2 694

gagtcttcta

agccgagata

actcatggaa
atttgtgttc
gaatgccctc
gaaacttaaa
tggtgcactt
ggtggccttt
tcatagacaa
agccagtaca
ggctatggag
tcaccctagt
gaaacggatg
tcattgggat

accgtcgett

tgagggaaga

‘tcaacatagt,

<210> 8

<211> 873

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> NS

<400> 8

dggagcaaaa
tagactgttt

‘cattccttga

gcctcgacat
aggaatccag
ctgacatgac
taataggctc
aagcgaactt
ctgaggaggg
atgaggatgt
cggttcgagt
gaccttrcact
gaggaaataa

- ttcgaacaaa

agaactttct

gcagggtgac
cctttggcat
tcggctccoc
cgaaacagcc
cgagacactt
cctcgaggaa
tctttgtgtg
cagtgtgatc
agcaatcgtt
caaaaatgca
ctctgaaaat
acctccagag
ggtggttaat
taacatttat
cgtttcagct

aaagacataa
atccgcaaac
cgagatcaaa
actcttgttg
aagatgacca
atgtcacgag
cgaatggacc
tttaaccgat
ggagaaattt
gttggggtcc
ctacagagat
cagaaatgaa
tgaagaagtg
gcaagcctta
tatttaatga

tggactccaa
ggtttgcagda
agtccctaaa
ggaaacaaat

ttgcatctgt

actggttcat
aggcgatcat
tagagacttt
caccattacc
tcatcggagg
tcgettggag
aagtggcgag
cggcacagat
caactactgc
taa

<210>9

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

123 T3

accgaggtcg
gcgcagagac
tggctaaaga
acgctcaccg
aatgggaatg
agggaaataa
gccagttgea

-ggtctagtat

atggtgacaa
acagctaaag
gttgccagcec
tccagtgctg
ggagtgcaaa
tttgcacctg
taaatacggt
gtatcgacag

gctagagtaa

cactgtgtca
caatggattg
aggaagaggc
tgtggagtgg
acctacttcg
gctcatgect
ggaaaagaac
gatactacta
ttctetteca
acttgaatgg
aaaccgtaat
agcaattggg
tgaaagcgac
ttgaagtaga

aaacgtatgt
tcgaagacgt
caagaccaat
tgcccagtga
otgacccgaa
cattccatgg
tgggcctcat
gcgcaacctg

caaccaatcc.

ccatggaaca
aggctagaca
gtctaaaaga
tgcaacgatt
atattgtgga
ctgaaaagag
aaacagcaga

aaaactacct

.agctttcagg

ggtgatgccc
aacacccttg
attttgaaag
cgctacctag
aggcaaaaga
atcatactga
agggctttca
ggacatactg
aatggtaaca
gaggatggga
acagaaattt
agagaatagt
acaagagata

<223> oligo pHW-3' (inverso) para hibridacion en la estructura del plasmido pHW2000

<400> 9

gggtcaagga aggcacgggg gaggggc 27

<210> 10

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> oligo 5'NS-Pacl para hibridacién en el gen NS1

<400> 10

gcgcttaatt aagagggagc aatcgttgga g 31
<210> 11

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
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<220>

<223>cebador CMV5' hibridaciéon en el promotor CMV del plasmido pHW2000

<400> 11
gccccattga cgcaaatggg cggtaggegt g 31

<210> 12

<211> 42

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> cebador inverso NS73- Bglll-Pacl-3' hibridacion en el gen NS1

<400> 12
gcgcttaatt aatcaagatc taggattcct ctttcaaaat cc 42

<210> 13

<211> 42

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador NS99-Bglll-Pacl-3'

<400> 13
gcttaattaa tcaagatcta tgacatttcc tcgagggtca tg 42

<210> 14

<211> 44

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador NS126-Bglll-Pacl-3'

<400> 14
gcgcttaatt aatcaagatc tacttttcca tgatcgectg gtce 44

<210> 15

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador especifico 5-SWIFNB+ para IFN-beta porcino

<400> 15
ggccatggct aacaagtgca tcc 23

<210> 16

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> cebador especifico 3-SWIFNB- para IFN-beta porcino

<400> 16
ccggtcagtt ccggaggtaa tc 22

<210> 17

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
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<220>
<223> cebador 5'SW-TNFA para NF-a (véase numero de acceso Genbank M86762)

<400> 17
atgagcactg agagcatg 18

<210> 18

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador 3'SW-TNFA (véase numero de acceso Genbank No. X57321)

<400> 18
tcacagggca atgatccc 18

56



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2694 123 T3

REIVINDICACIONES

1. Un virus de la gripe porcina atenuado, modificado por ingenieria genética, en donde el virus comprende un gen de
NS1 de virus de la gripe porcina con una mutacién que produce una proteina NS1 de virus de la gripe porcina que
tiene una delecion de exactamente 90 restos de aminoacido del carboxi terminal de NS1, en donde el gen de NS1
de virus de la gripe porcina es de A/Porcino/Texas/4199-2/98

2. El virus de la gripe porcina atenuado, modificado por ingenieria genética de la reivindicacion 1, en donde el virus
de la gripe porcina es H1IN1, HIN2 o H3N2.

3. El virus de la gripe porcina atenuado, modificado por ingenieria genética, de la reivindicacién 1, en donde el virus
atenuado es una redistribucion.

4. El virus de la gripe porcina atenuado, modificado por ingenieria genética, de la reivindicacion 1, en el que el virus
de la gripe porcina es A/Porcino/Colorado/1/77, A/Porcino/Colorado/23619/99, A/Porcino/Cote d'Armor/3633/84,
A/Porcino/Inglaterra/195852/92,  A/Porcino/Finisterre/2899/82,  A/Porcino/Hong Kong/10/98, A/Porcino/Hong
Kong/9/98, A/Porcino/Hong Kong/81/78, A/Porcino/lllinois/100084/01, A/Porcino/lllinois/100085A/01,
A/Porcino/lllinois/21587/99, A/Porcino/Indiana/1726/88, A/Porcino/Indiana/9K035/99, A/Porcino/Indiana/P12439/00,
A/Porcino/lowa/30, A/Porcino/lowa/15/30, A/Porcino/lowa/533/99, A/Porcino/lowa/569/99, A/Porcino/lowa/3421/90,
A/Porcino/lowa/8548-1/98, A/Porcino/lowa/930/01, A/Porcino/lowa/17672/88, A/Porcino/ltalia/1513-1/98,
A/Porcino/ltalia/1523/98, A/Porcino/Corea/CY02/02, A/Porcino/Minnesota/55551/00, A/Porcino/Minnesota/593/99,
A/Porcino/Minnesota/9088-2/98, A/Porcino/Nebraska/1/92, A/Porcino/Nebraska/209/98, A/Porcino/Paises
Bajos/12/85, A/Porcino/Carolina del Norte/16497/99, A/Porcino/Carolina del Norte/35922/98, A/Porcino/Carolina del
Norte/93523/01, A/Porcino/Carolina del Norte/98225/01, A/Porcino/Oedenrode/7C/96, A/Porcino/Ohio/891/01,
A/Porcino/Oklahoma/18717/99, A/Porcino/Oklahoma/18089/99, A/Porcino/Ontario/01911-1/99, A/Porcino/Ontario/
01911-2/99, Al/porcino/Ontario/41848/97, A/Porcino/Ontario/97, A/Porcino/Quebec/192/81, A/Porcino/Quebec/
192/91, A/Porcino/Quebec/5393/91, A/Porcino/Taiwan/7310/70, A/Porcino/Tennessee/24/77, A/Porcino/Texas/ 4199-
2/98, A/Porcino/Wisconsin/125/97, A/Porcino/Wisconsin/136/97, A/Porcino/Wisconsin/163/97,
A/Porcino/Wisconsin/164/97, A/Porcino/Wisconsin/166/97, A/Porcino/Wisconsin/168/97,
A/Porcino/Wisconsin/235/97, A/Porcino/Wisconsin/238/97, A/Porcino/Wisconsin/457/98,  A/Porcino/Wisconsin/
458/98, A/Porcino/Wisconsin/464/98 y A/Porcino/Wisconsin/14094/99

5 El virus de la gripe porcina atenuado modificado por ingenieria genética de la reivindicacion 4, en el que el virus de
la gripe porcina es A/Porcino/Texas/4199-2/98.

6. El virus de la gripe porcina atenuado, modificado por ingenieria genética, de una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 5, en donde el virus atenuado es un virus quimérico que expresa una secuencia heteréloga.

7. El virus de la gripe porcina atenuado, modificado por ingenieria genética, de una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 5, en donde el virus atenuado es un virus quimérico que expresa un epitopo de un patégeno
foraneo.

8. El virus de la gripe porcina atenuado, modificado por ingenieria genética, de una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 5, en donde el virus atenuado es un virus quimérico que expresa un antigeno tumoral.

9. El virus de la gripe porcina atenuado, modificado por ingenieria genética, de una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 5, en donde el virus atenuado se modifica para expresar un epitopo de un virus diferente o al
menos un segmento derivado de un virus diferente.

10. Una formulaciéon inmunogénica que comprende el virus de la gripe porcina atenuado, modificado por ingenieria
genética, de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, y un excipiente fisiolégicamente aceptable.

11. La formulacién inmunogénica de la reivindicacion 10, en donde la concentracion del virus atenuado en dicha
formulacion inmunogénica es de aproximadamente 10* a aproximadamente 107 ufp/ml.

12. Una composicién farmacéutica que comprende el virus de la gripe porcina atenuado, modificado por ingenieria
genética, de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, y un excipiente fisiolégicamente aceptable.

13. La composiciéon farmacéutica de la reivindicacion 12, en donde la concentracion del virus atenuado en dicha
composicion farmacéutica es de aproximadamente 10* a aproximadamente 102 ufp/ml.

14. Un virus de la gripe porcina atenuado, modificado por ingenieria genética, como se define en una cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 9 para usar en inmunizacion o induccién de una respuesta inmune en un cerdo.

15. Un virus de la gripe porcina atenuado, modificado por ingenieria genética, segun una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 9 para su uso en la prevenciéon de una enfermedad o sintoma asociado con una infeccién por
virus de la gripe porcina en un cerdo.
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16. Un virus de la gripe porcina atenuado, modificado por ingenieria genética, segun una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 9 para su uso en el tratamiento de una enfermedad asociada con una infeccién por virus de la
gripe porcina en un cerdo.

17. Una formulacién inmunogénica segun la reivindicacion 10 u 11 para su uso en inmunizacion o induccién de una
respuesta inmunitaria en un cerdo.

18. Una composicion farmacéutica segun la reivindicaciéon 12 o 13 para su uso en la prevencion de una enfermedad
o un sintoma asociado con infeccién por virus de la gripe porcina en un cerdo.

19. Una composicion farmacéutica segun la reivindicacion 12 o 13 para su uso en el tratamiento de una enfermedad
asociada con una infeccion por virus de la gripe porcina en un cerdo.

20. Una célula cultivada que contiene el virus de la gripe porcina atenuado, modificado por ingenieria genética, de
una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9.

21. La célula cultivada de la reivindicacion 20, en donde la célula es una célula de cerdo o una linea celular de
cerdo.

22. La célula cultivada de la reivindicacion 21, en donde la linea celular de cerdo es células PK(D1), células PK(15),
células PK13, células SJPL, células NSK, células LLC-PK1, células LLC-PK1A, células ESK-4, células ST, células
PT-K75 o células PK-2a/CL 13.

23. Un huevo embrionado que contiene el virus de la gripe porcina atenuado modificado por ingenieria genética de
una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9.

24. El huevo embrionado de la reivindicacion 23 que es de gallina.
25. El huevo embrionado de la reivindicacion 23 o 24, en donde el huevo embrionado tiene 6, 7 u 8 dias de vida.

26. La célula cultivada de una cualquiera de las reivindicaciones 20 a 22, o el huevo embrionado de una cualquiera
de las reivindicaciones 23 a 25, en donde la célula cultivada o el huevo embrionado es deficiente en interferon.

27. Un método para la produccion de una formulacion inmunogénica o una formulacién farmacéutica que
comprende:

(a) propagar el virus de la gripe porcina atenuado modificado por ingenieria genética de una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 9 en

(i) la célula de una cualquiera de las reivindicaciones 20 a 22 o0 26, o
(i) el huevo embrionado de una cualquiera de las reivindicaciones 23 a 26, y

(b) recoger el virus de la descendencia.
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