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DESCRIPCION
Silenciamiento de ARNip mediado por E. coli de la gripe aviar en pollos
ANTECEDENTES DE LA INVENCION
1. CAMPO DE LA INVENCION

[0001] Esta invencion se refiere a composiciones y métodos para tratar o prevenir la gripe aviar en aves de corral.
Mas especificamente, esta invencién se refiere a composiciones de ARNip que interfieren con la replicacion viral
de la gripe aviar en pollos y otras aves de corral.

2. BREVE DESCIPTION DE LA TECNICA RELACIONADA

[0002] El virus de la gripe aviar (AlV) es una enfermedad viral que infecta tejidos especificos en muchas especies
aviares, incluidos tejidos del sistema respiratorio, digestivo y/o nervioso. Aunque es raramente fatal en aves
salvajes, el AlV es altamente contagioso y a menudo fatal cuando se transmite a aves de corral domésticas (Swayne
y Halvorson 2008, Capua y Marangon 2006, Horimoto y Kawaoka 2001). Los virus de la gripe aviar altamente
patégena (HPAI) infectan rapidamente a aves de corral y son a menudo fatales, con una tasa de letalidad que se
acerca al 100% (Horimoto y Kawaoka 2001). Los virus de la gripe aviar poco patégena (LPAI) causan tipicamente
una enfermedad moderada que puede pasar sin ser detectada; sin embargo, el efecto econémico de la LPAI radica
en la pérdida de produccion. El riesgo de brotes de LPAI y HPAI son amenazas significativas para la industria
avicola.

[0003] Los métodos profilacticos actuales para el AlV en aves de corral son limitados. Las vacunas disponibles no
confieren inmunidad completa, como se ha demostrado por la capacidad del virus de replicarse en aves vacunadas
(Capua et al 2004). Las vacunas dependen de un sistema inmunitario sano y podrian volverse inefectivas debido a
la evoluciéon antigénica viral (Arzt et al 2010, Escorcia et al 2008, Zhou et al 2008, Bennink et al 2004, Ge et al
2004). Los resultados de estudios precedentes mostraron que aislados de campo de AlV de aves de corral
presentaban variaciones constantes en su informaciéon genética y la persistencia del virus en el campo fue
posiblemente ayudada por diferencias antigénicas atribuidas a la cepa de la vacuna (Escorcia et al 2008, Lee et al
2004). De manera interesante, algunas de las vacunas creadas para controlar brotes de HPAI fueron precursoras
de nuevos brotes de HPAI. La proteccién de la vacuna puede llevar mas de una semana en adquirirse (Kim et al
2009); por lo tanto, la vacunacién durante un brote ofrece poca proteccion. La vacunacion es mas eficaz mediante
inyeccidn intramuscular, que no es practica para la administracion de vacunas a gran escala. Finalmente, un
almacenamiento y una manipulacion inapropiados lleva a menudo al fracaso de la vacuna. También hay
preocupaciones crecientes de que los actuales virus aviares H5N1 se estén volviendo resistentes a la amantadina,
la rimantadina y el oseltamivir (Cheung et al 2006, Le et al 2005, de Jong et al 2005). Informes han asociado el
tratamiento con estos farmacos comunes con la diseminacion de virus resistentes a farmacos. Como ejemplo, en
un intento desesperado de proteger sus granjas avicolas, se ha informado de que China ha administrado
amantadina durante los brotes de HSN1 de 2005. Este mal uso ha llevado a cepas resistentes a farmacos que estan
circulando en China y el Sudeste Asiatico (Cheung et al 2006). La falta de profilacticos robustos y la naturaleza
endémica de esta enfermedad subraya la urgencia para desarrollar medidas de control mas eficaces en aves de
corral, como medio para controlar la transmisién del AlV y reducir el impacto que tienen los brotes en las
operaciones avicolas. Es especialmente valioso considerar nuevas estrategias profilacticas que puedan proteger a
las aves de corral contra cualquier subtipo o cepa de AlV.

[0004] US2013/225651 y US2007/099858 divulgan composiciones (tiles para modular la expresion génica del virus
de la gripe usando ARNip. El documento no se pronuncia sobre la incorporacion en una bacteria E. coli al igual gue
sobre la presencia de genes Inv y hivA.

[0005] Xian S. et al. (Nature Biotechnology, vol. 24, n.° 6,1 junio 2006, paginas 697-702) divulgan bacterias E. coli
no patégenas disefiadas para transcribir varios ARNhc de pldsmido con los genes inv y hivA, que codifican dos
factores bacterianos necesarios para la transferencia exitosa de ARNhc a las células. El documento no se pronuncia
sobre la interferencia con la expresién de moléculas de ARN virales de la gripe aviar.

[0006] Lage et al. (J.Vis. Exp., 2010) divulgan una bacteria E. coli no patégena gue comprende un vector
procariotico, que comprende una molécula de ADN que codifica uno o0 mas ARNip y un promotor, donde los ARNip
interfieren con la expresiéon génica de ABCB+, y donde la E. coli expresa al menos un gen inv y al menos un gen
hlvA. El documento no se pronuncia sobre la interferencia con la expresién de moléculas de ARN virales de la gripe
aviar.
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[0007] US2010/204297 divulga ARNip que reconocen la ARN-polimerasa viral, que inhibe la produccion de virus de
la gripe A. El documento no se pronuncia sobre el uso de una E. coli no patégena y la presente construccion.

[0008] US2010/189691 divulga un vector de E. coli no patégena que comprende una molécula de ADN que codifica
uno o mas ARNip vy un promotor, donde el ARNip interfiere con la expresion de ARNm de la beta catenina. El
documento no se pronuncia sobre la interferencia con la expresién de moléculas de ARN virales de la gripe aviar.

[0009] En ausencia de un control eficaz, los brotes de AlIV en aves de corral pueden ser devastadores y las
estimaciones de pérdidas econémicas potenciales son enormes. Esto es especificamente cierto cuando epidemias
de AlIV golpean areas que tienen una densidad mas alta de granjas avicolas. Estas areas se convierten en
ubicaciones de alto riesgo de brotes y a menudo se enfrentan a desafios considerables para controlar la transmision
del AlV, a pesar de las estrictas medidas de bioseguridad y los esfuerzos de despoblacion. Una vez transmitido a
través de secreciones respiratorias y heces, el periodo de incubacion para el AlV puede durar hasta 10 dias y la
mayoria de aves de corral infectadas diseminan el virus durante 7 a 10 dias, permitiendo que el virus circule en una
bandada durante un largo periodo de tiempo (Easterday et al 1997). Este periodo de diseminacién potencialmente
largo aumenta el riesgo de transmision a aves de corral, especialmente dentro de poblaciones mayores (Easterday
et al 1997). El desarrollo de una tecnologia antigripal potente es un paso critico para gestionar y controlar
eficazmente la propagacion de esta enfermedad en aves de corral para minimizar las pérdidas financieras y los
riesgos de transmision a otras especies susceptibles, incluidos seres humanos.

[0010] Las estrategias de vacunacion actuales para aves son limitadas, ya que no confieren inmunidad completa,
dependen de un sistema inmunitario sano, son susceptibles a la evolucién antigénica viral, requieren la
manipulacion individual de cada ave en una operaciéon avicola comercial a gran escala, tienen una fecha de
caducidad limitada y la proteccién de anticuerpos tras la vacunacion tarda varias semanas en adquirirse. Debido a
estos desafios, la vacunacion contra el AlV en los Estados Unidos raramente se escoge para el uso profilactico en
aves de corral. Si se adoptara un programa de vacunacién de emergencia, ofreceria poca proteccion si se
administrara durante un brote. Ademas, la creciente evidencia de la emergencia de variantes de AlV resistentes a
farmacos plantea un riesgo para el uso de terapias farmacolégicas, tales como la amantadina, la rimantadina y el
oseltamivir. Estas limitaciones indican una necesidad real de desarrollar un profilactico que pueda no solo proteger
contra diferentes subtipos y cepas resistentes a farmacos de virus, sino que proporcione una proteccion transitoria
si se produjera un brote y la vacunacién no es realizable o eficaz en un periodo de tiempo corto.

BREVE RESUMEN DE LA INVENCION

[0011] La invencion esta definida por las reivindicaciones anexas. La presente invencién proporciona productos y
métodos asociados para la transferencia de uno o mas ARN interferentes pequefios (ARNip) a una célula aviar
usando una bacteria no patégena para la prevencion o el tratamiento del virus de la gripe aviar (AlV). EI ARNip es
complementario a un ARNm de la secuencia NP o PA del AlV. En estudios de exposicién con pollos, se demuestra
qgue el ARNip previene el comienzo de sintomas clinicos o reduce la gravedad de la enfermedad, incluida la
reduccion de los titulos virales o de la diseminacion de virus.

[0012] En un primer aspecto la presente invencién proporciona una bacteria E. coli no patégena que incluye un
vector procariético. El vector es una molécula de ADN que codifica uno o mas ARNip y un promotor para controlar
la transcripcion del ARNip. Los ARNip codificados por el vector interfieren con una o mas moléculas de ARN virales
de la gripe aviar, inhibiendo asi la replicacion del AlV. Ademas, la bacteria esta disefiada para expresar al menos
un gen inv y al menos un gen hlyA. El producto génico de inv ayuda a la bacteria a entrar en la célula diana.

[0013] En una forma de realizacién ventajosa del primer aspecto, el ARNip interfiere con un ARNm de NP, PA, PB1
o PB2. En ejemplos de realizacion ventajosos adicionales, el ARNip es complementario a una secuencia de ARNm
viral de la gripe aviar compartida por una pluralidad de subtipos. Idealmente, el ARNip reconoceria una secuencia
conservada a través de la mayoria de subtipos. De esta manera, el ARNip seria eficaz contra tantos subtipos como
fuera posible. Sin embargo, las secuencias compartidas pueden ser mas limitadas y pueden cambiar a lo largo del
tiempo. Por consiguiente, el ARNip se puede disefiar para ser eficaz contra una pluralidad de subtipos, aunque no
todos, y se puede usar un enfoque de "céctel" con una variedad de diferentes ARNip para cubrir un amplio espectro
de AlV.

[0014] En otros ejemplos de realizacion adicionales del primer aspecto, el ARNip se puede generar a partir de una
secuencia de ADN que incluya una secuencia seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO.
2, SEQ ID NO. 3, SEQ ID NO. 4, SEQ ID NO. 11, SEQ ID NO. 12, SEQ ID NO. 13 y SEQ ID NO. 14. De forma
similar, el ARNip se puede generar a partir de un plasmido que codifica un transcrito donde el plasmido tiene una
secuencia seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO. 5, SEQ ID NO. 7, SEQ ID NO. 15y SEQ ID NO.
17.
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[0015] EI promotor que se usa para controlar la transcripcion del ARNip puede ser un promotor T7, un promotor T3
0 un promotor SP6. El ARNip puede reconocer una secuencia conservada, donde esa secuencia conservada
reconocida es compartida por una pluralidad de subtipos de gripe aviar. Y el vector procariético es un plasmido que
codifica el gen inv y el gen hlyA, facilitando asi la entrada de la bacteria en la célula y la transferencia del ARNip de
la bacteria desde el endosoma tras la entrada.

[0016] En un segundo aspecto la presente invencién proporciona un método para tratar o reducir el riesgo de
propagar la gripe aviar en unas aves de corral. El método incluye la etapa de administracion a las aves de corral de
una composicién que comprende la bacteria E. coli no patégena segun el primer aspecto. En una forma de
realizacién ventajosa la composicién se administra por via intranasal o pulverizada como un aerosol adecuado para
la inhalacion. En ejemplos de realizacion ventajosos adicionales se puede administrar una pluralidad de poblaciones
de bacteria E. coli. Cuando se administra una pluralidad de poblaciones, cada poblacién de E. coli se puede disefiar
para expresar una molécula de ARNip diferente que interfiera con una o0 mas moléculas de ARN virales de la gripe
aviar. A través de tal estrategia, se pueden reconocer multiples ARNm del AIV en una administracion profilactica
Unica.

[0017] En un tercer aspecto la presente invencién proporciona una composicién farmacéutica que tiene dos
bacterias E. coli no patégenas diferentes para transferir dos ARNip diferentes. En otras palabras, la primera bacteria
E. coli no patégena tiene un vector procariético que codifica un ARNip, donde el primer ARNip codificado interfiere
con una o mas moléculas de ARN virales de la gripe aviar y la segunda bacteria E. coli no patégena tiene un vector
procariético que codifica un ARNip diferente, donde el segundo ARNip codificado interfiere con una molécula de
ARN viral de gripe aviar diferente o una porcion diferente de la misma molécula de ARN viral de gripe aviar. La
composicion se proporciona en un portador farmacéuticamente aceptable. En una forma de realizacion ventajosa
la primera secuencia de ARNip codificado puede incluir la SEQ ID NO. 3 y la segunda secuencia de ARNip
codificado puede incluir la SEQ ID NO. 4. Las bacterias primera y segunda se pueden disefiar para expresar al
menos un gen inv y al menos un gen hlyA.

[0018] En un cuarto aspecto la presente invencion proporciona un vector procariético que tiene una o mas moléculas
de ADN que codifican uno o mas ARNip, un promotor para controlar la transcripcion de los ARNip, al menos un gen
inv y al menos un gen hlyA. Los ARNip codificados interfieren con el ARNm de un virus de gripe aviar. En una forma
de realizacién ventajosa, el vector segun el cuarto aspecto puede producir un ARNip que interfiere con un ARNm
de NP, PA, PB1 o PB2. Adicionalmente, el ARNip puede incluir una secuencia seleccionada del grupo que consiste
en SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO. 2, SEQ ID NO. 3, SEQ ID NO. 4, SEQ ID NO. 11, SEQ ID NO. 12, SEQ ID NO. 13
y SEQ ID NO. 14.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

[0019] Para una comprensién mas completa de la invencién, debe hacerse referencia a la siguiente descripcion
detallada, tomada en relacion con los dibujos anexos, donde:

La figura 1 es una serie de cuatro graficos (figuras 1A-1D) que muestran la proteccion del ARNip segun se
mide por reduccion en los titulos medios por dia, MOI y virus. * indica una diferencia estadisticamente
significativa con la muestra no tratada correspondiente usando la prueba de la suma de rangos de Wilcoxon
(p < 0,05).

La figura 2 es una imagen que muestra la expresion de ARNm de [-actina (ACTB-282bp) y B1l-integrina
(ITGB1-308 bp) en células LMH cultivadas en medio normal de crecimiento (WM), medio de infeccién (IM) o
infectado con A/turkey/Colorado/235497/2003(H8N4) (infectado). Carriles: 1) ITGB1 en WM; 2) ITGBL1 en IM;
3) ITGBL1 infectado; 4) ACTB en WM; 5) ACTB en IM; 6) ACTB infectado; y 7) control negativo de PCR.

La figura 3 es una serie de seis imagenes que muestran un vector anti-AlV_aleatorio marcado con RFP. Las
células LMH de pollo recibieron RFP-vector en dos dosis (alta = 7,8e5 UFC/ml y baja = 1,95e5 UFC/ml).
Captacion de vector evaluada a las 2 y las 24 horas posteriores a la invasion. * Nétese que las flechas blancas
sefialan hacia areas de fluorescencia roja, que estan oscurecidas en escala de grises.

La figura 4 es una serie de cuatro graficos (figuras 4A-4D) que muestran la proteccion del vector anti-AlV
segun se mide por reduccion en los titulos medios por dia, MOI y virus. Un asterisco (*) indica una diferencia
estadisticamente significativa con la muestra no tratada correspondiente usando la prueba de la suma de
rangos de Wilcoxon (p < 0,05).

La figura 5 es una serie de seis imagenes que muestran un vector anti-AlV_aleatorio marcado con RFP. Los
pollos fueron tratados por via intranasal con vector RFP y la captacion se evalu6 a las 15 y las 27 horas



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2796 930 T3

posteriores al tratamiento. *Nétese que las flechas blancas sefialan hacia areas de fluorescencia roja, que
estan oscurecidas en escala de grises.

La figura 6 es una serie de tres graficos (figuras 6A-6C) que muestran el titulo del virus A/chicken/Texas/473-
2/10(H6N2) y la proporcion de pollos con diseminacion de virus diarios a lo largo del periodo de estudio. (A)
Titulo de virus medio (Log EID50 eq/ml) que representa todos los pollos (con diseminacidn y sin diseminacion)
representados por dia. La linea superior el dia 4 es PC; la linea del medio en el dia 4 es Aleatorio; y la linea
inferior en el dia 4 es Coctel. (B) Titulo de virus medio que representa pollos con diseminacién de virus y
representada por dia. Para cada dia, de izquierda a derecha: Cdctel; Aleatorio; PC. (C) Proporcion (%) de
pollos con diseminacién de virus HEN2 por dia, de n=10 pollos en total en cada grupo; sin embargo, el dia 10
representa n=9 observaciones en el grupo PC debido a un caso de mortalidad. El titulo medio por dia (B)
representa la proporcion de pollos con diseminacién de virus H6N2 en ese dia (C). Para cada dia, de izquierda
a derecha: Céctel; Aleatorio; PC.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA FORMA DE REALIZACION PREFERIDA

[0020] Desarrollar una tecnologia antigripal potente es un paso critico para gestionar y controlar eficazmente la
propagacion del AlV en aves de corral para minimizar las pérdidas financieras y los riesgos de transmision a otras
especies susceptibles, incluidos seres humanos. Las estrategias de vacunacién actuales para aves son limitadas,
ya que no confieren inmunidad completa, dependen de un sistema inmunitario sano, son susceptibles a la evolucion
antigénica viral, requieren la manipulacién individual de cada ave en una operacién avicola comercial a gran escala,
tienen una fecha de caducidad limitada y la proteccién de anticuerpos tras la vacunacion tarda varias semanas en
adquirirse. Debido a estos desafios, la vacunacion contra el AlV en los Estados Unidos raramente se escoge para
el uso profilactico en aves de corral. Si se adoptara un programa de vacunacion de emergencia, ofreceria poca
proteccion si se administrara durante un brote. Ademas, la creciente evidencia de la emergencia de variantes de
AlV resistentes a farmacos plantea un riesgo para el uso de terapias farmacoldgicas, tales como la amantadina, la
rimantadina y el oseltamivir. Estas limitaciones indican una necesidad real de desarrollar un profilactico que pueda
no solo proteger contra diferentes subtipos y cepas resistentes a farmacos de virus, sino que proporcione una
proteccion transitoria si se produjera un brote y la vacunacién no es realizable o eficaz en un periodo de tiempo
corto.

[0021] La interferencia de ARN (ARNi) usando ARNip se ha explorado para el desarrollo de antivirales alternativos
para controlar enfermedades en seres humanos y especies de ganado usando ARNip (Lyall et al 2011, Long et al
2010, Chen et al 2009). La transferencia de agentes de mediacién de ARNi ha sido un obstaculo para su aplicacién
clinica (Li y Shen 2009). Ya que los ARNip son incapaces de cruzar las membranas celulares independientemente,
requieren un vehiculo de transferencia tal como virus genéticamente modificados y portadores sintéticos (Aigner
2009, Li et al 2006, Ge et al 2004). Estos vehiculos de ARNip virales y sintéticos plantean serias limitaciones y
preocupaciones para la eficacia clinica (Ge et al 2004). Los vectores virales pueden suscitar fuertes respuestas
inmunitarias que causan muerte celular (Davidson y McCray 2011, Ge et el 2004). El control de la dosis de agentes
de ARNi con vectores virales es dificil y puede resultar en la saturacion de los sistemas de ARNi/micro-ARN, dando
como resultado hepatotoxicidad (Beer et al 2010, Hacein-Bey-Abina et al 2008, Grimm et al 2006). Los vectores
virales pueden integrarse en el genoma del huésped y llevar a tumorigénesis (Davidson y McCray 2011, Beer et al
2010, Hacein-Bey-Abina et al 2008, Ge et al 2004). De hecho, estudios recientes advierten de efectos inespecificos
de vectores virales de ARN en horquilla corto (ARNhc) que dan como resultado muerte celular y problemas
organicos en animales transgénicos (Grimm et al 2006). Finalmente, los vehiculos de ARN sintéticos tienen
rendimientos de transferencia bajos y requieren dosis mas altas, que no solo tienen costes prohibitivos, sino que
son a menudo toxicas (Ge et al 2004). En consecuencia, resulta imperativo enfocarse en mejores mecanismos de
transferencia para antivirales a base de ARNi, especificamente contra el AlV en aves de corral. Un vehiculo de
transferencia de ARNip seguro y eficaz que especificamente reconociera los tejidos pulmonares y respiratorios, los
sitios principales de infeccién y replicacion del AlV, representaria un enfoque particularmente prometedor. Este tipo
de sistema mejoraria la especificidad de transferencia para un profilactico antigripal mas eficaz, a la vez que
minimiza las pérdidas de ARNip debido a una administracién sistémica y reduce la toxicidad relacionada con el
ARNip.

[0022] Por consiguiente, se desarrollo una plataforma de transferencia de ARNi transkingdom (tkRNAI) para proveer
a la inhibicién del AIV en células epiteliales de pollo. El tkRNAIi usa bacterias no patégenas para generar y transferir
ARN de silenciamiento a tejidos epiteliales de la mucosa, y demuestra ser un enfoque de transferencia prometedor
para prevenir la gripe mediante la administracion a las vias respiratorias superiores en pollos. Estas bacterias estan
genéticamente modificadas para producir un ARNhc especifico para una diana de ARNm, invadir las células
epiteliales de la mucosa y liberar su carga util de ARNhc en el citoplasma de las células huésped. Se piensa que,
una vez liberado en el citoplasma, estos ARNhc se procesan en ARNip y silencian posteriormente dianas de ARNm
complementario, activando asi el ARNi (Buttaro y Fruehauf 2010, Xiang et al 2006). El sistema tkRNAi usado aqui
esta compuesto de bacterias E. coli que han sido transformadas con un plasmido generador de ARNhc especial
(PMBV43). Estos plasmidos pMBV43 y bacterias E. coli portadoras estan caracterizados por varios componentes.
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Estos incluyen un casete de expresion ARNhc bajo el control del promotor de la T7 ARN-polimerasa, y el terminador
para la liberacion y la generacion exitosas de los ARNip en el citoplasma de las células epiteliales respiratorias
susceptibles a la gripe. La introduccion de un gen de invasién (inv) de Yersinia pseudotuberculosis provee para la
expresion de la proteina invasina en la superficie de E. coli. La invasina interactia con receptores de integrina 31
presentes en la superficie de las células epiteliales de la mucosa, lo que lleva a la captacion de las bacterias
portadoras en endosomas de las células epiteliales diana. Una vez las E. coli se han captado en la célula huésped,
necesitan escapar de la vacuola del huésped para la liberacion en el citosol. Las bacterias estan codificadas para
expresar listerolisina O (LLO) del gen hlyA, una toxina formadora de poros de Listeria monocytogenes (Xiang et al
2006, Mathew et al 2003, Radford et al 2002, Grillot-Courvalin et al 1998). Debido al entorno de bajo pH del lisosoma
huésped y a una falta de nutrientes, las bacterias se lisan dentro del endosoma, liberando posteriormente esta
toxina bacteriana, que lleva a la rotura de la membrana endosémica (Nguyen y Fruehauf 2009). Ahora en el
citoplasma, los ARNhc liberados son procesados en ARNip por Dicer, incorporados en el complejo de silenciamiento
inducido por ARN (RISC), y desencadenan la via de ARNi para silenciar los genes que son dianas para el
silenciamiento. Usando tkRNAI, desarrollamos un ARNi antivirico novedoso capaz de generar y transferir ARNip
gue reconocen los genes NP y PA del AlV. Este enfoque novedoso se aplicod a un modelo de tejido aviar, cuyo
desarrollo también se describe en el presente documento, para demostrar una prueba de concepto in vitro para
usar vectores anti-AlV para inhibir la replicacion y la diseminacién de la gripe aviar.

[0023] Los incentivos econémicos para vacunar aves de corral contra el AlV son bajos y a menudo debidos a varias
limitaciones de la vacuna. Estas limitaciones y falta de incentivo plantean impedimentos significativos para controlar
eficazmente los brotes de AlV en aves de corral. El desarrollo de una nueva tecnologia antigripal es un paso critico
hacia la gestion y el control eficaces de la propagacion de esta enfermedad en aves de corral, minimizando las
pérdidas financieras y reduciendo el riesgo de transmision a otros animales, incluidos seres humanos. La aplicacion
de metodologias de ARNi para desarrollar un antivirico alternativo contra el AlV es una opcion prometedora. Sin
embargo, la transferencia de agentes de mediacién de ARNi sigue siendo un obstaculo para aprovechar su
aplicacion clinica. EI ARNi transkingdom (tkRNAI) usa bacterias no patdgenas para generar y transferir ARNip a
tejidos diana, y podrian ser la clave para lograr la aplicacion clinica de un enfoque de ARNi. Se construyeron
vectores tkRNAI (vectores anti-AlV) para generar ARNip que reconocen los genes virales, NP y PA, y se evalué la
eficacia protectora de estos vectores en el modelo de tejido aviar establecido.

[0024] La captacién y la invasion del vector se verificd primero en células LMH de pollo tratadas con vectores
marcados con una proteina fluorescente roja. A continuacion, las células fueron tratadas con los vectores anti-AlV
e infectadas con dos subtipos diferentes de LPAI, H8N4 y H6N2. El andlisis de regresion lineal multivariante,
controlando el dia, revelé diferencias significativas en los titulos de diseminacion medios ajustados entre muestras
tratadas con los vectores anti-AlV y aquellas no tratadas (p<0,05). Los cdcteles de vector que reconocen tanto
genes NP como PA proporcionaron un factor de reduccién de hasta 10.960 en los titulos de diseminacion en los
sobrenadantes de células LMH de pollo (p<0,05). Este trabajo demuestra una prueba de concepto in vitro para usar
estos novedosos vectores anti-AlV para inhibir el AV en el modelo de tejido aviar establecido. Este trabajo
representa el primer caso de este tipo para usar el sistema tkRNAi en un modelo aviar y para inhibir la replicacion
de la gripe.

[0025] Debido a que las proteinas NP y PA juegan ambas un papel critico en la transcripcion y la replicacion del
AlV, representan una diana esencial para la inhibicion de la replicacién del virus por ARNip. El disefio de ARNip
que puedan permanecer potentes a través de variaciones y cambios antigénicos requiere el reconocimiento de
regiones en un gen que estén conservadas entre diferentes subtipos y cepas del AlV. Debido a su papel en la
transcripcion y la replicacion virales y como una manera de mantener una aptitud viral éptima, NP y PA contienen
cada uno una extension de nucleétidos conservados que se encuentran en la mayoria de virus de la gripe del tipo
A. El papel especifico que juegan estas secuencias cortas en la replicacion viral tiene que determinarse aun. Sin
embargo, estas secuencias cortas conservadas se encuentran en los genomas de la gripe de pollos, seres
humanos, caninos, equinos y cerdos. A diferencia de los genes NP y PA, los segmentos HA y NA no contienen
ninguna extension de 21 nucleétidos conservados para el disefio de ARNip. La dependencia de estas regiones
conservadas para la transcripcién y la replicacion exitosas hacen de estas secuencias cortas en los genes NP y PA
dianas esenciales para el disefio de ARNip.

[0026] Casi toda la investigacion que estudia la aplicacién de ARNip se evalla en células de mamiferos y faltan
estudios que usen modelos aviares. El uso de células de mamiferos es una limitacion significativa por un par de
razones. Primero, como la mayoria de herramientas de disefio de ARNi se desarrollaron usando sistemas de
mamiferos, estas herramientas pueden disefiar ARNip que son menos eficaces cuando se introducen en cultivos
de células aviares, lo que conduce a rendimientos de ARNi inferiores. Segundo, el AIV es una enfermedad de
especies aviares. Como tal, resulta imperativo usar un modelo de tejido aviar relevante para determinar si el ARNi
es un enfoque valido para prevenir la replicacion del AIV en aves de corral. Los virus seleccionados tipicamente
para estudios previos de transfeccion de ARNi y de infeccién viral son virus adaptados al laboratorio, aislados de
seres humanos y otros mamiferos. Si buscamos determinar si el ARNi es un enfoque valido para prevenir la
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replicacién del AlV en aves de corral, resulta critico realizar estos estudios usando virus de gripe aviar de origen
natural aislados comunmente de aves de corral.

[0027] EI AIV esta reconocido como un patégeno de prioridad de la categoria C de biodefensa del Instituto Nacional
de Alergia y Enfermedades Infecciosas, una enfermedad econdmicamente importante de aves de corral y una gran
amenaza de salud publica porque los virus originados en animales tienen el potencial para causar la proxima
pandemia humana (Carver y Krushinskie 2006, Webster 1997). El AlV afecta a muchas especies de aves de
produccién de alimento, incluidos pollos, pavos, patos, codornices y gallina de Guinea. En toda la literatura, hay
descripciones innumerables de brotes globales significativos de LPAI y HPAI en aves de corral domésticas. Estos
brotes son de interés, no solo porque el grado de virulencia observado en aves de corral da como resultado
consecuencias economicas graves, sino debido a la capacidad para transmitirse a especies de mamiferos. Las
cepas aviares H5N1 altamente patégenas estan actualmente circulando en miultiples paises. Los brotes de HPAI
en aves de corral han llevado al sacrificio de millones de animales y la pérdida neta de miles de millones de délares.
Desde 2003, las cepas H5N1 han resultado en 648 casos en humanos, de los cuales 384 fueron fatales (2013:
WHO Influenza at the human animal interface). Asombrosamente, se ha informado de la infeccion de seres
humanos con el virus LPAI (H7N9), con aproximadamente 150 casos, de los cuales casi un 33% ha resultado en
muerte (Centros para el Control y la Prevencion de Enfermedades 2014).

[0028] Un factor de riesgo principal para la transmision del AIV a seres humanos es el contacto directo y la
manipulaciéon de aves domésticas (Vong et al 2009, Areechokchai et al 2006, Dinh et al 2006, Wang et al 2006,
Bridges et al 2002, Mounts et al 1999), por lo que la mayoria de casos en humanos han ocurrido cuando la estrecha
proximidad entre seres humanos y ganado lleva a la transmision. A medida que el nimero de virus circulantes
aumenta en las aves de corral domésticas, también lo hace el riesgo de transmision a seres humanos y el potencial
para reordenarse en una forma que es mas transmisible entre seres humanos (Gatherer 2010). Por lo tanto,
respecto a la reduccidn del riesgo para seres humanos, la prevencion del AlV en aves de corral domésticas debe
ser un foco principal. La emergencia de un AlV novedoso transmisible en una poblacién que tiene poca o ninguna
inmunidad, causaria una pandemia global para la que no hay disponible ninguna vacuna. Estas cepas son de interés
particular porque son resistentes a los farmacos antiviricos mas rentables, la amantadina y la rimantadina (He et al
2008, Lee et al 2008, Pinto y Lamb 1995, Belshe et al 1988).

[0029] Al igual que resulta critico contar con protocolos de deteccion precoz y sistemas de advertencia como medios
para controlar y gestionar el AlV en aves de corral, debe haber disponibles medidas de prevencion eficaces para
prepararse para potenciales brotes. La vacunacién de aves de corral domésticas puede ayudar a controlar los virus
HPAI y reducir las pérdidas econémicas y la transmisién zoonotica, sin embargo, la vacunacién no es una practica
comln en granjas avicolas porque no se considera una opcion viable. Ademas, si la vacunacién se adoptara en
una situacién de emergencia, posiblemente ocurriria después de que ya se haya identificado un brote. La proteccion
de la vacuna tarda de dos a tres semanas en adquirirse (Kim et al 2009), y a menudo requiere dosis repetidas para
inducir una proteccion completa (Poetri et al 2011). Por lo tanto, la vacunacién durante un brote puede hacer poco
para controlar la cadena de transmision, especialmente en areas de aves de corral densamente pobladas. El
desarrollo de una tecnologia antigripal potente para aves de corral es un paso critico para gestionar y controlar
eficazmente la propagacion de esta enfermedad a nivel mundial.

[0030] El trabajo previamente descrito investigd la inhibicion del AIV en células epiteliales de pollo usando la
plataforma de transferencia de ARNi, tkRNAI. Este sistema tkRNAi usa una E. coli disefiada para producir ARN en
horquilla corto contra los genes virales NP y PA y transfiri6 exitosamente el ARNhc intracelularmente. En las
veinticuatro horas tras la administracién, estos vectores llevan a reducciones significativas en la replicacion del AlV
in vitro. Estos procedimientos demostraron el potencial antivirico transitorio de estos novedosos vectores anti-AlV
en nuestro modelo de tejido aviar. En la busqueda continua de nuestro objetivo a largo plazo para desarrollar esta
tecnologia antigripal en un profilactico que contribuya al desarrollo de un método de control mas eficaz y robusto
para el AlV en aves de corral, el objetivo del presente estudio es evaluar la administracion intranasal y la eficacia
protectora de estos vectores antiviricos en pollos inoculados experimentalmente.

[0031] La eficacia de la vacuna se evalla basandose en la proteccion clinica (morbilidad y mortalidad reducidas) y
através de la deteccion de la diseminacion de virus después de la exposicion. Un objetivo adicional de la vacunacién
de AIV en aves de corral es estimular una respuesta inmunitaria y evitar que el animal individual se infecte. Este
profilactico no esta disefiado para evitar la infeccién en el animal individual. El modo de accién de novedosa esta
tecnologia es la inhibicion de la replicacion viral, reduciendo asi la diseminacién de virus infeccioso tras la infeccion.

[0032] Tedricamente, si un pollo esta diseminando cantidades inferiores de virus, la carga viral se reduce y es mas
probable que el animal esté clinicamente protegido. Por lo tanto, para proporcionar una eficacia inicial para estos
vectores anti-AlV, se evalud la capacidad profilactica de estos vectores para reducir la morbilidad, la mortalidad y
la diseminacion viral en pollos experimentalmente inoculados. Si este profilactico puede inhibir la proporcion de
aves con diseminacién y los titulos de diseminacion en el ave individual, se controlard mejor el riesgo de transmisién
entre poblaciones de aves. Por lo tanto, ademas de supervisar la proporcién de aves con diseminacion y los titulos
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de diseminacién, el potencial para la transmision se ha evaluado usando aves centinela alojadas entre las aves
inoculadas con AlV que recibieron los vectores anti-AlV (véase el ejemplo 3, a continuacion).

[0033] Las aves de corral tratadas con los vectores anti-AlV no desarrollarian anticuerpos contra el AlV. Esto es
tipicamente una limitacion asociada a las practicas de vacunacién porque la vacuna estimula la produccién de
anticuerpos contra el virus. Esto crea problemas relacionados con las barreras comerciales, haciendo que sea dificil
distinguir la reactividad de anticuerpos debido a la vacunacion frente a la infeccién de AlV natural. Si una vacuna
convencional eficaz esta disponible, a menudo no se puede usar. Un pais no puede arriesgar perder el estado sin
enfermedad de AlV, que es a menudo el caso cuando las pruebas seroldgicas positivas debido a la vacunacién
interfieren con la vigilancia de la enfermedad. A diferencia de las aves de corral vacunadas, aquellas tratadas con
los vectores anti-AlV no serian positivas para los anticuerpos de AIV y no requeririan andlisis adicionales usando
el ensayo de diferenciacion entre infectados y vacunados (DIVA). De esta manera, se evitarian las barreras
comerciales asociadas a la reactividad de los animales vacunados y las pruebas de cribado adicionales para el AlV.

[0034] La industria avicola no adoptard una vacuna comercial o ningun otro profilactico sin demostrar que su uso
es una contramedida rentable frente a brotes de AlV. Esto es especialmente critico en areas avicolas de baja
densidad donde el riesgo de un brote es percibido como insignificante. Los factores que afectan el coste de
vacunacion incluyen el tiempo de conservacion o la sostenibilidad de la vacuna, el método de administracion, la
facilidad con la cual se puede generar y la accesibilidad. Generalmente, el beneficio debe ser superior al coste de
la vacunacién o el tratamiento para ser visto como una buena inversion.

[0035] Una de las limitaciones asociadas a otros métodos terapéuticos de ARNi es el coste asociado a la fabricacion
comercial del ARN de silenciamiento. Una ventaja obvia de la tecnologia propuesta es la capacidad de las bacterias
mismas de producir el ARNhc para la escision en las secuencias de ARNip posteriores. Esta caracteristica elimina
la costosa fabricacién de ARNip y los altos costes de produccién (Xiang et al 2009, Keates et al 2008, Xiang et al
2006, Gardlik et al 2005). En areas donde las vacunas se consideran necesarias, los paises acumularan millones
de dosis de vacuna cada afio para la preparacién frente a emergencias. Muchas veces estas vacunas se vuelven
obsoletas cuando se descubre que son distantes del virus de campo. Es simple y rapido generar grandes cantidades
de bacterias. Por lo tanto, a diferencia de una vacuna que puede tardar meses en formularse e incluso mas tiempo
en adquirirse en cantidades suficientes, estos vectores podrian ser generados facilmente en cantidades masivas a
partir de un stock pequefio. Si se almacena debidamente, estos vectores bacterianos podrian tener un tiempo de
conservacion indefinido. Esta es otra ventaja principal sobre las vacunas actuales.

[0036] La vacunacion y otros enfoques de ARNi tienen su cuota de impedimentos relacionados con la administracion
y la transferencia dirigida. La mayoria de las vacunas de AIV deben administrarse subcutdneamente, lo que las
hace incomodas e ineficientes de administrar. Estos vectores anti-AlV permiten la transferencia respiratoria dirigida
y la invasién especifica en las células epiteliales mucosas que expresan (1-integrinas. A diferencia de otros tejidos
y 6rganos, los tejidos respiratorios, incluidos los pulmones, son increiblemente accesibles, lo que hace que esta
tecnologia anti-AlV sea ideal para prevenir enfermedades respiratorias como la gripe. Los pollos tienen una glandula
situada medial al ojo llamada la glandula de Harder, y se piensa que esta glandula es critica para desarrollar una
respuesta inmunitaria local en la via respiratoria superior (Wight et al 1971). Por esta razén, se cree que las
vacunaciones mediante gotas para los ojos estimulan una reaccién inmunitaria mucosa a través de la glandula de
Harder y lo mismo puede decirse si estos vectores se administraran en el 0jo. Los vectores anti-AlV podrian ser
facilmente enmendables para administrar por via intranasal, por via oral, por via de gotas para los 0jos 0 como un
aerosol pulverizado adecuado para la inhalacién o la transferencia ocular.

[0037] Estos vectores representarian un producto rentable sostenible faciimente disponible para la aplicacién a gran
escala en una operacion avicola comercial. La versatilidad de transferencia y la facilidad con la cual podria ser
enmendable para la aplicacion a gran escala da a esta tecnologia una ventaja sobre las vacunas actuales y equivale
a un sistema que proporciona una transferencia eficiente y la localizacion en tejidos pulmonares. Estas cualidades
hacen que esta tecnologia sea especialmente ventajosa durante una situacién de brote para reducir la diseminacion
y la transmisién del virus entre las poblaciones de aves de corral.

[0038] La eficacia es una caracteristica esencial de una vacuna del AIV o un profilactico alternativo ideales para
aves de corral. El término eficaz se utiliza para determinar si una vacuna o un profilactico alternativo es protector
en estudios de exposicion experimental estandarizados, segin se mide por prevencién de la mortalidad, la
morbilidad, la diseminacion y la transmisién del AlV entre las aves de corral. Los estandares de la industria para la
eficacia de las vacunas con HPAI son una morbilidad y una mortalidad reducidas. Se observa muy poca morbilidad
y mortalidad en pollos SPF inoculados con LPAI experimentalmente, haciendo que sea dificil determinar la eficacia
de la vacuna para aislados de LPAI. La cuantificacion de los titulos orofaringeos de los pollos es como se determina
rutinariamente la eficacia para las vacunas contra los aislados de LPAI. Debido a que las vacunas actualmente
disponibles para aves de corral no proporcionan inmunidad esterilizante, una herramienta de control eficaz deberia
ser reducir la diseminacién del virus en la mayor medida posible (Sylte y Suarez 2012). Los resultados de estos
estudios piloto iniciales indican que el tratamiento con el vector anti-AlV reduce los titulos de diseminacion y
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replicacién del virus a niveles considerados clinicamente relevantes. Sin embargo, es necesario realizar estudios
adicionales para demostrar adicionalmente la naturaleza protectora de esta tecnologia.

[0039] La vacunacién para el AlV en aves de corral es mas dificil que la vacunacién usada contra la mayoria de los
otros virus causantes de enfermedades. Esto se debe a grandes variaciones antigénicas que requieren
conocimientos previos de los subtipos circulantes, lo que reduce la eficacia de la vacuna. La baja eficacia de la
vacuna y las altas proporciones coste-beneficio compensan normalmente cualesquiera politicas de vacunacion
propuestas. Cuando el AlV se detecta en aves de corral, generalmente se usa una politica de 'erradicacion' o
sacrificio en los esfuerzos para erradicar la enfermedad. Suponiendo que se demuestren eficacia, potencia y
seguridad ambiental en futuros estudios de exposicion y pruebas de campo aleatorizadas, imagino que esta
tecnologia profilactica podria ser una solucion al sacrificio preventivo de aves de corral en areas de alto riesgo. Sin
embargo, incluso cuando la vacunacion se selecciona como una herramienta de emergencia durante los brotes, es
a menudo conjuntamente con otros métodos de control, especialmente si el sacrificio rapido es dificil. Las
experiencias previas han indicado que para tener éxito en el control y, en ultima instancia, en la erradicacion del
AlV, los programas de vacunacion deben ser parte de una estrategia de control mas amplia (Capua y Marangon
2006). Esto incluye medidas de bioseguridad estrictas, vigilancia, sacrificio y posiblemente la implementacion del
uso de esta tecnologia profilactica.

[0040] Otra cuestion relacionada con la eficacia es el intervalo de tiempo necesario para obtener inmunidad
protectora. Se requieren un minimo de 7 a 10 dias para estimular una respuesta inmunitaria inicial tras la vacunacién
y otras 2 semanas para generar niveles de anticuerpos protectores. Esto implica que, aunque el proceso de toma
de decisiones sea acelerado y una vacuna apropiada esté disponible para un uso inmediato, la vacunacién puede
no ser eficaz si se aplica durante un brote activo en aves de corral. Un beneficio clave que tendria sobre la vacuna
esta tecnologia de vector anti-AlV es su capacidad para proporcionar una proteccion transitoria. Esta caracteristica
seria increiblemente ventajosa durante una situacion de brote.

Ejemplo 1 - Disefio de ARNip y uso de ARNip especificos virales para inhibir la gripe aviar en un modelo de tejido
aviar.

[0041] El virus de la gripe aviar (AlV) representa una de las amenazas econémicas mas significativas para las aves
de corral a nivel mundial. Las vacunas para el AlV son limitadas, lo que resalta la necesidad de considerar nuevas
estrategias profilacticas que puedan proteger las aves de corral contra los brotes. Se desarrollaron una transfeccién
de tejido aviar y un modelo de infeccion de AlV apropiados. Este modelo aviar fue usado para demostrar el potencial
antivirico de un ARN pequefio interferente ("ARNip") que reconoce dos genes clave del AlV requeridos para la
replicacién viral; NP y PA. Se transfectaron células LMH de pollo con ARNip que reconocen ARNm de NPy PA 'y
las células fueron infectadas con dos subtipos de LPAI diferentes, el H8BN4 y el HGN2. El analisis de regresion lineal
multivariante, controlando el dia, revel6 diferencias significativas en los titulos de diseminacién medios ajustados
entre muestras tratadas con ARNip y aquellas no tratadas (p<0,05). Los ARNip individuales y los cécteles de ARNip
evaluados llevaron a una reduccion de hasta 100 veces en los titulos de diseminacion en los sobrenadantes de las
células LMH de pollo (p < 0,05). Este trabajo demuestra una prueba de concepto in vitro usando ARNip especificos
virales para inhibir la replicacion de la gripe aviar en el modelo de tejido aviar establecido.

MATERIALES Y METODOS
[0042]

Cultivos celulares - Se eligieron células epiteliales de carcinoma hepatocelular de pollo (células LMH, ATCC
CRL-2117) como la linea celular del modelo aviar. Estas células estan disponibles comercialmente,
especificamente destinadas a estudios de transfeccion y, como hepatocitos epiteliales, representan un tejido
aviar apropiado para la infeccion gripal de tipo A (Swayne y Pantin-Jackwood 2006, Shinya et al 1995). Las
células LMH se cultivaron en medio Waymouth's MB 752/1 (Life Technologies), con un 10% de suero bovino
fetal (FBS, Life Technologies), 2 mM de L-glutamina (Life Technologies), 100 unidades/ml de penicilina y 1
mg/ml de estreptomicina (Life Technologies) a 37°C en presencia de un 7% de CO-. Todos los recipientes de
cultivo usados para propagar las células LMH se recubrieron previamente con gelatina al 0,1% (Millipore). Se
usaron células renales caninas Madin-Darby (MDCK) para determinar los titulos virales y para cuantificar las
particulas virales infecciosas tras todos los ensayos de transfeccion y de infeccion llevados a cabo en las
células LMH. Las células MDCK se cultivaron en medio esencial minimo con sales equilibradas de Earle
(MEM/EBSS), 2 mM de L-glutamina, 10% de suero bovino fetal (FBS), 0,5% de piruvato de sodio (solucién de
100 mM, Life Technologies), 0,5% de aminoacidos no esenciales MEM (NEAA, solucién 100x, Life
Technologies) y 100 unidades/ml de penicilina y 1 mg/ml de estreptomicina (Life Technologies) a 37°C en
presencia de un 7% de COa.
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Virus - Las siguientes cepas del virus de la gripe aviar LPAI fueron propagadas en células LMH:
A/Chicken/Texas/473-2/10 (HEN2), A/Chicken/Texas/55116-2/11 (H4N8) y el subtipo H8N4 de la LPAI aislado
de un brote en pavos en Colorado, 2005 (el subtipo fue determinado previamente por inhibicién de la
hemaglutinacién y paneles de inhibicion de neuraminidasa). Los titulos de virus fueron medidos por el ensayo
del 50% de la dosis infecciosa de cultivo de tejido (TCID50) en células MDCK. Se eligieron las cepas H6N2 y
H8N4 de la LPAI para el estudio porque se replicaron a altos titulos en células LMH con un fuerte efecto
citopatico (CPE) en las 48 horas posteriores a la infeccién (hpi) y son adecuadas para los ensayos de TCIDso
usando células MDCK. Ambos virus se propagaron en células LMH y se recogieron los sobrenadantes virales
infecciosos, se centrifugaron para eliminar los restos celulares y se almacenaron a -80°C. Un titulo de stock
de trabajo fue medido por TCIDso y se determiné la multiplicidad de infeccion (MOI) 6ptima.

ARNIip - Se sintetizaron oligonucleétidos de ARN, se desalaron y se duplicaron antes de enviarlos (Dharmacon,
Thermo Scientific). Las secuencias de ARN sentido y antisentido para NP (ARNip-NP) y PA (ARNip-PA) fueron
publicadas previamente (Ge et al 2003). La secuencia diana de ARNm para cada ARNip son las siguientes:
NP: 5- GGA TCT TAT TTC TTC GGA G - 3' (SEQ ID NO. 1) y PA: 5' -GCA ATT GAG GAG TGC CTG A - 3
(SEQ ID NO. 2). Se us6 BLAST para verificar que cada secuencia de la cadena sentido del ARNip era 100%
complementaria a las secuencias génicas virales de NP y PA asociadas a H6N2 y H8N4. Adicionalmente,
todas las secuencias de la region semilla antisentido de ARNip se cribaron en busca de secuencias de pollo
de alta homologia para reducir la posibilidad de silenciamiento inespecifico.

Eficiencia de transfeccién - Varios reactivos de transfeccién fueron evaluados para sefiales visuales de CPE
independiente del ARNip. Estos incluyen Lipofectamine® 2000 (Life Technologies), Lipofectamine® RNAiMax
(Life Technologies), FuGene® 6 (Promega Corporation) y XtremeGene (Roche Diagnostics). Los rendimientos
de transfeccion fueron determinados en células LMH usando BLOCK-iT™ Alexa Fluor® Red Fluorescent
dsRNA Control (Life Technologies). Las células positivas para Alexa Fluor® fueron contadas en ocho campos
oculares aleatorios a 40X usando el microscopio fluorescente confocal LSM 510 Zeiss. Se us6 la microscopia
fluorescente para seleccionar el reactivo de transfeccion final, determinar el rango de concentracion 6ptimo
de ARNip y reactivo de transfeccion y el periodo de incubacién de ARNip 6ptimo. La eficiencia de transfeccién
(a = 0,05) fue determinada después de 24 h de incubacion.

Transfeccion de ARNip en células de pollo - Las células LMH fueron sembradas un dia antes de la transfeccién
en placas de 24 pocillos para permitir que las monocapas celulares alcanzasen un 80% de confluencia. Las
células fueron transfectadas con ARNip-NP, ARNip-PA y ambos NP/PA (ARNip-coctel) (32 nM individualmente
0 64 nM en total en un formato de coctel) usando Lipofectamine® 2000 segun la instruccion del fabricante.
Brevemente, se diluy6 Lipofectamine® 2000 1:50 en medio Opti-MEM (Life Technologies). Cada ARNip de
pruebay ARNip simulado (ARNip negativo aleatorio sin complementariedad con ningun gen de pollo conocido)
se diluy6 posteriormente en la mezcla de Lipofectamine® 2000 - Opti-MEM y se dejo incubar a temperatura
ambiente durante 15 minutos. Las células LMH fueron preparadas para la transfeccion eliminando el medio
de crecimiento completo y lavando cada pocillo solo con medio Opti-Mem. El lavado fue sustituido con 687
pl/pocillo de medio de transfeccion (Opti-MEM, 10% FBS, 2 mM de L-glutamina) y se afiadieron 63 pl de
complejo ARNip-Lipofectamine® 2000. Todas las células de control o tratadas fueron transfectadas en pocillos
por triplicado.

Infeccion de virus - Veinticuatro horas después de la transfeccién las células LMH fueron preparadas para la
infeccion eliminando el medio de transfeccién y lavando cada pocillo con medio de inoculacién (IM) con 0,25
pg/ml de tripsina tratada con TPCK (Sigma-Aldrich), un 3% de albdmina de suero bovino (BSA, Gemini Bio-
Products), 2 mM de L-glutamina, 100 U/ml de penicilina'y 1 mg/ml de estreptomicina. El lavado fue eliminado
y se afiadieron un total de 250 pl de IM con o virus H8N4 o H6N2 con una MOI de 0,01 o 0,001 a cada pocillo
apropiado. Las placas fueron incubadas en una plataforma basculante a 37°C en presencia de un 7% de CO2
durante 1 hora antes de eliminar el virus y reemplazarlo con 750 pl/pocillo de IM fresco. A las cuarenta 'y ocho
hpi se cosecharon los sobrenadantes de los cultivos celulares, se centrifugaron para eliminar los restos
celulares y se congelaron a -80°C. Cada experimento incluia un control positivo (solo infectadas con LPAI),
un control negativo (células LMH no tratadas) y un control de transfeccion de simulacion (ARNip simulado e
infectadas con LPAI) evaluados en pocillos por triplicado.

Evaluacién del titulo de virus infeccioso - Los sobrenadantes de los cultivos celulares de LMH fueron
cuantificados por titulacion en células MDCK usando el CPE como el indicador de presencia viral, y el titulo
fue expresado como el 50% de la dosis infecciosa de cultivo de tejido/ml (TCID50/ml). Brevemente, las células
MDCK fueron sembradas en placas de 96 pocillos. Para cada sobrenadante de cultivo, se realizaron diluciones
en serie con un factor de diez de 1:10 a 1:10% en MEM/EBSS, 2 mM de L-glutamina, 3% de BSA, 0,5% de
piruvato de sodio, 0,5% de MEM-NEAA, 100 U/ml de penicilina y 1 mg/ml de estreptomicina, con 1 pg/ml de
tripsina tratada con TPCK (Worthington Biochemical Corporation). Cuando las monocapas celulares tenian un
80-90% de confluencia, se eliminé el medio de crecimiento y las células fueron inoculadas con 100 pl/pocillo
de suspension de virus por triplicado. A las 48 hpi las células fueron incubadas con tinte violeta cristal (violeta

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2796 930 T3

cristal al 0,1% y formalina tamponada con PBS al 2,5% en suero salino tamponado con fosfato (PBS)) y los
pocillos con CPE se marcaron como positivos para el crecimiento del virus. La TCID50/ml se calculé mediante
la técnica matematica de Reed y Muench (Reed y Muench 1938).

Analisis estadistico - Todos los experimentos se repitieron un minimo de tres veces, en dias diferentes.
Usando un nivel de significacion estadistica de 0,05, se realizé la prueba de la suma de rangos de Wilcoxon
para comparar los titulos virales medios entre las muestras de ARNip transfectado y las de control positivo
(PC) realizadas en el mismo dia. Para determinar si los valores de LogTCIDso/ml medios ajustados entre las
muestras transfectadas con ARNip y las PC fueron estadisticamente diferentes (p < 0,05), los datos se
analizaron usando la regresion lineal multivariante, controlando el dia. Los analisis estadisticos se realizaron
usando el software informatico Stata 10 (Statcorp LP).

RESULTADOS

[0043] Disefio de ARNip eficaces - El amplio rango de variacion genética entre diferentes cepas de virus de gripe
aviar es responsable en gran medida de la evasion viral después de la vacunacion no especifica. Asimismo, esta
variabilidad genética hace dificil disefiar ARNip que puedan permanecer eficaces contra mdultiples AlV. Tan poco
como una diferencia de un nucleétido entre el sitio diana de ARNm y la region semilla antisentido del ARNip puede
abolir completamente cualquier actividad antivirica de ARNi. Por lo tanto, resulta importante disefiar ARNip que
reconozcan secuencias altamente conservadas observadas en muchas cepas diferentes, incluidos los virus de la
HPAI. Se us6 BLAST para buscar homologia de secuencias en virus de la gripe de tipo A al igual que coincidencias
inespecificas entre las secuencias de ARNip de NP y PA y secuencias de pollo. Este cribado reveld que ninguno
de los ARNip tenia una alta homologia con cualquiera de las secuencias de pollo conocidas, especificamente entre
la region semilla del ARNip y el ARNm huésped. Las secuencias de ARNip de NP y PA ambas se alinearon contra
las secuencias de NP y PA del H8N4 y el HGN2 con una homologia del 100%. Usando la base de datos de coleccién
de nucledétidos (nr/nt) para ambas secuencias de ARNip de 19 nt, la basqueda de BLAST revela una cobertura del
100% de la secuencia de consulta en mas de 10.000 virus de la gripe de tipo A, incluidos aquellos aislados de
cerdo, aves salvajes, aves de corral, equinos, caninos y seres humanos. Estas coincidencias con la secuencia de
consulta incluyen los subtipos patégenos H5, H9 y H7 aislados tan recientemente como en el 2013 de brotes
nacionales e internacionales.

[0044] Actividad antivirica de ARNip en células de pollo - El procedimiento de transfeccion fue optimizado para
conseguir hasta un 81% de tasa de transfeccién en células LMH usando una concentracion de Lipofectamine®
2000 y ARNip de entre 32 nM y 64 nM. Este procedimiento de transfeccién y rango de concentracién de ARNip
permitié la transfeccién adecuada, sin inducir un CPE. Antes de la infeccién con virus HGN2 o H8N4 con una MOI
de 0,01 y de 0,001, ARNip-NP y PA se transfectaron en células LMH y los sobrenadantes de cultivos se recogieron
para el andlisis de la TCIDso. La falta de diferencias significativas en el titulo de virus entre los controles simulados
y los PC (datos no mostrados) indican que la transfeccion de ARNip no afecto la produccion de virus.

[0045] Como se esperaba, la actividad antivirica de cada transfeccién de ARNip varia por dia, virus y MOI usada
para la infeccién (FIG. 1). Sin embargo, se observa una actividad antivirica significativa en muestras de ARNip-NP,
PA o céctel de infecciones tanto de HGN2 como de H8N4. En cada dia experimental, al menos una transfeccion de
ARNip redujo significativamente los titulos medios de virus en ambos virus y en ambas MOI, en comparacion con
las muestras PC correspondientes. En al menos un dia experimental, el ARNip-céctel redujo significativamente los
titulos medios de virus en ambos virus y en ambas MOI, excepto el H8N4 con una MOI de 0,001. A pesar de una
falta de diferencias significativas posiblemente asociada a un tamafio de muestra pequefio, un 70%, un 50% y un
100% de todas las transfecciones de ARNip-NP, ARNip-PA y ARNip-céctel resultaron en titulos virales medios
inferiores en comparacion con sus PC no tratados apropiados, respectivamente.

[0046] Para comparar ARNip transfectado con muestras PC no tratadas a lo largo de todos los dias experimentales,
se usO un andlisis de regresion lineal multivariante (MLR), controlando el dia. Los resultados de MLR revelan
diferencias significativas en los titulos virales medios ajustados entre las muestras transfectadas con ARNip y las
PC no tratadas (tabla 1). Se observan diferencias significativas tanto en las muestras de ARNip-NP como en las de
ARNip-céctel de las células infectadas con H8N4 MOI 0,01 y con HEN2 MOI 0,001. Se calcul6 la reduccion logio en
el virus infeccioso entre las muestras transfectadas con ARNip y no tratadas. Con la excepcién de la transfeccién
de ARNip-PA de las muestras H8N4 MOI 0,001 y H6N2 MOI 0,01, todas las transfecciones de ARNip resultaron en
al menos una reduccion logio de 0,3 (factor de reduccién de 2,1). Mas notables fueron los titulos de H8N4/MOI 0,01
después de la transfeccion de ARNip-cActel, los titulos de H8N4/MOI 0,001 después de la transfeccion de ARNip-
NP y los titulos de H6N2/MOI 0,001 tras las transfecciones de ARNip-céctel y NP, dando como resultado una
reduccion logio de 1,3 (20 veces), 1,0 (10 veces) y 1,7 (50 veces), 2,0 (100 veces), respectivamente.

Tabla 1 - Proteccion de ARNip en células epiteliales de pollo segun se mide por reduccion log y factor de reduccion
en los titulos de diseminacion.
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Muestra Media 95% ClI Media 95% CI valor P b reduccion factor de
ajustada? ajustada (no log © reduccién @
(no tratada) tratada)

Virus de LPAI H8N4 MOI 0,01

ARNip-NP 4,1 (34:48) 50 (4,3;5,7) 001 0 09 7.9
ARNip-PA 55 (45;65) 58 (4,8; 6,8) 054 7 0,3 2,0
ARNip- 3,7 (3,1;4,3) 5,0 (4,4;5,6) <0,00 1 1,3 20,0
coctel

Virus de LPAI H8N4 MOI 0,001

ARNip-NP 7,5 (6,4;87) 85 (7.6;9,4) 0,08 8 1,0 10,0
ARNip-PA 86 (7,3;10,0) 8,5 (7.5, 9,6) 0,89 2 0,1 0,8
ARNip- 8,3 (7,1;94) 9,0 (8,1;9,9) 0,19 0 0,7 5,0
coctel

Virus de LPAI H6N2 MOI 0,01

ARNip-NP 6,3 (55;72) 6,6 (5,7;7,5) 0,44 3 0,3 2,1
ARNip-PA 7,5 (6,7; 8,2) 6,9 6,1;7,7) 0,10 9 -0,6 0,3
ARNip- 5,8 (49:6,6) 6,3 (5,5, 7,1) 0,18 8 0,5 3,2
coctel

Virus de LPAI H6N2 MOI 0,001

ARNip-NP 84 (7,2,97) 10,4 (9,5;11,4) 0,00 4 2,0 100,0
ARNip-PA 10,0 (8,4;11,7) 10,4 (9,2;11,7) 061 5 0,4 2,5
ARNip- 8,7 (7,4;10,0) 10,4 (9,4;11,5) 0,01 2 1,7 50,1
coctel

Los resultados son de regresion lineal multivariante, controlando el dia. 2 Expresado como LogTCIDso/mL medio
ajustado. ® Comparacion del LogTCIDso/mL medio ajustado de muestras PC tratadas con muestras no tratadas
(p<0,05). ¢ Reduccion log en el titulo infeccioso medio en comparacion con el control no tratado. ¢ Factor de
reduccion en la media geométrica en comparacion con el control no tratado.

[0047] Este ejemplo demuestra una prueba de concepto in vitro usando ARNip especificos virales para inhibir la
gripe aviar en un modelo de tejido aviar. La transfeccion de células LMH de pollo con ARNip que reconocen ARNm
de NP y PA redujo significativamente los titulos infecciosos tras la infeccion con dos subtipos diferentes de AlV,
H8N4 y H6N2. Ambos de estos virus no son virus de LPAI adaptados al laboratorio. Ambos fueron aislados de
brotes pasados en aves de corral, que ocurrieron en los Estados Unidos. Como tales, son virus apropiados e ideales
para probar este enfoque de ARNip antivirico.

[0048] Incluso cuando no se observd una diferencia significativa entre transfeccion de ARNip y muestras PC no
tratadas, se observaron reducciones logio en los titulos virales infecciosos en todas las muestras de ARNip, excepto
en dos conjuntos de transfeccion de ARNip-PA. La inhibiciébn mas potente de los titulos virales infecciosos ocurrié
después de que las células LMH fueran transfectadas con o ARNip-NP o ARNip-céctel, resultando en reducciones
logio que varian de 0,5 - 2,0 (factor de reduccion de 3,2 - 100).

[0049] Este trabajo proporciona una base para definir medidas que causen una proteccion de ARNip suficiente que
evite la diseminacion del virus y la posterior transmisién de la enfermedad durante un brote de AIV en aves de
corral. Adicionalmente, los virus de la gripe mutan rapidamente, a menudo haciendo que las vacunas se vuelvan
inefectivas. El disefio de constructos de ARNi que reconozcan estos sitios de ARNm conservados podria permitir
un silenciamiento por ARNi mas eficiente, pero, ademas, el reconocimiento de multiples sitios conservados usando
estos cécteles de ARNip podria ademas evitar el escape del ARNi por mutacién.

[0050] El ARNi es una herramienta que puede ayudar a los investigadores a conseguir lo que no ha sido auin posible
y proporcionar una oportunidad para una nueva estrategia de desarrollo antigripal. Este estudio fue exitoso en el
desarrollo de un modelo aviar in vitro apropiado para validar este enfoque antigripal de ARNi. Este trabajo mostré
que el silenciamiento mediado por ARNip que reconoce los genes virales tanto NP como PA, en un formato de
coctel, inhibe la replicacion del AlV in vitro. Sin embargo, a pesar del potencial que estos ARNip tienen para inhibir
la diseminacion de virus infeccioso en este modelo aviar, estos agentes de mediacién de ARNi requieren un mejor
mecanismo de transferencia para ser considerados clinicamente aplicables. La eficiencia de transferencia asociada
al uso de un vehiculo de transfeccion sintético, tal como Lipofectamine® 2000, es limitado por varias razones.
Primero, los bajos rendimientos de transferencia requieren dosis mas altas, que no solo tienen costes prohibitivos,
sino que son a menudo toxicas (Ge et al 2004). Segundo, estos reactivos de transfeccién solo consiguen una
transferencia sistémica, no una transferencia dirigida. Esto requiere de nuevo dosis mas altas para transfectar
suficientemente un tejido especifico. El desarrollo de una tecnologia antivirica de ARNi que permitiera la
transferencia intranasal seria prometedora Unicamente para la prevencion del AlV. En consecuencia, un trabajo
posterior se enfocé en disefiar un mejor mecanismo de transferencia para este antivirico a base de ARNi,
especificamente para la prevencién del AlV en aves de corral. Este trabajo se presenta a continuacion en el ejemplo
2.
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Ejemplo 2 - Inhibicion de la replicacion de la gripe aviar en un modelo celular de pollo usando una tecnologia de
transferencia de ARNi Unica

[0051] Los incentivos econémicos para vacunar aves de corral contra el AlV son bajos y a menudo debidos a varias
limitaciones de la vacuna. Estas limitaciones y falta de incentivo plantean impedimentos significativos para controlar
eficazmente los brotes de AlV en aves de corral. El desarrollo de una nueva tecnologia antigripal es un paso critico
hacia la gestion y el control eficaces de la propagacion de esta enfermedad en aves de corral, la minimizacion de
las pérdidas financieras y la reduccion del riesgo de transmision a otros animales, incluidos seres humanos. La
aplicacion de metodologias de ARNi para desarrollar un antivirico alternativo contra el AlV es una posibilidad. Sin
embargo, la transferencia de agentes de mediacion de ARNi sigue siendo un obstaculo para aprovechar su
aplicacion clinica. EI ARNi transkingdom (tkRNAI) usa bacterias no patdgenas para generar y transferir ARNip a
tejidos diana, y podria ser la clave para lograr la aplicacion clinica de un enfoque de ARNi. Se construyeron vectores
TKRNAI (vectores anti-AlV) para generar un ARNip que reconoce los genes virales, NP o PA, y la eficacia protectora
de estos vectores se evalu6 en el modelo de tejido aviar establecido. También se emplearon combinaciones de
vectores ("cOctel") para investigar el efecto aditivo de reconocer multiples ARNm del AlV. La captacion y la invasion
del vector se verific primero en células LMH de pollo tratadas con vectores marcados con una proteina fluorescente
roja. A continuacion, las células fueron tratadas con los vectores anti-AlV e infectadas con dos subtipos diferentes
de LPAI, H8N4 y H6N2. El analisis de regresion lineal multivariante, controlando el dia, revel6 diferencias
significativas en los titulos de diseminaciéon medios ajustados entre muestras tratadas con los vectores anti-AlV y
aquellas no tratadas (p<0,05). Los cocteles de vectores que reconocen tanto los genes NP como PA proporcionaron
un factor de reduccién de hasta 10.960 en los titulos de diseminacion en los sobrenadantes de células LMH de
pollo (p<0,05). Este trabajo demuestra una prueba de concepto in vitro para el uso de estos novedosos vectores
anti-AlV para inhibir el AIV en el modelo de tejido aviar establecido. Este trabajo representa el primer caso de este
tipo para usar el sistema tkRNAi en un modelo aviar y para inhibir la replicacién de la gripe.

MATERIALES Y METODOS

[0052] Cultivos celulares - Basandose en el trabajo previo del ejemplo 1, se usaron células epiteliales de carcinoma
hepatocelular de pollo (LMH) y células renales caninas Madin-Darby (MDCK) para todos los ensayos de invasion e
infeccion, y de titulo viral, respectivamente. Las células se mantuvieron en medio de crecimiento apropiado, tal y
como se ha descrito anteriormente, con ligeras modificaciones. Para minimizar la inactivacién del complemento del
huésped de los vectores anti-AlV durante el paso de invasién, las células LMH se cultivaron continuamente en
medio con FBS inactivado por calor (Life Technologies). Esto se hizo para evitar la posible activaciéon de la via
alternativa del complemento en respuesta a la presencia de bacterias, que lleva a la inactivacion de los vectores
bacterianos antes de la captacion intracelular.

[0053] Virus - Las siguientes cepas del virus de la gripe aviar LPAI se eligieron para usarse en todos los estudios
de invasién e infeccién: A/Chicken/Texas/473-2/10 (H6N2) y el subtipo H8N4 de la LPAI aislado de un brote de
pavo en Colorado, 2005. Se midieron los titulos virales para cada LPAI por ensayo TCIDso. Ambos virus se replican
a altos titulos en las células LMH con un CPE a las 48 horas posteriores a la infeccion (hpi). Tal y como se ha
descrito anteriormente, se generaron stocks y se eligieron las MOI éptimas.

[0054] Validacion de la integrina beta-1 en células de pollo - Debido a que los tejidos aviares son una diana
novedosa para tkRNAI, era importante validar la presencia de los receptores de integrina (1) en la superficie de
las células LMH en condiciones normales (no infectadas) y después de la infeccion con AlV. Se extrajo el ARN total
(E.Z.N.A.® Total RNA Kit I, Omega Bio-Tek) de cultivos de células LMH que no estaban infectados (condiciones de
crecimiento normales) y de cultivos a las 6 y 24 horas posteriores a la infeccion con el virus H8N4. Se sintetizo el
ADNCc de la primera cadena a partir de 0,75 pg de ARN total usando Oligo(dT) Primer (Promega) y la sintesis de
ADNCc se completé utilizando 4mM de los dNTP y el kit AffinityScript Multiple Temperature Reverse Transcriptase
(Stratagene), segun las recomendaciones del fabricante. El gen constitutivo, $-actina, se us6 como un control
interno para la expresion de la integrina 3(1) en las células LMH. Cebadores para la B-actina y la (1) integrina se
publicaron previamente (Caprile et al 2009) usando secuencias de pollo de GenBank. La amplificacién por PCR
convencional fue completada usando una reaccion de 25 pl con: 2,5 ul de ADNc, 0,8 mM de los dNTP, 1,6 mM de
MgClz, 2,5 ul de 10X Amplitag Gold Buffer® Il, 0,8 U de Taq ADN polimerasa (Applied Biosystems) y 0,4 uM de
cebadores directo e inverso. Cada reaccioén se cubrié con 30 pl de cera Chill Out® (Bio-Rad) para evitar la
evaporacion y se colocé en un termociclador MJ Research 60 place (Bio-Rad). La mezcla de reaccion por PCR se
incub6 a 95°C durante 10 minutos y 35 ciclos de 95°C durante 30 segundos, 57°C durante 60 segundos y 72°C
durante 20 segundos. El producto de la PCR se analiz6 por electroforesis en gel de agarosa usando el sistema
FlashGel® DNA System (Lonza Group Ltd). Los productos amplificados se visualizaron por transiluminacion de luz
UV y se corrié una escalera de pesos moleculares de 100 pares de bases (bp) (Lonza Group Ltd) en los geles para
ayudar en el calculo del tamafio de los fragmentos de ADN amplificados. El tamaio de banda previsto para la -
actina y la (1) integrina era de 282 y 308 pares de bases, respectivamente.
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[0055] Construccion y generacién de vectores de ARNhc tkRNAI - El vector de expresion de ARNhc, pmbv43, se
ha descrito previamente (Buttaro y Fruehauf 2010). EI pmbv43 contiene un casete de expresion dirigido por el
promotor T7 con sitios de clonacion que contienen secuencias de las enzimas de restriccion BamHI y Sall. Tras la
recepcion del plasmido parent_pmbv43 de Cambridge Biolabs (Cambridge, MA), el plasmido fue digerido 2 horas
a 37°C en una reaccion de 50 pl con: 2 pg de pmbv43, 2,0 ul de BamHI (New England Biolabs (NEB)), 2,0 pl de
Sall (NEB), 5.0 pl de Buffer 3 (NEB), 0,5 pl de albumina de suero bovino 100X (NEB) y 24,2 ul de agua molecular.
El parent_pmbv43 digerido fue tratado posteriormente con fosfatasa alcalina, intestinal de ternero (NEB) y
precipitado con fenol/cloroformo y etanol. El plasmido parent_pmbv43 lineal de 8,4 kb resultante fue extraido en gel
a partir de un 1% de gel de agarosa después de la electroforesis en gel y aislado usando dialisis.

[0056] El ARNi que reconoce la secuencia de NP fue 5' - GGA TCT TAT TTC TTC GGA G -3' (SEQID. NO. 1) y
PA fue 5' - GCA ATT GAG GAG TGC CTG A - 3' (SEQ ID NO. 2). La secuencia complementaria/antisentido para
NP fue 5' - CTC CGA AGA AAT AAG ATC C - 3' (SEQ ID NO. 3) y la secuencia complementaria/antisentido para
PAfue 5'- TCAGGC ACT CCTCAATTG C-3'(SEQ ID NO. 4). El molde de ADN que codifica el ARNhc especifico
para NP y PA fue: sitio de BamHI - secuencia sentido-horquilla (5' - TTC AAG AGA - 3') - secuencia antisentido -
TTTTTTTTTT - sitio Sall. En otras palabras, el molde de ADN que codifica el ARNhc especifico para NP fue 5' -
GGA TCT TAT TTC TTC GGA GTT CAA GAG ACT CCG AAG AAA TAA GAT CC - 3' (SEQ ID NO. 5) sin la cola
poli-Ty 5'- GGA TCT TAT TTC TTC GGA GTT CAA GAG ACT CCG AAG AAATAAGAT CCT TTT TTT TTT - 3'
(SEQ ID NO. 6) con la cola poli-T. Y el molde de ADN que codifica el ARNhc especifico para PA fue 5' - GCA ATT
GAG GAG TGC CTG ATT CAA GAG ATC AGG CAC TCC TCA ATT GC - 3' (SEQ ID NO. 7) sin la cola poli-T y 5'
- GCA ATT GAG GAG TGC CTG ATT CAA GAG ATC AGG CACTCC TCAATT GCT TTTTTT TTT - 3' (SEQ ID
NO. 8) con la cola poli-T.

[0057] Las tecnologias de ADN integradas sintetizaron las cadenas superior e inferior para la secuencia de
oligonucledtidos del ADN PA. Cada oligonucleétido PA fue resuspendido a 300 uM y 120 pM de cada cadena se
hibridaron juntas en una reaccion de 20 pl. Después de la hibridacion, el duplex se fosforilo y se ligd en el pmbv43
lineal durante 24 horas a 4°C en una reaccion de 10 pl con: 1 pl de tamp6n de ADN-ligasa T4 (NEB), 1 ul de
oligonucledtido de PA hibridado y fosforilado, 2 pl de pmbv43, 1 ul de ADN-ligasa T4 (NEB) y 5 pl de agua molecular.
La mezcla de ligamiento resultante se transformé en células competentes de DH5a™ (Life Technologies) y las
células transformadas resultantes se sembraron sobre placas con caldo Luria (LB) con 10 ug/ml de canamicina
(Kan) y se incubaron a 37°C durante toda la noche. Las colonias resultantes se cribaron por PCR usando cebadores
especificos de PA_ARNhc que amplificaron un producto de 209 bp conforme al perfil térmico siguiente: 94°C
durante 4 minutos, 30 ciclos de 94°C durante 30 segundos, 45°C durante 30 segundos, 72°C durante 30 segundos
y una elongacioén final a 72°C durante 10 minutos. Un Unico clon del plasmido PA_pmbv43 positivo para PCR se
purificé usando el kit PureLink® HiPure Plasmid Maxiprep (Life Technologies) y se secuencid para verificar una
insercién apropiada de PA_shRNA. Usando métodos estandares de clonacion y purificacion de plasmidos, el
plasmido NP_pmbv43 fue sintetizado comercialmente, generado usando células DH10-beta y purificado por la
compafiia comercial DNA2.0, Incorporated. Tras recibir el NP_pmbv43, el plasmido fue resuspendido en agua
molecular a una concentracion final de 100 ng/ul. NP_pmbv43, PA_pmbv43 y parent_pmbv43 se transformaron en
células competentes CEQ221 (vectores NP_pmbv43/CEQ, PA_pmbv43/CEQ y parent_pmbv43/CEQ) y se
sembraron sobre agar infusion de cerebro y corazén con 25 pg/ml de Kany 50 pg/ml de acido 2,3-diaminopropiénico
(BHI/Kan/Dap). Las placas fueron incubadas durante toda la noche a 37°C y se cribaron las colonias resultantes
por PCR usando conjuntos de cebadores especificos para NP, PA y parent_shRNA. Se secuencid un Unico clon
positivo para PCR que representa NP_pmbv43/CEQ, PA_pmbv43/CEQ y parent_pmbv43/CEQ. Después de la
validacion de las secuencias, cada clon fue propagado posteriormente en caldo BHI/Kan/Dap. Se generaron stocks
en fase semilogaritmica (ODsoo = 0,4-0,6) y en fase estacionaria (ODeoo = 1,0), y se volvieron a congelar a -80°C en
glicerol al 20%. Una Unica parte alicuota congelada de cada stock de vector que representa ODsoo = 1,0 se
descongel6 para el recuento de placas. Brevemente, cada parte alicuota de 1 ml se descongel6, se centrifugé
durante 5 minutos a 5.000 x g y se resuspendioé en 1 ml de suero salino tamponado con fosfato (PBS) con 100
pg/ml de Dap (PBS/Dap). Los vectores resultantes fueron diluidos en PBS/Dap 1:10, 1:100, 1:1.000, 1:10.000,
1:60.000, 1:90.000, 1:135.000, 1:270.000. Un total de 50 pl de cada dilucion teérica representando 1:60.000 -
1:270.000 se sembraron por duplicado en el agar BHI/Kan/Dap y se incubaron durante toda la noche a 37°C. Los
recuentos de colonias en cada dilucion se promediaron y se usaron para calcular las unidades formadoras de
colonias totales por ml (ufc/ml). Estos valores de recuento representaron una concentraciéon de UFC/ml viable
apropiada para los stocks de los vectores NP_pmbv43/CEQ (anti-AlV_NP), PA_pmbv43/CEQ (anti-AlV_PA) y
parent_pmbv43/CEQ (anti-AlV_aleatorio). Este sistema permitié que las partes alicuotas se descongelen y se usen
directamente en todos los futuros ensayos de invasion in vitro.

[0058] Ademas de los constructos para NP y PA, se crearon constructos para las siguientes secuencias PB1 y PB2:
PB1 (5' - GAT CTG TTC CAC CAT TGA A-3") (SEQ ID NO. 11) y PB2 (5' - CGG GAC TCT AGC ATACTT A -3))
(SEQ ID NO. 12). La secuencia complementaria/antisentido para PB1 fue 5' - TTC AAT GGT GGA ACAGATC -3
(SEQ ID NO. 13) y la secuencia complementaria/antisentido para PA fue 5' - TCA GGC ACT CCT CAATTGC - 3'
(SEQ ID NO. 14). El molde de ADN que codifica el ARNhc especifico para PB1 y PB2 fue: sitio de BamHI - secuencia
sentido-horquilla (5' - TTC AAG AGA - 3') - secuencia antisentido - TTTTTTTTTT - sitio Sall. En otras palabras, el
molde de ADN que codifica el ARNhc especifico para PB1 fue 5' - GAT CTG TTC CAC CAT TGA ATT CAA GAG
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ATT CAA TGG TGG AAC AGA TC - 3' (SEQ ID NO. 15) sin la cola poli-Ty 5' - GAT CTG TTC CAC CAT TGA ATT
CAA GAG ATT CAATGG TGG AACAGATCTTTTTTT TTT - 3' (SEQ ID NO. 16) con la cola poli-T. Y el molde de
ADN que codifica el ARNhc especifico para PB2 fue 5' - CGG GAC TCT AGC ATA CTT ATT CAA GAG ATA AGT
ATG CTA GAG TCC CG - 3' (SEQ ID NO. 17) sin la cola poli-Ty 5' - CGG GAC TCT AGC ATA CTT ATT CAA GAG
ATA AGT ATG CTAGAG TCC CGT TTT TTT TTT - 3' (SEQ ID NO. 18) con la cola poli-T. Se contempla ademas
que el orden de las secuencias sentido y antisentido en el constructo podria invertirse de manera que el orden seria
sitio BamHI - secuencia antisentido-horquilla (5' - TTC AAG AGA - 3') - secuencia sentido - TTTTTTTTTT - sitio Sall,
aunque se prefiere colocar la secuencia sentido primero. Ademas, se contempla que se podrian usar secuencias
de horquilla adicionales, variando en longitud de 3 a 23 nucleétidos, incluidos horquillas con 3, 4, 5, 6, 7, 9 0 23
nucleétidos. Asi, las secuencias sentido y antisentido podrian estar separadas por una extension de nucleétidos de
horquilla con una longitud de 3, 4, 5, 6, 7, 9 0 23 nuclettidos (ademas de cualquier nimero de nucledtidos entre 3
y 23 nucledtidos). Se contempla ademas que la longitud del ARNhc/ARNip puede variar, con una variaciéon en
longitud de hasta aproximadamente 30 nucleétidos para el ARNip resultante dependiendo de la composicion de la
secuencia de ARNm diana. Finalmente, se contempla que podria construirse un vector para producir mas de un
ARNip, reconociendo asi mas de un ARNm de AIV o secuencias mltiples dentro de un mARNm de AlV dado
usando un vector Unico. Sin embargo, la produccién de multiples ARNip a partir de un Gnico plasmido puede resultar
en la transcripcion desigual de los ARNip.

[0059] Captacidn intracelular de vectores TKRNAI - Para verificar la captacion bacteriana y la invasion intracelular
de las células LMH, el vector anti-AlV_aleatorio fue marcado con una proteina fluorescente roja (RFP). Brevemente,
el vector anti-AlV_aleatorio fue cotransformado con el vector de expresién procariotico de RFP, pE2-Crimson
(Clontech), usando métodos estandares de transformacién. Esta RFP fue elegida porque es una proteina
fluorescente de rojo lejano con una maduracion rapida, alta fotoestabilidad, citotoxicidad reducida, y se expresa del
promotor lac para permitir la activacion por IPTG de la expresion de RFP (Bevis y Glick 2002). Después del cultivo
de los vectores anti-AlV_aleatorio_RFP (RFP-vector), se generaron y se contaron los stocks, tal y como se ha
descrito anteriormente. Se sembraron las células LMH en portaobjetos de caAmara de 8 pocillos un dia antes de la
invasion para permitir que las monocapas celulares alcanzaran un 60% de confluencia. El dia de la invasion de
vector, se descongel6 una parte alicuota de 1 ml de RFP-vector, se centrifugé a 5.000 x g durante 5 minutos y se
resuspendioé en PBS/Dap. El vector RFP se coloco entonces en hielo y se diluyé en serie 1:4 en medio Waymouth's
MB 752/1 con 2 mM de L-glutamina y 50 pug/ml de Dap partiendo con 5e7 UFC/ml y terminando con 7,8e5 UFC/ml.
Para preparar las células LMH para la invasion y eliminar los antibiéticos del medio de crecimiento, se aspiré el
medio y cada pocillo se lavé dos veces con medio fresco Waymouth's MB 752/1 con 2 mM de L-glutamina y 50
png/ml de Dap (medio de invasion). Se aspiré el medio de enjuague y 1 ml de RFP-vector a cada dilucion se afiadio
a un pocillo apropiado y se dej6 incubar durante 2 horas a 37°C en presencia de un 7% de COz. Un pocillo no
tratado (medio Waymouth's MB 752/1 completo), un pocillo de control de invasion simulada (medio de invasion
solo) y un pocillo de control de invasion no RFP (vector anti-AlV_aleatorio a 3,1e6 UFC/mI) se incluyeron con cada
experimento de portaobjetos de camara. Después de 2 horas de incubacion, se aspiré el medio de invasion y los
pocillos se lavaron dos veces con medio Waymouth's MB 752/1 completo, antes de reemplazar el medio
Waymouth's MB 752/1 completo fresco y dejar que las células siguieran incubandose durante unas 2-24 horas
adicionales. Para fijar las células, se aspir6 el medio de crecimiento y los pocillos se enjuagaron dos veces con PBS
sin calcio/magnesio. La camara se elimin6 del portaobjetos y se afiadieron 10 ul de reactivo ProLong® Gold Antifade
con DAPI (vital Technolgies) a cada rejilla de pocillos y el portaobjetos se monté con un cubreobjetos. El
portaobjetos resultante fue incubado a temperatura ambiente en ausencia de luz UV durante 24 horas antes de que
se capturaran imagenes usando el microscopio fluorescente invertido Eclipse Ti (Nikon Instruments Inc.) con un
aumento de 40X. Cubos de filtro para DAPly CY5 se usaron para visualizar los fluor6foros DAPI y RFP usando una
emision de 461 y 670, respectivamente.

[0060] Concentracion de vector tkRNAi éptima - Para determinar la concentracion de vector 6ptima admisible, sin
induccion concomitante de CPE, se sembraron células LMH en placas de 24 pocillos un dia antes de la invasién
para permitir que las monocapas celulares alcancen un 80% de confluencia. Se prepar6 el vector anti-AlV_aleatorio,
tal y como se ha descrito anteriormente, y se diluyé en medio de invasion a 5e7, 1,25e7, 3,1e6 y 7,8e5 UFC/ml.
Las células LMH se prepararon para la invasion, como se ha descrito anteriormente. El medio de enjuague se aspir6
y 1 ml de vector anti-AlV_aleatorio a cada dilucion se afiadié a un pocillo apropiado, por triplicado, y se dejé incubar
durante 2 horas a 37°C en presencia de un 7% de COz. Cada placa incluia un pocillo no tratado (medio Waymouth's
MB 752/1 completo) y un pocillo de invasion simulada (solo medio de invasion). Después de 2 horas de incubacion,
se aspird el medio de invasion y los pocillos se lavaron dos veces con medio Waymouth's MB 752/1 completo antes
de reemplazar el medio Waymouth's MB 752/1 completo fresco y se dejo que las células siguieran incubandose
durante unas 24-48 horas adicionales. En multiples puntos temporales posteriores a la invasion, se observaron los
pocillos en busca de sefiales visuales de CPE, en comparacion con los pocillos de control no tratados. Se seleccion6
la maxima concentracion de vector anti-AlV_aleatorio admisible, sin inducir un CPE, para todos los ensayos de
invasion anti-AlV_NP y anti-AlV_PA posteriores en células LMH.

[0061] Invasién de células de pollo con vectores de ARNhc tkRNAI - Se sembraron células LMH en placas de 24
pocillos un dia antes de la invasién para permitir que las monocapas celulares alcanzasen un 80% de confluencia.
El dia de la invasion de vector, se descongelé una parte alicuota de 1 ml de vector anti-AlV_NP, anti-AlV_PA y anti-
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AlIV_aleatorio, se centrifugé a 5.000 x g durante 5 minutos y se resuspendié en PBS/Dap. Cada vector se colocé
entonces en hielo y se diluyé apropiadamente para el ensayo de invasion. Las células LMH fueron preparadas para
la invasion, tal y como se ha descrito anteriormente. Los pocillos fueron evaluados por triplicado e incluian vector
anti-AIV_NP, anti-AlV_PA, anti-AlV_aleatorio y un coctel de anti-AlV NP + anti-AlV PA (anti-AlV_cdctel). Asi, el
"coctel" era una mezcla 1:1 de la E. coli que llevaba el vector anti-AlV_NP y la E. coli que llevaba el vector anti-
AIV_PA. Los paocillos de control también se incluyeron por triplicado (invasion simulada y no tratados). Después de
2 horas de incubacidn, las células LMH se lavaron (descrito previamente) y se reemplazé el medio Waymouth's MB
752/1 completo fresco.

[0062] Infeccidn de virus - Veinticuatro horas después de la invasion las células LMH fueron preparadas para la
infeccion eliminando el medio de crecimiento y lavando cada pocillo con IM con 0,25 pg/ml de TPCK, tal y como se
ha descrito anteriormente. Se eliminé el lavado y se afiadieron un total de 250 pl de IM con virus 0 H8N4 o H6N2
con una MOI de 0,01 o 0,001 a cada pocillo apropiado. Las placas fueron incubadas en una plataforma basculante
a 37°C en presencia de un 7% de CO: durante 1 hora antes de eliminar el virus y reemplazarlo con 750 pl/pocillo
de IM fresco. A las cuarenta y ocho hpi se cosecharon los sobrenadantes de los cultivos celulares, se centrifugaron
y se congelaron a -80°C. Cada experimento incluia un control positivo (solo infectados con AlV), un control negativo
(no tratados) y un control de invasion simulada (invasién simulada + infectados con AlV) cada uno evaluado en
pocillos por triplicado.

[0063] Evaluacién del titulo de virus infeccioso - Los sobrenadantes de los cultivos celulares de LMH fueron
cuantificados por titulacién de punto final en células MDCK tal y como se ha descrito anteriormente usando célculos
TCIDso/ml. Brevemente, los sobrenadantes cosechados se descongelaron, se diluyeron con un factor de diez, y se
cubrieron con 100 pl/pocillo de suspension de virus por triplicado en placas de 96 pocillos sembradas con MDCK.
Las células se tifieron con violeta cristal 48 hpi y los pocillos con CPE fueron marcados como positivos para el
crecimiento de virus. La TCIDso/ml se calculé mediante la técnica matematica de Reed y Muench (Reed y Muench
1938).

[0064] Analisis estadistico - Todos los experimentos se repitieron un minimo de tres veces, en dias diferentes.
Usando un nivel de significacion estadistica de 0,05, se realiz6 la prueba de la suma de rangos de Wilcoxon para
comparar los titulos virales medios entre las muestras tratadas con vector y de control positivo no tratadas (PC)
realizadas el mismo dia. Para determinar si los valores de LogTCIDso/ml medios ajustados entre las muestras
tratadas con vector y las PC fueron estadisticamente diferentes (p < 0,05), los datos se analizaron usando la
regresion lineal multivariante, controlando el dia. Los analisis estadisticos se realizaron usando el software
informatico Stata 10 (Statcorp LP).

RESULTADOS

[0065] Verificacion de la captacion intracelular de vectores TKRNAI en células de pollo - La captacion de los vectores
TKRNAI por las células epiteliales funciona por endocitosis mediada por receptores cuando la proteina de superficie
bacteriana, invasina, interactia con el receptor huésped, B(1) integrina. Era por lo tanto importante verificar la
presencia y la expresion estable de la (1) integrina en células LMH de pollo durante condiciones normales de
crecimiento y durante la infeccién con AlV. Después de la extraccion de ARN y la sintesis de ADNc, se observo la
expresion de la 3(1) integrina en células LMH cultivadas usando condiciones de crecimiento normales, al igual que
en células infectadas con virus H8N4 (MOI 0,01) a las 6 y las 24 horas posteriores a la infeccion (FIG. 2). Estos
resultados indicaron que el vector tkRNAi deberia unirse apropiadamente a las células LMH, incluso cuando las
células muestran signos de CPE y enfermedad tras la infeccion. El marcado del vector anti-AlV_aleatorio con una
RFP verificé la expresion intracelular dentro de las células LMH a las 2 y las 24 horas posteriores a la invasion (FIG.
3). La concentracion de RFP-vector maxima admisible, sin inducir un CPE, fue de 7,8e5 UFC/ml. Por lo tanto, todos
los experimentos posteriores adoptaron esta concentracion de vector. Juntos, estos resultados indican que la
plataforma de transferencia de tkRNAi es apropiada para células epiteliales de pollo.

[0066] Actividad antivirica de vectores de ARNhc tkRNAi en células de pollo - Se mostré previamente que las
secuencias de ARNip de NP y PA se alinean contra las secuencias de NP y PA de H8N4 y H6N2 con un 100% de
homologia y estan desprovistas de cualquier emparejamiento inespecifico con cualquier secuencia de pollo
conocida. Antes de la infeccién con virus HGN2 o H8N4, las células LMH se trataron primero con vector y tras la
infeccion se recogieron los sobrenadantes de cultivo para el analisis de la TCIDso.

[0067] Como se esperaba, la actividad antivirica de cada vector varia por dia, pero también por virus y MOI usada
parala infeccion (FIG. 4). Sin embargo, se observa una actividad antivirica significativa en muestras de anti-AlV_NP,
anti-AlV_PA y anti-AlV_coctel de infecciones tanto de H6N2 como de H8N4. En al menos un dia de prueba
experimental, anti-AlV_NP, anti-AlV_PA y el anti-AlV_coctel redujeron significativamente los titulos medios de virus
en ambos virus con una MOI de 0,01, en comparacion con las muestras PC correspondientes. Los vectores
parecian tener un efecto antivirico ligeramente menos profundo a una MOI viral de 0,001. A pesar de una falta de

16



10

15

20

ES 2796 930 T3

diferencias significativas posiblemente asociadas a un tamafio de muestra pequefio, el 100%, el 89% y el 100% de
todos los tratamientos con vectores NP, PA y anti-AlV_céctel resultaron en titulos virales medios inferiores en
comparacién con sus PC no tratados apropiados, respectivamente. Debe observarse que el vector anti-
AlV_aleatorio resulté también en titulos virales medios inferiores, alguno de los cuales fueron significativamente
diferentes de las muestras PC (FIG. 4).

[0068] Controlando el dia, el analisis de regresion lineal multivariante (MLR) se us6 para comparar células LMH
tratadas con vector con células PC no tratadas a lo largo de todos los dias experimentales. Diferencias significativas
en titulos virales medios ajustados entre muestras tratadas con vector y PC no tratadas se muestran en la tabla 2.
El andlisis de MLR indica diferencias significativas entre todos los tratamientos con vector (excluyendo el anti-
AlV_aleatorio) y sus muestras PC correspondientes después de la infeccién tanto con HBN2 como con H8N4 con
una MOI de 0,01. Con la excepcidn de la infeccién con H8N4 MOI 0,001, en todos los conjuntos experimentales el
vector de coctel resultd en titulos virales significativamente inferiores en comparacion con los titulos PC apropiados
(p<0,05). Se calculo la reduccion logl0 en el virus infeccioso entre las muestras tratadas con vector y las no
tratadas. Todas las muestras tratadas con vector resultaron en al menos una reduccién log10 de 0,8 (factor de
reduccion de 6). Mas notable fue la infeccion con H8N4 con una MOI de 0,01 después del tratamiento con el vector
NP (reduccion log 3,8 o factor de reduccién de 6.918), PA (reduccién log 2,5 o factor de reduccion de 331) y anti-
AlV_coctel (reduccion log 4 o factor de reduccion de 10.965) asi como con H8N4 con una MOI de 0,001 después
del tratamiento con el vector anti-AIV_PA (reduccion log 3,0 o factor de reduccién de 1.000). De manera interesante,
el vector aleatorio mostré también actividad antivirica en todos los conjuntos experimentales, salvo infeccién con
H6N2 con una de MOI 0,001 (tabla 2).

Tabla 2 - Proteccién del vector anti-AlV en células LMH de pollo segiin se mide por la reduccién log y el factor de
reduccion en titulos de diseminacion.

Muestra n Media 95% ClI Media 95% ClI valor P®  reduccion factor de
ajustada? ajustada (no log © reduccion
(no tratada) d
tratada)

Virus de LPAI H8N4 MOI 0,01

anti-AIV_NP 9 1,1 (0,05 49 (3,7;6,2) <0,001 3,8 6918
2,6)

anti-AlV_PA 9 3,0 2,1; 55 (4,6;6,4) <0001 25 331
3,8)

anti- 9 0,9 (0,0 49 (3,9;6,00 <0,001 4,0 10,965

AIV_coctel 2,1)

anti- 10 2,8 (2,05 49 (4,1;58) <0,001 21 138

AlV_aleatorio 3,5)

Virus de LPAI H8N4 MOI 0,001

anti-AIV_NP 9 8,1 (6,3; 8,9 (7,9; 0,309 0,8 6
9,8) 10,0)

anti-AlV_PA 9 5,8 (4,9; 8,8 (8,0;9,5) <0,001 3,0 1,000
6,8)

anti- 9 7,9 (6,3; 8,9 (7,9;9,9 0,213 1,0 10

AIV_coctel 9,5)

anti- 10 7,3 (6,0; 8,5 (7,5;9,5) 0,064 1,2 16

AIV_aleatorio 8,6)

Virus de LPAI HEN2 MOI 0,01

anti-AIV_NP 9 4,7 (3.,1; 6,3 (4,8;8,00 0,043 1,6 43
6,2)

anti-AlV_PA 9 49 (3,6; 6,3 (4,8;7,9 0,031 1,4 27
6,2)

anti- 9 4,4 (3,05 6,3 (4,9;7,8) 0,013 1,9 85

AIV_coctel 5,9)

anti- 9 55 (4,6; 6,3 (5,3;7,4) 0,053 0,8 7

AlV aleatorio 6,3)

Virus de LPAI HEN2 MOI 0,001

anti-AIV_NP 9 9,2 (7,5; 10,1 (9,1; 0,270 0,9 8
9,3) 11,1)

anti-AlV_PA 9 9,5 (8,1; 10,5 (9,4; 0,149 1,0 10
10,9) 11,7)

anti- 9 8,4 (7,1; 10,1 (9,2; 0,023 1,7 50

AlIV_coctel 9,8) 10,9)

anti- 9 11,3 (9,8; 10,5 9,3; 0,269 -0,8 0

AlV aleatorio 12,8) 11,6)
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Los resultados son de regresion lineal multivariante, controlando el dia. 2 Expresado como LogTCIDso/mL medio
ajustado. ® Comparacion del LogTCIDso/mL medio ajustado de muestras PC tratadas con muestras no tratadas
(p<0,05). ¢ Reduccion log en el titulo infeccioso medio en comparacion con el control no tratado. ¢ Factor de
reduccion en la media geométrica en comparacion con el control no tratado.

[0069] El objetivo de este ejemplo y la aplicacion de sus instrucciones es proporcionar un medio no necesariamente
para evitar la infeccion, sino para reducir la cantidad de virus infeccioso diseminado en los sobrenadantes de los
cultivos después de tratar las células LMH con los vectores anti-AlV. El tratamiento in vitro con estos vectores
antiviricos redujo significativamente los titulos infecciosos tras la infeccion con dos subtipos diferentes de AIV
aislados en aves de corral; H8N4 y H6N2. En todos menos en un conjunto de muestras (H8N4/MOI 0,001), el vector
de coctel redujo significativamente los titulos virales. Sin embargo, incluso cuando no se observé una diferencia
significativa entre muestras tratadas con vector y PC no tratadas, se observd una reduccion log10 notable en el
titulo infeccioso de todos los conjuntos de muestras tratadas con vector. La inhibicion mas potente de diseminacion
de virus infeccioso ocurrié después de que las células LMH fueran tratadas con anti-AlV_cdctel e infectadas con
H8N4 o H6N2, resultando en reducciones log10 significativas que varian de 1,7 a 4,0 (factor de reduccién de 50 a
10.965).

[0070] Como se indicé antes, el tratamiento con el vector aleatorio redujo también los titulos infecciosos en todos
menos en el conjunto de muestras infectadas con HEN2/MOI 0,001. Hay una posible explicacion para esta
observacion. La respuesta inmunitaria innata es parte del mecanismo de defensa temprana del huésped. Los
receptores de tipo Toll (TLR) juegan un papel clave en la respuesta innata reconociendo y uniéndose a
componentes bacterianos, que son los marcadores de infeccion de células huésped. Estos componentes
bacterianos, denominados también patrones moleculares asociados a patégenos (PAMP), incluyen endotoxinas,
como el lipopolisacarido, que hacen de potenciadores inmunitarios (Bessler et al 1990). Estos vectores anti-AlV son
transferidos por bacterias E. coli no patdégenas, por lo tanto, no es sorprendente que estas células epiteliales de
pollo detectarian la presencia extracelular de estas endotoxinas bacterianas, posiblemente a través del
reconocimiento del TLR-4 (Schoen et al 2004). Este evento de unién llevaria a la expresion del factor de
transcripcion inflamatorio, factor nuclear kappaf, y en ultima instancia la liberaciéon de citocinas y quimiocinas
proinflamatorias aguas abajo como parte de la respuesta innata. En este caso, estos componentes bacterianos
podrian estar actuando de manera muy similar a un adyuvante vacunal, estimulando asi la respuesta innata antes
de la infeccién de AIV y esencialmente montando un nivel adicional de proteccion contra la infeccion viral.

[0071] Este ejemplo demuestra una prueba de concepto in vitro y muestra el potencial antivirico de estos novedosos
vectores anti-AlV en un modelo de tejido aviar. Sin embargo, ¢ sugieren estos datos que un cdctel de vectores anti-
AIV que reconozca NP y PA podria reducir significativamente la diseminacion de AIV en pollos? ¢Podria este
enfoque traducirse en una tecnologia antivirica que limite los brotes de AlV y la transmision en aves de corral? Aun
mas, ¢ podria esto representar un enfoque transformador para controlar la gripe en otras especies? Este trabajo
representa los primeros pasos para responder estas preguntas. Un objetivo de esta investigacion es desarrollar el
profilactico descrito en un complemento novedoso a la vacuna del AlV tradicional para aves de corral. Como tal, los
hallazgos de este trabajo han sido traducidos en esfuerzos dirigidos a la evaluacion de la eficacia de estos vectores
antiviricos en pollos experimentalmente inoculados como se ha descrito en el ejemplo 3, inmediatamente a
continuacién. El objetivo a largo plazo es desarrollar un profilactico antigripal innovador que contribuya al desarrollo
de un método de control mas eficaz y robusto del AlV en aves de corral.

Ejemplo 3 - Tratamiento profilactico de poblaciones de pollos con vectores anti-AlV

[0072] Ante un brote de AlV, varios factores son criticos para controlar eficazmente la propagacion del virus entre
las aves de corral. Estos incluyen la velocidad a la cual se aplica un método de control o vacuna, cdmo de rapido
funciona un profilactico para proteger y la capacidad para proteger contra cualquier subtipo o cepa de AlV. El
desarrollo de una tecnologia antigripal potente para aves de corral es un paso critico para gestionar y controlar
eficazmente la propagacion de esta enfermedad a nivel mundial. El trabajo precedente demostré el valor de usar
vectores anti-AlV novedosos que reconocen los genes NP y PA virales para reducir los titulos de diseminacién viral
in vitro, pero aun tienen que evaluarse in vivo usando pollos experimentalmente inoculados. La captacion de vector
en los tejidos respiratorios de los pollos se evalué primero usando unos vectores marcados con proteina roja
fluorescente para la visualizacion. Una vez se demostrd la captacion del vector y una falta de patogenicidad
asociada al vector en pollos, grupos de pollos comerciales fueron tratados con los vectores de céctel (n=10), un
vector aleatorio (n=10) o un placebo (n=10). Veinticuatro horas mas tarde, todos los pollos fueron inoculados con
virus HEN2. Los pollos tratados profilacticamente con los vectores de coctel anti-AlV diseminan significativamente
menos virus en comparacion con los pollos no tratados (p<0,05). Asimismo, la proporcion de pollos que diseminan
virus fue significativamente menor en los pollos tratados con coctel anti-AlV en comparaciéon con los pollos no
tratados (p<0,05). Los cocteles anti-AlV también evitaron la transmision a pollos centinela. Este trabajo demuestra
una prueba de concepto in vivo para usar esta tecnologia antivirica de ARNi novedosa para proteger pollos contra
la replicacién del AlV, la diseminacion viral y la transmision.
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MATERIALES Y METODOS

[0073] Animales - Pollos Leghorn comerciales de cuatro semanas de edad fueron donados gentilmente por una
granja de produccién comercial en Colorado y alojados en una instalacion de nivel de bioseguridad 2. Tras la
llegada, las aves fueron asignadas de forma aleatoria a un grupo de tratamiento seleccionando a ciegas bandas de
patas codificadas por colores colocadas en una caja. El dia de la llegada, se recogié sangre de la vena braquial y
se tomé un frotis orofaringeo (OP) para verificar el estado libre de AlV usando un analisis seroldgico y una RT-PCR
en tiempo real. Grupos de aves fueron alojados en una camara que contiene habitaciones separadas de 12 pies
cuadrados, conforme a la guia para el cuidado y el uso de animales de laboratorio. Se mantuvo un flujo de aire
negativo para evitar la contaminaciéon cruzada entre habitaciones, por lo cual el aire era positivo para el pasillo
central de la camara durante todo el curso del estudio. Se permitié que los grupos de pollos deambularan liboremente
dentro de cada habitacion y se les proporcioné acceso ad libitum a pienso y agua. Se mantuvo la temperatura
ambiente a 70°F y se controlaron las luces a diario para permitir un tiempo adecuado para la actividad diurna y el
descanso. El cuidado animal para cada experimento se realiz6 bajo la aprobacion del comité IACUC de la
Universidad del Estado de Colorado. Para dar tiempo a los pollos a aclimatarse a su nuevo entorno, todos los
estudios experimentales comenzaron al menos 4 dias después de su llegada.

[0074] Virus - El LPAI A/Chicken/Texas/473-2/10 (H6N2) fue gentilmente proporcionado por el laboratorio de
servicios veterinarios nacional de Estados Unidos (NVSL) en Aimes, IA. El virus H6N2 fue elegido debido a su
historia de ser aislado de frotis respiratorios de pollo recogidos durante un brote en 2010 ocurrido en Texas. El virus
fue propagado y valorado en la cavidad alantoidea de évulos de pollo de 10 dias libres de patégeno especifico
(SPF) embrionados durante 2 dias a 37°C. Brevemente, después de cultivar el virus, el fluido amnioalantoideo
(AAF) fue cosechado y agrupado para representar un stock de virus Unico. Para valorar el virus, una parte alicuota
del stock fue diluida con un factor de diez de 1:10 a 1:10% en caldo de infusién cerebro-corazén (BHI) con céctel
de antibiéticos 1X (2000 U/ml de penicilina G, 4 mg/ml de estreptomicina, 16 pug/ml de gentamicina, 100 U/ml de
niastatina, 650 pg/ml de canamicina) y se us6 0,1 ml para inocular 3 évulos SPF a cada dilucion. El AAF fue
cosechado y se calcul6 el 50% del titulo infeccioso de los huevos (EIDso/ml) segun la férmula matematica de Reed
y Muench.

[0075] Administracidn del vector - Los stocks de vector se generaron y se volvieron a congelar a concentraciones
UFC/ml apropiadas (como se ha descrito previamente) de modo que no fueron necesarios cultivos y recuentos
adicionales. Esto permitié esencialmente que las partes alicuotas de vector fueran usadas directamente como la
dosis de tratamiento apropiada para la administracion directa a un ave. Brevemente, se descongel6 un volumen
apropiado de stock de vector, se centrifugé a 5.000 x g durante 5 minutos y se resuspendié en PBS con 50 pg/mi
de &cido 2,3-diaminopropidnico (Dap). El vector de cdctel representé una concentracion igual (UFC/ml) en un
volumen igual (basado en el volumen de la dosis total) de los vectores NP (NP_pmbv43/CEQ) y PA
(PA_pmbv43/CEQ). Los vectores fueron transportados en hielo a la instalacion de alojamiento de los pollos. El
vector fue administrado por la via intranasal (0,3 - 0,5 ml por ave). Cada pollo fue suavemente contenido durante la
dosificacion y se administro un volumen igual en cada fosa nasal. Se contuvo al ave durante un minuto adicional
para prohibir que estornudase y permitir que el vector se depositara en los tejidos nasales para una invasion
eficiente.

[0076] Exposicion al virus - Para emular la via natural de infeccion para el AV en un marco experimental, los pollos
fueron inoculados a las 5 semanas (+ 4 dias) de edad con 10° EIDso/0,1 ml de solucién de virus H6N2. Antes de la
inoculacion, el virus fue diluido en PBS estéril a la dosis deseada y almacenado en frio hasta que estuvo preparado
para la exposicién. Durante la exposicion, cada animal fue suavemente contenido mientras personal preparado
inoculaba 50 pl de virus en cada fosa nasal. Después de la exposicion, cada ave fue contenida durante 1 minuto
adicional para prohibir que estornudase y permitir que el virus se depositara en los tejidos nasales para una infeccién
eficiente. Los pollos fueron evaluados a diario para detectar una enfermedad clinica.

[0077] Coleccion de datos y muestras - Tras la inoculacion viral y/o de vector, los pollos fueron inspeccionados a
diario usando el sistema de puntuacién de enfermedad clinica (0-4): 1 = evidencia de letargo moderado por falta de
interés en el pienso, movimiento lento y reaccion baja al entorno externo; 2 = enfermedad respiratoria moderada
(respiracion con la boca abierta, ronquido, estornudos), acompafada por letargo moderado; 3 = enfermedad
respiratoria moderada (ronquido, estornudos, tos moderada, respiracion aspera), acompafiada por letargo
moderado; y 4 = enfermedad respiratoria grave (tos, estornudos, respiracion dificultosa), acompafiada por falta de
alimentacién con movimiento o reaccion al entorno externo limitados. Después de la exposicién al virus H6N2, se
recogieron frotis OP de aves infectadas a los 2, 3, 4, 5, 6, 7 y 10 dias posteriores a la infeccion (dpi). Los frotis se
sumergieron inmediatamente y se enjuagaron en un tubo Falcon con 1 ml de medio de almacenamiento de caldo
de infusion cerebro-corazon (BHI) y se colocaron en hielo. El personal que recogia los frotis se cambiaba los
guantes y los botines entre grupos para evitar una potencial contaminacién cruzada. Las muestras se almacenaron
a -70°C hasta la posterior PCR a tiempo real cuantitativa de transcriptasa inversa (RT-gPCR). En tiempos
apropiados, las aves fueron sometidas a eutanasia por CO2 y se recogieron los tejidos en necropsia para valorar la
captacion de RFP-vector, la patogénesis asociada al vector o la infeccion viral.
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[0078] Deteccién de diseminacion viral por RT-qPCR - Todas las muestras de frotis OP recogidas sobre el periodo
de infeccién se procesaron para una RT-qPCR para determinar los titulos virales de H6N2. Brevemente, se extrajo
ARN total de 50 pl de muestra de frotis OP usando Trizol LS (Life Technologies, Grand Island, NY) y el kit MagMAX
96 AI/ND Viral RNA isolation (Life Technologies) con el procesador de particulas magnéticas KingFisher (Thermo
Scientific, Waltham, MA). La RT-gPCR fue realizada usando la plataforma ABI 7500 (Applied Biosystems) y con
cebadores y sonda especificos para secuencias conservadas en el gen de la matriz de la gripe aviar tal y como se
ha descrito anteriormente (Spackman et al 2002) y conforme al protocolo del NVSL AVSOP1521.01. Las secuencias
de los cebadores y la sonda fueron las siguientes: cebador directo (5'-AGA TGA GTC TTC TAA CCG AGG TCG-
3"), cebador inverso (5'-TGC AAA AAC ATC TTC AAG TCT CTG-3") y sonda marcada con tinte indicador 5' (5'- 6-
carboxifluoresceina [FAM]) (5- FAM-TCA GGC CCC CTC AAA GCC GA-TAMRA-3") tinte indicador 3' (6-
carboxitetrametilrodamina [TAMRA]). Las condiciones del paso de RT fueron 30 min a 50°C y 15 min a 94°C,
seguido de 45 ciclos de 94°C durante 0 s y 60°C durante 20 s. La curva estandar para la cuantificacion del virus fue
generada por triplicado usando una serie de diluciones de factor 10 de 1:10 a 1:10%° del virus de stock H6N2 del
que se pudieron calcular equivalentes de EIDso por ml (EID50 eg/ml) de medio de muestra de cada muestra de
ARN. Se determiné que el limite de deteccién era de 10* EIDso/ml (1 logio EIDso/ml) por reaccion.

[0079] Serologia - Tras la llegada a la instalacion de alojamiento, se evalu6 el suero recogido de todas las aves por
la prueba de inmunodifusion en gel de agar (AGID) y se mostrd que era negativa para anticuerpos para cualquier
antigeno viral de la gripe de tipo A. Los pollos infectados fueron desangrados el dia 10 posterior a la infeccion y los
sueros fueron evaluados de nuevo usando la prueba AGID.

[0080] Analisis estadistico - La estadistica descriptiva incluyo los titulos virales medios con intervalos de confianza
(Cl) al 95%, picos y rangos de los titulos, proporciones de pollos con diseminacion y factores de reduccién en los
titulos de diseminacién. Se analizaron las diferencias en la proporcién de pollos con diseminacién de virus usando
la prueba exacta de Fisher (p<0,05). Se analizaron las diferencias en los titulos virales medios entre pollos tratados
y no tratados usando la prueba de la suma de rangos de Wilcoxon (p<0,05). Se usé la regresion lineal multivariante
(MLR), controlando el dia, para determinar si los valores Log EIDso eg/ml medios ajustados de las muestras OP
recogidas de pollos tratados con vector y PC no tratados fueron estadisticamente diferentes (p < 0,05). Se uso el
analisis de regresion logistica para determinar la razén de probabilidades (OR) de diseminacion en pollos tratados
en comparacion con pollos PC no tratados (p<0,05), por dia individual al igual que a lo largo de todos los dias. Se
realizaron analisis estadisticos usando el software informatico estadistico Stata 10 (Statcorp LP).

[0081] Disefio experimental - Este trabajo incluyé tres estudios piloto iniciales, donde cada uno requeria el examen
comparativo de las aves, para verificar la captacion de vector anti-AlV en los tejidos respiratorios de pollo,
determinar la dosis de vector anti-AlV apropiada y verificar que el virus HGN2 es apropiado para inocular a los
pollos. Los hallazgos de estos experimentos de exploracion piloto fueron una parte esencial de planificacion de la
cuarta parte del trabajo in vivo descrito, el estudio de prueba de concepto (POC) final. Los hallazgos de los estudios
piloto iniciales no se usaron para extrapolar a poblaciones de pollos debido al tamafio de muestra limitado y la falta
de potencia.

Piloto 1: dos grupos de dos pollos se alojaron en habitaciones separadas y se les administré el RFP-vector
(parent_pmbv43/CEQ_RFP, previamente descrito) a 1,6e8 ufc en una dosis Unica de 500 ul. Se sometié a
eutanasia a cada grupo de dos pollos por inhalacion de CO2 a las 15 y las 27 horas posteriores al tratamiento
con RFP-vector. Los tejidos respiratorios se recogieron en necropsia, incluidos seno, traquea, faringe y
pulmones, y el proventriculo de cada animal se recogié de forma similar. En tres horas, estos tejidos se
prepararon para la microscopia fluorescente y la observacion posterior de la expresion de RFP que indica la
adherencia y la captacion intracelular del vector. Brevemente, los tejidos se congelaron criogénicamente y se
seccionaron usando una maquina criostatica. Se montaron secciones de tejido en cubreobjetos de vidrio
usando el reactivo ProLong® Gold Antifade con DAPI y se cubrieron con un cubreobjetos. Después de 24
horas de incubacion a temperatura ambiente, los portaobjetos se mantuvieron a 4°C hasta que se capturaron
imagenes usando el microscopio fluorescente invertido Eclipse Ti usando una emision de 461y 670. El objetivo
de este estudio piloto fue el de verificar que estas bacterias E. coli son vehiculos apropiados para reconocer
especificamente y transferir los vectores anti-AlV a los tejidos respiratorios de pollo. El calculo estadistico y la
justificacion de potencia no fue aplicable para determinar el nimero de pollos necesarios para conseguir el
objetivo asociado al piloto 1. Estas fueron observaciones cualitativas, no dirigidas a detectar una diferencia en
los efectos medidos entre los dos grupos sino mas bien interesadas en determinar si estos vectores son
vehiculos de transferencia 6ptimos para los tejidos respiratorios de pollo. Un tamafio de muestra de dos pollos
por grupo fue adecuado para proporcionar multiples muestras de tejido para los analisis propuestos.

Piloto 2: dos grupos de cinco pollos fueron alojados en habitaciones separadas y se les administré el vector
aleatorio (parent_pmbv43/CEQ, previamente descrito) con una de dos dosis; 1,36e7 o 3,6e8 ufc por dosis de
500 pl. El piloto 2 requirié un grupo de cinco pollos para servir como el grupo de control no tratado. A estos
pollos se les administraron 500 pl de PBS/Dap y sirvieron como la linea base para comparar con puntuaciones
de enfermedad clinica e histologia. Los pollos fueron monitoreados a diario para detectar una enfermedad
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clinica y los pollos tratados con vector sometidos a eutanasia el dia 3 (n=2), dia 7 (n=2) y el dia 14 (n=1). Las
aves de control no tratadas fueron sometidas a eutanasia el dia 3 (n=1), dia 7 (n=2) y el dia 14 (n=2). Durante
la necropsia, los pollos fueron evaluados para sefiales macroscépicas de patogénesis y/o inflamacion
indicativa de infeccién bacteriana y se recogieron los tejidos de seno, traquea, faringe, pulmones y
proventriculo. El tejido se fijo en solucién de formalina tamponada neutra al 10%, seccionado y tefiido con
hematoxilina y eosina. El objetivo de este estudio piloto fue el de verificar que estos vectores son bien tolerados
en las dos dosis administradas, sin una inducciéon concomitante de sefiales macroscopicas o microscopicas
de dafio epitelial el dia 3, 7 y 14 posterior al tratamiento, en comparacion con los tejidos no tratados. El calculo
estadistico y la justificacién de potencia no fue aplicable para determinar el nUmero de pollos necesarios para
conseguir el objetivo asociado al piloto 2. Estas fueron observaciones cualitativas, dirigidas a determinar la
méaxima dosis de vector tolerable, basandose en la enfermedad clinica media mas baja y sefiales
macroscoépicas o microscopicas observables de dafio epitelial minimas. Un tamafio de muestra de cinco pollos
por grupo fue adecuado para calcular las puntuaciones de enfermedad clinica medias en cada grupo. El piloto
2 fue necesario para determinar la dosis de vector anti-AlV éptima para el experimento POC final.

Piloto 3: un grupo de diez pollos fue inoculado con el virus de LPAI HEN2. Los pollos fueron evaluados a
diario para detectar una enfermedad clinica y los frotis OP recogidos para detectar la diseminacion viral usando
una RT-qPCR. A los 10 dpi los pollos fueron sometidos a eutanasia. El propésito del piloto 3 fue el de verificar
la susceptibilidad de los pollos a una infeccion tras la exposicion a H6N2 mediante puntuaciones de
enfermedad clinica y/o la deteccion con RT-gPCR.

[0082] Prueba de concepto (POC): a tres grupos de diez pollos, alojados en tres habitaciones separadas, se les
administré 3,6e8 ufc de vector o un placebo en una dosis de 300 pl. Estos grupos incluian el grupo 1 = vector de
coctel anti-AlV, grupo 2 = vector aleatorio y grupo 3 = control positivo (solucion PBS/Dap). Todas las aves fueron
inoculadas por via intranasal (IN) con virus HEN2 a las 20 horas posteriores al tratamiento (= 2 horas). Los pollos
fueron evaluados a diario para detectar una enfermedad clinica y se recogieron frotis OP. A los 10 dpi los pollos
fueron sometidos a eutanasia y sometidos a necropsia para detectar sefiales de enfermedad y la coleccién de seno,
traquea, faringe, pulmones, higado y bazo. Una mitad de la seccion de tejido fue fijada en soluciéon de formalina
tamponada neutra al 10%, mientras que la mitad restante de tejido fresco fue almacenado a -80°C. Este trabajo
requirid tres grupos de animales (n=10 para cada grupo) para determinar estadisticamente diferencias en la
diseminacion viral entre pollos tratados con los vectores anti-AlV y pollos de control positivo no tratados. Se
calcularon tamafios de muestra estimados para conseguir al menos un 80% de potencia con un nivel de significacién
del 95% usando los analisis estadisticos previamente indicados (prueba de suma de rangos de Wilcoxon, prueba
exacta de Fisher, regresion lineal multivariante y regresion logistica). La medicién mas critica es la EIDso/ml, ya que
este valor representa un titulo viral, que indica diseminacion viral. Por lo tanto, el calculo de potencia se basé en
las mediciones esperadas de EIDso/ml. Se estim6 que el titulo viral medio en los pollos no tratados seria 5,5 log
EIDso/ml con desviacion tipica (SD) £ 0,5 log EIDso/ml (Swayne y Beck, 2005). Para este trabajo, al menos un factor
de reduccion de 5 (diferencia de 0,7 log EIDso/ml) en titulos virales se consideraria estadisticamente significativo.
Por lo tanto, el titulo viral medio estimado para los pollos tratados seria 4,8 log EIDso/ml con SD + 0,5 log EIDso/ml.
El tamafo de efecto calculado fue 1,4 ((media mas grande - media mas pequefia)/SD = (5,5-4,8)/0,5). Usando el
codigo Stata, fpower, la tabla de resultados indic6 que se requeria un tamafio de muestra de entre 9 y 10 para
conseguir una potencia de 0,8 con a = 0,05. Un tamafio de muestra de diez fue suficiente para demostrar un factor
de reduccion = 5 en la diseminacion viral asociada a pollos tratados con el vector de coctel que expresa ARNhc
especificos virales en comparacién con pollos PC no tratados o pollos tratados con vector aleatorio.

[0083] Centinelas: dos pollos comerciales de 4 semanas de edad adicionales fueron afiadidos al envio de treinta
animales para el estudio POC final. En lugar de realizar una eutanasia a estos animales extra, fueron alojados entre
los diez pollos inoculados con H6N2 que habian recibido adicionalmente el vector de coctel anti-AlV. Estos
centinelas estaban en contacto directo con estos animales infectados y compartieron el mismo alimento y agua. El
objetivo de usar estos dos pollos centinela fue el de controlar una posible transmision.

RESULTADOS

[0084] Localizacion de RFP-vector en tejidos respiratorios de pollo - En el piloto 1, los animales fueron sometidos a
eutanasia y se recogieron tejidos 15y 27 horas después de que los pollos fueran tratados con el RFP-vector. Estos
tejidos fueron preparados para microscopia fluorescente y se capturaron imagenes de tejidos tratados y no tratados.
Esta RFP es generada por el vector de expresién procariotico, pE2-Crimson (Clontech). Esta proteina fluorescente
es muy brillante, fotoestable y no citotéxica debido a su solubilidad en el citosol de las células huésped (Strack et
al 2011). También se eligié debido a sus propiedades de emision y excitacion en el rojo lejano, lo que permite la
diferenciacion entre esta sefial fluorescente roja y un posible fondo debido a la autofluorescencia. Mostrado en la
figura 5, las bacterias que expresan RFP parecen localizarse en el epitelio de los tejidos de seno, traquea y
pulmones en ambos puntos temporales. Esto contrasta con una falta de expresion de rojo visible en aquellos tejidos
recogidos de pollos tratados con PBS/Dap.
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[0085] Dosis de vector optima y patogenicidad asociada - En el piloto 2, a los pollos se les administré una de dos
dosis de vector aleatorio y fueron observados durante 14 dias. Entre los dias 1-14 posteriores al tratamiento, las
aves en todos los grupos no mostraron sefiales de ninguna afliccion o enfermedad clinica. Con ambas dosis de
vector, los grupos de pollos fueron sometidos a eutanasia el dia 3 (n=2), 7 (n=2) y 14 (n=1) posterior al tratamiento
y en necropsia todos los tejidos parecian normales en comparacion con los tejidos de las aves tratadas con el
placebo (PBS/Dap). No se observé ninguna patogénesis obvia en los tejidos de proventriculo. La evaluacion
histolégica indicé que el tratamiento con vector no estaba asociado a una patogénesis del tejido respiratorio cuando
se compara con los tejidos tratados con PBS/Dap. La histologia si indic6 una enfermedad subyacente menor
presente en algunos tejidos tratados y no tratados, que puede haber estado presente en estos pollos comerciales
antes del inicio del estudio. Por lo tanto, fue dificil determinar si la enfermedad estaba asociada con el vector, el
volumen de tratamiento (500 pl) o si los animales venian de una poblacién enferma previamente.

[0086] Por esta razon, se decidié repetir este trabajo usando aves a las que se les dio solo la dosis de vector mas
alta (3,6e8 ufc por dosis de 500 pl) en comparacion con las aves tratadas con 500 pl de PBS/Dap, aves que no
fueron tratadas y aves recién llegadas de la operaciéon comercial. El Ultimo grupo de aves fue incluido para
determinar si la enfermedad encontrada en las aves no tratadas estaba presente antes de llegar o si la enfermedad
se desarroll6 después de llegar a la instalacion de alojamiento. Brevemente, dos aves fueron asignadas de forma
aleatoria a cada uno de los cuatro grupos. Con la excepcion de las aves recién llegadas, que fueron sometidas a
eutanasia y sometidas a necropsia al llegar, las aves en los tres grupos restantes fueron tratadas con vector,
PBS/Dap o nada y observadas durante 14 dias. El dia 14, todas las aves fueron sometidas a eutanasia y sometidas
a necropsia. En necropsia, ninguna de las aves en ninguno de los grupos presentd ninguna sefal de enfermedad
0 anomalias y el patélogo que analiz6 los portaobjetos histolégicos fue cegado para eliminar cualquier potencial
sesgo. La histologia revel6 muy poca patologia o infiltracion de macréfagos en los pulmones, la traquea y los sacos
aéreos de cualquier ave que indicara una reaccion adversa al vector o volumen de dosis, especialmente en las vias
respiratorias y el intersticio. Se noté una inflamaciéon perivascular moderada en algunos de los tejidos, pero la
presentacion fue minima y aleatoria entre todos los grupos. Ademas, esta presentacion no es inusual, considerando
gue estas aves son comerciales y no SPF.

[0087] Susceptibilidad a la exposicion a HEN2 - En el piloto 3, diez pollos fueron inoculados con virus HEN2. Se
recogieron frotis OP y se notd la enfermedad clinica. Aunque la mortalidad no era anticipada, se encontré un pollo
muerto a los 7 dpi. A los 8 dpi, 6/9 pollos restantes fueron seropositivos para AlV después de un analisis AGID y
los pollos fueron sometidos a eutanasia a los 10 dpi. El propdsito de este piloto fue el de verificar la infeccién y la
diseminacién de H6N2 después de la exposicion experimental. Por lo tanto, los frotis OP recogidos a los 3, 4 y 5
dpi fueron el primer y Unico grupo de muestras evaluadas usando una RT-gPCR. Los resultados revelaron
diseminacién en 7/10, 10/10 y 8/10 pollos a los 3, 4 y 5 dpi, respectivamente. Estos datos fueron suficientes para
verificar la susceptibilidad de los pollos a la exposicion a HGN2 y no se realizaron mas analisis de RT-qPCR en las
muestras restantes.

[0088] Actividad antivirica del vector en pollos experimentalmente inoculados - En el estudio POC final, grupos de
aves fueron tratados profilacticamente con el vector de cdctel, vector aleatorio o se les dio un placebo (PBS/Dap)
antes de la infeccion con el virus HEN2. Se recogieron frotis OP y se not6 la enfermedad clinica a diario. A los 8
dpi, murié un pollo en el grupo PC. Este fue el Unico caso de mortalidad en todos los grupos. Los pollos restantes
fueron sometidos a eutanasia a los 10 dpi. La sangre recogida antes de la eutanasia revel6 que 4/10, 6/10 y 6/9
pollos con céctel, con aleatorio y PC fueron seropositivos para AlV, respectivamente. La exposicion a H6N2 produjo
una enfermedad subclinica, ya que ninguno de los pollos presenté ninguna sefial notable de enfermedad. Como
tal, el sistema de puntuacién de enfermedad clinica no se usé y las puntuaciones no se analizaron.

[0089] La proteccion del vector segin se mide por una reduccion acumulativa en el titulo de virus medio y la
proporcion de frotis OP positivos del total de frotis recogidos de pollos tratados con vector en comparacién con
pollos PC se muestra en la tabla 3. Esta tabla de datos brutos representa diferencias a través de todo el estudio sin
ajustar en funcion del dia. Se muestra una diferencia significativa en el titulo medio entre los pollos tratados con
céctel (1,5, 95% CI = 0, 3,0) y los pollos PC (4,1, 95% CI = 2,8, 4,8) (suma de rangos de Wilcoxon, p<0,0001).
Asimismo, hay una diferencia significativa en el titulo medio entre los pollos tratados con el aleatorio (3,2, 95% Cl =
0, 3,9) y los PC (p=0,003). Hay una diferencia significativa en la proporcion de frotis OP positivos recogidos del
grupo con coctel, 36/70 (51%), en comparacion con 58/70 (83%) del grupo PC (prueba exacta de Fisher, p<0,0001).
Esta diferencia significativa fue observada también entre aves tratadas con el aleatorio (42/70, 60%) y las PC
(p=0,002). Aunque no hay diferencia significativa en el titulo medio acumulativo o la proporcién de frotis positivos
entre los grupos con cdctel y con aleatorio, en ambas mediciones, el efecto antivirico en el grupo con céctel es mas
profundo. La tabla 3 indica la proteccion del vector, pero no revela qué dia durante la infecciéon ocurren estas
diferencias significativas.

Tabla 3 - Proteccion del vector segiin se mide por una reduccion en el titulo de virus y la proporcién de frotis OP
positivos de pollos tratados con vector.
Grupo (95% CI)? | Frotis OP positivos P
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Coctel 1,5 (0; 3,0) 36/70 (51%)
Aleatorio 3,2(0; 3,9) 42/70 (60%)
PC 41(2,8;4,8) 58/70 (83%)
Valor P! Valor P2
PC céctel < 0,0001 < 0,0001
PC aleatorio 0,003 0,002
Aleatorio céctel 0,247 0,198

10

15

20

2 Representa el log EIDso eq/mL del total de frotis OP recogidos durante el periodo de infeccion. ® Nimero de frotis
OP positivos/totales evaluados por RT-qPCR. ! Prueba de suma de rangos de Wilcoxon para la diferencia en los
valores de titulos medios (p <0,05). 2 Prueba exacta de Fisher para la diferencia en la proporcién de frotis positivos
(p <0,05).

[0090] La tabla 4 representa la proteccion del vector cada dia. Para cada grupo de tratamiento, se muestran el pico
y el rango del titulo, el titulo medio y las proporciones de diseminacién en cada dia posterior a la infeccion. La
prueba de la suma de rangos de Wilcoxon para una diferencia en el titulo medio indica diferencias significativas
entre los pollos tratados con el cdoctel y los PC los dias 3 y 4 posteriores a la infeccion. No se observa ninguna
diferencia significativa en los titulos medios en cualquier dia individual entre los pollos tratados con el aleatorio y
los PC. Hay una diferencia significativa en la proporcién de aves con diseminacion en el grupo con coctel (5/10) en
comparacion con el grupo PC (10/10) a los 3 dpi (p=0,016). Sin embargo, las diferencias en las proporciones de
diseminacion son insignificantes entre el grupo tratado con el aleatorio y el PC en cualquier dia individual.

Tabla 4 - Proteccion del vector segun se mide por una reduccion en el titulo del virus y la proporcién de pollos
tratados con el vector que diseminan H6N2 por dia.
Dias posteriores a la infeccién con el virus HEN2

Grupo 0 2 3 4 5 6 7 10
COCTEL
(n=10)
Pico del titulo® 0 4,86 4,75 4,79 5,32 5,60 5,96 4,95
Rango del 0 2,2-4,9 2,3-4,8 2,4-4,8 1,5-5,3 1,4-5,6 3,2-6,0 2,3-4,9
tituloP
Titulo medio 0 2,19 1,15 1,20 0,77 2,19 1,60 0
(95% CI) (0;3,31) (0;4,43) (0;4,61) (0;4,82) (0;4,85) (0;5,27) (0;4,39)
Valor Pt N/A 0,105 0,05 0,042 0,089 0,147 0,18 1,0
proporcion de 0/10 6/10 5/10 5/10 5/10 5/10 5/10 4/10
diseminacién
Valor P11 N/A 0,500 0,016 0,070 0,175 0,152 0,070 0,328
ALEATORIO
(n=10)
Pico del titulo? 0 5,03 4,96 6,00 5,17 5,14 4,88 3,75
Rango del 0 2,6-5,0 2,5-5,0 3,7-6,0 3,1-5,2 4,3-5,1 1,4-4,9 1,5-3,8
tituloP
Titulo medio 0 2,97 3,22 3,92 3,52 4,39 3,83 0
(95% CI) (0;4,43) (0;4,77) (0;523) (0;4,78) (0;4,84) (0;4,66) (O; 3,28)
Valor Pt N/A 0,279 0,289 0,322 0,145 0,223 0,102 0,658
proporcion de 0/10 6/10 7110 6/10 6/10 6/10 7110 4/10
diseminacion
Valor PTt N/A 0,500 0,105 0,152 0,314 0,152 0,291 0,328
+ CONTROL
(n=10)
Pico del titulo® 0 5,79 6,42 5,81 5,81 6,02 5,85 3,97
Rango del 0 3,0-5,8 1,5-6,4 1,7-5,8 2,8-5,8 2,1-6,0 1,8-5,9 1,4-4,0
tituloP
Titulo medio 0 3,90 4,05 4,77 4,57 4,65 4,82 1,38
(95% CI) (0;5,25) (2,1;5,2) (2,0;53) (0,9;55) (2,3;54) (2,0;5,6) (0; 2,9)
proporcion de 0/10 7/10 10/10 9/10 8/10 9/10 9/10 5/9*

diseminacién

2 | os titulos representan valores de log EID50 eg/mL. ° Representa solo las aves que transmiten el virus. t Prueba
de suma de rango de Wilcoxon para la diferencia en el titulo medio en comparacioén con el grupo de control positivo
(p<0,05). t1 Prueba exacta de Fisher de un solo lado para la diferencia en la proporcién de pollos con diseminacién
en el vector tratado en comparacion con el grupo de control positivo (p<0,05). * Un ave murié entre 7 y 10 dpi.

[0091] Los titulos de virus HGN2 medios y la proporcion de pollos con diseminacién de virus en cada intervalo diario
se muestran en la figura 6. Mirando el gréafico de titulo medio por dia que representa todos los pollos en cada grupo
(incluidos aquellos sin diseminacién), hay una tendencia distinta en la carga de virus diseminada entre los pollos
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con coctel y aquellos en el grupo con aleatorio y PC (FIG. 6A). Entre el dia 2 y el 7 posteriores a la infeccion, los
titulos medios tanto en el grupo con aleatorio como en el PC parecen aumentar, mientras que el titulo medio en el
grupo con cOctel cae y contintia descendiendo hasta el dia 5 posterior a la infeccion. El titulo en el grupo con coctel
aumenta brevemente a los 6 y los 7 dpi, pero la carga de virus diseminado sigue siendo muy inferior a la carga de
virus diseminado de los pollos con aleatorio y los PC. Se observa una tendencia menos profunda cuando se
representa el titulo medio por dia representando aquellos pollos con diseminacién en cada grupo (FIG. 6B). Aqui
cada titulo medio representa la proporcién diaria de pollos con diseminacion de la figura 6C. Con la excepcion de
los dias 3 y 10 posteriores a la infeccién, la carga media de virus diseminado diaria es menor en las aves con
diseminacion con céctel en comparacion con las PC. A pesar de este cambio aparente en el titulo de virus
observado entre el grupo con céctel y los PC en estos dos dias, resulta importante reconocer que todavia un nimero
superior de aves estan diseminando (FIG. 6C) el dia 3y el 10 en el grupo PC (10/10 y 5/9) en comparacion con el
grupo con coctel (5/10 y 4/10).

[0092] Como se espera y se observa, los titulos de diseminacién medios de aves en cada grupo varian por dia. Se
observan diferencias significativas entre los titulos medios crudos (tabla 3), sin embargo, para determinar
diferencias significativas a lo largo de todos los dias posteriores a la infeccién, es necesario controlar el dia en el
analisis. La proteccion del vector segin se mide por una reduccion en el titulo medio se analiza usando una MLR,
controlando el dia (tabla 5). Independientemente del dia posterior a la infeccion, hay una diferencia significativa en
el titulo medio en los pollos PC en comparacion con los pollos con cdctel (p<0,0001) y en comparacion con los con
aleatorio (p=0,002). En la mayoria de andlisis y comparaciones hechos hasta este punto, la proteccién del
tratamiento con céctel tendia a ser superior en comparacién con el tratamiento con aleatorio. Sin embargo, usando
la MLR y controlando el dia, esta diferencia es insignificante (p=0,251).

Tabla 5 - Proteccion del vector segun se mide por una reduccién en el titulo medio de virus a lo largo de todos los
dias.

Valor P f
Coctel vs. PC < 0,0001
Aleatorio vs. PC 0,002
Coctel vs. Aleatorio 0,251

T Regresion lineal multivariante por diferencias entre los titulos medios, controlando el dia (p<0,05).

[0093] Se usaron andlisis de regresion logistica simple y multiple para estimar la proteccién del vector segun se
mide por la probabilidad de diseminacién de virus HG6N2 en los pollos de control positivo en comparacion con los
pollos tratados con vector (tabla 6). Las OR, los 95% Cl y el nivel de significacion (p<0,05) se computarizaron para
cada dia individual y después de controlar el dia (a lo largo de todos los dias). Con la excepcién de a los 3 dpi, la
probabilidad de diseminacién en un dia individual en los pollos PC no es significativa en comparacion con los pollos
tratados con coctel o con aleatorio. La probabilidad de diseminaciéon no pudo calcularse el dia 3 posterior a la
infeccion porque 10/10 (100%) pollos PC estaban diseminando virus. Cuando se controla el dia, la probabilidad de
diseminacién de H6N2 entre los pollos PC es 4,83 (95% CI = 2,17, 10,72) superior en comparacion con los pollos
tratados con céctel (p<0,0001). En comparacion con los pollos tratados con el vector aleatorio, la probabilidad de
diseminacion de virus detectable a lo largo de todos los dias en los pollos PC es ligeramente menor (3,48; 95% Cl
=1,57, 7,86), pero todavia significativa (p=0,003). Aunque insignificante, a lo largo de todos los dias la probabilidad
de diseminacién de virus en el grupo con aleatorio es 1,42 superior en comparacion con la probabilidad de
diseminacion en el grupo con céctel (p=0,303).

Tabla 6 - Proteccion del vector segun se mide por la probabilidad de diseminacion de virus en los pollos de control
positivo no tratados.

Control positivo no tratado Vector aleatorio
Grupo de Dpi OR? LCLP UCL® ValorP¢ OR LCL UCL Valor P
referencia
Vector a lo 4,83 2,17 10,72 <0,0001 1,42 0,73 2,8 0,303
coctel largo de
todos
los dias®
2 1,55 0,24 9,91 0,640 1,0 0,17 5,98 1,0
3 --* - - -- 2,33 0,37 14,61 0,365
4 9,0 0,81 100,14 0,074 15 0,25 8,82 0,654
5 4,0 0,55 29,1 0,171 1,5 0,25 8,82 0,654
6 6,0 0,53 67,65 0,147 1,0 0,17 5,98 1,0
7 9,0 0,81 100,14 0,074 2,33 0,37 14,61 0,365
10 2,25 0,38 13,47 0,374 1,0 0,17 5,98 1,0
Vector a lo 3,48 1,54 7,86 0,003

aleatorio largo de
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todos

los dias®

2 1,55 0,24 9,91 0,640
3 - — — -

4 6,0 0,53 67,65 0,147
5 2,67 0,36 19,71 0,337
6 6,0 0,53 67,65 0,147
7 3,86 0,33 45,57 0,284
10 2,25 0,38 13,47 0,374

a Proporcién de probabilidades calculada mediante analisis de regresion logistica. ? Nivel inferior del intervalo de
confianza al 95%. ¢ Nivel superior del intervalo de confianza al 95%. ¢ Calculado mediante anélisis de regresion
logistica simple y mdltiple (p<0,05). © Controlando a lo largo de todos los dias. * 10/10 pollos diseminando en el
grupo PC no tratado; OR no es aplicable.

[0094] La proteccion del vector segun se mide por una reduccion log y factor de reduccion en los titulos de
diseminacion y replicacién se muestra en la tabla 7. Las diferencias en el titulo medio (log EIDso eg/ml) entre los
pollos tratados con vector y los PC se calcularon como la reduccion log. Usando los valores medios geométricos,
se calcularon los factores de reduccién en los titulos de virus. Ambas de estas mediciones de reduccién fueron
computarizadas a lo largo de todos los dias (usando el titulo medio no ajustado) y para cada dia individual. A lo
largo de todos los dias, el tratamiento con céctel se asocia con una reduccion log media de 2,6 (factor de reduccion
398) en el titulo de virus diseminado en comparacién con los pollos PC. Cada dia individual posterior a la infeccién,
el tratamiento con céctel resulté en una reduccién log media medible. Mas notable es en los dias 3, 4, 5,6y 7
posteriores a la infeccion, donde la diseminacion viral es de entre 2,5 y 3,8 logs medios inferior (de 288 a 6309
veces inferior) en comparacion con los pollos PC. Las reducciones log en la diseminacion viral son mucho menos
pronunciadas en los pollos tratados con el aleatorio. Sin embargo, en general todavia resulté en una reduccion log
media de 0,9 (factor de reduccion de 7,9) y en cada dia individual al menos una reduccion log media de 0,3 (factor
de reduccién de 1,8). Lo mas notable para el tratamiento con el vector aleatorio fue en el dia 10 posterior a la
infeccion (reduccion log media de 1,4), que representa la reduccidon menos potente observada en el grupo con
céctel, también en el dia 10 posterior a la infeccion.

Tabla 7 - Proteccién del vector segin se mide por una reduccién log y factor de reduccién en los titulos de
diseminacion.

Grupo de tratamiento Dpi Reduccién log 2 Factor de reduccion ®
Coctel A lo largo de todos los 2,6 398,1
dias ¢
2 1,7 51,3
3 2,9 794,3
4 3,6 3715,4
5 3,8 6309,6
6 2,5 288,4
7 3,2 1659,6
10 1,4 24,0
Aleatorio A lo largo de todos los 0,9 7,9
dias
2 0,9 8,5
3 0,8 6,8
4 0,9 7,1
5 1,1 11,2
6 0,3 1,8
7 1,0 9,8
10 1,4 24,0

2 Reduccion en el titulo medio log EIDso eq/ml en comparacion con el control positivo. ® Reduccién en la mediana
geomeétrica en comparacion con el control positivo. ¢ Basado en el log EIDso eg/mL medio bruto no ajustado por dia.

[0095] Centinelas - Se alojaron pollos naifs (n=2) con las aves tratadas con el céctel desde el momento de
administracion del vector hasta los 10 dias posteriores a la exposicién con HEN2. De ambas de estas aves, solo se
detecto un frotis OP positivo el dia 7 posterior a la introduccion (1,5 log EID50 eg/ml). Todos los otros frotis recogidos
entre el dia 2 y el 10 posteriores a la infeccién de estas aves centinela fueron negativos. En general, 13/14 (92,8%)
de los frotis OP recogidos de estas aves de contacto fueron negativos.

[0096] Este estudio es el primero en mostrar una transferencia y una invasion mediada por bacterias eficientes en
el seno aviar, la traquea y los tejidos pulmonares usando la plataforma de transferencia tkRNAi. La captacién de
RFP-vector se evalué en dos puntos temporales, a las 15 y las 27 horas posteriores al tratamiento. Después de la
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transferencia y la invasién de los tejidos respiratorios de pollo, se desconoce durante cuanto tiempo estos vectores
suministrarian activamente ARNhc a estas células epiteliales receptoras no fagociticas. Para mostrar la eficacia
inicial, se decidi6 valorar y verificar la captacion de vector transitoria para simular una proteccion viral en el plazo
de 24 horas. Las imagenes capturadas en la figura 5 que muestran la localizacion del RFP-vector en los tejidos
respiratorios en ambos puntos temporales fueron suficiente para concluir que la transferencia del vector vy,
tedricamente, la descarga del ARNhc precederian a la exposicion viral.

[0097] La administracién intranasal del vector aleatorio no estaba asociada con ninguna patogénesis observada
dentro de los 14 dias posteriores al tratamiento en comparacién con el placebo (PBS/Dap) y las aves no tratadas.
La falta de cualquier enfermedad clinica observada y los resultados de histopatologia favorables sugieren que estos
vectores fueron bien tolerados en la dosis administrada. Como un seguimiento se pudieron realizar estudios
adicionales. El piloto 2 no probo si la patogénesis especifica de tejido estaria presente si se administraran dosis de
vector secuenciales a lo largo de varios dias. Tampoco se evaluaron en este trabajo vias alternativas para medir
cuantificablemente la respuesta al tratamiento con vector, incluyendo una caida en la produccion de huevos para
las aves ponedoras y la falta de aumento de peso en pollos de engorde. En un trabajo futuro, esta tecnologia
profilactica podria incluir valoraciones mas alla de los 14 dias y después de multiples dosis. Sin embargo, estos
vectores son auxotrofos de Dap y, una vez administrados, incapaces de sobrevivir o proliferar en el exterior de un
medio complementado. Es dudoso que se incurra en una respuesta inflamatoria crénica mas alla de los 14 dias
debido a una falta de cualquier dafio de tejido macroscopico o microscopico a las 2 semanas posteriores al
tratamiento. Estos resultados piloto iniciales son prometedores e indican que el sistema tkRNAIi es apropiado para
la transferencia a tejido respiratorio aviar y no desencadena una respuesta inflamatoria que el huésped aviar no
sea capaz de superar en 14 dias.

[0098] El piloto 3 verific que el virus HEN2 en la dosis de exposicion era infeccioso en pollos ponedores comerciales
de 5 semanas de edad. Esta dosis (10° EIDso/0,1 ml) es comUn para los ensayos de eficacia de la vacuna de la
LPAI y otros estudios de exposicion experimentales en pollos (Claes et al 2013, Pantin-Jackwood et al 2012, Abbas
et al 2011). Juntos, los pilotos 1, 2 y 3 verificaron la captaciéon de vector en 24 horas, identificaron una dosis de
vector apropiada y un virus de exposicion de LPAI 6ptimo. Estos parametros fueron incorporados al estudio POC
final.

[0099] Se administré profilacticamente a tres grupos de diez pollos el vector de cdctel, aleatorio o placebo y se
inocularon con H6N2 a las 20 (+2) horas posteriores al tratamiento. Los datos brutos presentados en la tabla 3
indican diferencias significativas en los titulos de diseminacion y la proporcién de frotis positivos recogidos a lo largo
de todos los dias posteriores a la infeccion cuando se comparan las aves tratadas con el coctel o el aleatorio con
las aves PC. Estos resultados estan respaldados ademas cuando se realiza un andlisis de MLR, controlando el dia.
Resulta interesante expandir estos resultados por dia para identificar donde y aludir a por qué estas diferencias
estan ocurriendo entre grupos de tratamiento. Tras la exposicion a H6N2, parece que la proporcién de pollos
diseminando a los 2 dpi es relativamente similar; lo que significa que el éxito de la infeccidon experimental fue
relativamente igual en todos los grupos. Sin embargo, de las aves con diseminacion el dia 2, los titulos de
diseminacién son inferiores con el coctel en comparacion con las aves con aleatorio y PC. Adicionalmente, la
diseminacion de aves individuales (no presentada) indica que un ave tratada con céctel estaba diseminando a los
2 dpi, pero paré de diseminar a un nivel detectable en los dias posteriores. Intuitivamente esto tiene sentido porque
el modo de accién del vector esta dirigido a evitar la replicacién, no la infeccion.

[0100] El dia tres, mientras que las proporciones de diseminacién en los grupos con aleatorio (7/10) y PC (10/10)
parecen a aumentar, el grupo con coctel cae significativamente a 5/10 y se estabiliza a lo largo de los dias 3, 4 y 5.
En apoyo de esta observacion, los titulos de diseminaciéon son significativamente diferentes los dias 3 y 4
posteriores a la infeccion entre pollos tratados con céctel y PC. De nuevo, mirando las tendencias de diseminacién
(FIG. 6A), el dia 3 hasta el 5 posteriores a la infeccion los titulos medios caen en el grupo con céctel, pero continGian
aumentando hasta el dia 7 posterior a la infeccién en los grupos con aleatorio y PC. Estas observaciones pueden
explicar la actividad antivirica del ARNhc de NP y PA, interfiriendo con la replicacién viral eficiente durante el periodo
infeccioso. Hay una manera alternativa de interpretar estas observaciones. En el grupo tratado con cdctel, mas
pollos estaban diseminando virus a los 2 dias posteriores a la infecciébn en comparacion con los dias 3-5. Esto
puede indicar que la proteccion del vector seria mas eficaz si se administrara > 24 horas antes de la exposicion, lo
gque permite un tiempo superior para descargar y procesar el ARNhc.

[0101] Los titulos de diseminacion y las proporciones por dia respaldan un modelo propuesto de proteccion del
vector. Tras la entrada viral y la infeccién, el vector interfiere con la replicacién viral, inhibiendo la proliferacion de
viriones infecciosos que contindian infectando células y tejidos vecinos. Esto reduce la carga viral infecciosa en los
tejidos respiratorios, disminuyendo asi la diseminacion viral en cada pollo. Debido a que el AlV se transmite
principalmente a través del contacto directo en pollos, esto evita una infeccidn posterior de aves susceptibles en
ese grupo. Juntos, estos hallazgos implican que el tratamiento con vector de coctel interrumpe la replicacion viral y
la diseminacion eficientes.

26



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2796 930 T3

[0102] La duracién de la diseminacién influye directamente en el periodo infeccioso o el tiempo desde que el virus
se detecta primero hasta cuando el virus ya no se detecta. Esto proporciona otra manera de valorar la proteccién
del vector. Sin embargo, se puede discutir que la duracion de la diseminaciéon juega un papel menor en la
transmisién en comparacion con el titulo de diseminacién. Un animal puede estar diseminando durante una duracion
mas larga, pero los titulos de diseminacién ser demasiado bajos para sostener una transmision exitosa.
Adicionalmente, la densidad de aves puede no sostener la transmision, a pesar de periodos de diseminacién mas
largos. Por esa razoén, la duraciéon de diseminacién no se usa tipicamente como una medicién para evaluar la
eficacia de la vacuna. Este estudio se terminé a los 10 dpi, a pesar de la diseminacion continua entre los pollos en
cada grupo. Por lo tanto, si el estudio hubiera continuado mas alla de 10 dias seria posible medir de manera precisa
el efecto del vector en la duracion de diseminacion. Los vectores de céctel redujeron los titulos de diseminacién
viral orofaringeos, pero no parecen limitar la duraciéon de la diseminacion. Quizas esto indica que los vectores
proporcionaron apropiadamente una proteccion transitoria pronto en el ciclo de infeccién, pero también puede
indicar la necesidad de administrar una dosis de vector posterior, muy similar a una vacuna de refuerzo. Esto puede
proteger adicionalmente a las aves susceptibles de aquellas infectadas, bloqueando asi la cadena de transmisién.

[0103] Ademas de evaluar la duracién de diseminacion y las diferencias en los titulos de diseminacion y las
proporciones de diseminacién, la probabilidad de diseminacion de virus en los pollos PC en comparacion con los
pollos tratados con vector proporciona una manera alternativa de medir la proteccion del vector. Controlando a lo
largo de todos los dias posteriores a la infeccion, era 4,83 veces mas probable que los pollos PC diseminaran el
virus H6N2, en comparacién con los pollos tratados con cdctel (p<0,0001). También era mas probable que los pollos
PC diseminaran el virus en comparacién con los pollos tratados con el aleatorio. Aunque estas razones de
probabilidades proporcionan un mayor respaldo a la proteccién del vector, no son un método estandarizado para
evaluar la eficacia de la vacuna en la industria.

[0104] La reduccién cuantitativa en la replicacién de un virus en la via respiratoria es una medicién critica usada
para evaluar la capacidad de un profilactico para limitar la transmisién de un virus y controlar la enfermedad (Swayne
y Kapczynski 2008). Para ser considerada clinicamente relevante, una vacuna del AlIV debe demostrar una
reduccién minima en los titulos de replicacion y de diseminacion de 102 EIDso (2 log 0 100 veces) menos virus de
las vias respiratorias en las aves vacunadas en comparacién con las no vacunadas (Suarez et al 2006), y/o la
diferencia deberia ser estadisticamente significativa (Swayne et al 1997). Aunque el vector aleatorio no demostré
esta reduccién minima requerida, demostré una diferencia estadisticamente significativa en los titulos de
diseminacion a lo largo de todos los dias (tabla 5). Con la excepcion del dia 2 y el 10 posteriores a la infeccién, los
titulos de diseminacion del vector de coctel demostraron un minimo de 2,5 log (288 veces) y un maximo de 3,8 log
(6,309 veces) menos virus en comparacion con las aves PC. A lo largo de todos los dias, el grupo con coctel anti-
AlV estaba diseminando 398 veces menos virus infeccioso en comparacién con el grupo PC. Estas mediciones
fueron todas estadisticamente significativas. Basandose en ambos de estos criterios medibles, el tratamiento con
vector de cOctel estaba dentro de los parametros para considerar que proporciona una proteccion clinicamente
relevante contra el AlV.

[0105] Varias otras mediciones se utilizan para valorar la proteccion de la vacuna. En aves vacunadas se evalla a
menudo la resistencia cuantificable después de la exposicion con una dosis 102 a 10° EIDso superior en comparacion
con aves no vacunadas (Swayne y Kapczynski 2008). Ademas, la enfermedad clinica tal y como se define por una
caida en la produccién de huevos en aves ponedoras puede medir cuantificablemente la proteccion. La produccién
de huevos no empieza hasta las 18-20 semanas de edad. Para simular la edad a la cual la industria tipicamente
aplica regimenes de vacuna, las aves utilizadas en este estudio tenian 4-6 semanas de edad. Por lo tanto, la
medicién de la produccién de huevos no habria sido posible. Estudios futuros que utilicen este sistema de vectores
usarian ambas de estas valoraciones para medir cuantificablemente la proteccién del vector. La prevencion de la
mortalidad es otra medicion directa de la proteccion de la vacuna. La LPAI es por definicion poco patégena y no se
asocia a menudo a la mortalidad. Sin embargo, este virus HGN2 esta bien adaptado a los pollos, contribuyendo a
una mortalidad del 10% en los pollos PC y los pollos inoculados en el piloto 3. En cambio, los vectores de coctel y
aleatorio ambos parecieron evitar la mortalidad, ya que ninguna de las aves que recibieron cualquiera de estos
vectores murid tras la infeccion con HEN2.

[0106] Finalmente, la prevencion de la transmisién por contacto es un método directo para demostrar la eficacia
protectora de una vacuna y la propension para limitar la transmision de campo. Por lo tanto, se pueden demostrar
reducciones en la diseminacién clinicamente relevantes mostrando una propagacion reducida en aves en contacto,
una practica a menudo solicitada por las agencias reguladoras bioldgicas veterinarias nacionales. Es dificil valorar
en marcos experimentales porque los factores que juegan un papel en la transmisidon no estan estandarizados.
Estos factores incluyen la densidad de aves, la ventilacion, la humedad, la temperatura, el virus de exposicién y la
dosis, la via de administracion, la edad en la exposicion, la adaptacién virus-huésped y el saneamiento de la camara.
Se ha sugerido la dosis intranasal en aves 50% infecciosa (BIDso) como una manera de valorar cuantificablemente
el potencial del AlV para iniciar la infeccidn y soportar la transmision en pollos inoculados en un marco de laboratorio
(Tumpey et al, 2004). En el presente estudio, se puede decir que las aves fueron inoculadas con una BIDso
apropiada para iniciar la infeccién y soportar la transmision porque mas del 50% de los pollos PC estaban

27



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2796 930 T3

diseminando el virus. Dos pollos centinela naifs, alojados con las aves tratadas con coéctel, sirvieron como una
manera de controlar la propagacion viral dentro de este grupo con una densidad de 1,0 ft? por ave. Con la excepcion
de un frotis positivo a los 7 dias posteriores a la introduccion, no se detectd ninguna transmision ave a ave en los
dos centinelas. El titulo detectado de este frotis estaba justo por encima del limite de deteccién del ensayo de RT-
gPCR. Es posible que esta muestra positiva se debiera verdaderamente a la transmision de H6N2. Sin embargo,
también es posible que este frotis positivo esporadico fuera un resultado de la contaminacion cruzada de los guantes
durante la recogida o el ARN viral durante el procedimiento de extraccion.

[0107] En un estudio de transmision de laboratorio, los investigadores inocularon experimentalmente pollos SPF de
3 semanas de edad (n=10) con LPAI A/Ck/HN/1/98 (HON2) (Guan et al 2013). Cuando se alojan con una densidad
de 0,5 ft2 por ave, titulos virales OP medios de 2,1 log 10 EIDso eg/ml a los 2 dpi fueron suficientes para la
transmisién a pollos naifs (n=2). Un segundo estudio inocul6 por via intranasal pollos Leghorn SPF de 46 semanas
de edad (n=10) con 0,1 ml con 108 EIDso del virus A/chicken/CA/1255/02 (HEN2) y a los 3 dpi se afiadieron dos
aves centinela para controlar la transmisién por contacto (Pantin-Jackwood et al 2012). En los pollos inoculados,
los titulos OP medios + SD (log10 EIDso eg/ml) a los 2 y los 4 dpi fueron 4,8 +0,5 y 5,3 £0,5, respectivamente. A los
4 dias posteriores a la introduccion, ambos centinelas fueron positivos (titulos de 3,7 y 3,1 logl0 ElIDso eg/ml).
Aungue no se presenta la densidad de aves en este estudio, los titulos de diseminacién en las aves inoculadas son
similares a aquellos titulos detectados en los pollos PC actuales en los dias 2 y 4 posteriores a la infeccién. La
proteccion del vector segln se mide por un potencial de transmision reducido habria sido mejor ilustrada si las aves
centinela se hubieran alojado también con los pollos PC. Desafortunadamente, esto no fue posible ya que solo se
proporcionaron dos aves extra por la granja comercial. Ademas de usar una BIDso apropiada, estos estudios previos
indican que los titulos de diseminacion habrian sido adecuados para sostener la transmisién si los centinelas se
hubieran alojado entre los pollos PC. Independientemente, parece que el vector de coctel inhibid exitosamente la
transmisién a estas aves de contacto. Para hacer cualquier inferencia valida acerca de la capacidad de estos
vectores anti-AlV para romper la cadena de transmision, se requiere un modelo de transmisién por contacto de
laboratorio estandarizado para reproducir con mas precisioén un entorno de campo o de granja.

[0108] Las superficies mucosas de la via respiratoria de las aves de corral son puertas de entrada conocidas para
el AlV (Zarzaur y Kudsk 2001). Debido a que el AlV invade las superficies mucosas, la transferencia dirigida de
estos vectores a las vias respiratorias mucosas en pollos es un beneficio afiadido a la replicacion viral dirigida. De
esta manera, estos vectores podrian proporcionar una proteccioén fuerte a la primera linea de defensa del huésped.
Sin embargo, es importante considerar las preocupaciones sobre la activacion inmunitaria, ya que hay pros y
contras en la activacion de una respuesta inmunitaria en los tejidos respiratorios. A diferencia de la microflora natural
presente en los tractos Gl de las aves de corral, es improbable que los tejidos respiratorios hayan desarrollado
tolerancia inmunitaria contra los componentes bacterianos. Una respuesta inmunitaria moderada podria ser
beneficiosa, especialmente contra la infeccién de la gripe. Esto puede ayudar a explicar la actividad antivirica
asociada al tratamiento con el vector aleatorio.

[0109] Sin embargo, resulta importante evitar estimular una respuesta inmunitaria mucosa fuerte. Esto podria
interferir con la eficacia de este vector aplicado por via intranasal, especialmente si son necesarias multiples dosis
para una mejor proteccion contra el AlV. Después de concluir el trabajo POC, se supo que estas pollitas de 4
semanas de edad habian sido vacunadas a los 7 dias de edad con la vacuna viva modificada Poulvac® E. coli
(Zoetis, Florham Park, Nueva Jersey). Esta vacuna recién aprobada se ha estudiado para determinar su mecanismo
de proteccion de amplio espectro contra la Escherichia coli patégena aviar (APEC). Cuando se administra por
pulverizacién o por agua potable, parece que la vacuna estimula la produccion de inmunoglobulina A especifica de
la APEC en los tejidos mucosos y la proliferacién de células de memoria CD8, ambas de las cuales indican la
activacion del MHC de clase | que lleva a una respuesta celular, antes que una humoral (Filho et al 2013). La
activacion de una respuesta inmunitaria celular ayudaria a evitar una futura invasion tisular por APEC,
especialmente en la via respiratoria, ya que esta es la via primaria de infeccion de la APEC (Sadeyen et al 2014).
La vacunacion pudo haber resultado en la inflamacién mucosa a las 4 semanas de edad. Quizas la vacunacion
Poulvac® E. coli explica la enfermedad subyacente observada en el piloto 2 (primera ronda) y resultd en la
inflamacién y los agregados linfoides observados en los tejidos respiratorios tanto de las aves control como de las
tratadas con vector.

[0110] Ademas de las preocupaciones sobre la inflamacién mucosa inducida por la vacuna Poulvac® E. coli, una
advertencia obvia a esta vacuna con E. coli es si afect a la eficacia del vector evitando la invasion del vector del
epitelio respiratorio mediante la activacién de una respuesta mediada por células. Aunque esta preocupacion es
valida, se puede abordar de varias maneras. Las bacterias usadas en el sistema de vectores anti-AlV son de la
cepa no movil de E. coli CEQ221. Estas bacterias son un derivado de K-12, fenotipicamente rugosas, y aunque su
lipopolisacarido tiene una estructura nuclear completa, carecen del antigeno O (Liu y Reeves 1994). Esto significa
que estos vectores son defectuosos en la biosintesis del antigeno O del LPS y pueden carecer de una expresion
eficiente de LPS, dando como resultado niveles méas bajos de LPS en sus membranas externas. Es, por lo tanto,
improbable que la CEQ221 induzca una respuesta inmunitaria robusta. Las CEQ221 son bacterias no patdgenas
invasivas intracelulares y han sido genéticamente modificadas para reconocer células epiteliales mucosas. Estas
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E. coli invasivas requieren la expresion de (B)1integrina en la superficie de las células epiteliales mucosas. La
entrada depende de que esta interaccion invasina-receptor (B)1integrina permita la captacion bacteriana a través
de la endocitosis mediada por receptor (Xiang et al 2006, Isberg y Barnes 2001, Conte et al 1994, Isberg y Leong
1990). Si no fuera por la expresion bacteriana genéticamente modificada de la proteina invasina, estas bacterias
CEQ221 serian de otro modo extracelulares y reconocidas por células presentadoras de antigenos (APC)
profesionales. Las células epiteliales no se caracterizan tipicamente como APC profesionales. Debido a este
sistema de reconocimiento de epitelio mucoso especifico a causa de esto, es menos probable que las células
dendriticas y otras APC interactien o respondan a estos vectores. La CEQ221 es una auxétrofa de Dap y sufre una
lisis rapida después de la invasién de células huésped. Aunque las CEQ221 fueran invasivas para las APC y otras
células inmunitarias, la expresion de LLO después de la lisis bacteriana en el fagosoma interrumpiria la fusion entre
el fagosoma de la célula y el lisosoma. Esta interrupcion bloquearia la presentacion del MHC de clase | y evitaria
la activacion de una respuesta inmunitaria mediada por células a través de la proliferacion de células de memoria
CD8 (Grillot-Courvalin et al 1998). Por lo tanto, estos vectores de CEQ221 no son adecuados para desarrollar una
respuesta inmunitaria mediada por células o incluso una respuesta inmunitaria humoral. Estas caracteristicas, o
falta de las mismas, pueden explicar la capacidad de este vector para evadir la respuesta celular generada por la
vacuna Poulvac® E. coli en estos pollos comerciales.

[0111] Si los animales utilizados en este estudio hubieran sido aves SPF, la proteccién del vector podria haberse
medido mas directamente. Sin embargo, para simular mejor la eficacia de este sistema de vectores en la practica,
se puede defender el uso de estas aves comerciales. En definitiva, es dificil descifrar los efectos que esta vacuna
Poulvac® E. coli puede haber tenido sobre los vectores anti-AlV en este trabajo piloto preliminar. Sin embargo, si
la vacuna con E. coli tuviera efectos nocivos, esto sugeriria que los resultados de este trabajo subestiman la
proteccion del vector contra el AlV en pollos.

[0112] Si bien los resultados sugieren que el vector de céctel proporciond una mayor proteccion, no es inusual que
el vector aleatorio por si solo tenga capacidades antivirales. Estos vectores bacterianos son caracteristicamente
LPS rugosos; sin embargo, incluso niveles muy bajos de LPS pueden actuar como potenciadores inmunes (Bessler
et al 1990). El LPS es cominmente reconocido por los tejidos del huésped y estimula una respuesta inmunitaria
innata. El reconocimiento del LPS puede conducir a vias de sefializacion aguas abajo en la cascada y que estimulan
la produccion de IFN de tipo |. Este escenario es probable dada alguna investigacion previa relacionada con la
bacteria E. coli CEQ508, un derivado de la cepa CEQ221 que sirve como vehiculo de transferencia de vectores
anti-AlV. En trabajos anteriores (Steinbach et al 2010), la dosificacion oral con CEQ508 no provocé un aumento
significativo en las citocinas proinflamatorias circulantes en ratones en comparacion con las inyecciones de LPS.
Sin embargo, estos vectores bacterianos estimularon niveles muy bajos de estas citocinas, incluyendo TNF-a, IL-
6, MCP-1 e IL-12. Estas son todas las citocinas clave involucradas en la respuesta inmunitaria innata, un conocido
mecanismo de defensa celular contra la infeccién viral, especificamente contra la gripe (Garcia-Sastre y Biron
2006). Cuando estos vectores bacterianos se administraron por via intranasal a los pollos, es muy posible que estos
vectores desencadenaran una respuesta innata, resultante en una protecciéon adicional contra el H6N2 y la
replicacién y la diseminacion. La produccién de citocinas proinflamatorias durante esta activacion innata aumentaria
la capacidad de cualquier célula huésped no infectada para resistir una nueva infeccion por virus recién generado.

[0113] Como se ha presentado y comentado, hay varias formas de medir y describir la proteccion de vectores de
este estudio POC. Al observar ya sea las diferencias en las proporciones de diseminacion, los titulos de
diseminacion o las razones de probabilidades tanto por dia como a lo largo de todos los dias, ha aparecido un
patrén similar. En comparacion con los controles positivos, los pollos tratados profilacticamente con el vector de
céctel anti-AlV quedaron protegidos después del experimento de inoculacion con HEN2. Aunque los andlisis fueron
insignificantes en cualquier dia individual, en general (a lo largo de todos los dias) se relacion6 una proteccién
significativa con el tratamiento con el vector aleatorio. No obstante, la proteccion contra el vector aleatorio fue menos
profunda, lo que sugiere que el vector de cdctel tiene un mayor potencial antiviral. Es probable que esta proteccion
adicional se deba a la doble accién antiviral del ARNhc de NP y PA.

[0114] De media, entre los dias 3-7 posteriores a la infeccién, el 48% de los pollos tratados con el vector de coctel
no diseminaban. En contraste, solo el 10% de los pollos del grupo PC no diseminaban. Los resultados que analizan
las reducciones en el titulo de diseminacién mostraron que el vector de cdctel proporciond una proteccion
clinicamente relevante.

[0115] Como se ha indicado antes, el objetivo a largo plazo de este trabajo es desarrollar esta tecnologia antigripal
en forma de un profilactico que contribuya al desarrollo de un método de control mas eficaz y robusto para el AIV
en aves de corral. El desarrollo exitoso de esta tecnologia no solo reduciria la carga econémica que los brotes
tienen en la industria y en los paises en desarrollo, sino que también reduciria directamente el riesgo de transmision
a los humanos y proporcionaria una prueba de concepto a la comunidad cientifica y médica para desarrollar un
profilactico antigripal similar para los humanos. Al igual que con el desarrollo de cualquier tecnologia nueva, se
necesitan estudios adicionales y no debe subestimarse. Este trabajo demuestra la eficacia protectora de estos
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vectores anti-AlV contra la gripe aviar en pollos y proporciona un fuerte argumento para la evaluacién continua de
esta tecnologia.

Tabla 8 - Secuencias dianas de AlV
Gen | Secuencia de la cadena sentido (5'-3')

SEC ID NO.

NP

GGATCTTATTTC TTC GGA G

1

PA

GCAATT GAG GAG TGCCTG A

2

PB1

GATCTGTTC CACCATTGAA

9

PB2

CGG GAC TCT AGC ATACTTA

10

Tabla 9 — Secuencias de AIV

AIV ARNip | Diana de AIV ARNm (5'-3’) H,ebra sentido de ARNip (5’- H?br,a antisentido de ARNip
ARNip-NP GGATCTTATTTCTTCGGAG ééATCTTATTTCTTCGGAG- EZST-C:?C):GAAGAAATAAGATCC-
ARNip-PA GCAATTGAGGAGTGCCTGA g?:ATTGAGGAGTGCCTGA- i-CI—:(/jALGCACTCCTCAATTGC-
ARNip-PB1 | GATCTGTTCCACCATTGAA dG-,Izlfj'l-'I—CT(?-;TTCCACCATTGAA- '?':II—'((j:-I;AATGGTGGAACAGATC-
ARNIip-PB2 | CGGGACTCTAGCATACTTA :C:G:G:GACTCTAGCATACTTA- ing}TATGCTAGAGTCCCG-

Tabla 10 - Secuencias de ARNhc AlV

ARNhc AIV 5" — hebra sentido — horquilla (TTCAAGAGA) — hebra antisentido - cola poli-T — 3’
(hebra superior)

ARNhc-NP GGATCTTATTTCTTCGGAG-TTCAAGAGA-CTCCGAAGAAATAAGATCC-

(superior) TTTTTTTTTT

ARNhc-NP CCTAGAATAAAGAAGCCTC-AAGTTCTCT-GAGGCTTCTTTATTCTAGG-

(inferior) AAAAAAAAAA

ARNhc-PA GCAATTGAGGAGTGCCTGA-TTCAAGAGA-TCAGGCACTCCTCAATTGC-

(superior) TTTTTTTTTT

ARNhc-PA GCGTTAACTCCTCACGGACT-AAGTTCTCT-AGTCCGTGAGGAGTTAACG-

(inferior) AAAAAAAAAA

ARNhc-PB1 GATCTGTTCCACCATTGAA-TTCAAGAGA-TTCAATGGTGGAACAGATC-

(superior) TTTTTTTTTT

ARNhc-PB1 CTAGACAAGGTGGTAACTT-AAGTTCTCT-AAGTTACCACCTTGTCTAG-

(inferior) AAAAAAAAAA

ARNhc-PB2 CGGGACTCTAGCATACTTA-TTCAAGAGA-TAAGTATGCTAGAGTCCCG-

(superior) TTTTTTTTTT

ARNhc-PB2 GCCCTGAGATCGTATGAAT-AAGTTCTCT-ATTCATACGATCTCAGGGC-

(inferior)

AAAAAAAAAA

Tabla 11 — Secuencias de ARNhc AlV

ARNhc AIV 5" — hebra sentido — horquilla (TTCAAGAGA) — hebra antisentido - cola poli-T — 3’
(hebra superior)

ARNhc-NP GGATCTTATTTCTTCGGAG-TTCAAGAGA-CTCCGAAGAAATAAGATCC-

(superior) TTTTTTTTTT

ARNhc-NP CCTAGAATAAAGAAGCCTC-AAGTTCTCT-GAGGCTTCTTTATTCTAGG-

(inferior) AAAAAAAAAA

ARNhc-PA GCAATTGAGGAGTGCCTGA-TTCAAGAGA-TCAGGCACTCCTCAATTGC-

(superior) TTTTTTTTTT

ARNhc-PA GCGTTAACTCCTCACGGACT-AAGTTCTCT-AGTCCGTGAGGAGTTAACG-

(inferior) AAAAAAAAAA

ARNhc-PB1 GATCTGTTCCACCATTGAA-TTCAAGAGA-TTCAATGGTGGAACAGATC-

(superior) TTTTTTTTTT

ARNhc-PB1 CTAGACAAGGTGGTAACTT-AAGTTCTCT-AAGTTACCACCTTGTCTAG-

(inferior) AAAAAAAAAA

ARNhc-PB2 CGGGACTCTAGCATACTTA-TTCAAGAGA-TAAGTATGCTAGAGTCCCG-

(superior) TTTTTTTTTT

ARNhc-PB2 GCCCTGAGATCGTATGAAT-AAGTTCTCT-ATTCATACGATCTCAGGGC-

(inferior)

ARNhc-aleatorio

(superior)

AAAAAAAAAA

TTTTTTTTTT

30

AGGTCGCTTAGTCGAGAAG-TTCAAGAGA-CTTCTCGACTAAGCGACCT-
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ARNhc-aleatorio TCCAGCGAATCAGCTCTTC-AAGTTCTCT-GAAGAGCTGATTCGCTGGA-
(inferior) AAAAAAAAAA

GLOSARIO DE TERMINOS DE LO REIVINDICADO

[0116] EI término "administracion” y sus variantes (por ejemplo, "administrar" un compuesto) en referencia a un
compuesto de la invencién significa introducir el compuesto en el sistema del sujeto que necesita tratamiento.
Cuando se proporciona un compuesto de la invencién en combinacién con uno o mas de otros agentes activos (por
ejemplo, una vacuna para el AlV, etc.), se entiende que la "administracién" y sus variantes incluyen la introduccién
simultanea y secuencial del compuesto y otros agentes.

[0117] Como se usa en el presente documento, el término "composicion" pretende abarcar un producto que
comprende los ingredientes especificados en las cantidades especificadas, asi como cualquier producto que
resulte, directa o indirectamente, de la combinacion de los ingredientes especificados en las cantidades
especificadas.

[0118] EI término "cantidad terapéuticamente eficaz", como se usa en el presente documento, significa la cantidad
de compuesto activo 0 agente farmacéutico que provoca la respuesta biolégica o medicinal en un tejido, sistema,
animal o humano buscada por un investigador, veterinario, médico u otro clinico. En referencia a la infeccion por
AlV, una cantidad eficaz comprende una cantidad suficiente para evitar contraer la enfermedad o para reducir la
gravedad de la enfermedad segiin se manifiesta a través de los sintomas clinicos, el titulo viral o la diseminacion
del virus por el sujeto, o seglin se manifiesta a través de la capacidad para prevenir o reducir la transmisién entre
animales. En algunas formas de realizacion, una cantidad eficaz es una cantidad suficiente para retrasar la aparicion
de sintomas o para prevenir la enfermedad. En algunas formas de realizacién, una cantidad eficaz es una cantidad
suficiente para disminuir los titulos virales y/o reducir la diseminacion viral. Se puede administrar una cantidad eficaz
en una o mas dosis.

[0119] El término "tratar el AIV" o "tratamiento del AIV" se refiere a la administracion a un animal, especificamente
a aves de corral, en riesgo de contraer el AlV y se refiere a un efecto que palia la enfermedad al inhibir la replicacién
del AlV, pero también a un efecto que resulta en la reduccion de los sintomas clinicos, del titulo viral y/o de la
diseminacion viral.

[0120] Como se usa en este documento, "tratamiento” se refiere a la obtencién de resultados clinicos beneficiosos
o deseados. Los resultados clinicos beneficiosos o deseados incluyen, pero no se limitan a, uno o mas de: alivio
de uno o mas sintomas, disminucion de la extension del AlV, estado estabilizado (es decir, sin empeoramiento) del
AlV, prevencion o retraso de la propagacion (por ejemplo, diseminacién) del AlV, prevencion, retraso o ralentizacion
de la progresion del AlV, y/o mantenimiento del peso/aumento del peso o la produccién de huevos, preservando
asi la produccion animal. Los métodos de la invencion contemplan uno o mas de estos aspectos del tratamiento.

[0121] Un "sujeto que necesita tratamiento” es un animal en riesgo de contraer el AlV.

[0122] Un componente “farmacéuticamente aceptable" es uno que es adecuado para su uso con humanos y/o
animales sin efectos secundarios adversos indebidos (como toxicidad, irritaciobn y respuesta alérgica)
proporcionales a una relacion beneficio/riesgo razonable.

[0123] Una "cantidad segura y eficaz" se refiere a la cantidad de un componente que es suficiente para producir
una respuesta terapéutica deseada sin efectos secundarios adversos indebidos (como toxicidad, irritacion o
respuesta alérgica) proporcional a una relacién beneficio/riesgo razonable cuando se usa en de la forma segun esta
invencion.

[0124] Como se usa a lo largo de toda la solicitud, los términos “un” y “una” se usan en el sentido de "al menos
uno/a”, "al menos un/a primer/a”, "uno/a o mas" o "una pluralidad" de los componentes o pasos mencionados, a
menos que el contexto indique claramente lo contrario. Por ejemplo, el término "una célula” incluye una pluralidad

de células, incluyendo mezclas de las mismas.

[0125] EI término “y/o-, cuando se usa en este documento, incluye el significado de "y", "0" y "todos o cualquier otra
combinacion de los elementos conectados por dicho término”.

[0126] Como se usa en el presente documento, la expresién "que comprende" pretende significar que los productos,
composiciones y métodos incluyen los componentes o pasos a los que se hace referencia, pero no se excluyen
otros. "Consistente esencialmente en”, cuando se usa para definir productos, composiciones y métodos, significara
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que se excluyen otros componentes o pasos de cualquier importancia esencial. Por lo tanto, una compaosicién
consistente esencialmente en los componentes mencionados no excluiria contaminantes traza y vehiculos
farmacéuticamente aceptables. "Consistente en" significara que se excluyen mas que elementos traza de otros
componentes 0 pasos.

[0127] Como se usa en el presente documento, el término "invasivo/a”, cuando se refiere a un microorganismo, por
ejemplo, una bacteria o particula terapéutica bacteriana (BTP), se refiere a un microorganismo que es capaz de
transferir al menos una molécula, por ejemplo, una molécula de ARN o de ADN que codifica ARN, a una célula
diana. Un microorganismo invasivo puede ser un microorganismo capaz de atravesar una membrana celular,
entrando asi al citoplasma de dicha célula y transfiriendo al menos parte de su contenido, por ejemplo, ARN o ADN
qgue codifica ARN, en la célula diana. El proceso de transferencia de al menos una molécula a la célula diana
preferiblemente no modifica significativamente el aparato de invasion.

[0128] Los microorganismos invasivos incluyen microorganismos que son naturalmente capaces de transferir al
menos una molécula a una célula diana, por ejemplo al atravesar la membrana celular, por ejemplo, una membrana
de una célula eucariota, y de entrar en el citoplasma, asi como microorganismos que no son naturalmente invasivos
y que han sido modificados, por ejemplo, genéticamente modificados, para ser invasivos. En otra forma de
realizacién preferida, un microorganismo que no es naturalmente invasivo se puede modificar para convertirlo en
invasivo mediante la unién de la bacteria o BTP a un "factor de invasion", también denominado "factor de entrada"
o "factor de direccionamiento al citoplasma”. Tal como se usa en el presente documento, un "factor de invasion" es
un factor, por ejemplo, una proteina o un grupo de proteinas que, cuando se expresa por una bacteria no invasiva
0 BTP, hace que la bacteria 0 BTP sea invasiva. Tal como se usa en el presente documento, un "factor de invasion"
esta codificado por un "gen de direccionamiento al citoplasma”. Los microorganismos invasores se han descrito
generalmente en la técnica, por ejemplo, en las patentes de EE. UU. con n.° de publicacion US 20100189691 Al y
US20100092438 Al y en Xiang, S. et al., Nature Biotechnology 24, 697-702 (2006).

[0129] En una forma de realizacion preferida, el microorganismo invasivo es E. coli, como se explica en los ejemplos
de la presente solicitud. Sin embargo, se contempla que podrian adaptarse microorganismos adicionales para que
funcionen como vectores tkRNAI para la transferencia de ARNip anti-AlV. Estas bacterias y BTP no virulentas e
invasivas poseerian propiedades invasivas, o estarian modificadas para poseer propiedades invasivas, y pueden
entrar a una célula huésped de mamifero a través de diversos mecanismos. A diferencia de la absorcién de
bacterias o BTP por parte de fagocitos profesionales, que normalmente da como resultado la destruccion de la
bacteria o BTP dentro de un lisosoma especializado, las bacterias invasoras o las cepas de BTP tienen la capacidad
de invadir células huésped no fagociticas. Algunos ejemplos naturales de tales bacterias intracelulares son Yersinia,
Rickettsia, Legionella, Brucella, Mycobacterium, Helicobacter, Coxiella, Chlamydia, Neisseria, Burkolderia,
Bordetella, Borrelia, Listeria, Shigella, Salmonella, Staphylococcus, Streptococcus, Porphyromonas, Treponema y
Vibrio, pero esta propiedad también se puede transferir a otras bacterias o BTP como E. coli, Lactobacillus,
Lactococcus o Bifidobacterias, incluyendo los probiéticos a través de la transferencia de genes relacionados con la
invasion (P. Courvalin, S. Goussard, C. Grillot-Courvalin, C.R. Acad. Sci. Paris 318, 1207 (1995)). Los factores que
deben tenerse en cuenta o abordarse al evaluar especies bacterianas adicionales como candidatas para su uso
como vectores tkRNAI incluyen la patogenicidad, o la falta de ella, de la candidata, el tropismo de las bacterias
candidatas para la célula diana o, alternativamente, el grado en que las bacterias se pueden modificar
genéticamente para transferir ARNip al interior de una célula diana, y cualquier valor sinérgico que las bacterias
candidatas puedan proporcionar al activar la inmunidad innata del huésped.

[0130] Los virus de la gripe aviar son enfermedades que representan amenazas importantes para la salud animal y
humana y son una fuente de diversidad genética que permite la aparicion de la gripe pandémica. Como se usa en
este documento, la gripe aviar es una gripe que afecta negativamente al menos a algunas aves de corral al causar
sintomas de gripe y posiblemente la muerte de las aves de corral. El hecho de que algunas aves de corral puedan
ser portadoras del virus de la gripe sin presentar sintomas de gripe o sin que la salud de las aves de corral se vea
afectada negativamente no altera el hecho de que la gripe es una gripe aviar y es una enfermedad siempre que la
gripe afecte negativamente la salud de al menos algunas aves de corral. Tal como se usa en este documento, se
dice que un ave de corral que contrae el virus de la gripe aviar y que no presenta sintomas y/o que actla como
portadora del virus ha contraido la enfermedad de la gripe aviar. Un ave de corral contrae el virus de la gripe aviar
cuando el virus esta en el cuerpo del ave de corral.

[0131] Como se usa en el presente documento, se previene una enfermedad antes o después de que las aves de
corral se hayan expuesto a la enfermedad, si (1) se administra una composiciéon de medicamento a un animal
internamente (por ingestion, inhalacién, inyeccion, etc.), tdpicamente (en la piel para su absorcién en el cuerpo), o
de otro modo, y si (2) la composiciéon del medicamento evita que las aves de corral contraigan la enfermedad y
experimenten sintomas normalmente asociados con la enfermedad, o, si las aves de corral contraen la enfermedad
y experimentan o no experimentan en diversos grados de gravedad algunos o todos los sintomas normalmente
asociados con la enfermedad, las aves de corral se recuperan de la enfermedad hasta alcanzar un estado saludable
normal. De manera similar, el riesgo de propagacion de la gripe aviar se reduce si se reduce la propagacion del
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virus por parte de las aves de corral (por ejemplo, titulos de diseminacion reducidos) independientemente de si las
aves de corral sobreviven a la infeccion con el virus de la gripe aviar. Como se ha comentado antes, uno de los
objetivos principales de la presente invencion es detener o reducir la propagacién de la gripe aviar, reduccién que
puede abordarse mediante la reduccion de la transmisién a partir de aves de corral infectadas a otros animales o
humanos.

[0132] Como se usa en el presente documento, una enfermedad se trata si una composicién de medicamento se
administra a aves de corral después de que las aves de corral hayan contraido una enfermedad. Como se ha
sefialado anteriormente, un ave de corral que contrae una enfermedad puede presentar o0 no sintomas asociados
con la enfermedad.

[0133] Los sintomas producidos en las aves de corral por la gripe aviar varian desde una enfermedad leve hasta
una forma "altamente patdgena" altamente contagiosa y rapidamente mortal de la enfermedad que puede producir
epidemias graves. La gripe aviar altamente patdgena se caracteriza por un inicio repentino, grave y muerte rapida,
y una mortalidad que puede acercarse al 100%.

[0134] Por "kit" se entiende cualquier fabricacion (por ejemplo, un envase o un contenedor) que comprende al
menos un reactivo, por ejemplo, un tampén de pH de la invencién. El kit puede publicitarse, distribuirse o venderse
como una unidad para realizar los métodos de la presente invencion. Ademas, los kits pueden contener un
prospecto que describe el kit y los métodos para su uso. Cualquiera o todos los reactivos del kit se pueden
proporcionar dentro de contenedores que los protegen del ambiente externo, como en contenedores 0 bolsas
sellados.

[0135] La practica de la presente invencion puede emplear, a menos que se indique lo contrario, técnicas y
descripciones convencionales de quimica organica, tecnologia de polimeros, biologia molecular (incluyendo
técnicas recombinantes), biologia celular, bioquimica e inmunologia, que estan dentro de la habilidad de la técnica.
Dichas técnicas convencionales incluyen sintesis de matriz polimérica, hibridacién, ligamiento y deteccion de
hibridacion usando una etiqueta. Se pueden obtener ilustraciones especificas de técnicas adecuadas haciendo
referencia a los ejemplos anteriores en este documento. Sin embargo, también se pueden utilizar otros
procedimientos convencionales equivalentes. Dichas técnicas y descripciones convencionales se pueden encontrar
en manuales de laboratorio estandar como Genome Analysis: A Laboratory Manual Series (Vols. I-1V), Using
Antibodies: A Laboratory Manual, Cells: A Laboratory Manual, PCR Primer: A Laboratory Manual y Molecular
Cloning: A Laboratory Manual (todos de Cold Spring Harbor Laboratory Press), Stryer, L. (1995) Biochemistry (42
ed.) Freeman, N.Y., Gait, "Oligonucleotide Synthesis: A Practical Approach” 1984, IRL Press, Londres, Nelson y
Cox (2000), Lehninger, Principles of Biochemistry 32 ed., W.H. Freeman Pub., Nueva York, N.Y. y Berg et al. (2002)
Biochemistry, 52 ed., W.H. Freeman Pub., Nueva York, N.Y.

[0136] En una forma de realizacién ventajosa, los contenedores del kit pueden incluir ademas un vehiculo
farmacéuticamente aceptable. El kit puede incluir ademas un diluyente estéril, que preferiblemente se almacena en
un recipiente adicional separado. En otra forma de realizacién, el kit comprende ademas un prospecto que
comprende instrucciones impresas que indican el uso de un tratamiento combinado de un tampo6n de pH y el agente
anti-AlV como un método para tratar la gripe aviar en un sujeto. El kit también puede comprender contenedores
adicionales que comprenden agentes antigripales adicionales (por ejemplo, amantadina, rimantadina y oseltamivir),
agentes que potencian el efecto de dichos agentes u otros compuestos que mejoran la eficacia o la tolerabilidad
del tratamiento.

LISTADO DE SECUENCIAS

[0137]
<110> Colorado State University Research Foundation
<120> SILENCIAMIENTO DE ARNIP MEDIADO POR E. COLI DE LA GRIPE AVIAR EN POLLOS
<130> 2076.35.PR2C

<140> 14/604,252
<141> 23-01-2015

<160> 18
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<170> versién de Patentin 3.5

<210>1

<211>19

<212> ADN

<213> Virus de la gripe

<400> 1
ggaitcttatt tcttcggag 19

<210>2

<211>19

<212> ADN

<213> Virus de la gripe

<400> 2
gcaattgagg agtgcctga 19

<210> 3

<211>19

<212> ADN

<213> Virus de la gripe

<400> 3
ctccgaagaa ataagatcc 19

<210>4

<211>19

<212> ADN

<213> Virus de la gripe

<400> 4
tcaggcactc ctcaattgc 19

<210>5

<211> 47

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> NP del virus de la gripe con secuencia de ARNhc.

<400> 5
ggatcttatt tcttcggagt tcaagagact ccgaagaaat aagatcc 47

<210> 6

<211>57

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> NP del virus de la gripe con secuencias de ARNhc y cola poli-T.

<400> 6
goatcttatt tcttcggagt tcaagagact ccgaagaaat aagatccttt tittttt

<210>7

<211> 47

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> PA de la gripe con secuencia de ARNhc.

<400> 7

gcaattgagg agtgcctgat tcaagagatc aggcactcct caattge 47

<210>8

<211> 57

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Virus de la gripe PA con secuencias de ARNhc y cola poli-T.

<400> 8
gcaattgagg agtgcctgat tcaagagatc aggcactcct caattgcttt ttttttt

<210>9

<211>10

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia en horquilla.

<400>9
ttcaagagat 10

<210>10

<211>10

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de cola poli-T.

<400> 10
tetttttttt 10

<210>11

<211>19

<212> ADN

<213> Virus de la gripe

<400> 11
gatctgttcc accattgaa 19

<210> 12

<211>19

<212> ADN

<213> Virus de la gripe

<400> 12
cgggactcta gcatactta 19

<210> 13

<211>19

<212> ADN

<213> Virus de la gripe

<400> 13
ttcaatggtg gaacagatc 19
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<210> 14

<211>19

<212> ADN

<213> Virus de la gripe

<400> 14
tcaggcactc ctcaattgc 19

<210> 15

<211> 47

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> PB1 del virus de la gripe con secuencia de ARNhc.

<400> 15
gatctgttcc accattgaat tcaagagatt caatggtgga acagatc 47

<210> 16

<211> 57

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> PBL1 del virus de la gripe con secuencias de ARNhc y cola poli-T.

<400> 16
gatctgttcc accattgaat tcaagagatt caatggtgga acagatcttt ttttttt 57

<210> 17

<211> 47

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> PB2 del virus de la gripe con secuencia de ARNhc.

<400> 17
cgggactcta gcatacttat tcaagagata agtatgctag agtcccg 47

<210>18

<211>57

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de PB2 de la gripe con secuencias de ARNhc y cola poli-T.
<400> 18

cgggactcta gcatacttat tcaagagata agtatgctag agtcccgttt ttttttt 57
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REIVINDICACIONES

1. Bacteria E. coli no patdgena que comprende un vector procariético, donde dicho vector comprende una molécula
de ADN que codifica uno o0 mas ARNip y un promotor para controlar la transcripcion del ARNip, donde los ARNip
interfieren con una o mas moléculas de ARN viral de gripe aviar y donde la bacteria esta disefiada para expresar al
menos un factor de invasion.

2. Bacteria E. coli no patégena segun la reivindicacion 1 donde el factor de invasion es al menos un gen inv y al
menos un gen hlyA.

3. Bacteria E. coli no patégena segin cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2 donde el ARNip interfiere con un
ARNmM de NP, PA, PB1 o PB2.

4. Bacteria E. coli no patégena segun cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2 donde el ARNip comprende una
secuencia seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID No. 1, SEQ ID No. 2, SEQ ID NO. 3, SEQ ID NO. 4,
SEQ ID NO. 11, SEQ ID NO. 12, SEQ ID NO. 13y SEQ ID NO. 14.

5. Bacteria E. coli no patégena segun cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2 donde el vector procaridtico es un
plasmido que codifica un transcrito que comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID
No. 5, SEQ ID No. 7, SEQ ID No. 15y SEQ ID No. 17.

6. Bacteria E. coli no patdégena segun cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2 donde el promotor es seleccionado
del grupo que consiste en un promotor T7, un promotor T3 y un promotor SP6.

7. Bacteria E. coli no patégena segin cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2 donde el ARNip reconoce una
secuencia conservada, donde la secuencia conservada esta compartida por una pluralidad de subtipos de gripe
aviar.

8. Bacteria E. coli no patégena segun cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2 donde el vector procaridtico es un
plasmido que codifica el gen inv y el gen hlyA.

9. Composiciéon farmacéutica que comprende la bacteria E. coli no patégena segun cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 8.

10. Composicion farmacéutica segun la reivindicacion 9, donde la composicion es adecuada para la administracion
intranasal o por pulverizacién como un aerosol adecuado para la inhalacion.

11. Composicion farmacéutica segun cualquiera de las reivindicaciones 9 o 10, que comprende una pluralidad de
poblaciones de bacteria E. coli donde cada poblaciéon de E. coli esta disefiada para expresar una molécula de ARNip
diferente que interfiere con una 0 mas moléculas de ARN viral de gripe aviar.

12. Composicion farmacéutica que comprende una primera bacteria E. coli no patégena segun cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 8 y una segunda bacteria E. coli no patégena segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8,
donde la primera bacteria E. coli no patégena comprende un vector procariético, donde dicho vector comprende
una molécula de ADN que codifica un promotor y un primer ARNip, donde el primer ARNip codificado interfiere con
una 0 mas moléculas de ARN viral de gripe aviar y el promotor controla la transcripcion del primer ARNip, donde la
segunda bacteria E. coli no patdégena comprende un vector procaridtico, donde dicho vector comprende una
molécula de ADN que codifica un promotor y un segundo ARNip, donde el segundo ARNip codificado interfiere con
una molécula de ARN viral de gripe aviar diferente y el promotor controla la transcripcion del segundo ARNip, las
bacterias primera y segunda en un portador farmacéuticamente aceptable.

13. Composicién farmacéutica segun la reivindicacion 12 donde la primera secuencia de ARNip codificada
comprende SEQ ID No. 3 y la segunda secuencia de ARNip codificada comprende SEQ ID No. 4.

14. Composicion farmacéutica segun cualquiera de las reivindicaciones 9 a 13, para usar en el tratamiento o la
reduccion del riesgo de propagacion de la gripe aviar en un ave o aves de corral.

15. Vector procaridtico segun la reivindicacion 1, donde el vector procariético es un plasmido que codifica uno o
mas ARNip, un promotor para controlar la transcripciéon de los ARNip y al menos un factor de invasién, donde los
ARNip interfieren con el ARNm de un virus de gripe aviar.
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16. Vector procariético segun la reivindicacion 15 donde el ARNip interfiere con un ARNm de NP, PA, PB1 o PB2.

17. Vector procariético segun la reivindicacion 15 donde el ARNip comprende una secuencia seleccionada del grupo

que consiste en SEQ ID No. 1, SEQ ID No. 2, SEQ ID NO. 3, SEQ ID NO. 4, SEQ ID NO. 11, SEQ ID NO. 12, SEQ
ID NO. 13y SEQ ID NO. 14.
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