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DESCRIPCIÓN 
 
Ensayo y medicamento 
 
Campo de la invención 5 
 
La presente divulgación se refiere a nuevos virus de interferencia defectuosos que son eficaces como agentes 
antivíricos. 
 
Antecedentes de la invención 10 
 
El genoma de la gripe A consiste en 8 segmentos de ARN monocatenario de sentido negativo (ARNv) en forma de 
complejos de ribonucleoproteína (RNP). Se requiere la inclusión de una copia de cada uno de los 8 segmentos para 
hacer una partícula de virus infecciosa. 
 15 
Durante el transcurso de la replicación vírica, pueden generarse genomas de progenie que contienen deleciones 
extensas. Al menos algunos de estos genomas truncados contienen las señales necesarias para empaquetar el ácido 
nucleico en partículas de virus. Sin embargo, los genomas truncados en sí mismos no pueden generar partículas de 
virus infecciosos y, por lo tanto, son funcionalmente defectuosos. Algunos genomas defectuosos son capaces de 
interferir con el crecimiento del virus parental del que derivaron. La capacidad de tales genomas de interferencia 20 
defectuosos (DI) para interferir con la replicación del virus ha llevado a sugerir que pueden usarse como base para un 
nuevo enfoque de la terapia antivírica. 
 
Las infecciones por el virus de la gripe pueden generar pequeños segmentos de ARN DI que pueden interferir con la 
replicación del virus. La mayoría de los ARN DI de la gripe tienen una deleción interna importante (aproximadamente 25 
el 80 %) y retienen las señales que actúan en cis necesarias para la replicación y el empaquetamiento en partículas 
de virus. El ARN DI se incorpora a una partícula de virus DI, pero la partícula de virus DI resultante no puede replicarse 
de forma autónoma ya que el ARN eliminado es incapaz de sintetizar la proteína normalmente codificada por el 
segmento de longitud completa. Por tanto, la replicación de un virus DI requiere la complementación por virus 
infecciosos. 30 
 
La replicación del genoma del virus de la gripe comienza con la síntesis de copias de sentido positivo (ARNc) de los 
segmentos de ARNv del virus infectante y estos a su vez se usan como moldes para la síntesis de nuevos ARNv. Los 
ARNv también se usan como molde para la transcripción de ARNm. A diferencia de la síntesis de ARNc, la síntesis 
de ARNm se inicia usando un cebador escindido del extremo 5' con protección terminal del ARNm hospedador y su 35 
síntesis termina antes del final del ARNv molde, antes de la poliadenilación. Por lo tanto, el ARNm difiere del ARNc en 
que tiene la extensión 5' derivada del cebador y en que está truncado y poliadenilado en el extremo 3'. Los extremos 
no codificantes de cada segmento son cruciales para la síntesis de ARN y contienen, conservadas, aproximadamente 
12 secuencias de nucleótidos (nt) en los extremos 5' que se complementan casi exactamente en los extremos 3'. 
 40 
La síntesis del ARN del virus de la gripe se lleva a cabo mediante una ARN polimerasa dependiente de ARN codificada 
por el virus presente dentro de cada complejo RNP que consiste en el ARNv o ARNc fuertemente asociado con la 
nucleoproteína (NP) del virus. La ARN polimerasa vírica comprende un heterotrímero de proteínas PB1, PB2 y PA, 
que están codificadas por los segmentos 2, 1 y 3 del ARNv, respectivamente. 
 45 
Se ha avanzado poco en la comprensión del mecanismo de interferencia de los virus DI generados por eliminación. 
Para los ARN DI generados por una deleción central, la interferencia con la síntesis de ARN podría implicar una 
competición específica entre el ARN DI del que deriva y el ARN genómico por un factor o factores víricos o del 
hospedador limitantes y/o el ARN DI mucho más corto puede tener una tasa de síntesis más rápida que su ARN 
genómico afín dándole una ventaja competitiva, aunque hay poca evidencia experimental para apoyar esto. 50 
 
La mayoría de los estudios de interferencia mediada por el virus de la gripe DI hasta la fecha se han realizado con 
preparaciones naturales y están comprometidos por la presencia de mezclas de varias secuencias de ARN 
defectuosas diferentes. Este problema se ha resuelto recientemente usando genética inversa para generar cepas de 
virus que contienen un ARN DI definido molecularmente (Dimmock et al. 2008). Uno de estos ARN DI es 1/317, 55 
derivado del segmento 1 de un virus de la gripe A aviar H7N7. Esto estaba presente en un virus no clonado que 
interfería con el empaquetamiento del ARN pero no tenía un efecto perceptible en la síntesis del ARN vírico (Duhaut 
y McCauley 1996). Aunque el 1/317 ARN DI clonado, administrado por vía intranasal como una partícula del virus de 
la gripe, tiene actividad protectora en ratones, era 100 veces menos activo que 1/244 ARN DI, derivado del segmento 
1 de un virus humano H1N1, en el mismo sistema de administración (Dimmock et al. 2008). La inoculación de ratones 60 
con el virus 1/244 DI confirió protección completa frente a un desafío letal con varios subtipos diferentes del virus de 
la gripe A (protección homóloga) (Dimmock et al. 2008). Sin embargo, se desconoce la base molecular de la protección 
por el virus 1/244 DI. Además de la protección contra los virus de la gripe A, el virus 1/244 DI también protege contra 
el virus heterólogo de la gripe B y un paramixovirus murino de manera dependiente de la dosis (Easton et al. 2011; 
Scott et al. 2011). La protección heteróloga (pero no homóloga) depende del interferón tipo I. 65 
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Scott et al. (Vaccine, Elsevier 29.38 (2011): 6584-6591) desvelan que el virus de la gripe de interferencia defectuoso 
confiere solo una protección de corta duración contra la enfermedad del virus de la gripe y proporciona evidencia de 
un papel para la inmunidad adaptativa en la protección mediada por el virus D1 in vivo. Noble et al. (Virology 210.1 
(1995): 9-19) desvelan la caracterización de ARN A/WSN de interferencia (D1) defectuosos putativos aislados de los 
pulmones de ratones protegidos de una infección respiratoria letal por el virus de la gripe A/WSN (H1N1). 5 
 
Sumario 
 
La presente invención proporciona un virus de la gripe A de interferencia defectuoso clonado o recombinante para su 
uso en un método de tratamiento o profilaxis de infecciones por virus respiratorios, 10 

 
en donde el virus de la gripe A de interferencia defectuoso clonado o recombinante comprende ARN derivado del 
segmento 1, 2 o 3, 
en donde dicho ARN comprende: 

 15 
(a) un ARN de entre 300 y 600 nucleótidos de longitud; 
(b) al menos 100 nucleótidos de los extremos 5' y 3' del segmento 1, 2 o 3; y 
(c) una deleción central de nucleótidos de dicho segmento; 

 
en donde dicho virus de la gripe de interferencia defectuoso es capaz de interferir con la producción de ARN de 20 
los segmentos 1, 2 y 3 de la gripe A y 
en donde dicho virus de la gripe de interferencia defectuoso no es 1/244. 

 
La presente invención ha identificado que la eficacia de un virus de la gripe A DI para interferir con la replicación del 
virus de la gripe A puede atribuirse a la capacidad del ARN del virus DI de interferir con la producción de ARN no solo 25 
del segmento del que deriva el ARN del virus DI, sino también de interferir con la producción de ARN de todos los 
segmentos 1, 2 y 3. Como tal, en el presente documento se desvelan nuevos métodos para identificar virus de 
interferencia defectuosos que pueden usarse como agentes antivíricos eficaces. También, los presentes inventores 
proporcionan novedosos virus de interferencia defectuosos. 
 30 
La presente divulgación también ha identificado que la producción de proteínas a partir del ARN del virus DI no es 
necesaria para la actividad de interferencia. En consecuencia, se desvela en el presente documento un ARN de virus 
DI en el cual el ARN del segmento eliminado se muta aún más para evitar la expresión de proteína, por ejemplo, por 
deleción o mutación de uno o más codones de iniciación AUG. 
 35 
En el presente documento se desvela un método para identificar un agente antivírico que comprende monitorizar la 
producción de ARN de los segmentos 1, 2 y 3 del virus de la gripe A en presencia de un ARN del virus de la gripe de 
interferencia defectuoso en la prueba, en donde un ARN de virus de interferencia defectuoso que interfiere con la 
producción de ARN de cada uno de los segmentos 1, 2 y 3 se identifica como un agente antivírico. 
 40 
También se desvela en el presente documento un virus de la gripe A de interferencia defectuoso clonado o 
recombinante que comprende ARN derivado del segmento 1, 2 o 3, en donde dicho ARN comprende: 
 

(a) un ARN de entre 300 y 600 nucleótidos de longitud; 
(b) al menos 100 nucleótidos de los extremos 5' y 3' del segmento 1, 2 o 3; 45 
(c) una deleción central de nucleótidos de dicho segmento; 

 
en donde dicho virus de la gripe de interferencia defectuoso es capaz de interferir con la producción de ARN de los 
segmentos 1, 2 y 3 de la gripe A. 
 50 
También se describe un agente antivírico identificado de acuerdo con la presente divulgación, o un virus de 
interferencia defectuoso de la invención para su uso en un método de tratamiento o profilaxis de la infección por gripe 
A. 
 
También se desvela en este documento un ARN de virus de interferencia defectuoso, en donde el ARN está mutado 55 
para evitar la expresión de cualquier proteína codificada, por ejemplo, en donde uno o más codones de iniciación AUG 
están mutados. Un virus DI tal puede usarse en un método de tratamiento o profilaxis de la infección por gripe A. 
 
Descripción de las figuras 
 60 

FIGURA 1. Diagrama esquemático de 1/244 ARN DI de la gripe y otros ARN expresados a partir de plásmidos. 
Los números indican las posiciones de los nucleótidos de los diversos puntos de ruptura en los ARN del genoma 
eliminado usados en el estudio (sentido positivo, 5' a 3'). Las flechas continuas indican los cebadores usados en 
los ensayos de extensión de cebadores para los análisis de ARNc y ARNm y las flechas discontinuas indican los 
cebadores usados para los análisis de ARNv. El recuadro negro en el segmento 1-GFP ARN indica la posición del 65 
gen indicador GFP. 
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FIGURA 2. Análisis de transferencia Northern de los ARN víricos de la gripe producidos en ausencia y en presencia 
de ARN DI de la gripe. Se transfectaron células 293T con cantidades crecientes del plásmido 1/244 DI Poll (0, 0,1, 
0,5 y 1,0 µg) y una cantidad constante de los plásmidos necesarios para la expresión del virus A/WSN infeccioso 
(véase el texto). Después de la transfección, las células se cocultivaron con células MDCK. El ARN se extrajo de 
células cocultivadas y de partículas de virus de la gripe purificadas a partir de fluidos de cultivo. (a) El ARN extraído 5 
de los lisados celulares (panel superior) y las partículas de virus de los sobrenadantes (panel inferior) a los 1, 2 y 
3 días posteriores al cocultivo se analizaron con sondas específicas para el segmento 1 ARN y 1/244 ARN DI y 
para el segmento 7 de ARNv. Los tamaños de los marcadores de ARN se muestran a la izquierda y la identidad 
de cada especie de ARN se muestra a la derecha. (b) Infectividad de A/WSN en sobrenadantes celulares medida 
mediante ensayo de microplaca. Se muestran las infectividades en 1 (■), 2 (▲) y 3 (●) días después del cocultivo. 10 
Los datos muestran la media de 2 experimentos independientes representando la barra el intervalo. (c) El ARN del 
lisado celular y el ARN del virión extraídos el día 3 también se analizaron con sondas específicas para el segmento 
2 y de segmento 7 de ARN. (d) Comparación de la relación del segmento 1 de ARN en viriones: células 
transfectadas en los días 2 (■) y 3 (●) y del segmento 2 de ARN en viriones: células transfectadas el día 3 (▼). 
Los datos se normalizaron frente a los niveles del segmento 7 y se expresaron como una fracción de la relación 15 
virión: ARN celular en ausencia de 1/244 ARN DI. 
FIGURA 3. Ensayo de fluorescencia para determinar la expresión del segmento 1 de gripe en presencia de ARN 
DI de la gripe u otros ARN de gripe de longitud completa. Las células 293T se transfectaron con el plásmido 
segmento 1-GFP, plásmidos que expresan proteínas PB1, PB2, PA y NP y cantidades crecientes de un plásmido 
Poll adicional que expresa un ARN DI (1/244, 2/265 o 3/262) o un ARNv completo (segmento 4 o 6). Dos días 20 
después de la transfección, las células se examinaron en busca de fluorescencia. (a) Pares de imágenes de 
monocapa celular tomadas por microscopía de contraste de fase (izquierda) y epifluorescencia (derecha). A la 
izquierda se muestra la cantidad de cada plásmido que expresa los diversos ARN usados como inhibidores 
putativos. Las células control (arriba) se transfectaron con un vector vacío (1 µg). (b) Cuantificación de la 
fluorescencia en células generadas en presencia de plásmidos transfectados que expresan 1/244 ARN (columnas 25 
negras) y segmento 6 de ARN (columnas blancas). Las columnas muestran la media de 3 experimentos 
independientes y las barras son errores estándar de la media. Los análisis estadísticos se realizaron usando una 
prueba de la t de Student de dos colas y se muestran los valores de p para comparaciones específicas. 
FIGURA 4. Análisis de la síntesis de ARN dirigida al segmento 1 de gripe por extensión de cebador en presencia 
de ARN DI de la gripe o segmento 6 de ARN. Las transfecciones se llevaron a cabo como se describe para la 30 
Figura 3. Análisis de extensión de cebadores de los niveles de ARN vírico dirigidos por el segmento 1-GFP en 
ausencia o en presencia de una cantidad creciente de plásmidos que codifican 1/244 ARN DI (a) o segmento 6 del 
genoma de ARNv (c). También se muestra el ARNr 5S detectado a partir de las mismas preparaciones de ARN y 
se usó como control interno. Los productos de extensión de imprimación se identifican a la izquierda de cada panel. 
En (b) y (d) se muestra la cuantificación de los niveles de ARN vírico de tres experimentos independientes mediante 35 
análisis de fosfoimagen. Los valores de las intensidades de las bandas se normalizaron frente al ARNr 5S relevante 
y se expresan como un porcentaje del valor máximo para cada ARN analizado. Los niveles basales de ARNv 
generados a partir del plásmido diana se restaron del total. Las barras de error representan el error estándar de la 
media de al menos 3 réplicas. ARNv (■), ARNm (▲) y ARNc (▼). 
FIGURA 5. Análisis de la síntesis de ARN dirigida al segmento 6 de gripe por extensión de cebador en presencia 40 
de 1/244 ARN DI de gripe. (a) Análisis de los niveles de ARN transcrito del segmento 6 del genoma en ausencia o 
presencia de una cantidad creciente de 1/244 ARN DI. En (b) se muestra la cuantificación de los niveles de ARN 
vírico de tres experimentos independientes mediante análisis de fosfoimagen. Los valores de las intensidades de 
las bandas se normalizaron frente al ARNr 5S relevante y se expresan como un porcentaje del valor máximo para 
cada ARN analizado. Los niveles basales de ARNv generados a partir del plásmido diana se restaron del total. Las 45 
barras de error representan el error estándar de la media de 3 experimentos independientes. ARNv (■), ARNm (▲) 
y ARNc (▼). 
FIGURA 6. El efecto de la gripe 1/244 ARN DI en el nivel de ARN transcrito de los segmentos 2 y 3 del genoma 
de la gripe. El análisis del ARN derivado del segmento 2 (panel a) y del segmento 3 (panel c) en presencia de 
cantidades crecientes de 1/244 ARN DI se llevó a cabo como se describe en la Figura 4. En (b) y (d) se muestra 50 
la cuantificación de los niveles de ARN vírico de dos experimentos independientes. Las barras de error representan 
el intervalo de datos para dos experimentos. ARNv (■), ARNm (▲) y ARNc (▼). 
FIGURA 7. El efecto de 1/244 ARN DI en sus propios niveles de ARN en presencia o ausencia del segmento 1-
GFP. El análisis de los niveles de ARN transcrito a partir de 1/244 ARN DI en presencia de 1,0 µg de segmento 1-
GFP (a) o en ausencia de cualquier otro ARN genómico (c) se llevó a cabo como se describe ara la Figura 4. La 55 
banda tenue indicada por (*) es el producto de extensión del plásmido de expresión pcDNA PB2 usado en la 
transfección. La cuantificación de los niveles de ARN vírico de tres experimentos independientes o el intervalo de 
dos réplicas para transfecciones sin plásmido segmento 1-GFP añadido se muestra en (b) y (d). Las barras de 
error representan el error estándar de la media (b) o el intervalo (d). ARNv (■), ARN de sentido positivo (ARNc + 
ARNm) (▲). 60 
FIGURA 8. Esquema de la inhibición específica de la síntesis de ARN efectuada por los segmentos 1, 2 o 3 de 
longitud completa por ARN de gripe de interferencia defectuosos derivados de los segmentos 1, 2 o 3. La síntesis 
de ARN llevada a cabo por el segmento de longitud completa 4 (no mostrado) o 6 no fue inhibida. Los recuadros 
sólidos en los ARN DI 1, 2 y 3 representan el elemento de interacción común, y los recuadros abiertos en los 
segmentos completos 1, 2 y 3 representan su contraparte. Este último está ausente del ARN 6 de longitud 65 
completa. 
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FIGURA 9. (a) Diagrama que muestra la relación del segmento 1 de ARN del genoma de la gripe y el segmento 1 
de 244 ARN DI. Los números indican las posiciones de los nucleótidos en función de la secuencia del segmento 1 
del genoma PR8 de la gripe de sentido positivo. Se muestran las posiciones de nucleótidos de los puntos de ruptura 
en el genoma de ARN DI. Los números debajo de los ARN indican las posiciones de nucleótidos del primer 
nucleótido de los codones de iniciación y terminación para los aminoácidos codificados por el ARNm transcrito a 5 
partir del segmento 1 y 244 ARN DI de longitud completa. El sombreado gris indica la secuencia codificante de 
PB2 y el sombreado negro indica un nuevo marco de lectura al que se accede después del punto de interrupción 
en 244 ARN DI. (b) Secuencia de 244 ARN DI en el sentido del ARNc que indica el marco de lectura abierto y la 
secuencia de proteína predicha en código de aminoácidos de una sola letra. El dominio de unión a PB1 de 35 restos 
de PB2 se indica con el recuadro gris oscuro y el dominio de interacción mitocondrial de 22 restos de PB2 se indica 10 
con el recuadro gris claro. La secuencia de aminoácidos encuadrada apareció de novo en dirección 3' de la deleción 
central que dio lugar a 244 ARN DI. Esta secuencia no surgió del ORF de PB2. Las tres mutaciones G→C en las 
posiciones de nucleótidos 30, 60 y 111 usadas para mutar los codones de iniciación AUG en el marco se muestran 
en negrita y subrayados. 
FIGURA 10. A. Transferencia Northern de ARN extraído de células infectadas con el virus 244 DI para detectar 15 
ARN de gripe de sentido positivo transcrito del segmento 1 del genoma. El carril 1 contiene ARN celular total. El 
carril 2 contiene ARN no poliadenilado. El carril 3 contiene ARNm poliadenilado. Se indican las posiciones de los 
marcadores de tamaño (nt). B. ARN víricos sintetizados por 244 AUG de inactivación génica ARN DI y 244 ARN 
DI. 48 h después de la transfección de plásmidos, el ARN se extrajo de las células con Trizol y se llevó a cabo un 
análisis de extensión del cebador. Los productos de transcripción se resolvieron en un gel de poliacrilamida al 6 % 20 
(p/v) que contenía urea 7 M en tampón TBE y se detectaron mediante imágenes de fósforo. El carril 1 muestra una 
escalera de tamaño de 100 nt, el carril 2 muestra el ARN producido en presencia de 244 ARN DI y el carril 3 
muestra el ARN producido en presencia de 244 AUG de inactivación génica de ARN DI. Se indican las posiciones 
de ARNv y ARNm. Se usó ARN ribosómico 5S como control para confirmar que se usaron cantidades similares de 
ARN total. 25 
FIGURA 11. Ensayo para la actividad de interferencia de 244 AUG de inactivación génica de ARN DI y 244 ARN 
DI basado en la inhibición de la expresión de fluorescencia por un segmento 1 de ARN de la gripe que expresa 
GFP. (a) Las células 293T se transfectaron con plásmidos que expresan el segmento 1-GFP ARN, plásmidos que 
expresan proteínas PB1, PB2, PA y NP y cantidades crecientes de plásmidos que expresan 244 AUG de 
inactivación génica ARN DI o ARN DI 244. Se examinó la fluorescencia de las células 2 días después de la 30 
transfección. (a) Las imágenes de la monocapa celular se registraron mediante microscopía de contraste de fase 
(izquierda de cada columna) y microscopía de epifluorescencia (derecha). La cantidad de plásmido que expresa el 
ARN DI se muestra a la izquierda. Las células control (arriba) se transfectaron con un vector DI vacío (1 µg). (b) 
Cuantificación de la fluorescencia generada en células en presencia de plásmidos transfectados que expresan el 
244 AUG de atenuación génica ARN DI (gris) y 244 ARN DI de tipo silvestre (ts) parental (blanco). Se muestra el 35 
intervalo de dos experimentos independientes. 
FIGURA 12. Protección de ratones frente a la gripe mediante tratamiento con virus 244 AUG de inactivación génica 
DI o virus 244 DI (1 µg cada uno). Los ratones se inocularon por vía intranasal con A/WSN solo (10 LD50, 1000 uff), 
A/WSN + virus 244 AUG de atenuación génica DI, A/WSN + virus 244 DI, A/WSN + virus 244 AUG de atenuación 
génica DI inactivado, A/WSN + virus 244 DI inactivado o solución salina sola (paneles a, b). Tres semanas después 40 
de la infección, los ratones se provocaron con una dosis alta de A/WSN (10.000 LD50) para determinar su estado 
inmunitario (paneles c, d). Paneles (a), (c), puntuación clínica media; paneles (b), (d), cambio en el peso medio. 
En (a) 244 DI + A/WSN, solo atenuación génica DI, solo 244 DI y simulado están todos ocultos bajo atenuación 
génica DI + A/WSN con una puntuación clínica de 1. 

 45 
Descripción detallada 
 
La invención ha identificado que la eficacia de un virus de la gripe A DI para interferir con la replicación del virus puede 
atribuirse a la capacidad del ARN del virus DI para interferir con la producción de ARN de cada uno de los segmentos 
1, 2 y 3 del virus de la gripe A. En consecuencia, la presente divulgación proporciona métodos para identificar virus DI 50 
que son eficaces como agentes antivíricos. Por lo tanto, la presente divulgación proporciona un método para identificar 
un agente antivírico mediante la determinación de si el ARN de gripe defectuoso de interferencia puede interferir con 
la producción de ARN de cada uno de los segmentos 1, 2 y 3 del virus de gripe A. Se identifica un ARN de virus de la 
gripe de interferencia defectuoso que es capaz de interferir con la producción de ARN de cada uno de los segmentos 
1, 2 y 3 para su incorporación en un agente antivírico. 55 
 
Los métodos de la presente divulgación pueden realizarse usando cualquier formato adecuado para el ensayo que 
permita el análisis de la producción de ARN de cada uno de los segmentos 1, 2 y 3 del virus de la gripe A. De acuerdo 
con los métodos de la presente divulgación, los ensayos pueden realizarse en un solo ensayo para controlar la 
producción de ARN de cada uno de los segmentos 1, 2 y 3. Alternativamente, pueden realizarse múltiples ensayos 60 
para controlar la producción de ARN de cada uno de los segmentos 1, 2 y 3 por separado o en cualquier combinación 
de los mismos. Por ejemplo, los ensayos pueden comprender un primer ensayo para monitorizar la producción de 
ARN de los segmentos 1 y 2 con un ensayo separado que se lleva a cabo para monitorizar la producción de ARN del 
segmento 3. De forma similar, la producción de ARN de los segmentos 2 y 3 puede ensayarse juntos, ensayándose 
la producción de ARN del segmento 1 por separado, o la producción de ARN de los segmentos 1 y 3 puede ensayarse 65 
juntos, ensayándose por separado la producción de ARN del segmento 2. Normalmente, una célula se transfecta con 
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uno o más plásmidos que expresan ARNv de los segmentos a analizar, por ejemplo, usando plásmidos que expresan 
ARNv de los segmentos 1, 2 y 3. 
 
Los ensayos se llevan a cabo en presencia de la maquinaria vírica y/o de la célula hospedadora relevante para permitir 
la producción de ARN de los segmentos 1, 2 y 3. Normalmente, los métodos de la presente divulgación se llevan a 5 
cabo usando una célula hospedadora. La célula hospedadora recibe los componentes necesarios para permitir la 
síntesis de ARN vírico. Normalmente, esto puede lograrse mediante la transfección de la célula con vectores o 
plásmidos adecuados que expresen las proteínas de la polimerasa de gripe A y la nucleoproteína del virus y, en 
particular, las proteínas PB1, PB2, PA y NP de la gripe A. Como se describió anteriormente, la célula normalmente se 
transfecta con plásmidos adicionales que expresan ARNv de los segmentos 1, 2 y 3. 10 
 
Cuando las proteínas estructurales de la gripe A no estén codificadas o proporcionadas, no se producirán partículas 
de virus. Sin embargo, los niveles de producción de ARN a partir de los segmentos pueden controlarse fácilmente. 
Esto puede realizarse a través de la detección directa de ARNv, ARNc o ARNm asociado a cada segmento. 
Alternativamente, pueden proporcionarse construcciones indicadoras, por ejemplo, puede proporcionarse un ARN 15 
diana de sentido negativo codificante tal como una construcción de gen indicador de segmento, codificando un 
indicador tal como la proteína verde fluorescente. Cuando los segmentos 1, 2 y 3 se evalúan en combinación de tal 
manera que dos o más segmentos se monitorizan al mismo tiempo y se usan genes indicadores, preferentemente, se 
usan diferentes genes indicadores para cada segmento. Cuando se usan genes indicadores, los ensayos comprenden 
monitorizar la expresión del gen indicador. Una reducción en la expresión del gen indicador, por ejemplo, demostrada 20 
por una reducción en la fluorescencia, indica que se ha reducido la producción de ARN a partir de la construcción del 
indicador de segmento. 
 
El ARN de virus de interferencia defectuoso para el análisis en los ensayos de la presente divulgación es normalmente 
ARN de virus de interferencia defectuoso derivado de la gripe A. Normalmente, el ARN del virus DI deriva del segmento 25 
1, 2 o 3 de la gripe A. En un aspecto de la presente divulgación, El ARN del virus DI se introduce en las células, por 
ejemplo, proporcionando un vector o plásmido que codifica el ARN del virus DI. En un aspecto alternativo, el ensayo 
puede realizarse infectando las células con partículas de virus DI. En aspectos preferidos de la presente divulgación, 
los virus DI ensayados de acuerdo con la presente divulgación son virus DI clonados. Alternativamente, el método 
puede usarse para ensayar una población heterogénea de virus DI, para identificar grupo o grupos que contengan 30 
virus DI de interés, para su posterior clonación y análisis. 
 
Las referencias a la inhibición generalmente se refieren a una reducción de al menos el 10 % en la producción de ARN 
vírico, ARNc o ARNm de cada segmento, normalmente al menos el 20 %, el 30 %, el 40 % o el 50 % de reducción en 
la producción de ARN vírico, ARNc o ARNm, preferentemente al menos el 60 %, el 70 %, el 80 % o el 90 %, 35 
preferentemente al menos el 95 %, el 97 %, el 98 % o el 99 % de reducción en la producción de ARN vírico, ARNc o 
ARNm. El ARN de virus de interferencia defectuoso que muestra los niveles más altos de inhibición de la síntesis vírica 
se usa lo más preferentemente como agentes antivíricos. 
 
De acuerdo con otro aspecto de la presente invención, se proporciona un virus de interferencia defectuoso para su 40 
uso como un agente antivírico. Los ARN de virus de interferencia defectuosos de la presente invención derivan de la 
gripe A. El ARN de gripe A de interferencia defectuoso puede derivar del segmento 1, 2 o 3. SEQ ID NO: 2, 3 y 4 
establecen las secuencias del segmento 1 del virus de gripe A para las cepas A/Puerto Rico/8/34(H1N1), A/Nueva 
York/463/2005(H3N2) y A/Países Bajos/178/1995(H3N2) respectivamente. SEQ ID NO 5, 6 y 7 representan el 
segmento 2 del virus de gripe A de A/Puerto Rico/8/34(H1N1), A/Nueva York/463/2005(H3N2) y A/Países 45 
Bajos/178/1995(H3N2) respectivamente. SEQ ID NO: 8, 9 y 10 representan secuencias del segmento 3 del virus de 
gripe A de A/Puerto Rico/8/34(H1N1), A/Nueva York/463/2005(H3N2) y A/Países Bajos/178/1995(H3N2) 
respectivamente. En todos los casos, estas secuencias se presentan en el sentido positivo (antigenoma) de 5' a 3'. 
Las secuencias también se representan como ADN. 
 50 
Las secuencias de oligonucleótido de SEQ ID NO: 2 a 10 proporcionan secuencias representativas para los segmentos 
1, 2 y 3 que pueden usarse para producir el ARN DI de acuerdo con la presente invención. Las supresiones se 
introducen en los segmentos como se describe con más detalle anteriormente. Existe un alto grado de identidad de 
secuencia entre los segmentos de cada cepa. Los segmentos 1, 2 o 3 de cualquier cepa de gripe A pueden usarse 
para diseñar y producir un virus DI. El segmento 1 para su uso de acuerdo con la presente invención para producir un 55 
virus DI puede tener una secuencia variante que tenga al menos el 80 %, el 85 %, el 90 % o el 95 % de homología 
con SEQ ID NO: 2, 3 o 4 en función de la identidad de nucleótidos en toda la secuencia. Un segmento 2 para su uso 
de acuerdo con la presente invención para producir un virus DI puede tener al menos el 80 %, el 85 %, el 90 % o el 
95 % de homología con SEQ ID NO: 5, 6 o 7 en función de la identidad de nucleótidos en toda la secuencia. Un 
segmento 3 para su uso de acuerdo con la presente invención para producir un virus DI puede tener al menos el 80 %, 60 
el 85 %, el 90 % o el 95 % de homología con SEQ ID NO: 8, 9 o 10 en función de la identidad de nucleótidos en toda 
la secuencia. 
 
Pueden usarse métodos convencionales en la técnica para determinar la homología. Por ejemplo, el paquete UWGCG 
proporciona el programa BESTFIT que puede usarse para calcular la homología, por ejemplo, usado en su 65 
configuración predeterminada (Devereux et al. (1984) Nucleic Acids Research 12, p387-395). Los algoritmos PILEUP 
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y BLAST pueden usarse para calcular la homología o alinear secuencias (tal como identificar restos equivalentes o 
secuencias correspondientes (normalmente en su configuración por defecto)), por ejemplo, como se describe en 
Altschul S. F. (1993) J Mol Evol 36:290-300; Altschul, S.F et al. (1990) J Mol Biol 215: 403-10. 
 
El programa informático para realizar análisis BLAST está públicamente disponible a través del National Center for 5 
Biotechnology Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Este algoritmo implica identificar primero un par de 
secuencias de alta puntuación (HSP) identificando palabras cortas de longitud W en la secuencia de consulta que 
coinciden o satisfacen alguna puntuación de umbral de valor positivo T cuando se alinean con una palabra de la misma 
longitud en una secuencia de base de datos. T se refiere al umbral de la puntuación de palabra adyacente (Altschul et 
al., anteriormente citado). Estos aciertos de palabra adyacente iniciales actúan como semillas para iniciar búsquedas 10 
para encontrar HSP que los contengan. Los aciertos de palabra se extienden en ambas direcciones a lo largo de cada 
secuencia hasta donde pueda aumentarse la puntuación de alineación acumulativa. Las extensiones de los aciertos 
de palabra en cada dirección se detienen cuando: la puntuación de alineación acumulativa queda fuera por la cantidad 
X de su valor máximo alcanzado; la puntuación acumulativa llega a cero o menos, debido a la acumulación de una o 
más alineaciones de restos con puntuación negativa; o se alcanza el final de una de las secuencias. Los parámetros 15 
del algoritmo BLAST W, T y X determinan la sensibilidad y la velocidad de la alineación. El programa BLAST usa por 
defecto una longitud de palabra (W) de 11, la matriz de puntuación BLOSUM62 (véase Henikoff y Henikoff (1992) 
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 10915-10919) alineaciones (B) de 50, expectativa (E) de 10, M=5, N=4 y una 
comparación de ambas cadenas. 
 20 
El algoritmo BLAST realiza un análisis estadístico de la similitud entre dos secuencias; véase, por ejemplo, Karlin y 
Altschul (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 5873-5787. Una medida de la similitud proporcionada por el algoritmo 
BLAST es la probabilidad de suma más pequeña (P(N)), que proporciona una indicación de la probabilidad por la que 
sucedería una coincidencia entre dos secuencias de aminoácidos por casualidad. Por ejemplo, una secuencia se 
considera similar a otra secuencia si la probabilidad de suma más pequeña en comparación de la primera secuencia 25 
con la segunda secuencia es menos de aproximadamente 1, preferentemente menos de aproximadamente 0,1, más 
preferentemente menos de aproximadamente 0,01 y lo más preferentemente menos de aproximadamente 0,001. 
 
El ARN del virus de la gripe de interferencia defectuoso comprende secuencias del segmento 1, 2 o 3 que comprenden 
al menos una parte de la región 5' y una parte de la región 3' del segmento y que tiene una o más deleciones en la 30 
parte central del segmento. Las secuencias en el extremo 5' y el extremo 3' del segmento están preferentemente 
intactas, es decir, representan secuencias contiguas desde los extremos 5' y 3' del segmento. Las regiones del extremo 
5' y el extremo 3' se seleccionan para retener las señales que actúan en cis requeridas para la replicación y el 
empaquetamiento en partículas de virus. Normalmente, el ARN del virus de interferencia defectuoso incluirá al menos 
100 nucleótidos hasta 500 nucleótidos de longitud desde el extremo 5' del segmento, preferentemente hasta 35 
400 nucleótidos de longitud, preferentemente hasta 300 nucleótidos de longitud, preferentemente hasta 
250 nucleótidos de longitud, tal como entre 100 y 250 nucleótidos de longitud, de 100 a 220 nucleótidos de longitud o 
de 120 a 220 nucleótidos de longitud, digamos de 150 a 220 nucleótidos de longitud desde el extremo 5' del segmento. 
 
De forma similar, normalmente el ARN del virus de interferencia defectuoso comprende el extremo 3' del segmento 40 
que comprende una secuencia contigua desde el extremo 3', que comprende normalmente al menos 100 nucleótidos 
hasta 500 nucleótidos del extremo 3' del segmento, preferentemente 150 nucleótidos hasta 400 nucleótidos, tales 
como 150 nucleótidos hasta 280 nucleótidos del extremo 3' del segmento. La supresión comprende la supresión de 
una parte central del segmento, normalmente hasta 2.000 nucleótidos de longitud, normalmente al menos 
1.000 nucleótidos de longitud, al menos 1.500 nucleótidos de longitud, 1.800 nucleótidos de longitud, 45 
2.000 nucleótidos de longitud. 
 
Por lo tanto, el ARN de virus de interferencia defectuoso de acuerdo con la presente invención tiene normalmente una 
longitud total de entre 300 nucleótidos y 600 nucleótidos, normalmente 300 nucleótidos hasta 500 nucleótidos, 
preferentemente entre 380 nucleótidos hasta 480 nucleótidos de longitud. 50 
 
Los virus de interferencia defectuosos de acuerdo con la presente invención se caracterizan por su capacidad para 
interferir con la producción de ARN de los segmentos 1, 2 y 3 del virus de la gripe A. Los ensayos de la actividad del 
virus pueden realizarse de acuerdo con los métodos descritos en el presente documento. 
 55 
Normalmente, el ARN del virus de interferencia defectuoso para su incorporación en la partícula de virus se produce 
por medios recombinantes. Pueden usarse técnicas recombinantes convencionales para introducir deleciones en los 
segmentos 1, 2 o 3 del ARN. 
 
Alternativamente, el virus de interferencia defectuoso de la presente solicitud pueden ser virus clonados o 60 
recombinantes, por ejemplo, para proporcionar una preparación clonada o recombinante basada en un virus de 
interferencia defectuoso de origen natural. Por ejemplo, pueden tomarse muestras de individuos infectados, animales 
o identificar células por la presencia de partículas de virus defectuosas de interferencia. Dichos virus DI pueden 
examinarse para identificar la presencia de virus de interferencia defectuosos que inhiben la replicación vírica de cada 
uno de los segmentos 1, 2 y 3. El ARN DI de los virus después se aísla y se clona mediante técnicas recombinantes 65 
para proporcionar una preparación clonada de virus de interferencia defectuosos que tiene las características que 
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ahora se reivindican. 
 
El ARN del virus DI como se describe en el presente documento puede incorporarse en una partícula vírica para 
producir un virus DI para su uso como un agente antivírico. Dichas partículas de virus pueden producirse mediante la 
transfección de una célula con un plásmido o vector que expresa el ARN del virus DI y plásmidos o vectores que en 5 
combinación expresan los segmentos de ARN 1 a 8 de una gripe A. La expresión de ARN y proteína puede usarse 
para generar partículas víricas que comprenden el ARN del virus DI. Los métodos para generar virus de gripe DI 
clonados se describen, por ejemplo, en el documento WO2007/135420. 
 
De acuerdo con un aspecto preferido de la presente invención, el virus DI de la presente solicitud no es 1/244. 10 
 
Un virus DI identificado como agente antivírico o un virus DI de acuerdo con la presente invención puede usarse en 
un método para tratar una infección vírica en un sujeto y, en particular, para tratar la infección por gripe A en un sujeto. 
En este documento se desvela un método para prevenir o tratar la infección por gripe A en un sujeto, que comprende 
administrar al sujeto una cantidad eficaz de un virus DI identificado de acuerdo con la divulgación, o un virus DI de la 15 
invención como se describe anteriormente. 
 
La divulgación también proporciona un virus DI identificado de acuerdo con la divulgación, o de la invención, para su 
uso en un método para prevenir o tratar la infección por gripe A. La divulgación proporciona además el uso de un virus 
DI identificado de acuerdo con la divulgación, o de la invención, en la fabricación de un medicamento para prevenir o 20 
tratar la infección por gripe A. 
 
Los virus DI derivados de la gripe A también han demostrado ser eficaces en el tratamiento de infecciones víricas 
provocadas por otros virus, en particular, infecciones por virus respiratorios. Por lo tanto, un virus DI de acuerdo con 
la presente invención también puede usarse para el tratamiento de otras infecciones por virus respiratorios, incluyendo 25 
infecciones víricas causadas por virus de los paramixoviridae, tales como pneumovirus o metapneumovirus y virus 
provocados por virus de los orthomyoviridae. Los ejemplos de virus respiratorios que pueden tratarse de acuerdo con 
la presente invención incluyen el virus sincicial respiratorio humano, el metapneumovirus humano, el virus de la gripe 
B o de la gripe C. 
 30 
Normalmente, el individuo es un ser humano. El sujeto es normalmente un paciente, pero también puede ser un 
individuo en riesgo de infección. 
 
El virus DI de la invención puede usarse para tratar la infección por gripe A. En el caso de tratar, el sujeto tiene 
normalmente una infección por gripe A, es decir, se le ha diagnosticado una infección por gripe A, o se sospecha que 35 
tiene una infección por gripe A, es decir, muestra los síntomas de una infección por gripe A. El individuo también puede 
estar en riesgo de infección, y el virus DI se usa de forma profiláctica para prevenir o tratar la infección mediante la 
administración hasta 2 semanas, normalmente hasta 1 semana antes de la exposición a la gripe A. El sujeto es 
normalmente sintomático pero también puede ser asintomático. Como se usa en el presente documento, el término 
"tratar" incluye cualquiera de los siguientes: la prevención de una infección de gripe A o de uno o más síntomas 40 
asociados con una infección de gripe A; una reducción o prevención del desarrollo o progresión de la infección o los 
síntomas de gripe A; y la reducción o eliminación de una infección o síntomas de gripe A existentes. 
 
La terapia y la prevención incluyen, por ejemplo, aliviar, reducir, curar o al menos detener parcialmente los síntomas 
y/o complicaciones resultantes o asociadas a una infección de gripe A. Cuando se proporciona terapéuticamente, la 45 
terapia se proporciona normalmente en o poco después del inicio de un síntoma de una infección de la gripe A. Una 
administración terapéutica tal es normalmente para prevenir o mejorar la progresión de, o un síntoma de la infección, 
o para reducir la gravedad de un síntoma o infección tales. Cuando se proporcionan de manera profiláctica, el 
tratamiento generalmente se proporciona antes del inicio de un síntoma de una infección por gripe A. Una 
administración profiláctica tal es normalmente para prevenir la aparición de los síntomas de la infección. Los virus DI 50 
identificados de acuerdo con la presente divulgación o de la presente invención pueden administrarse para tratar o 
prevenir infecciones, antes de que una persona se infecte, pero cuando se sospecha o es probable que el individuo 
entre en contacto con el virus de la gripe A. Por ejemplo, el virus DI de la presente invención se puede administrar 
1 día, 3 días, 1 semana o hasta 2 semanas antes de la exposición a la gripe A. 
 55 
Las vías, las dosificaciones y los métodos de administración específicos del virus DI identificados de acuerdo con la 
divulgación o de la invención pueden determinarse de forma rutinaria por el médico facultativo. Estos se analizan con 
más detalle a continuación. Normalmente, se administra al sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz o 
profilácticamente eficaz del virus DI de la invención. Una cantidad profilácticamente eficaz es una cantidad que 
previene la infección por gripe A y/o la aparición de uno o más síntomas de la infección por gripe A. Una cantidad 60 
terapéuticamente eficaz es una cantidad eficaz para mejorar uno o más síntomas de la infección por gripe A. Una 
cantidad terapéuticamente eficaz suprime preferentemente uno o más síntomas de la enfermedad. Normalmente, una 
cantidad tal reduce la infección por gripe A o el título vírico en el sujeto. 
 
El virus DI de la invención puede usarse en combinación con una o más terapias destinadas a tratar al mismo sujeto. 65 
Por combinación se entiende que las terapias pueden administrarse simultáneamente, en una forma combinada o 
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separada, a un sujeto. Las terapias pueden administrarse por separado o secuencialmente a un sujeto como parte del 
mismo régimen terapéutico o profiláctico. Por ejemplo, el virus DI de la invención puede usarse en combinación con 
otra terapia destinada a inhibir la infección por gripe A o manejar un síntoma de la misma. La otra terapia puede ser 
una terapia general destinada a tratar o mejorar la condición de un sujeto con una infección de gripe A. 
 5 
El virus DI identificado de acuerdo con la divulgación o la invención puede administrarse al sujeto por cualquier medio 
adecuado. Normalmente el virus DI se administra a las vías respiratorias, normalmente por administración intranasal 
o intrabucal, inhalación o instilación. 
 
El virus DI de la invención puede formularse en composiciones farmacéuticas. Estas composiciones pueden 10 
comprender, además de uno de los virus DI anteriores, un vehículo o diluyente farmacéuticamente aceptable. Tales 
composiciones también pueden comprender otros excipientes, tampones, estabilizantes u otros materiales bien 
conocidos por aquellos expertos en la técnica. Dichos materiales no deben ser tóxicos y no deben interferir con la 
eficacia del virus DI. La naturaleza precisa del vehículo o diluyente puede depender de la vía de administración, por 
ejemplo, vías oral, intravenosa, cutánea o subcutánea, nasal, intramuscular, intraperitoneal. 15 
 
Las formulaciones orales incluyen dichos excipientes normalmente empleados como, por ejemplo, calidades 
farmacéuticas de manitol, lactosa, almidón, estearato de magnesio, sacarina sódica, celulosa, carbonato de magnesio 
y similares. Estas composiciones adoptan la forma de soluciones, suspensiones, comprimidos, pastillas, cápsulas, 
formulaciones de liberación sostenida o polvos y contienen del 10 % al 95 % de principio activo, preferentemente del 20 
25 % al 70 %. Cuando la composición farmacéutica está liofilizada, el material liofilizado puede reconstituirse antes de 
su administración, por ejemplo, una suspensión. La reconstitución se efectúa preferentemente en agua. Normalmente 
las formulaciones son adecuadas para la administración intranasal y pueden proporcionarse en forma de pulverizador 
nasal, gotas nasales, gel o polvo. 
 25 
Se administra una cantidad eficaz, tal como una cantidad terapéutica o profilácticamente eficaz, del virus DI. La dosis 
puede determinarse de acuerdo con diversos parámetros, especialmente de acuerdo con el virus DI usado; la edad, 
el peso y la condición del sujeto que se va a tratar; la vía de administración; y el régimen requerido. De nuevo, un 
médico será capaz de determinar la vía de administración y dosificación necesarias para cualquier sujeto particular. 
 30 
En otro aspecto de la presente divulgación, se proporciona un virus DI en donde el ARN del virus DI no es capaz de 
producir una proteína. Normalmente, esto se logra mediante la mutación del ARN del virus DI para retirar las 
secuencias de señalización requeridas para la expresión de proteínas. En un aspecto de la presente divulgación, esto 
se hace por deleción o sustitución de uno o más codones de iniciación AUG. Por ejemplo, el codón de iniciación puede 
estar mutado en una o más posiciones. En un aspecto, los presentes inventores describen la mutación de uno o más 35 
codones de iniciación a AUC y normalmente todos los codones de iniciación están mutados a AUC. 
 
El ARN del virus DI de la divulgación puede ser un virus DI conocido. En un aspecto preferido de la presente 
divulgación, el ARN del virus DI es 1/244 que incorpora una mutación de los codones de iniciación AUG. El virus DI 
puede incluir una o más mutaciones para mutar uno, más de uno o todos los codones de iniciación AUG en el virus 40 
DI. En el caso de 244 ARN DI, se introducen mutaciones en los codones de iniciación AUG presentes en las posiciones 
28 a 30, 58 a 60 y 109 a 111. Las mutaciones adecuadas incluyen la mutación de G a C, por ejemplo, en las posiciones 
30, 60 y 111 de 244 ARN DI. 
 
Pueden incorporarse mutaciones similares en otro ARN DI, particularmente, ARN DI derivado del virus de la gripe A. 45 
Dicho ARN DI puede aquel como se describe anteriormente. En particular, el ARN de gripe A de interferencia 
defectuoso puede derivar del segmento 1, 2 o 3. SEQ ID NO: 2, 3 y 4 establecen las secuencias del segmento 1 del 
virus de gripe A para las cepas A/Puerto Rico/8/34(H1N1), A/Nueva York/463/2005(H3N2) y A/Países 
Bajos/178/1995(H3N2) respectivamente. SEQ ID NO 5, 6 y 7 representan el segmento 2 del virus de gripe A de 
A/Puerto Rico/8/34(H1N1), A/Nueva York/463/2005(H3N2) y A/Países Bajos/178/1995(H3N2) respectivamente. SEQ 50 
ID NO: 8, 9 y 10 representan secuencias del segmento 3 del virus de gripe A de A/Puerto Rico/8/34(H1N1), A/Nueva 
York/463/2005(H3N2) y A/Países Bajos/178/1995(H3N2) respectivamente. En todos los casos, estas secuencias se 
presentan en el sentido positivo (antigenoma) de 5' a 3'. Las secuencias también se representan como ADN. 
 
Las secuencias de oligonucleótido de SEQ ID NO: 2 a 10 proporcionan secuencias representativas para los segmentos 55 
1, 2 y 3 que pueden usarse para producir el ARN DI de acuerdo con este aspecto de la presente divulgación. Las 
supresiones se introducen en los segmentos como se describe con más detalle anteriormente. Existe un alto grado de 
identidad de secuencia entre los segmentos de cada cepa. Los segmentos 1, 2 o 3 de cualquier cepa de gripe A 
pueden usarse para diseñar y producir un virus DI. El segmento 1 para su uso de acuerdo con este aspecto de la 
presente divulgación para producir un virus DI puede tener una secuencia variante que tenga al menos el 80 %, el 60 
85 %, el 90 % o el 95 % de homología con SEQ ID NO: 2, 3 o 4 en función de la identidad de nucleótidos en toda la 
secuencia. Un segmento 2 para su uso de acuerdo con este aspecto de la presente divulgación para producir un virus 
DI puede tener al menos el 80 %, el 85 %, el 90 % o el 95 % de homología con SEQ ID NO: 5, 6 o 7 en función de la 
identidad de nucleótidos en toda la secuencia. Un segmento 3 para su uso de acuerdo con este aspecto de la presente 
divulgación para producir un virus DI puede tener al menos el 80 %, el 85 %, el 90 % o el 95 % de homología con SEQ 65 
ID NO: 8, 9 o 10 en función de la identidad de nucleótidos en toda la secuencia. 
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Pueden usarse métodos convencionales en la técnica para determinar la homología. Por ejemplo, el paquete UWGCG 
proporciona el programa BESTFIT que puede usarse para calcular la homología, por ejemplo, usado en su 
configuración predeterminada (Devereux et al. (1984) Nucleic Acids Research 12, p387-395). Los algoritmos PILEUP 
y BLAST pueden usarse para calcular la homología o alinear secuencias (tal como identificar restos equivalentes o 5 
secuencias correspondientes (normalmente en su configuración por defecto)), por ejemplo, como se describe en 
Altschul S. F. (1993) J Mol Evol 36:290-300; Altschul, S.F et al. (1990) J Mol Biol 215: 403-10. 
 
El programa informático para realizar análisis BLAST está públicamente disponible a través del National Center for 
Biotechnology Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Este algoritmo implica identificar primero un par de 10 
secuencias de alta puntuación (HSP) identificando palabras cortas de longitud W en la secuencia de consulta que 
coinciden o satisfacen alguna puntuación de umbral de valor positivo T cuando se alinean con una palabra de la misma 
longitud en una secuencia de base de datos. T se refiere al umbral de la puntuación de palabra adyacente (Altschul et 
al., anteriormente citado). Estos aciertos de palabra adyacente iniciales actúan como semillas para iniciar búsquedas 
para encontrar HSP que los contengan. Los aciertos de palabra se extienden en ambas direcciones a lo largo de cada 15 
secuencia hasta donde pueda aumentarse la puntuación de alineación acumulativa. Las extensiones de los aciertos 
de palabra en cada dirección se detienen cuando: la puntuación de alineación acumulativa queda fuera por la cantidad 
X de su valor máximo alcanzado; la puntuación acumulativa llega a cero o menos, debido a la acumulación de una o 
más alineaciones de restos con puntuación negativa; o se alcanza el final de una de las secuencias. Los parámetros 
del algoritmo BLAST W, T y X determinan la sensibilidad y la velocidad de la alineación. El programa BLAST usa por 20 
defecto una longitud de palabra (W) de 11, la matriz de puntuación BLOSUM62 (véase Henikoff y Henikoff (1992) 
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 10915-10919) alineaciones (B) de 50, expectativa (E) de 10, M=5, N=4 y una 
comparación de ambas cadenas. 
 
El algoritmo BLAST realiza un análisis estadístico de la similitud entre dos secuencias; véase, por ejemplo, Karlin y 25 
Altschul (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 5873-5787. Una medida de la similitud proporcionada por el algoritmo 
BLAST es la probabilidad de suma más pequeña (P(N)), que proporciona una indicación de la probabilidad por la que 
sucedería una coincidencia entre dos secuencias de aminoácidos por casualidad. Por ejemplo, una secuencia se 
considera similar a otra secuencia si la probabilidad de suma más pequeña en comparación de la primera secuencia 
con la segunda secuencia es menos de aproximadamente 1, preferentemente menos de aproximadamente 0,1, más 30 
preferentemente menos de aproximadamente 0,01 y lo más preferentemente menos de aproximadamente 0,001. 
 
El ARN del virus de la gripe de interferencia defectuoso comprende secuencias del segmento 1, 2 o 3 que comprenden 
al menos una parte de la región 5' y una parte de la región 3' del segmento y que tiene una o más deleciones en la 
parte central del segmento. Las secuencias en el extremo 5' y el extremo 3' del segmento están preferentemente 35 
intactas, es decir, representan secuencias contiguas desde los extremos 5' y 3' del segmento. Las regiones del extremo 
5' y el extremo 3' se seleccionan para retener las señales que actúan en cis requeridas para la replicación y el 
empaquetamiento en partículas de virus. Normalmente, el ARN del virus de interferencia defectuoso incluirá al menos 
100 nucleótidos hasta 500 nucleótidos de longitud desde el extremo 5' del segmento, preferentemente hasta 
400 nucleótidos de longitud, preferentemente hasta 300 nucleótidos de longitud, preferentemente hasta 40 
250 nucleótidos de longitud, tal como entre 100 y 250 nucleótidos de longitud, de 100 a 220 nucleótidos de longitud o 
de 120 a 220 nucleótidos de longitud, digamos de 150 a 220 nucleótidos de longitud desde el extremo 5' del segmento. 
 
De forma similar, normalmente el ARN del virus de interferencia defectuoso comprende el extremo 3' del segmento 
que comprende una secuencia contigua desde el extremo 3', que comprende normalmente al menos 100 nucleótidos 45 
hasta 500 nucleótidos del extremo 3' del segmento, preferentemente 150 nucleótidos hasta 400 nucleótidos, tales 
como 150 nucleótidos hasta 280 nucleótidos del extremo 3' del segmento. La supresión comprende la supresión de 
una parte central del segmento, normalmente hasta 2.000 nucleótidos de longitud, normalmente al menos 
1.000 nucleótidos de longitud, al menos 1.500 nucleótidos de longitud, 1.800 nucleótidos de longitud, 
2.000 nucleótidos de longitud. 50 
 
Por lo tanto, el ARN de virus de interferencia defectuoso de acuerdo con este aspecto de la presente divulgación tiene 
normalmente una longitud total de entre 300 nucleótidos y 600 nucleótidos, normalmente 300 nucleótidos hasta 
500 nucleótidos, preferentemente entre 380 nucleótidos hasta 480 nucleótidos de longitud. 
 55 
Normalmente, el ARN del virus de interferencia defectuoso para su incorporación en la partícula de virus se produce 
por medios recombinantes. Pueden usarse técnicas recombinantes convencionales para introducir deleciones en los 
segmentos 1, 2 o 3 del ARN, junto con mutaciones adicionales en uno o más de los codones de iniciación como se 
describe anteriormente. 
 60 
El ARN del virus DI como se describe en el presente documento puede incorporarse en una partícula vírica para 
producir un virus DI para su uso como un agente antivírico. Dichas partículas de virus pueden producirse mediante la 
transfección de una célula con un plásmido o vector que expresa el ARN del virus DI y plásmidos o vectores que en 
combinación expresan los segmentos de ARN 1 a 8 de una gripe A. La expresión de ARN y proteína puede usarse 
para generar partículas víricas que comprenden el ARN del virus DI. 65 
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Un virus DI de acuerdo con este aspecto de la presente divulgación puede usarse en un método para tratar una 
infección vírica en un sujeto, por ejemplo, para tratar la infección por gripe A en un sujeto. En este documento se 
desvela un método para prevenir o tratar la infección por gripe A en un sujeto, que comprende administrar al sujeto 
una cantidad eficaz de un virus DI de este aspecto de la divulgación como se describe en el presente documento. El 
virus DI de acuerdo con este aspecto de la divulgación también puede usarse para tratar otras infecciones víricas. 5 
 
La divulgación también proporciona un virus DI de este aspecto de la divulgación para su uso en un método para 
prevenir o tratar la infección por gripe A. La divulgación proporciona además el uso de un virus DI de este aspecto de 
la divulgación en la fabricación de un medicamento para prevenir o tratar la infección por gripe A. 
 10 
Los virus DI derivados de la gripe A también han demostrado ser eficaces en el tratamiento de infecciones víricas 
provocadas por otros virus, en particular, infecciones por virus respiratorios. Por lo tanto, un virus DI de acuerdo con 
este aspecto de la presente divulgación también puede usarse para el tratamiento de otras infecciones por virus 
respiratorios, incluyendo infecciones víricas causadas por virus de los paramixoviridae, tales como pneumovirus o 
metapneumovirus y virus provocados por virus de los orthomyoviridae. Los ejemplos de virus respiratorios que pueden 15 
tratarse de acuerdo con este aspecto de la presente divulgación incluyen el virus sincicial respiratorio humano, el 
metapneumovirus humano, el virus de la gripe B o de la gripe C. 
 
Normalmente, el individuo es un ser humano. El sujeto es normalmente un paciente, pero también puede ser un 
individuo en riesgo de infección. 20 
 
El virus DI de este aspecto de la divulgación puede usarse para tratar la infección por gripe A. En el caso de tratar, el 
sujeto tiene normalmente una infección por gripe A, es decir, se le ha diagnosticado una infección por gripe A, o se 
sospecha que tiene una infección por gripe A, es decir, muestra los síntomas de una infección por gripe A. El individuo 
también puede estar en riesgo de infección, y el virus DI se usa de forma profiláctica para prevenir o tratar la infección 25 
mediante la administración hasta 2 semanas, normalmente hasta 1 semana antes de la exposición a la gripe A. El 
sujeto es normalmente sintomático pero también puede ser asintomático. Como se usa en el presente documento, el 
término "tratar" incluye cualquiera de los siguientes: la prevención de una infección de gripe A o de uno o más síntomas 
asociados con una infección de gripe A; una reducción o prevención del desarrollo o progresión de la infección o los 
síntomas de gripe A; y la reducción o eliminación de una infección o síntomas de gripe A existentes. 30 
 
La terapia y la prevención incluyen, por ejemplo, aliviar, reducir, curar o al menos detener parcialmente los síntomas 
y/o complicaciones resultantes o asociadas a una infección de gripe A. Cuando se proporciona terapéuticamente, la 
terapia se proporciona normalmente en o poco después del inicio de un síntoma de una infección de la gripe A. Una 
administración terapéutica tal es normalmente para prevenir o mejorar la progresión de, o un síntoma de la infección, 35 
o para reducir la gravedad de un síntoma o infección tales. Cuando se proporcionan de manera profiláctica, el 
tratamiento generalmente se proporciona antes del inicio de un síntoma de una infección por gripe A. Una 
administración profiláctica tal es normalmente para prevenir la aparición de los síntomas de la infección. Los virus DI 
identificados de acuerdo con la presente divulgación o de este aspecto de la presente divulgación pueden 
administrarse para tratar o prevenir infecciones, antes de que una persona se infecte, pero cuando se sospecha o es 40 
probable que el individuo entre en contacto con el virus de la gripe A. Por ejemplo, el virus DI de este aspecto de la 
presente divulgación puede administrarse 1 día, 3 días, 1 semana o hasta 2 semanas antes de la exposición a la gripe 
A. 
 
Las vías, las dosificaciones y los métodos de administración específicos del virus DI identificados de acuerdo con la 45 
divulgación o de este aspecto de la divulgación pueden determinarse de forma rutinaria por el médico facultativo. Estos 
se analizan con más detalle a continuación. Normalmente, se administra al sujeto una cantidad terapéuticamente 
eficaz o profilácticamente eficaz del virus DI de este aspecto de la divulgación. Una cantidad profilácticamente eficaz 
es una cantidad que previene la infección por gripe A y/o la aparición de uno o más síntomas de la infección por gripe 
A. Una cantidad terapéuticamente eficaz es una cantidad eficaz para mejorar uno o más síntomas de la infección por 50 
gripe A. Una cantidad terapéuticamente eficaz suprime preferentemente uno o más síntomas de la enfermedad. 
Normalmente, una cantidad tal reduce la infección por gripe A o el título vírico en el sujeto. 
 
El virus DI de este aspecto de la divulgación puede usarse en combinación con una o más terapias destinadas a tratar 
al mismo sujeto. Por combinación se entiende que las terapias pueden administrarse simultáneamente, en una forma 55 
combinada o separada, a un sujeto. Las terapias pueden administrarse por separado o secuencialmente a un sujeto 
como parte del mismo régimen terapéutico o profiláctico. Por ejemplo, el virus DI de este aspecto de la divulgación 
puede usarse en combinación con otra terapia destinada a inhibir la infección por gripe A o manejar un síntoma de la 
misma. La otra terapia puede ser una terapia general destinada a tratar o mejorar la condición de un sujeto con una 
infección de gripe A. 60 
 
El virus DI de este aspecto de la divulgación puede administrarse al sujeto por cualquier medio adecuado. 
Normalmente el virus DI se administra a las vías respiratorias, normalmente por administración intranasal o intrabucal, 
inhalación o instilación. 
 65 
El virus DI de este aspecto de la divulgación puede formularse en composiciones farmacéuticas. Estas composiciones 
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pueden comprender, además de uno de los virus DI anteriores, un vehículo o diluyente farmacéuticamente aceptable. 
Tales composiciones también pueden comprender otros excipientes, tampones, estabilizantes u otros materiales bien 
conocidos por aquellos expertos en la técnica. Dichos materiales no deben ser tóxicos y no deben interferir con la 
eficacia del virus DI. La naturaleza precisa del vehículo o diluyente puede depender de la vía de administración, por 
ejemplo, vías oral, intravenosa, cutánea o subcutánea, nasal, intramuscular, intraperitoneal. 5 
 
Las formulaciones orales incluyen dichos excipientes normalmente empleados como, por ejemplo, calidades 
farmacéuticas de manitol, lactosa, almidón, estearato de magnesio, sacarina sódica, celulosa, carbonato de magnesio 
y similares. Estas composiciones adoptan la forma de soluciones, suspensiones, comprimidos, pastillas, cápsulas, 
formulaciones de liberación sostenida o polvos y contienen del 10 % al 95 % de principio activo, preferentemente del 10 
25 % al 70 %. Cuando la composición farmacéutica está liofilizada, el material liofilizado puede reconstituirse antes de 
su administración, por ejemplo, una suspensión. La reconstitución se efectúa preferentemente en agua. Normalmente 
las formulaciones son adecuadas para la administración intranasal y pueden proporcionarse en forma de pulverizador 
nasal, gotas nasales, gel o polvo. 
 15 
Se administra una cantidad eficaz, tal como una cantidad terapéutica o profilácticamente eficaz, del virus DI. La dosis 
puede determinarse de acuerdo con diversos parámetros, especialmente de acuerdo con el virus DI usado; la edad, 
el peso y la condición del sujeto que se va a tratar; la vía de administración; y el régimen requerido. De nuevo, un 
médico será capaz de determinar la vía de administración y dosificación necesarias para cualquier sujeto particular. 
 20 
Ejemplos 
 
Ejemplo 1 - ARN DI inhibe la producción de ARN de los segmentos 1, 2 y 3 
 
Materiales y métodos 25 
 
Plásmidos 
 
Los plásmidos que codifican los 8 segmentos génicos de la cepa A/WSN de A/WS/33 y los plásmidos que expresan 
las proteínas polimerasa y NP (Neumann et al. 1999), y el vector que expresaba 1/244 ARN DI (Figura 1) eran como 30 
se describió previamente (Duhaut y Dimmock 2002; Dimmock et al. 2008). El 1/244 ARN comprende 395 nt y derivó 
del segmento 1 de A/Puerto Rico/8/34 (H1N1). La diana del segmento 1, segmento 1-GFP, se creó amplificando el 
ORF de GFP mediante PCR a partir de pEGFP-N1 (Clontech) usando los cebadores 
5'ATGGTCTCTACTGATGGTGAGCAAGGGCGAG y 5'ATGAAGACAATCTCTTACTTGTACAGCTCGTCCA. El 
producto se insertó entre los sitios Bpil and Eco31/ de pPolI-220 (Duhaut y Dimmock 2000) de tal manera que el ORF 35 
de GFP está en marco con el ORF de PB2, dando el plásmido seg 1-GFP que expresa el segmento 1-GFP ARN 
(Figura 1). El indicador GFP conserva el extremo exacto 5' (220 nt) y 3' (48 nt) del segmento 1 y es afín a 1/244 ARN 
DI. Un segmento 2 DI (2/265; que comprende 452 nt en total con 265 nt del extremo 5' y 187 nt del extremo 3' del ARN 
afín de sentido negativo) se aisló de una preparación de virus DI A/equino/Newmarket/7339/79 (H3N8) (Figura 1) 
(Mann et al. 2006) por amplificación RT-PCR y posteriormente se clonó en un vector de expresión pPolI-SapIT 40 
(Subbarao et al. 2003). Un segmento 3 de ARN DI (3/262; que comprende 469 nt en total con 262 nt del extremo 5' y 
207 nt del extremo 3' del ARN afín de sentido negativo) se aisló de una preparación DI A/WSN y se amplificó y se 
clonó como se indicó anteriormente (Figura 1). Los ARN DI codificados por los diversos plásmidos retienen las 
secuencias de nucleótidos exactas de los extremos de los segmentos del genoma de los virus de los que derivaron y 
no contienen ninguna mutación en posiciones que se sabe que tienen un efecto sobre la replicación o el 45 
empaquetamiento. 
 
Transfección 
 
Se transfectaron células 293T humanas como se describió anteriormente (Dimmock et al. 2008). Brevemente, para el 50 
análisis de transferencia Northern, un pocillo de células 293T confluentes al 70 % en una placa de 12 pocillos se 
transfectó usando el reactivo de transfección TransIT LT1 (Mirus) con 8 plásmidos de expresión Poll que codifican 
plásmidos de ADNc y ARN sentido vírico para la expresión de proteínas PB2, PB1, PA y NP, con o sin pPolI-244. Las 
células transfectadas se incubaron después a 37 °C durante la noche antes de cocultivar con células MDCK en un 
matraz de 25 cm2. El ARN celular total se extrajo con 2 ml de reactivo Trizol por muestra (Invitrogen) los días 1, 2 y 3 55 
después del cocultivo, mientras que el líquido de cultivo de tejidos se recogió para la titulación del virus y la extracción 
de ARN. Los viriones se purificaron por ultracentrifugación. El ARN se extrajo con fenol/cloroformo y después se 
precipitó con etanol. Para las transfecciones, cada pocillo de una placa de 6 pocillos que contenía las células 293T 
confluentes al 70 % se transfectó con 1 µg de cada uno de los plásmidos de expresión de ADNc PB2, PB1, PA y NP 
más diversas cantidades de un plásmido DI o pPolI-NA junto con 1 µg de plásmido diana. Después de dos días de 60 
incubación a 37 °C, se descartó el sobrenadante y se extrajo el ARN con Trizol. 
 
Ensayo de infectividad 
 
Se infectaron monocapas de células MDCK en placas de 96 pocillos con sobrenadante que contenía A/WSN rescatado 65 
como se describe anteriormente (Scott et al. 2011). Después de 1 hora para la fijación del virus, la monocapa se lavó 
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con PBS y se incubó en medio de mantenimiento durante la noche a 33 °C. A continuación, las células se fijaron con 
formaldehído al 4 % (v/v), se lavaron y se bloquearon con leche en polvo al 5 % (p/v) en PBS. Las células infectadas 
se sondearon con un anticuerpo monoclonal específico para la HA de A/WSN en PBS que contenía Tween 20 al 0,1 %. 
Después del lavado, se añadió conjugado de fosfatasa alcalina-IgG anti-ratón de cabra (Sigma) en TBS que contenía 
Tween 20 al 0,1 % y las células infectadas se detectaron con cloruro de azul de nitrotetrazolio/BCIP (Sigma) en cloruro 5 
de magnesio tamponado con Tris y cloruro sódico (0,1 M, pH 9,5). El título de infectividad se determinó contando al 
menos 50 células teñidas positivamente (focos) a una dilución apropiada en cada uno de los pocillos por triplicado. Se 
determinó el número medio de recuentos para dar un título en unidades formadoras de focos (u.f.f.) ml-1. 
 
Extensión del cebador 10 
 
El ARN celular total se extrajo de las células con Trizol a las 48 h después de la transfección y se usó para el análisis 
de extensión del cebador (Rehwinkel et al. 2010). Dos µg de ARN total se mezclaron con cebadores marcados en el 
extremo 5' con [32P] y dNTP en un volumen total de 13 µl. La mezcla se calentó a 65 °C durante 5 min y se colocó en 
hielo durante 1 min. Se añadieron 2x tampón de primera hebra, DTT 20 mM y 100 U de transcriptasa inversa 15 
SuperScript III (Invitrogen) y se incubaron a 55 °C durante 1 h. La reacción se terminó calentando a 95 °C durante 
5 min con colorante de carga de gel II (Ambion). Los productos de transcripción se resolvieron en un gel de 
poliacrilamida al 6 % (p/v) que contenía urea 7 M en tampón TBE y se detectaron mediante imágenes de fósforo. Los 
cebadores usados se muestran en la Tabla 1 y las posiciones de estos en los diversos ARN diana se demuestran en 
la Figura 1. 20 
 
TABLA 1. Secuencias de los cebadores usados en este estudio. Los cebadores que contenían nucleótidos mixtos se 
diseñaron para la detección de ARN derivados de A/PR8 y A/WSN. Los cebadores indicados con un asterisco fueron 

tomados de (Rehwinkel et al. 2010). 
ARN diana Especificidad de cebador Secuencia de cebador 
Segmento 1-GFP ARNc/m GGACACGCTGAACTTGTGG 

ARNv AGATAAGAGGATAATGGAAATG 
DI 1/244 ARNc/m ATATGGTCCACKGTGGTTTTTG 

ARNv GGAGAAGACTGAGGGGATTC 
Segmento 2 (PB1) ARNc/m* TCCATGGTGTATCCTGTTCC 

ARNv* TGATTTCGAATCTGGAAGGA 
Segmento 3 (PA) ARNc/m* TGAGTGCATATTGCTGCAAAT 

ARNv* TTCTTATCGTTCAGGCTCTT 
Segmento 6 (NA) ARNc/m* TCCAGTATGGTTTTGAYTTCCR 

ARNv* TGGACTAGTGSGAGCATSAT 
ARNr 5S*  TCCCAGGCGGTCTCCCATCC 

 25 
Transferencia Northern 
 
Para la electroforesis en gel de glioxalagarosa se usaron diez µg de ARN celular total o el 50 % del rendimiento de 
ARN de virión purificado de cada muestra. El ARN se transfirió a una membrana Hybond-N (GE Healthcare) durante 
la noche usando 20x SSC. La membrana se coció después a 80 °C durante 2 h y se hibridó con sondas marcadas con 30 
digoxigenina (DIG) durante la noche. Las sondas del segmento 1, del segmento 2 y del segmento 7 marcados con 
DIG de sentido positivo de longitud completa se transcribieron in vitro en presencia de DIG-UTP (Roche) de productos 
de PCR que contienen un promotor T7. Para la detección se usó el sistema Roche con un fragmento de anticuerpo 
FAb conjugado con fosfatasa alcalina específica de digoxigenina y el sustrato CSPD quimioluminiscente. Las 
transferencias se expusieron a película de rayos X Fuji hasta que se alcanzó la densidad deseada y las bandas se 35 
cuantificaron mediante densitometría usando ImageJ (NIH). 
 
Cuantificación de células que expresan GFP 
 
Las células 293T se transfectaron con el plásmido que expresa segmento 1-GFP, plásmidos que expresan proteínas 40 
PB1, PB2, PA y NP y cantidades crecientes de un plásmido Poll adicional que expresa un ARN DI (1/244, 2/265 o 
3/262) o un RNA de longitud completa (segmento 4 o 6). Dos días después de la transfección, los cultivos se 
examinaron para determinar la expresión de GFP. Se tomaron imágenes digitales de las monocapas celulares 
mediante microscopía de epifluorescencia y contraste de fase. Se seleccionaron aleatoriamente cinco imágenes de 
fluorescencia de campo y se analizaron para la proporción del área visualizada que expresa GFP usando el software 45 
HCImage (Hamamatsu). La visualización detecta células que expresan un intervalo de niveles de GFP para incluir 
aquellas que pueden haber sido transfectadas con diferentes niveles de los plásmidos indicadores. Se calculó una 
media para dar el porcentaje del área positiva de GFP por monocapa. 

50 

E15701244
10-05-2022ES 2 913 063 T3



14 

Los presentes inventores han usado un sistema de rescate de plásmidos para generar una preparación del virus de la 
gripe en el cual 1/244 ARN DI era el único ARN DI presente (Dimmock et al. 2008). La derivación de 1/244 ARN DI del 
segmento 1 se muestra en la Figura 1. Esto se usó para investigar el efecto de cantidades crecientes de 1/244 ADN 
DI de en los niveles de segmentos 1, 2 y 7 de ARNv en células infectadas y partículas de virus purificadas en los días 
1-3 posteriores al cocultivo. Anteriormente se demostró que los ARNv de gripe solo son detectables cuando todos los 5 
componentes de la ARN polimerasa del virus están presentes, demostrando que los ARNv se generan por la 
polimerasa del virus (Duhaut y Dimmock 2002). El 1/244 ARN DI (395 nt) se observó solo en cultivos transfectados 
con el plásmido 1/244, confirmando que no se generaron otras secuencias de ARN DI del segmento 1 durante el 
experimento (Figura 2a). A medida que aumentaba la cantidad de ADN de plásmido 1/244 DI en la transfección, hubo 
una reducción progresiva en el nivel de ARNv del segmento 7 detectado en las células en cada uno de los tres días 10 
examinados. La reducción en el título de infectividad del virus observada con el aumento de plásmido 1/244 en cada 
uno de los 3 días confirmó que se estaba produciendo una interferencia mediada por 1/244 ARN DI (Figura 2b). A 
medida que aumentaba la entrada del plásmido 1/244 DI, el nivel de ARNv del segmento 1 dentro de las partículas de 
virus disminuyó drásticamente y fue indetectable cuando se transfectó 1 µg de plásmido 1/244 (Fig. 2a, panel inferior). 
La cuantificación mostró que en presencia de 1/244 ARN, la relación de ARNv del segmento 1: segmento 7 fueron 15 
considerablemente más bajos en los viriones que en los extractos celulares (Figura 2d). Esto estableció que 1/244 
ARN DI (derivado del segmento 1) actúa, al menos en parte, mediante la exclusión selectiva del ARNv del segmento 
1 de longitud completa de las partículas de virus de la progenie. El contenido de ARNv del segmento 2 de los viriones 
no se redujo en presencia de cantidades crecientes de plásmido 1/244 transfectado (Figura 2c, d), confirmando que 
la inhibición del empaquetamiento del segmento 1 por 1/244 ARN era específica y no se extendía a otros segmentos 20 
de ARN que codifican el componente de polimerasa. 
 
Los ARN DI del segmento 1, 2 o 3 inhiben la expresión génica del segmento 1 
 
Para separar los posibles efectos del ARN DI en la síntesis de ARN vírico del empaquetamiento del ARN, los presentes 25 
inventores idearon un ensayo de expresión de GFP en donde la transcripción y replicación de un ARN diana de sentido 
negativo que codifica GFP (segmento 1-GFP; Figura 1) se habilitaron por cotransfección de plásmidos que expresan 
proteínas PB1, PB2, PA y NP. Este sistema permite la síntesis de ARN vírico pero no la formación de partículas víricas 
ya que se omitieron los plásmidos que codifican proteínas estructurales clave (HA, NA, M1 y M2). Los efectos de los 
plásmidos codificantes de ARN DI cotransfectados se evaluaron mediante el control de la fluorescencia de GFP. En 30 
ausencia del plásmido que codifica la proteína PB2, no se detectó expresión de GFP (datos no mostrados). La Figura 
3a muestra que el plásmido 1/244 DI inhibió fuertemente la fluorescencia de una manera dependiente de la dosis en 
comparación con un cultivo transfectado con 1 µg de vector control vacío. La inhibición fue mucho menos marcada 
cuando las células se transfectaron con plásmidos que sintetizaron ARNv de segmento 4 o segmento 6 de longitud 
completa. La cuantificación mostró que 0,1 µg de plásmido 1/244 DI inhibían la fluorescencia de GFP en un 70 %, 35 
mientras que se requirió aproximadamente 10 veces más del plásmido del segmento 6 para producir un nivel similar 
de inhibición (61-69 %) (Figura 3b). El análisis estadístico mostró que el efecto inhibitorio de 1/244 ARN DI fue muy 
significativamente diferente a los efectos del segmento 6 de ARN (Figura 3b). Por lo tanto, 1/244 ARN DI inhibe 
fuertemente la expresión de un ARN diana del segmento 1. Otros ensayos mostraron que un ARN DI derivado del 
segmento 2 (2/265) y un ARN DI derivado del segmento 3 (3/262) también inhibieron fuertemente la fluorescencia de 40 
GFP de la diana derivadas del segmento 1, mientras que un ARNv de segmento 4 de longitud completa, como el ARNv 
de segmento 6 solo fue débilmente inhibidor (Figura 3a). En la concentración más alta de ADN plásmido usada (1 µg), 
el ARNv del segmento 4 redujo la expresión génica derivada del segmento 1 al 75 % del nivel de control, mientras que 
2/265 y 3/262 ARN DI redujeron la expresión al 2 % y al 6 % del control, respectivamente. 
 45 
1/244 ARN DI inhibe diferencialmente la síntesis de ARN de sentido positivo del segmento genómico 1, 2 y 3 
pero no del segmento 6 
 
La expresión de GFP del plásmido Poll del segmento 1-GFP depende de la transcripción del ARNv de sentido negativo 
en ARNm. Sin embargo, ARNv también es plantilla para ARNc, que a su vez actúa como plantilla para la producción 50 
de más ARNv. El ARNm del virus de la gripe tiene una extensión 5' de aproximadamente 12 nt escindidos del ARNm 
hospedador (Palese y Shaw 2007), por lo que los productos de ARNm y ARNc pueden distinguirse por tamaño. Usando 
un ensayo de extensión de cebador que detecta niveles de ARNv, ARNm y ARNc, los presentes inventores 
identificaron la etapa de la síntesis de ARN diana con la que interfiere 1/244 ARN DI (Figura 4a, c). Los niveles basales 
de ARNv sintetizados directamente a partir del ADN del plásmido transfectado se restaron de los valores presentados 55 
en los datos que se muestran en los paneles b y d de la Figura 4. Tomados en conjunto, los datos en la Figura 3 y la 
Figura 4 muestran que la reducción en el nivel de ARNm codificado por GFP del segmento 1 en presencia de 
cantidades crecientes de ARN DI se correlacionó positivamente con la reducción en la fluorescencia de GFP (R2 = 
0,90; datos no mostrados), confirmando que la fluorescencia era un marcador fiel de la síntesis de ARNm. La 
cuantificación de estos datos mostró que los niveles de ARNm y ARNc se vieron considerablemente más afectados 60 
que el ARNv en presencia de 0,1 µg a 0,5 µg de 1/244 plásmido de ADN (Figura 4b). La adición de 0,1 µg de ADN de 
plásmido 1/244 redujo los niveles de ARNm y ARNc al 13 % y al 10 % del control, respectivamente, mientras que el 
nivel de ARNv solo se redujo al 61 %. Sin embargo, con 1 µg de 1/244 ARN DI, los niveles de todos los ARN 
sintetizados de novo a partir del segmento 1 se redujeron en >99 %. Por lo tanto, 1/244 ARN DI tiene un efecto 
profundo en todos los ARN sintetizados a partir de la diana del segmento 1, pero afecta de manera diferente los niveles 65 
de ARN de cadena positiva y cadena negativa. 
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Para controlar la especificidad de acción del ARN inhibidor, los presentes inventores transfectaron un plásmido del 
segmento 6 (que codifica el gen NA) en el lugar del plásmido de ARN DI. Las Figuras 4c y 4d muestran que el ARN 
del segmento 6 fue significativamente menos eficaz inhibiendo la expresión de ARNm, ARNc y ARNv por el segmento 
1 diana que 1/244 ARN. Esto es consistente con el nivel más bajo de inhibición de la fluorescencia logrado por el ARN 5 
del segmento 6 (Figura 3a). Por lo tanto, 1/244 ARN DI redujo específicamente los niveles de ARNm, ARNc y ARNv, 
pero el segmento 6 no. 
 
Para determinar cómo afecta el ARN diana a la especificidad de la inhibición de la síntesis y acumulación de ARN 
mediada por ARN DI, los presentes inventores usaron el segmento 6 como diana. La Figura 5a muestra que la 10 
producción de ARNm por el segmento 6 no se vio afectada por 1/244 ARN DI incluso en la cantidad más alta de 
plásmido 1/244 DI transfectado (1 µg), mientras que los niveles de ARNc y ARNv se redujeron. La cuantificación de 
3 ensayos separados mostró que 0,5 µg de 1/244 ARN DI disminuyeron el ARNv codificado en el segmento 6 al 23 % 
y el ARNc al 32 % del valor de control (Figura 5b). 
 15 
Los datos descritos anteriormente demuestran que el 1/244 ARN DI derivado del segmento 1 afectó diferencialmente 
los niveles de ARN producidos a partir del segmento 1 y el segmento 6 del genoma. Dado que también hubo una 
interferencia entre segmentos entre los ARN DI 2/265 o 3/262 y la expresión de GFP por el segmento 1-GFP (Figura 
3a), los presentes inventores investigaron los efectos del 1/244 ARN DI en los niveles de ARN transcritos de los 
segmentos 2 y 3. Las células se transfectaron con diferentes cantidades de ADN plasmídico 1/244 DI, los plásmidos 20 
auxiliares codifican la polimerasa del virus y las proteínas NP y un plásmido que dirige la síntesis de ARNv de segmento 
2 o segmento 3 de longitud completa. La Figura 6 (a) y (c) muestra que 1/244 ARN DI redujo los niveles de los tres 
ARN sintetizados por el segmento 2 o 3. La inhibición de los ARN derivados del segmento 2 se parecía más a la 
observada con el segmento 1 diana (Figura 4a) que con el ARN del segmento 6 diana (Figura 5a). Hubo una mayor 
reducción en los niveles de ARNc y ARNm del segmento 2 que en su nivel de ARNv. Sin embargo, se requirió cuatro 25 
veces más ADN de plásmido 1/244 para reducir el nivel de ARNm del segmento 2 al 13 % del control de lo que se 
necesitó con el ARN diana del segmento 1. Hubo una reducción menos pronunciada de los niveles de ARNm, ARNc 
y ARNv con el segmento 3 diana. Los datos muestran claramente que 1/244 ARN DI reduce los niveles de ARNm 
sintetizados a partir de los segmentos 1, 2 y 3. 
 30 
1/244 ARN DI inhibe la síntesis de su propio ARNv de sentido negativo pero no su propio ARN de sentido 
positivo 
 
A la luz de la capacidad de 1/244 ARN DI para reducir diferencialmente el nivel de ARN codificados en el segmento 1, 
los presentes inventores investigaron si los niveles de los ARN de sentido positivo y negativo sintetizados a partir del 35 
1/244 ARN DI en el mismo sistema también se vieron afectados. Los geles usados para analizar estos ARN no 
pudieron separar el ARNc y el ARNm que migraron conjuntamente. Las figuras 7(a) y (b) muestran que en presencia 
de la diana segmento 1-GFP, los niveles de ARN de sentido positivo de 1/244 DI aumentaron a medida que 
aumentaban las cantidades de plásmido 1/244 DI transfectado. Por lo tanto, estos fueron máximos en las muestras 
en las que los niveles de ARNm y ARNc del segmento 1-GFP fueron mínimos (Figura 4a, b). Esto muestra claramente 40 
que 1/244 ARN DI no inhibe toda la transcripción dirigida por polimerasa de la gripe. Sin embargo, el nivel de ARNv 
específico de 1/244 DI fue reproduciblemente máximo con 0,1 µg de ADN de plásmido 1/244 y disminuyó al 13 % del 
valor máximo con 0,5 µg de plásmido y al 4 % con 1 µg de plásmido (Figura 7b), lo que demuestra que un alta 
concentración de 1/244 ARN DI reduce el nivel de su propio ARNv producido de novo. Cuando se tituló 1/244 de 
plásmido de ADN en células en ausencia de cualquier ARN diana, los niveles resultantes de 1/244 de ARN de sentido 45 
positivo y ARNv fueron similares a aquellos en presencia de ARN diana del segmento 1 (Figura 7c, d). 
 
Análisis 
 
A pesar de los muchos años dedicados a investigar los virus de la gripe DI, la comprensión del mecanismo de acción 50 
de la interferencia in vitro y la protección contra enfermedades in vivo sigue siendo difícil. Una hipótesis común es que 
el tamaño pequeño del ARN DI le permite competir con el genoma de longitud completa debido a una tasa de 
replicación más rápida y que la proporción de partículas de virus que contienen genomas DI simplemente refleja los 
niveles relativos de DI y genomas intactos presentes dentro de las células infectadas (Roux et al. 1991; Marriott y 
Dimmock 2010). Una segunda hipótesis es que el ARN DI tiene una ventaja al competir por un factor limitante vírico o 55 
del hospedador. Sin embargo, hay poca evidencia experimental para respaldar cualquiera de estas hipótesis con 
genomas DI en general y ninguna para el virus DI de la gripe. Más recientemente, una tercera hipótesis sugería que 
el ARN DI del virus de la gripe interfiere a nivel del empaquetamiento de los ARN genómicos en viriones (Duhaut y 
McCauley 1996). Además, lo que subyace a esto es la sospecha de que diferentes secuencias de gripe DI tienen 
diferentes propiedades biológicas (Duhaut 1998; Dimmock et al. 2008). Comprender el proceso de interferencia tiene 60 
el potencial de proporcionar nuevos enfoques para el desarrollo de nuevos antivíricos basados en genomas DI y el 
análisis a continuación indica cómo los datos presentados en este informe han mejorado nuestra comprensión de los 
virus de gripe DI. 

65 
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La Figura 2 muestra que 1/244 ARN DI interfiere específicamente con el empaquetamiento de su segmento 1 afín de 
longitud completa ARN en viriones nacientes. Por lo tanto, 1/244 ARN DI actúa de una manera específica del segmento 
similar a la informada para el segmento 1 derivado del 317 ARN DI en una población de virus no clonada enriquecida 
por pasaje de dilución límite (Duhaut y McCauley 1996) o para el virus 317 DI clonado (Duhaut y Dimmock 2002). Esto 
es consistente con los modelos actuales que sugieren que el empaquetamiento de los segmentos del genoma del 5 
virus de la gripe requiere la formación de conjuntos o complejos que consisten en una sola copia de cada segmento 
del genoma y que estos conjuntos actúan como una estructura única que se empaqueta en nuevas partículas de virus 
(Harris et al. 2006; Noda et al. 2006). Los datos de los presentes inventores indican que la competición por el 
empaquetamiento con el ARN genómico completo afín probablemente sea una característica común de todos los ARN 
DI del virus de la gripe y demuestra que el empaque preferencial del ARN DI enriquece la población de partículas del 10 
virus DI a expensas del virus infeccioso. 
 
1/244 ARN DI interfiere con la expresión del segmento 1 afín, con los segmentos 2 y 3 de ARN de virión 
 
El análisis del efecto del genoma DI en la síntesis de ARNm a partir de un ARN del genoma diana del segmento 1 en 15 
ausencia de síntesis de partículas víricas, medido directamente o mediante el control de la expresión de un gen 
indicador mostró que 1/244 ARN DI interfirió con la síntesis de ARN dirigida por una diana derivada del segmento 1 
(Figura 3a, b). El nivel de inhibición considerablemente más débil mediado por los ARNv del segmento 4 de longitud 
completa (Figura 3a) o del segmento 6 (Figura 3a, b) confirmó que este efecto es específico del ARN DI. La inhibición 
observada con niveles crecientes de ADN plasmídico que expresa los segmentos 4 y 6 del genoma puede deberse a 20 
los altos niveles de estos ARN que compiten por un factor limitante como el complejo de polimerasa del virus en las 
células transfectadas. Por lo tanto, los ARN DI de gripe pueden interferir por mecanismo o mecanismos distintos de y 
además de, empaquetamiento específico del segmento. 
 
ARN DI puede afectar diferencialmente los niveles de estado estacionario de los diferentes ARN expresados 25 
por el ARN diana 
 
La síntesis de ARN de virus positivo (ARNm y ARNc) y de sentido negativo (ARNv) son procesos distintos, como lo 
evidencia el efecto de mutantes específicos que anulan la función de uno u otro (Jorba et al. 2009; Yuan et al. 2009) 
y los datos presentados aquí muestran que 1/244 ARN DI afecta diferencialmente los niveles de estado estacionario 30 
de los diferentes productos de ARN expresados por su diana. Las cantidades crecientes de 1/244 ARN DI transfectado 
condujeron a una reducción drástica en los niveles de ARNm y ARNc derivados del segmento 1 de longitud completa 
con un efecto menor en los niveles de ARNv; se requirió cuatro veces más ADN de plásmido para reducir el ARNv a 
los mismos niveles que el ARNm y el ARNc (Figura 4a, b). Por lo tanto, el segmento 1 derivado de 1/244 ARN DI 
redujo específica y preferentemente el nivel de ARN de sentido positivo hecho a partir de una diana afín, con un efecto 35 
considerablemente menor sobre el ARNv de sentido negativo. Esto difiere de un informe anterior de que el virus 317 
DI derivado del segmento 1 no inhibió la síntesis de ARN, aunque este estudio no usó virus DI clonado molecularmente 
(Duhaut y McCauley 1996). Sorprendentemente, 1/244 ARN DI también inhibió fuertemente la síntesis de ARNm de 
los segmentos 2 y 3 (Figura 6), lo que sugiere que los segmentos genómicos 1-3 (componentes que codifican la ARN 
polimerasa del virus) comparten características comunes que permiten la acción inhibitoria de los ARN DI de segmento 40 
1. Esto pareció ser recíproco ya que los ARN DI 2/265 y 3/262 también inhibieron la expresión de GFP de la diana del 
segmento 1 (Figura 3a). Esta es la primera demostración de que un ARN DI de gripe puede afectar dramáticamente a 
la expresión génica de un segmento del genoma distinto del que surgió. A los niveles de 1/244 ARN DI que redujeron 
fuertemente el nivel de ARNm diana del segmento 1, sus propios niveles de ARN de sentido positivo fueron máximos 
(Figura 7a, b). Por lo tanto, de una manera dependiente de la dosis, 1/244 ARN DI preferentemente permite la 45 
transcripción de sí mismo mientras suprime la síntesis del ARN de segmento 1 diana. 
 
Los datos en las Figuras 4 y 7 proporcionan la primera evidencia de enriquecimiento de ARN DI. A medida que aumentó 
la cantidad de 1/244 ADN transfectado, hubo una disminución proporcional en los tres ARN sintetizados por el ARN 
diana del segmento 1 (Figura 4), mientras que con la transfección de 0,1 µg de 1/244 ADN, todos los ARN transcritos 50 
a partir de la plantilla de 1/244 ARN DI aumentaron (Figura 7). Sin embargo, la situación se complica ya que niveles 
más altos de plásmido provocan una reducción en la cantidad de ARNv DI. Esta reducción parece ser una 
característica de factores que aún no se comprenden. La disminución observada en los niveles de ARNv DI con el 
aumento de la entrada del plásmido DI sugiere que podría haber un desequilibrio en la síntesis de los tres ARN DI en 
los cuales el ARNv, que está modelado por, y por lo tanto depende de, ARNc DI, se pierde. Esto parece ser un 55 
fenómeno autolimitado que no se ha descrito previamente para los sistemas de virus DI. En general, estos datos 
muestran una relación inversa en los niveles de ARN de longitud completa y DI y comienzan a proporcionar una 
explicación del proceso por el cual el virus DI se vuelve dominante sobre el virus infeccioso. 
 
No se observó la reducción de los niveles de ARNm en 1/244 ARN DI cuando se usaron los segmentos 4 o 6 como la 60 
diana, lo que indica que 1/244 ARN DI no interfiere con todos los segmentos del genoma y actúa selectivamente sobre 
la síntesis de ARN de sentido positivo de los segmentos 1, 2 y 3 (Figuras 3a y 5a). Los segmentos 1, 2 y 3 dirigen la 
síntesis de niveles considerablemente más bajos de ARNm en relación con el ARNv en comparación con otros 
segmentos del genoma. Adicionalmente, se ha sugerido que los segmentos 1-3 de ARNm se producen mediante 
transcripción primaria en lugar de ARNv recién sintetizado (Smith y Hay 1982; Hatada et al. 1989). Por lo tanto, la 65 
transcripción de los tres segmentos más grandes del genoma parece diferir de la transcripción de los otros segmentos 
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y los datos presentados aquí sugieren que los ARN DI derivados de los segmentos 1, 2 o 3 pueden suprimir la 
transcripción de los tres segmentos al afectar a este proceso de transcripción diferente. Durante la infección por gripe 
se producen grandes cantidades de moléculas cortas de ARN denominadas ARNvp o ARNle (Perez et al. 2010; 
Umbach et al. 2010) y estos pueden desempeñar un papel en el cambio de la transcripción a la replicación (Perez et 
al. 2010). Si es correcto, esto plantea la posibilidad de que un ARN DI pueda servir como la plantilla para la producción 5 
de ARNvp, que a su vez modulan la producción de los productos de replicación ARNv, ARNc y ARNm. Se desconoce 
el mecanismo o mecanismos por los que estos diferentes procesos sintéticos en los segmentos 1, 2 y 3 se ven 
afectados y será de interés investigar si la capacidad de regular los productos de replicación es común a todos los 
ARN DI o si es una propiedad solo de ARN DI específicos. Esto puede significar que la gran cantidad de ARN DI que 
pueden producirse durante una infección por el virus de la gripe, varían en su eficiencia de interferencia. La exploración 10 
adicional proporcionará información sobre la regulación diferencial de la transcripción de los segmentos del genoma 
de la gripe. 
 
Un modelo de interferencia por 1/244 ARN DI 
 15 
Los ARNm DI que retienen el codón de iniciación AUG del marco de lectura abierto principal tienen el potencial de 
traducirse en péptidos PB2 truncados, como se demostró para algunos ARN DI derivados del segmento 1 (Akkina et 
al. 1984) y polipéptidos cortos similares que contenían el dominio de unión a la proteína PA del PB1 inhibieron 
fuertemente la actividad de la ARN polimerasa del virus (Wunderlich et al. 2009; Manz et al. 2011). Por lo tanto, en 
principio, un polipéptido relacionado con PB2 truncado derivado de 1/244 ARN DI también podría ejercer un efecto 20 
negativo dominante sobre la actividad de la polimerasa del virus. Sin embargo, los presentes inventores excluyeron 
esta posibilidad generando una forma de 1/244 ARN DI en donde el codón de iniciación AUG para PB2 y dos codones 
AUG en dirección 3' en marco que podrían dirigir la síntesis de un polipéptido corto del ORF de PB2 estaban mutados 
(Meng et al., presentado para su publicación). Los presentes inventores confirmaron que este ARN DI de inactivación 
génica 1/244 AUG era indistinguible en acción del ARN DI parental 1/244. Generó ARNv y ARNm a niveles similares 25 
a 1/244 ARN DI e inhibió la expresión de GFP del segmento 1 como se ve con 1/244 ARN DI. Además, el virus DI que 
contenía el 1/244 ARN AUG de inactivación génica protegió a los ratones de la enfermedad después de la exposición 
con el virus de la gripe de manera similar al virus 1/244 DI. Estos datos muestran que la actividad de 1/244 DI es 
únicamente un fenómeno basado en el ARN. 
 30 
La capacidad de los ARN DI del virus de la gripe para suplantar su segmento del genoma afín durante el proceso de 
empaquetamiento explica su amplificación en las preparaciones de virus. Sin embargo, los datos anteriores excluyen 
la opinión generalizada de que el mecanismo de interferencia dentro de las células resulta únicamente de la capacidad 
del ARN DI para replicarse más rápido que el ARN de longitud completa afín más largo. Más bien, los ARN DI también 
se dirigen específicamente a la síntesis de ARN del virus. Los datos que se muestran aquí indican que la consecuencia 35 
principal de la interferencia mediada por 1/244 ARN DI dentro de la célula es la inhibición dirigida de la síntesis de 
ARN dirigida por los segmentos 1, 2 y 3 de ARN de longitud completa y que los ARN DI derivados de los segmentos 
2 y 3 también inhiben la síntesis de ARN del segmento 1 de longitud completa. 
 
Ejemplo 2 - La expresión de proteína codificada por ARN DI no es necesaria para la interferencia 40 
 
Material y métodos 
 
Plásmidos y producción de virus infecciosos por genética inversa 
 45 
Los plásmidos que codifican los 8 segmentos génicos de la cepa A/WSN de A/WS/33 y plásmidos que expresan las 
proteínas polimerasa y NP (Neumann et al. 1999) y el vector que expresa 244 ARN DI de los promotores Poll se ha 
descrito previamente (Dimmock et al. 2008; Duhaut y Dimmock 2002). El 244 ARN comprende 395 nucleótidos y derivó 
del segmento 1 de A/Puerto Rico/8/34 (H1N1). La diana del segmento 1, segmento 1-GFP, se creó amplificando el 
ORF de GFP mediante PCR e insertándolo en pPolI-220 (Duhaut y Dimmock, 2000) de tal manera que el ORF de 50 
GFP coincidiera con el ORF de PB2, dando el plásmido seg 1-GFP que expresa el segmento 1-GFP ARN (Meng et 
al. 2012). El plásmido reportero GFP retiene el término exacto 5' (220 nt) y 3' (48 nt) del segmento 1. Se transfectaron 
células 293T humanas con plásmidos como se describió anteriormente (Dimmock et al. 2008). Brevemente, se 
transfectaron células 293T confluentes al 70 % en una placa de 12 pocillos usando el reactivo de transfección TransIT 
LT1 (Mirus) con 8 plásmidos de expresión Poll que codifican plásmidos de ADNc y ARN sentido vírico para la expresión 55 
de proteínas PB2, PB1, PA y NP, con o sin pPolI-244 o pPolI-244 de inactivación génica. Las células transfectadas se 
incubaron después a 37 °C durante la noche antes de cocultivar con células MDCK en un matraz de 25 cm2. 
Finalmente, el virus en fluidos de cultivo de tejidos se pasó una vez en huevos de pollo embrionados y se recogieron 
fluidos alantoideos para producir una reserva de virus (Dimmock et al. 2008). 
 60 
El virus producido en huevos de pollo embrionados es una mezcla de virus DI 244 o virus 244 DI de inactivación génica 
AUG empaquetado en proteínas de virión A/WSN y virus auxiliar infeccioso A/WSN. Estos se purificaron por 
centrifugación diferencial a través de sacarosa y se resuspendieron en PBS. Las soluciones madre se estandarizaron 
de acuerdo con su título de hemaglutinación y se almacenaron en nitrógeno líquido. La reserva de virus DI se irradió 
con UV para eliminar la infectividad del virus auxiliar mediante una ráfaga corta (40 segundos) de radiación UV a 65 
253,7 nm (0,64 mW/cm2). Esto es "virus DI activo". La diana UV es el ARN vírico, pero la UV tiene un efecto 
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relativamente pequeño en el ARN DI debido a su pequeño tamaño diana, 395 nt en comparación con 13.600 nt para 
virus infecciosos. La irradiación UV más prolongada (8 minutos) inactiva la actividad protectora para los ratones, pero 
no afecta las actividades de la hemaglutinina o la neuraminidasa, por lo que controla cualquier efecto estimulante del 
sistema inmunitario o bloqueador de los receptores de las partículas del virus 244 DI ("virus DI inactivado"). El 
rendimiento del virus DI A/WSN de inactivación génica 244 AUG y su comportamiento en la purificación fueron muy 5 
similares a los del virus DI A/WSN 244 AUG (datos no mostrados). 
 
Mutación 
 
Se llevaron a cabo dos etapas secuenciales de mutagénesis dirigida al sitio para mutar los tres codones de inicio en 10 
el 244 DI ARN. Se usaron un par de cebadores para la mutagénesis dirigida al sitio para convertir el primer AUG en 
AUC usando un plásmido pPolI-244 como molde y ADN polimerasa pfu (Promega). La mutación se confirmó mediante 
secuenciación. La segunda ronda de mutagénesis dirigida al sitio se realizó usando cebadores que alteraron los 
codones de inicio segundo y tercero de AUG a AUC usando la construcción producida a partir de la primera ronda de 
mutagénesis. La construcción resultante se confirmó de nuevo mediante secuenciación. 15 
 
Análisis de transferencia Northern 
 
El ARN celular total se aisló de células infectadas con DI usando Trizol. Se seleccionó ARNm que contenía poli A 
usando un kit de preparación de ARNm GenElute Direct (Sigma) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Se 20 
retuvo el ARN no poliadenilado que no se unió a la columna durante la preparación del ARNm. Las alícuotas de ARN 
total, el ARNm y el ARN no poliadenilado se separaron mediante electroforesis en gel de glioxal-agarosa. Después de 
la electroforesis, el ARN se transfirió a una membrana Hybond-N (GE Healthcare) durante la noche usando 20x SSC. 
La membrana se coció después a 80 °C durante 2 h. Se preparó una sonda del segmento 1 de sentido negativo de 
longitud completa mediante transcripción in vitro en presencia de DIG-UTP (Roche) a partir de un producto de PCR 25 
que contiene un promotor del bacteriófago T7. La membrana se hibridó con la sonda marcada con DIG durante la 
noche y la señal se detectó usando un fragmento de anticuerpo AP FAb específico de digoxigenina y sustrato CSPD 
(Roche). 
 
Análisis de extensión de cebadores 30 
 
El análisis de extensión de cebadores se llevó a cabo en el ARN celular total (Rehwinkel et al. 2010). El ARN total 
(2 µg) se mezcló con cebadores marcados con [32P] en el extremo 5' y dNTP en un volumen total de 13 µl. La mezcla 
se calentó a 65 °C durante 5 min y se colocó en hielo durante 1 min. Se añadieron 2× tampón de primera hebra, DTT 
20 mM y 100 U de transcriptasa inversa SuperScript III (Invitrogen) y se incubaron a 55 °C durante 1 h. La reacción se 35 
terminó calentando a 95 °C durante 5 min con colorante de carga de gel II (Ambion). Los productos de transcripción 
se resolvieron en un gel de poliacrilamida al 6 % (p/v) que contenía urea 7 M en tampón TBE y se detectaron mediante 
imágenes de fósforo. 
 
Interferencia medida por la inhibición de GFP 40 
 
Las células 293T se transfectaron con el plásmido que expresa segmento 1-GFP, plásmidos que expresan proteínas 
PB1, PB2, PA y NP y cantidades crecientes de un plásmido Poll adicional que expresa un ARN DI de inactivación 244 
DI o 244 AUG. A 2 días después de la transfección, los cultivos se examinaron para determinar la expresión de GFP. 
Se tomaron imágenes digitales de las monocapas celulares mediante microscopía de epifluorescencia y contraste de 45 
fase. Se seleccionaron aleatoriamente cinco imágenes de fluorescencia de campo y se analizaron para la proporción 
del área visualizada que expresa GFP usando el software HCImage (Hamamatsu). La visualización detecta células 
que expresan un intervalo de niveles de GFP para incluir aquellas que pueden haber sido transfectadas con diferentes 
niveles de los plásmidos indicadores. Se calculó una media para dar el porcentaje del área positiva de GFP por 
monocapa. 50 
 
Protección de ratones contra la gripe con virus DI 
 
Para evaluar el grado de protección que ofrece el virus DI, se inocularon ratones C3H/He-mg por vía intranasal en 
anestesia ligera con éter con A/WSN solo (10 LD50 o 1000 uff), una mezcla de A/WSN + virus DI activo o A/WSN + 55 
virus DI inactivado. Los ratones se monitorizaron posteriormente para la enfermedad clínica de acuerdo con el 
protocolo convencional de los presentes inventores y para pérdida de peso como se describió anteriormente (Dimmock 
et al. 2008). Los ratones supervivientes se expusieron 3 semanas después de la infección con una dosis alta de A/WSN 
(10.000 LD50) para determinar su estado inmunológico. 
 60 
Resultados 
 
Potencial de codificación de 244 ARN DI 
 
244 ARN DI, una molécula de 395 nucleótidos, surgió del segmento 1 de PR8 como resultado de uno o más eventos 65 
de deleción que dejaron 244 nucleótidos en el extremo 3' y 151 nucleótidos en el extremo 5' del ARN de sentido 
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positivo (Dimmock et al. 2008). El ARN 244 retiene las señales en el extremo del segmento del genoma que dirigen la 
transcripción del ARNm (Figura 1a). Durante la replicación, el virus de la gripe produce dos formas de ARN de sentido 
positivo. La replicación implica la síntesis de copias de sentido positivo (ARNc) de los ARNv del genoma del virus 
infectante, que a su vez se usan como moldes para la síntesis de nuevos ARNv (Palese y Shaw, 2007). La síntesis de 
ARNm del virus de la gripe se inicia usando un cebador escindido del extremo 5' con protección terminal del ARNm 5 
hospedador y su síntesis termina antes del final del ARNv molde, antes de la poliadenilación (Dias et al. 2009; Fechter 
et al. 2003; Guilligay et al. 2008; Plotch et al. 1981). Por lo tanto, el ARNm difiere del ARNc intermedio de replicación 
de sentido positivo en que tiene la extensión 5' derivada del cebador y en que está truncado y poliadenilado en el 
extremo 3'. Para confirmar que el 244 ARN DI puede dirigir la síntesis de ARNm, se investigaron los ARN presentes 
en células infectadas con el virus 244 DI. El análisis de transferencia Northern usando una sonda específica del 10 
segmento 1 para detectar ARN de sentido positivo identificó dos ARNm de virus poliadenilados en células infectadas 
(Figura 2a). El ARNm más grande de aproximadamente 2,3 kb es coherente con el ARNm derivado del segmento 1 
del genoma de longitud completa proporcionado por el virus auxiliar. El ARNm más pequeño de aproximadamente 
500 bases indica que el ARN 244 DI dirige la síntesis de ARNm. El ARN de sentido positivo visto en la fracción de 
ARN no poliadenilado es ARNc y, como era de esperar, puede verse que es ligeramente más pequeño que el ARNm 15 
derivado de 244 DI. 
 
El ARNm transcrito por 244 ARN DI contiene el codón de inicio de traducción del marco de lectura abierto 1 (ORF-1) 
de PB2, lo que otorga a 244 ARN DI la capacidad de codificar una proteína que comprende los primeros 41 restos de 
aminoácidos de PB2 fusionados con 21 restos de aminoácidos traducidos de un marco de lectura diferente generado 20 
como resultado de la eliminación, produciendo una proteína de 62 restos en total (Figura 9b). Esta proteína putativa 
contiene todo el dominio de unión a PB1 de los restos 1-35 (Sugiyama et al. 2009) y el dominio de localización 
mitocondrial de los restos 1-22 (Carr et al. 2006). El ORF de PB2 tiene tres posibles codones de inicio AUG. El contexto 
de secuencia para el primer AUG (el codón de inicio auténtico para PB2) es muy bueno, mientras que el segundo y el 
tercero son malos. Sin embargo, para estar seguros de que no podría haber iniciación de la traducción, los presentes 25 
inventores mutaron los tres posibles codones de inicio (a AUC); después se confirmó la secuencia. El nuevo ARN se 
conoce como ARN DI de inactivación génica 244 AUG. 
 
244 A UG de inactivación génica ARN DI y 244 ARN DI interfieren con la expresión de un segmento 1 ARN en cultivo 
celular en un grado similar 30 
 
Los ARN se recogieron 2 días después de transfectar células T 293 con plásmido que codificaba el ARN DI 244 o el 
ARN DI de inactivación génica 244 AUG junto con plásmidos que expresaban las proteínas PB2, PB1, PA y NP. El 
análisis de extensión del cebador mostró que los ARN DI de inactivación génica 244 y 244 AUG sintetizaron cantidades 
similares de ARNm y ARNv, lo que confirma que la transcripción no se vio afectada por las mutaciones en el ARN DI 35 
de inactivación génica 244 AUG (Figura 10b). 
 
Para investigar la capacidad de interferencia del ARN de inactivación génica 244 AUG, los presentes inventores usaron 
un ensayo de expresión de GFP en donde la transcripción y replicación de un ARN del segmento 1 en donde la mayor 
parte de la región codificante de PB2 se había reemplazado por GFP (segmento 1-GFP) se permitió mediante la 40 
cotransfección de plásmidos que expresan proteínas PB1, PB2, PA y NP en células 293T. Este sistema permite la 
síntesis de ARN vírico pero no la formación de partículas víricas ya que no se incluyeron los plásmidos que codifican 
proteínas estructurales clave (HA, NA, M1 y M2). Los efectos de los plásmidos codificantes de ARN DI cotransfectados 
se evaluaron mediante el control de la fluorescencia de GFP. La Figura 11a compara la expresión de fluorescencia en 
un cultivo de control positivo en ausencia de ARN DI con cultivos transfectados con diversas cantidades de plásmido 45 
244 o plásmido de inactivación génica AUG 244. Esto mostró que ambos plásmidos inhibieron fuertemente la 
fluorescencia de una manera dependiente de la dosis, por ejemplo, 0,5 µg del plásmido 244 o del plásmido de 
inactivación génica AUG 244 inhibieron la fluorescencia de GFP en más del 90 % (Figura 11b). 
 
El virus DI de inactivación génica 244 A UG protege a los ratones de un desafío letal del virus de la gripe A 50 
 
Comparamos la actividad de protección de 244 DI y ARN DI de inactivación génica 244 AUG en el modelo de ratón 
de los presentes inventores C3H/He-mg usando A/WSN como el virus de exposición (Dimmock et al. 2008). Los 
ratones se infectaron por vía intranasal en anestesia ligera con A/WSN solo o con A/WSN + virus 244 DI o A/WSN + 
virus 244 AUG de atenuación génica DI. Otros grupos infectados recibieron virus DI que había sido irradiado con UV 55 
durante 8 minutos para destruir la actividad protectora de DI y para controlar cualquier efecto no específico del inóculo 
de virus DI. Se controló a los ratones en cuanto a enfermedad clínica y pérdida de peso. La Figura 12a, b muestra que 
todos los ratones control infectados con virus se enfermaron gravemente con una pérdida de peso sustancial y tuvieron 
que ser sacrificados. Por el contrario, ninguno de los ratones tratados con el virus DI 244 o el virus DI de inactivación 
génica 244 AUG desarrolló ningún signo de enfermedad clínica. Los ratones tratados con el virus DI 244 y el virus DI 60 
de inactivación génica 244 AUG mostraron una caída transitoria de peso (Figura 12b). La pérdida de peso es el criterio 
más sensible de enfermedad y no es raro ver este intervalo de variación en ausencia de cualquier enfermedad clínica. 
Como se esperaba de los datos anteriores (Dimmock et al. 2008), los ratones tratados con el virus DI inactivado con 
UV no estaban protegidos. Anteriormente, los presentes inventores han demostrado que los animales tratados con el 
virus 244 DI simultáneamente con el virus infeccioso generan inmunidad protectora que previene la enfermedad 65 
después de una exposición posterior con una dosis alta del mismo virus en ausencia de un tratamiento adicional con 
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el virus DI (Dimmock et al. 2008). Los animales tratados con el virus 244 DI de inactivación génica eran sólidamente 
inmunes a un desafío adicional con una dosis alta de A/WSN, lo que mostraba que habían sido infectados aunque no 
desarrollaron signos de enfermedad clínica (Figura 12c, d). 
 
Análisis 5 
 
Aunque los virus de la gripe DI se conocen desde hace más de 60 años, ha habido poca indicación de los mecanismos 
moleculares por los cuales funciona su actividad de interferencia in vitro o actividad protectora in vivo. Inicialmente, el 
problema era insoluble ya que las preparaciones de virus DI naturales contienen una diversidad de secuencias de 
ARN defectuosas y, por lo tanto, no podían analizarse las propiedades biológicas de las secuencias DI individuales. 10 
Sin embargo, el uso de virus DI clonados generados mediante genética inversa nos ha permitido abordar este 
problema. Nuestro trabajo reciente ha demostrado que el ARN 244 DI que deriva del segmento 1 del genoma interfiere 
de tres maneras: competición con el segmento afín de longitud completa por el empaquetado, interferencia con la 
síntesis y/o acumulación de la polimerasa que codifica los segmentos 1, 2 y 3 de ARN del virión de longitud completa 
y estimulación del interferón tipo I in vivo. Aquí, los presentes inventores han demostrado que el ARN DI de gripe 244 15 
dirige la síntesis de ARNm poliadenilado (Figura 10a). El ARNm es más grande que el ARNc de sentido positivo como 
se esperaba para todos los ARNm del virus de la gripe, lo que indica que el ARN DI es una plantilla para la 
transcripción. El ARNm producido a partir de 244 ARN DI contendrá, por lo tanto, una protección terminal en 5' y una 
cola poli A y estará potencialmente disponible para su traducción en proteína. La secuencia del ARN de 244 DI predice 
que el ARNm de DI puede traducirse en una proteína que comparte los 41 restos de aminoácidos amino terminales 20 
de PB2. Se ha demostrado que esta región de PB2 se une a la proteína PB1 del complejo de polimerasa y también se 
localiza en las mitocondrias de la célula hospedadora (Carr et al. 2006; Sugiyama et al. 2009). 
 
Un ARN mutante de 244 DI en el cual los tres codones de iniciación de la traducción AUG en marco del ORF de PB2 
se convirtieron en AUC y el cual era por lo tanto incapaz de expresar la proteína relacionada con PB2, retuvo las 25 
propiedades del 244 ARN DI original. El ARN DI de inactivación génica 244 AUG pudo interferir con la expresión génica 
del segmento 1 del virus de la gripe in vitro en la misma medida que se ve con 244 ARN DI (Figura 10b y Figura 11). 
Lo que es más importante, el ARN DI de inactivación génica 244 AUG retuvo la capacidad de proteger a los ratones 
de una enfermedad después de la administración de una dosis letal del virus de la gripe (Figura 12). Por lo tanto, la 
mutación no tuvo efecto sobre la interferencia in vitro y la protección in vivo por 244 ARN DI. 30 
 
Los presentes inventores concluyen que la interferencia in vitro y la protección in vivo contra la enfermedad del virus 
de la gripe no está mediada por el péptido PB2 truncado que está codificado y puede estar sintetizado por 244 ARN 
DI y, por lo tanto, estos procesos están controlados por la propia molécula de ARN DI. 
 35 
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REIVINDICACIONES 
 
1. Un virus de la gripe A de interferencia defectuoso clonado o recombinante para su uso en un método de tratamiento 
o profilaxis de infecciones por virus respiratorios, 

 5 
en donde el virus de la gripe A de interferencia defectuoso clonado o recombinante comprende ARN derivado del 
segmento 1, 2 o 3, 
en donde dicho ARN comprende: 

 
(a) un ARN de entre 300 y 600 nucleótidos de longitud; 10 
(b) al menos 100 nucleótidos de los extremos 5' y 3' del segmento 1, 2 o 3; y 
(c) una deleción central de nucleótidos de dicho segmento; 

 
en donde dicho virus de la gripe de interferencia defectuoso es capaz de interferir con la producción de ARN de 
los segmentos 1, 2 y 3 de la gripe A y 15 
en donde dicho virus de la gripe de interferencia defectuoso no es 1/244. 

 
2. Un virus de interferencia defectuoso para su uso de acuerdo con la reivindicación 1, en donde la infección por virus 
respiratorio es infección por gripe A.  
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