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REIVINDICACIONES

Habiéndose descrito la invencidédn como antecede, se
reclama como propiedad 1lo contenido en las siguientes

reivindicaciones:

1. Una composicidn farmacéutica caracterizada porgque
comprende

(i) particulas de Chikunguya inmunogeénico CHIKV-A5nsP3,

que comprende la secuencia de nucledétidos de la SEQ

ID NO: 1, qgque expresas una proteina estructural E2

oom o
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define—porque comprende la secuencia de

aminoacidos de la SEQ ID NO: 2; y
(ii) particulas de CHIKV-A5nsP3 que expresan una proteina
estructural E2 gque comprenden una mutaciédn reductora

de la inmunogenicidad comparada con la secuencia de

aminoacidos de la SEQ ID NO: 2, en donde dicha

mutacidén cubre las regiones gendmicas que codifican

los aminoacidos 55 o 168.

2. La composicién farmacéutica de conformidad «con 1la
reivindicacién 1, gque comprende ademds un excipiente

farmacéuticamente aceptable.

3. Una composicidén farmacéutica, caracterizada  porque
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comprende

(1) particulas de CHIKV-A5nsP3; vy

(ii) un excipiente farmacéuticamente aceptable; en donde
30 a 46699% de las particulas de CHIKV-A5nsP3

presentes en la composicidén expresan una proteina

estructural E2 eemo—se—define—porque comprende la

secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 2.

La composicidén farmacéutica de conformidad con cualgquiera

o

de las reivindicaciones 1 a 3+a—reivindicacidbn—+—o—2,

caracterizada porque 50% a +68699%+—F5%=a3+00% 90530065
de las particulas de CHIKV-A5nsP3 presentes en la
composicidén expresan una proteina estructural E2 eeme——se

define—porque comprende la secuencia de aminoacidos de la

SEQ ID NO: 2.

La composicidn farmacéutica de conformidad con cualquiera

de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizada porque 75% a

99% de las particulas de CHIKV-A5nsP3 presentes en la

composicidén expresan una proteina estructural E2 que

comprende la secuencia de aminodcidos de la SEQ ID NO: 2.

La composicidn farmacéutica de conformidad con cualquiera

de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizada porque 90% a

99% de las particulas de CHIKV-A5nsP3 presentes en la
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composicidén expresan una proteina estructural E2 que

comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 2.

La composicidn farmacéutica de conformidad con cualgquiera

de las reivindicaciones 1 a 63, caracterizada porque u#n
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a—+b%—de las particulas de CHIKV-A5nsP3 presentes en la
composicidn expresan una proteina estructural E2 que tiene

una mutacidén reductora de la inmunogenicidad con respecto

a la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 2.

La composicidédn farmacéutica de conformidad con cualguiera

de las reivindicaciones 1 a 6, caracterizada porque 1% a

25% de las particulas de CHIKV-A5nsP3 presentes en la

composicidn expresan una proteina estructural E2 que tiene

una mutacidn reductora de la inmunogenicidad con respecto

a la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 2.

La composicidn farmacéutica de conformidad con cualquiera

de las reivindicaciones 1 a 6, caracterizada porque 1% a

10% de las particulas de CHIKV-A5nsP3 presentes en la

composicibdn expresan una proteina estructural E2 que tiene

una mutacidédn reductora de la inmunogenicidad con respecto

a la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 2.
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La composicidn farmacéutica de conformidad con cualgquiera

de las reivindicaciones 1 a 49, caracterizada porque un
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las particulas de CHIKV-A5nsP3 presentes en la composicidn
expresan una proteina estructural E2 que tiene la mutacidn

E168K en la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 2.

La composicidédn farmacéutica de conformidad con cualguiera

12.

de las reivindicaciones 1 a 9, caracterizada porgque un 1%

a 25% de las particulas de CHIKV-A5nsP3 presentes en la

composicidn expresan una proteina estructural E2 que tiene

la mutacidédn E168K en la secuencia de aminodcidos de la

SEQ ID NO: 2.

La composicidédn farmacéutica de conformidad con cualgquiera

13.

de las reivindicaciones 1 a 9, caracterizada porque un 1%

a 10% de las particulas de CHIKV-AbnsP3 presentes en la

composicibdn expresan una proteina estructural E2 que tiene

la mutacidédn E168K en la secuencia de aminoacidos de la

SEQ ID NO: 2.

La composicidén farmacéutica de conformidad con cualgquiera

de las reivindicaciones 1 a 612, caracterizada porque 1%
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a—50%+—5-365 +0-20%—de las particulas de CHIKV-A5nsP3
presentes en la composicidn expresan una proteina

estructural E2 que tiene una mutacidén reductora de la

inmunogenicidad, preferiblemente la mutacidén E168K, en la

secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 2.

La composicidédn farmacéutica de conformidad con cualguiera

7-15.

de las reivindicaciones 1 a 12, caracterizada porque 5% a

30% de las particulas de CHIKV-A5nsP3 presentes en la

composicidn expresan una proteina estructural E2 que tiene

una mutacidn reductora de la inmunogenicidad,

preferiblemente la mutacidén E168K, en la secuencia de

aminodcidos de la SEQ ID NO: 2.

La composicién farmacéutica de conformidad con

8-16.

cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, caracterizada

porque 10% a 20% de las particulas de CHIKV-A5nsP3

presentes en la composicidn expresan una proteina

estructural E2 que tiene una mutacidén reductora de la

inmunogenicidad, preferiblemente la mutacidén E168K, en la

secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 2.

La composicién farmacéutica de conformidad con
cualquiera de las reivindicaciones 1 a #15, caracterizada

porque se obtiene o es obtenible por produccidén de
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particulas de CHIKV-A5nsP3 en células Vero.

La composicidn farmacéutica de conformidad con cualgquiera
de las reivindicaciones 1 a 16 &, caracterizada porque
tal composicidén induce anticuerpos neutralizantes contra
CHIKV-A5nsP3 en un ratdn inmunizado con tal composicidn
farmacéutica que resulta en un suero que comprende tales
anticuerpos neutralizantes y en donde tal suero neutraliza
células

la infeccidén de CHIKV de células, por ejemplo,

Vero, en un ensayo de neutralizacidn in vitro, 50% a 100%,

nroafaran mant+ /IR NAYARS) Nrafaraih maoant 700 — NAYARS
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[©) [©) O O : A
00%5—a—1005—mavypreferiblemente055—=—1008%—a una dilucidn

de suero 1:80.

La composicidn farmacéutica de conformidad con cualquiera

de las reivindicaciones 1 a 16, caracterizada porque tal

composicién induce anticuerpos neutralizantes contra

CHIKV-A5nsP3 en un ratdédn inmunizado con tal composicidn

farmacéutica que resulta en un suero gue comprende tales

anticuerpos neutralizantes y en donde tal suero neutraliza

la infeccidén de CHIKV de células, por ejemplo, células

Vero, en un ensayo de neutralizacidén in vitro, 60% a 100%,

a una dilucidén de suero 1:80.
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La composicidn farmacéutica de conformidad con cualgquiera

20.

de las reivindicaciones 1 a 16, caracterizada porque tal

composicién 1induce anticuerpos neutralizantes contra

CHIKV-A5nsP3 en un ratdn inmunizado con tal composicidn

farmacéutica que resulta en un suero que comprende tales

anticuerpos neutralizantes y en donde tal suero neutraliza

la infeccidén de CHIKV de células, por ejemplo, células

Vero, en un ensayo de neutralizacidn in vitro, 70% a 100%,

a una dilucidén de suero 1:80.

La composicidédn farmacéutica de conformidad con cualguiera

21.

de las reivindicaciones 1 a 16, caracterizada porque tal

composicién 1induce anticuerpos neutralizantes contra

CHIKV-A5nsP3 en un ratdn inmunizado con tal composicidn

farmacéutica que resulta en un suero que comprende tales

anticuerpos neutralizantes y en donde tal suero neutraliza

la infeccidén de CHIKV de células, por ejemplo, células

Vero, en un ensayo de neutralizacidén in vitro, 80% a 100%

a una dilucidén de suero 1:80.

La composicidn farmacéutica de conformidad con cualquiera

de las reivindicaciones 1 a 16, caracterizada porque tal

composicién 1induce anticuerpos neutralizantes contra

CHIKV-A5nsP3 en un ratdn inmunizado con tal composicidn

farmacéutica gque resulta en un suero gque comprende tales
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anticuerpos neutralizantes y en donde tal suero neutraliza

la infeccidén de CHIKV de células, por ejemplo, células

Vero, en un ensayo de neutralizacidn in vitro, 90% a 100%,

a una dilucidén de suero 1:80

22. La composicidén farmacéutica de conformidad con cualquiera

de las reivindicaciones 1 a 16, caracterizada porque tal

composicién 1induce anticuerpos neutralizantes contra

CHIKV-A5nsP3 en un ratdn inmunizado con tal composicidn

farmacéutica que resulta en un suero que comprende tales

anticuerpos neutralizantes y en donde tal suero neutraliza

la infeccidén de CHIKV de células, por ejemplo, células

Vero, en un ensayo de neutralizacidén in vitro, 95% a 100%

a una dilucidén de suero 1:80

10-23. La composicién farmacéutica de conformidad con

cualquiera de las reivindicaciones 1 a 228, caracterizada

porque tal CHIKV-A5nsP3 en (i) se—define—peorcomprende la

secuencia de petinucledtidos de la SEQ ID NO: 1.

11-24. La composicién farmacéutica de conformidad con
cualquiera de las reivindicaciones 1 a +6823, caracterizada

porque una mutacidén reductora de la inmunogenicidad de
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tal en la proteina estructural E2 se selecciona a partir

de E168K y G55R.

12.-25. La composicién farmacéutica de conformidad con

cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2444, caracterizada

porque una mutacidén reductora de la inmunogenicidad de

tal en la proteina estructural E2 es E168K.

13-26. La composicién farmacéutica de conformidad con

cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2542; caracterizada
porque tal composicién farmacéutica comprende una

cantidad efectiva de particulas de CHIKV-A5nsP3 las cuales

expresan una proteina estructural E2 eeme—se—-defineporque
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 2,
en donde tal cantidad efectiva se define como minimo 107,
minimo 103, minimo 104, minimo 105, minimo 10¢,
preferiblemente minimo 103 particulas de CHIKV-A5nsP3 las
cuales expresan una proteina estructural E2 eemeo—sedefine

perque comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
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15-27. La composicidédn farmacéutica de conformidad con

cualquiera de las reivindicaciones 1 a +426, caracterizada
porque tal composicidédn farmacéutica es uwra—ecomposiecidn

farmacéutieca—de una sola dosis.

16-28. Un proceso para producir una composicidén farmacéutica

que comprende particulas de CHIKV-A5nsP3 las cuales

exXpresan una proteina estructural E2 eeme—sedefine poerque
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 2,

en donde las particulas de CHIKV-A5nsP3 se hacen crecer

en células hospederas de tal forma que se minimiza la

presencia de mutaciones que reducen la inmunogenicidad

del virus, caracterizado porque comprende las etapas de:

i) hacer crecer en una linea celular particulas de virus

CHIKV-A5nsP3 con una secuencia de nucledtidos que

comprende la SEQ ID NO: 1; vy

ii) realizar pasajes de dichas CHIKV-A5nsP3 un maximo de

5 veces después del rescate viral.

haorc~r ~r~~e~ry OMTTTRNILAEA~ASDR N ~ATa ] SN o
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El proceso de conformidad con la re

17-29.

del wvirus

(P2)

2

caracterizado porque se usa un pasaje

CHIKV-A5nsP3.
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19-30.
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20-31. El proceso de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones +628, 29+7 o 30+%, caracterizado porque
la frecuencia de tales mutaciones que reducen la
inmunogenicidad en una proteina estructural E2 de CHIKV-
A5nsP3 que £xenecomprende la secuencia de aminoacidos de
la SEQ ID NO: 2 se reduce comparada con la frecuencia de
mutaciones que reducen la inmunogenicidad en una proteina

estructural E2 de CHIKV-A5nsP3 obtenida pasando CHIKV-

A5nsP3 con una secuencia de petinucledtidos eomo——sedefine

peorque comprende la SEQ ID NO: 1 en células hospederas en

cultivo cinco o mas veces.

21-32. El proceso de conformidad con la reivindicacidn 2631,
caracterizado porque la frecuencia de tales mutaciones
que reducen la inmunogenicidad se reduce por 10% a 100%,
20% a 100%, 30% a 100% o 50% a 100% comparado con el

pasaje de cinco o més veces.

29 il e oo | con ot 3o con P I 1aa

. i bIJ_\J\/CO\J A\ S wmy CUTIT T OUOTrTTITaTTh COTT \/L/l(/]._l_\iu_l_c_l_(/l. W ) T TOO
I R s I PP P I~ 17 10 o 21 U P [P
T O TV IITTOTrCOCITTTUITCT O Uy Q7 A\ [ (=9 7 CO LT OoOC C T T T Z2TOaoT tJU_L\iL/lC
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23-33. El proceso de conformidad con la reivindicacidén 2432,
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caracterizado porque tales mutaciones gue

redweenreductoras de la inmunogenicidad localizadas en la

proteina estructural E2, se seleccionan a partir de G55R

y E168K.

24-34. El proceso de conformidad con cualquiera de las

reivindicaciones +628, +7/-29 o +930 a 2333, caracterizado

porque tales mutacidnHes) eue—redueenreductora de la

inmunogenicidad localizadas en la proteina estructural E2

senes E168K.

35. El proceso de conformidad con la reivindicacién—2434,
caracterizado porque la frecuencia de tal mutacidén E168K
de la proteina estructural E2 es de 0 a 90%, de 0 a 80%,

de 0 a 70%, de 0 a 60%, de 0 a 50%, de 0 a 40%, de 0 a

30%, de 0 a 20%, 0 de 10%, preferiblementede0—a56%—-en

la combinacidén total de CHIKV-AbnsP3 recolectado.

25-36. El proceso de conformidad con la reivindicacidédn34,

caracterizado porque la frecuencia de tal mutacidén E168K

de la proteina estructural E2 es de 0 a 50%, en la

combinacidén total de CHIKV-A5SnsP3 recolectado.

26-37. El proceso de conformidad con cualquiera de las

reivindicaciones +6—28 a 2536, caracterizado porque el
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CHIKV-A5nsP3 con una secuencia de petinucledtidos eeme——se

define—porque comprende la SEQ ID NO: 1 se pasa en las

células hospederas en cultivo un maximo de cinco veces+
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El proceso de <conformidad con cualquiera de las

39.

reivindicaciones 28 a 36, caracterizado porque el CHIKV-

A5nsP3 con una secuencia de nucledtidos que comprende la

SEQ ID NO: 1 se pasa en las células hospederas en cultivo

un maximo de cuatro veces.

El proceso de conformidad «con cualquiera de las

40.

reivindicaciones 28 a 36, caracterizado porgque el CHIKV-

ASnsP3 con una secuencia de nucledétidos que comprende la

SEQ ID NO: 1 se pasa en las células hospederas en cultivo

un maximo de tres veces.

El proceso de conformidad «con cualquiera de las

reivindicaciones 28 a 36, caracterizado porque el CHIKV-

AS5nsP3 con una secuencia de nucledétidos que comprende la

SEQ ID NO: 1 se pasa en las células hospederas en cultivo

un maximo de dos veces.
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El proceso de conformidad con cualquiera de las

27-42.

43.

reivindicaciones 28 a 36, caracterizado porque el CHIKV-

ASnsP3 con una secuencia de nucledétidos que comprende la

SEQ ID NO: 1 se pasa en las células hospederas en cultivo

un maximo de una vez.

El proceso de conformidad con cualgquiera de las
reivindicaciones +6—-28 a 2641, caracterizado porque las
células hospederas se hacen crecer a una temperatura de

. o
28°C a 37°C, b BT

El proceso de conformidad <con cualguiera de las

28-44.

45.

reivindicaciones 28 a 41, caracterizado porque las células

hospederas se hacen crecer a una temperatura de 35°C.

El proceso de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones +6—28 a 2743, caracterizado porque las
células hospederas son infectadas entre el dia 2 y el dia

5 después del sembrado—preferiblemente at—dia—4 después
del—sembrade.

El proceso de conformidad «con cualquiera de las

reivindicaciones 28 a 43, caracterizado porque las células

hospederas son infectadas al dia 4 después del sembrado.
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30-47.

31-48.
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El proceso de conformidad con cualgquiera de las

reivindicaciones 2846 a 4528, caracterizado porque 1las

células hospederas son células Vero.

El proceso de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones +6-28 a 2846, caracterizado porque las
particulas de CHIKV-A5nsP3 son recolectadas en el dia uno

y/o dia dos después de la infeccidédn celular.

El proceso de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones +6—28 a 3647, caracterizado porque la

multiplicidad de infeccidén (MOI) usada para producir tales

= + 2 1 = OO TKYNZ o AE "D 4 )

e —Ccomprenae—pParcrrCdraS—GS HKV—-AS5AasP3—es maximo 0.1 7
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Nt N_N0O < T A WA N | i A A N A At Nt [ANENAN
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49. FE1 proceso de conformidad con cualgquiera de las
reivindicaciones 28 a 47, caracterizado porque la
multiplicidad de infeccidén (MOI) usada para producir tales
particulas de CHIKV-A5nsP3 es de entre 0.1 y 0.001.

50. El1 ©proceso de conformidad con cualquiera de las
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reivindicaciones 28 a 47, caracterizado porque la

multiplicidad de infeccidén (MOI) usada para producir tales

particulas de CHIKV-AbnsP3 es de entre 0.09 y 0.0011.

El proceso de conformidad con cualquiera de las

52.

reivindicaciones 28 a 47, caracterizado porque la

multiplicidad de infeccidn (MOI) usada para producir tales

particulas de CHIKV-A5nsP3 es de entre 0.05 y 0.005.

El proceso de conformidad con cualquiera de las

32-53.

33-54.

reivindicaciones 28 a 47, caracterizado porque la

multiplicidad de infeccidn (MOI) usada para producir tales

particulas de CHIKV-A5nsP3 es de 0.01.

La composicién farmacéutica de conformidad con
cualquiera de las reivindicaciones 1 a +5-27 o 3+47 a 52,
caracterizada porque tal composicidén farmacéutica es una

vacuna.

La composicién farmacéutica de conformidad con la
reivindicacién 3253, caracterizada porque tal composicién

farmacéutica se proporciona en una forma liofilizada.



