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(57) Resumo: METODO, KIT, PLASMIDEO E COMPOSICAO
PARA INDUZIR RESPOSTA IMUNE CONTRA VIRUS DA DENGUE
BASEADO EM VACINAS DE DNA E VIRUS QUIMERICOS. A
presente invengéo se refere a um método para induzir resposta imune
contra virus da dengue baseado em vacinas de DNA e virus
quiméricos 17D em imunizagdes combinadas ou co- administradas.
Também estdo dentro do escopo da presente invengéo, vacinas de
DNA contra os quatro sorotipos do virus dengue a partir da construgéao
de diferentes plasmideos recombinantes contendo o gene que codifica
a proteina E, ou somente a sequéncia que corresponde ao dominio Il
desta proteina, a partir de cada sorotipo viral do virus dengue (DENV1-
4). A invengéo fornece ainda urna composi¢éo vacinal consistindo de
(a) vacinas de DNA contra os quatro sorotipos do virus dengue, (b)
virus quiméricos compreendendo o virus vacinal de febre amarela 17D
modificado; e (¢) um veiculo farmaceuticamente aceitavel, esta
incluido no escopo de protegéo.
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METODO, KIT, PLASMiDEO E COMPOSIGAO PARA INDUZIR RESPOSTA
IMUNE CONTRA ViIRUS DA DENGUE BASEADO EM VACINAS DE DNA E
VIRUS QUIMERICOS

Campo da Invencéo

A presente invengdo se refere a um método para induzir
resposta imune contra virus da dengue baseado em vacinas de
DNA e virus quiméricos 17D em imunizac®es combinadas ou co-
administradas. Também estdoc dentro do escopo da presente
invengdo, vacinas de DNA contra os quatro sorotipos do
virus dengue a partir da construcdo de diferentes
plasmideos recombinantes contendo o gene que codifica a
proteina E, ou somente a seqiéncia que 'corresponde ao
dominio III desta proteina, a partir de cada sorotipo viral
do virus dengue (DENV1-4).

Estd incluida no escopo de protegdao uma composicao
vacinal consistindo de:

(a) vacinas de DNA contra os quatro sorotipos do virus
dengue a partir da construcdo de diferentes plasmideos
recombinantes contendo os genes das proteinas E a partir de
cada sorotipo viral do virus dengue, ou somente as
sequiéncias que correspondem ao dominio III destas
proteinas, todas fusionadas & sequéncia que codifica o
peptideo sinal do ativador de plasminogénio de tecido
humano (t-PA);

(b) virus quiméricos compreendendo o virus vacinal de
febre amarela 17D modificado, pela tecnologia de obtencao
de clone infeccioso, com a substituicdo das sequéncias que
codificam as proteinas prM e E de febre amarela pelas

sequéncias que codificam as proteinas prM e E dos virus
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dengue dos diferentes sorotipos; e,

(c) um veiculo farmaceuticamente aceitéavel,

A invengdo se relaciona também a um kit compreendendo
(a) vacinas de DNA contra os quatro sorotipos do virus
dengue a partir da construcdo de diferentes plasmideos
recombinantes contendo os genes que codificam as proteinas
E a partir de cada sorotipo viral do virus dengue, ou
somente as seqiiéncias que correspondem ao dominio TIII
destas proteinas, todas fusionadas a sequéncia que codifica
o peptideo sinal do ativador de plasminogénio de tecido
humano (t-PA); e, (b) virus quiméricos compreendendo o
virus vacinal de febre amarela 17D modificado, pela
tecnologia de obtengcdo de clone infeccioso, com a
substituicdo das sequéncias que codificam as proteinas prM
e E de febre amarela pelas sequéncias que codificam as
proteinas prM e E dos virus dengue dos diferentes
sorotipos.
Fundamentos da Invencio

A dengue é considerada um dos principais problemas de
satde publica mundial, entre as doencas causadas por
arbovirus, devido a sua importéncia em termos de morbidade
e mortalidade na populacido humana, principalmente nas
regides tropicais e subtropicais. Seu agente etioldégico é o
virus da dengue que é transmitido pelo mosquito do género
Aedes, geralmente Aedes aegypti.

O virus da dengue (DENV) pertence ao género
Flavivirus, da familia Flaviviridae. Ha 4 tipos de virus
antigenicamente e sorologicamente distintos: DENV1, DENV2,

DENV3 e DENV4. Apesar da infeccdo primaria pelo virus da
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dengue induzir uma imunidade ao sorotipo infectante, ndo ha
uma protecdo cruzada de longa duracdo contra os outros
sorotipos virais, ocorrendo infeccdes seqiienciais com os
diferentes virus da dengue.

O virus da dengue é composto por um envelope viral e
um nucleocapsideo complexado a uma molécula de RNA. Seu
genoma é de aproximadamente 10.700 nucleotideos e
constitui-se de uma fita simples de RNA com polaridade
positiva que codifica a poliproteina precursora das
proteinas flavivirais. Este precursor ¢é clivado por
proteases celulares e pela protease viral gerando trés
proteinas estruturais, C (capsideo), prM (pre-membrana) e E
(envelope), e sete proteinas nao estruturais, NS1, NS2A,
NSZ2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5. As proteinas estruturais
traduzidas sdo incorporadas nos virions infecciosos
maduros, enquaﬁto as proteinas ndo estruturais estio
envolvidas na replicacdo e montagem do virus.

A proteina E (Envelope) do virus da Dengue ¢é uma
proteina estrutural e transmembrana, sendo glicosilada em
quase todos Flavivirus. Essa proteina E se destaca como o
maior componente glicoprotéico presente na superficie
desses virus, possuindo peso molecular de 55 a 60 kbDa,
constituida de 493 a 501 aminoacidos.

A proteina E estd associada a numerosas atividades
biolégicas importantes. A proteina E atua como proteina
ligante, interagindo com receptores presentes na superficie
celular e mediando & fusdo da membrana do virus a membrana
da célula hospedeira. Essa proteina também esta relacionada

a dissociacdo do nucleocapsideo e desempenha um importante
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papel na viruléncia do virus. Além disso, a proteina E é um
forte imundégeno, gerando altos niveis de anticorpos em
pacientes infectados com o virus, que podem ser
neutralizantes, se ligando a epitopos gue interagem com
receptores celulares e impedindo, portanto a entrada do
virus nas células do hospedeiro (Chang, 1997; Kinney &
Hung, 2001).

A proteina E é formada por um dimero alongado que se
estende paralelamente a membrana do virus. Cada mondmero é
composto de trés dominios: I, II e III. O dominio I é
central constituido de 120 residuos de aminoacidos: 1-51,
133-193, 279-296. O dominio II é& alongado, compreende a
regidao onde os dois monémeros estao ligados em varios
pontos na molécula, formando o dimero. O dominio IT é
constituido dos seguintes residuos de aminoacido: 52-132,
194-280. O dominio III estd localizado na por¢cao carbdxi-
terminal, apresenta-se como uma imunoglobulina, cuja funcdo
é se ligar a receptores celulares, como por exemplo, DC-
SIGN presente nas células dendriticas imaturas. A ligacgéo
virus/célula mediada pelo dominio III promove a endocitose
da particula viral. O dominio III ¢é constituido dos
residuos de aminodcidos: 298-394. Os epitopos presentes
nessa regido sdo capazes de induzir resposta de anticorpos
neutralizantes tipo e subtipo-especifico.

Diversas vacinas vém sendo propostas para o combate a
dengue, contudo nenhuma das abordagens sugeridas apresentou
as caracteristicas necessarias para uma vacinagdo em massa,
como seguranca e uma resposta imune protetora de longo

prazo contra os diferentes sorotipos virais circulantes.
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Uma das principais dificuldades ¢é construir um
pfotétipo de vacina contendo componentes que induzam uma
imunidade protetora contra os quatro sorotipos de virus da
dengue, sem gerar consequéncias como a febre hemorragica, e
utilizando o menor nuamero possivel de doses.

Esforcos consideraveis vém sendo realizados para o
desenvolvimento de uma vacina tetravalente atenuada. O mais
promissor destes candidatos consiste em virus atenuados por
passagens em cultura de células. Esta vacina esta em fase
de avaliag¢bes clinicas, contudo j& foram observadas algumas
complicacdes. Além disso, existe o risco potencial de
infecgdes sérias por virus que possam surgir de reversdes
génicas ou recombina¢des, tornando dificil formular uma
vacina viva atenuada multivalente devido a possibilidade de
interferéncia homéloga ou heteréloga durante a replicacao
viral (Barrett, 2001; Kinney & Huang, 2001).

Outra estratégia empregada para o desenvolvimento de
uma vacina contra o virus da dengue é a construcdo de
quimeras. Essa tecnologia vem sendo utilizada em diversas
pesquisas de vacinas contra Flavivirus, incluindo o virus
da Dengue (Galler et al., 2005).

Apesar dos avangos obtidos até o momento, existe ainda
um grande desafio: produzir uma vacina capaz de gerar uma
resposta homogénea contra os quatro sorotipos do virus da
Dengue.

A vacina de DNA representa uma eficiente tecnologia no
desenvolvimento de vacinas para o controle de agentes
infecciosos. Esta técnica compreende a inoculacdo de um

plasmideo de expressdo eucariético contendo o antigeno de
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interesse, que é sintetizado in vivo pelas células do
organismo inoculado e ¢é apresentado pelos complexos de
histocompatibilidade I e 1II (MHC I e II), ativando uma
imunidade especifica. A expressao enddgena do antigeno
pelas células hospedeiras parece simular uma infecg¢do viral
natural sendo capaz de gerar tanto uma resposta imune
humoral, com producdo de anticorpos, como uma resposta
celular, com indugdo de linfécitos T citotéxicos. A inducgéo
destas duas formas de resposta imune fornece vantagens em
comparagdao com as vacinas de subunidades, que produzem
principalmente, ou exclusivamente, uma resposta de
anticorpos, e se compara a resposta celular de wvacinas
vivas atenuadas, sem apresentar o risco de reversao para
forma patogénica do agente infeccioso. Além disso, as
vacinas de DNA s3o estaveis a variagbdes de temperatura, de
menor custo para a produgdo em grande escala, e permitem
uma rapida selec¢do de seqiiéncias a serem avaliadas.
Recentemente, varios grupos tém analisado o uso da
vacina de DNA no controle de flavivirus. Alguns destes
estudos com diferentes virus desta familia tém demonstrado
a inducdo de uma resposta imune protetora flavivirus-
especifica em camundongos e primatas néo‘humanos apbs a
vacinacao com plasmideos codificando as proteinas
flavivirais prM e E (Phillpotts et al., 1996; Kochel et
al., 1997;; Raviprakash et al, 2000). Algumas analises
também foram realizadas utilizando vacinas de DNA contendo
0s genes de proteinas ndo estruturais de flavivirus como: o
virus da encefalite japonesa, hepatite C e dengue (Lin et

al., 1998; Encke et al., 1998; Wu et al., 2003; Costa et
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al., 2006, 2007).

Estudos recentes demonstraram que vacinas DNA contendo a seqiiéncia completa dos genes que
codificam as proteinas prtM e E, e a regifo do dominio III do virus DENV1-4, foram capazes de induzir
uma resposta imune humoral com a presen¢a de anticorpes contra Dengue em modelos murinos.
Entretanto nestes estudos o potencial protetor das vacinas de DNA foi avaliado somente indiretamente
(soroneutralizagdo e resposta celular) ndo sendo realizados testes de desafios diretos com doses letais do
virus da Dengue para avaliar efic4cia dessas vacinas (Chen et al., 2007). Algumas vacinas de
DNA contra dengue foram testadas em primatas ndo humanos
(Aotus e Rhesus) e conferiram protegdo parcial, avaliada
através da viremia nos animais desafiados com o virus da
Dengue (Raviprakash et al., 2000; Putnak et al., 2003;
Blair et al., 2006).

No que se refere ao método de imunizacdo, os presentes
inventores destacam que Putnak e colaboradores (2003),
construiram uma vacina DNA contendo os genes que codificam
as proteinas prM e E a partir do DENV2, observaram a
imunogenicidade desta em camundongos e imunizaram em
seguida macacos Rhesus. Entretanto, foram necesséarias
varias doses da vacina para a inducdo de uma resposta
protetora e de curta duracso. Sete meses apdés as
imunizagdes, os animais ndo se mostraram mais protegidos
contra desafios com o virus da dengue. Assim, podemos
observar que estes estudos indicam a necessidade da
utilizacdo de novas estratégias para aumentar a duracgao da
resposta imune. Mais recentemente tem sido demonstrado que
a combinagdo de vacinas de DNA com outras vacinas pode
gerar respostas imunes mais eficientes do que as mesmas

abordagens isoladamente.
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O pedido de patente W02008/127307, publicado em
23/10/2008, esta direcionado para um métodé de inducio de
resposta imune contra o virus da dengue wusando uma
metodologia de vacinacao de dose/reforco. Mais
especificamente, o documento W02008/127307 estd direcionado
a administragdo de uma dose de um imunégeno do virus da
dengue que compreende uma vacina de DNA ou uma vacina
tetravalente de DNA ou uma vacina tetravalente inativada
purificada e uma dose reforco de um imunégeno do virus da
dengue, compreendendo uma vacina viral tetravalente de
virus atenuado. Entretanto, esta estratégia apresenta as
dificuldades inerentes a utilizacido de uma vacina
tetravalente de virus dengue atenuado, como por exemplo a
possibilidade de interferéncia de um ou mais virus na
replicacao in vivo dos outros virus, levando
consequentemente a respostas imunes heterogéneas em relacio
aos diferentes sorotipos virais. Além disso, o documento
também estd direcionado a utilizacdo de adenovirus contendo
genes que codificam proteinas de dengue como reforco para

uma vacina tetravalente, o que pode implicar em uma baixa

eficiéncia na. inducdo de respostas imunes contra dengue em

seres humanos. Tal fato se deve a presenga, em seres
humanos, de respostas imunes prévias contra adenovirus, que
podem impedir a infeccdo com adenovirus vetor carreando
genes do virus da dengue, e consequentemente comprometendo
a eficiéncia da resposta imune ao virus da dengue.

Também é conhecido o pedido de patente US20080193477,
publicado em 14/08/2008, um método que emprega um regime de

imunizacdo compreendendo a administragdo de uma primeira



10

15

20

25

vacina de febre amarela seguida da administracdo de uma
vacina de dengue a base de flavivirus quimérico.
Entretanto, outros relatos na literatura demonstraram que a
imunizagdo com o virus vacinal da febre amarela pode
comprometer a eficiéncia da resposta imune gerada
posteriormente com virus quiméricos de febre amarela
contendo genes do virus da dengue. Neste caso os niveis de
anticorpos neutralizantes contra o virus da dengue foram
significativamente menores em macacos previamente vacinados
contra febre amarela (Galler et al., 2005). Como aqui
discutido, verificamos que apesar dos esforgcos que vem
sendo desenvolvidos, h& ainda uma necessidade para o
desenvolvimento de vacinas de DNA mais eficazes e capazes
de induzir um aumento da resposta imune, assim como a
utilizacéo de estratégias vacinais combinadas que
incrementem esta resposta imune.

Sumario da Invenciao

O objetivo da presente invencdo é propiciar um método
para induzir resposta imune contra virus da dengue baseado
em vacinas de DNA e virus quiméricos 17D em imunizacdes
combinadas ou co-administradas.

Também é um objetivo da invengdo fornecer uma
composigdo de vacinas de DNA contra os quatro sorotipos do
virus dengue a partir da construgdo de diferentes
plasmideos recombinantes contendo os genes que codificam as
proteinas E a partir de cada sorotipo viral do virus dengue
(DENV1-4), ou somente as seqiéncias que correspondem ao
dominio III destas proteinas, todas fusionadas a sequéncia

que codifica o peptideo sinal do t-PA.
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Uma composicdo vacinal consistindo de (a) vacinas de
DNA contra os quatro sorotipos do virus dengue a partir da
construgéao de.diferentes plasmideos recombinantes contendo
Os genes que codificam as proteinas E a partir de cada
sorotipo viral do virus dengue, ou somente as seqiiéncias
que correspondem ao dominio III destas proteinas, todas
fusionadas a sequéncia que codifica o peptideo sinal do t-
PA; e, (b) virus quiméricos compreendendo o virus vacinal
de febre amarela 17D modificado, cujas sequéncias que
codificam as proteinas prM e E de febre amarela foram
substituidas pelas sequéncias que codificam as proteinas
prM e E dos virus dengue dos diferentes sorotipos, e um
veiculo farmaceuticamente aceitavel, esta incluida no
objetivo da presente invencéo.

| A invengdo apresenta ainda um kit compreendendo (a)

vacinas de DNA contra os quatro sorotipos do virus dengue a
partir da construgdo de diferentes plasmideos recombinantes
contendo os genes das proteinas E, ou somente as seqliéncias
que correspondem ao dominio III destas proteinas a partir
de cada sorotipo viral do virus dengue; e, (b) virus
quiméricos compreendendo o virus vacinal de febre amarela
17D modificado, cujas sequéncias que codificam as proteinas
prM é E de febre amarela foram substituidas pelas
sequéncias que codificam as proteinas prM e E dos virus
dengue dos diferentes sorotipos.
Breve Descrigdo da Figuras

A Figura 1 é uma representacao esquemdtica dos
plasmideos pcTPA, pE1D2 e pE2D2.

A Figura 2 mostra a imunofluorescéncia de células BHK-
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21 transfectadas com os plasmideos pE1D2 (A e A’), pE2D2 (B
e B') e pcTPA (C e C’), onde o contraste de fase é mostrado
em A, B e C; a fluorescéncia é mostrado em A°, B'e C’
(aumento de 1000x A e B, 400x C).

As Figuras 3A-3B mostram os resultados do primeiro
experimento com pE1D2.

As Figuras 3C-3D mostram os resultados do segundo
experimento com pE1D2.

As Figuras 4A-4B mostram os resultados do primeiro
experimento com pE2D2.

As Figuras 4C-4D mostram os resultados do segundo
experimento c'om pE2D2.

As Figuras 5A-5D mostram os resultados do terceiro
experimento com combinacdes simultdneas com pElDZ, pE2D2,
17D-D2.

Descrigdo Detalhada da Invencgido

Os presentes inventores encontraram no estado da arte
que a proteina do envelope (E) do virus da dengue é um
forte imundégeno, podendo gerar uma resposta proﬁetora com
altos niveis de anticorpos neutralizantes. Sendo assim, o
primeiro objetivo da presente invencdo é construir vacinas
de DNA contra dengue contendo os genes que codificam as
proteinas E, sem a regido hidrofébica C-terminal, ou
contendo as seqiiéncias dos dominios III destas proteinas,
inseridos no plasmidio pcTPA, que possui a seqliiéncia sinal
do ativador de plasminogénio de tecido humano (t-PA), um
eficiente peptideo sinal j& testado em outras vacinas. A
presente invencdo também tem como objetivo estabelecer um

método para induzir resposta imune protetora contra os
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virus da dengue, baseada na administracdo de vacinas de DNA
e virus quiméricos 17D em imunizacgdes combinadas no sistema
de dose/reforgo ou co-administracdo das duas vacinas.

O plasmideo pcTPA contém uma seqiiéncia de DNA
correspondente ao peptideo sinal do gene do ativador de
plasminogénio de tecido humano (t-PA). Existem diferencas
no tamanho da regido do t-PA identificada como peptideo
sinal. O artigo que descreve a clonagem e o sequenciamento
do gene do t-PA (Pennica et al., Nature, 301:214-221, 1983)
identifica uma regido de 105 pares de bases, que codifica
os primeiros 35 aminoacidos, como peptideo sinal. O
plasmideo pcTPA contém uma seqiiéncia de 69 pares de bases
que corresponde aos primeiros 23 aminoadcidos SEQ ID NO:8. A
seqliiéncia correspondente ao peptideo sinal do t-PA foi
clonada no plasmideo pcDNA3 (Invitrogen) utilizando os
sitios das enzimas de restricdo HindIII e EcoRV. Deste
modo, gqualquer sequéncia pode ser clonada a jusante ao
sitio EcoRV, wutilizando o sitio desta enzima que gera
fragmentos de ponta cega, podendo, portanto, se ligar a
outro fragmento também de ponta cega, sem necessariamente
ter sido digerido com EcoRV. Além deste sitio, o plasmideo
pPcTPA conserva os cinco sitios de enzimas de restricdo a
jusante ao da EcoRV (BstXI, NotI, Xhol, Xbal e Apal),
oriundos do sitio maltiplo de clonagem do plasmideo pcDNA3,
que também podem ser utilizados para clonagens de novas
seqiiéncias.

Para a construgédo dos diferentes plasmideos
recombinantes, contendo a seqiiéncia que codifica a proteina

E sem a sua porgao hidrofébica C-terminal (E80%) - SEQ ID
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NO:6 -, ou somente a seqiiéncia que corresponde ao dominio
IIT - SEQ ID NO:7 - desta proteina, foi wutilizada a
linhagem de DENV2 Nova Guiné C (NGC) (M29095; gi:323447).
Esse virus foi obtido a partir de cultura de células Vero
infectadas. Os fragmentos do gene E clonados no plasmideo
pcTPA foram amplificados por PCR a partir do RNA total de
células vero infectadas com DENV2 NGC. O RNA serviu como
molde para a sintese de um cDNA contendo as regides alvo,
utilizando oligonucleotideos especificos. Este cDNA serviu
entdo como molde para a amplificacdo por PCR das seqiiéncias
alvo, utilizando outros oligonucleotideos contendo sitios
de enzimas de restrigdes que foram usadas nas clonagens. Os
fragmentos amplificados foram resolvidos em gel de agarose
e em seguida retirados e purificados com resinas (gene
clean). Os fragmentos obtidos, assim como o plasmideo
pcTPA, foram digeridos com enzimas de restrigdes
especificas e ligados com T4 DNA ligase. Os clones
recombinantes foram obtidos em Escherichia coli, cepa DH5-
o, transformada com estes plasmideos, confirmados por
digestdes com enzimas de restrigcdo e posteriormente por
sequenciamento.

Para avaliar a capacidade dos plasmideos
recombinantes, obtidos conforme descrito acima, de mediarem
a expressdo das proteinas E, sem a regido hidrofébica na
porgcdo C-terminal (E80%) ou somente o seu dominio III (dom
I1I), foram realizados ensaios de andlise da expressdo 1in
vitro destas proteinas utilizando células BHK-21
transfectadas com os diferentes plasmideos. Os plasmideos

recombinantes foram obtidos a partir do plasmideo pcTPA,
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que foi construido a partir do plasmideo pcDNA3
(Invitrogen). Esse vetor promove a expressido das proteinas
recombinantes sob o controle do promotor do citomegalovirus
humano (CMV) e contém a seqiiéncia que codifica o peptideo
sinal do ativador de plasminogénio de tecido humano (t-PA),
que direciona estas proteinas para o meio extracelular.

Para avaliar a produgdo das proteinas de interesse,
culturas de células BHK-21 foram transfectadas com os
plasmideos recombinantes, wutilizando lipofectamina, de
acordo com as instrucdes do fabricante. A express3o das
proteinas recombinantes foi analisada por
imunofluorescéncia, conforme descrito em Costa SM et al.,
2006 Para a produgdo em grande escala dos plasmideos
recombinantes e controle, foram utilizadas bactérias E.
coli, cepa DH5-a, transformadas com 0os diferentes
plasmideos e cultivadas em meio TB liquido, durante a noite
a 37°C. Os plasmideos foram purificados em colunas de troca
idénica, wutilizando o kit QIAGEN tip 10.000 conforme
recomendacao do fabricante, e ressuspensos em agua,
quantificados em espectrofotdmetro e gel de agarose. As
vacinas de DNA foram armazenadas a -20°C até sua
utilizacao.

As vacinas de DNA da presente invencdo foram testadas
isoladamente quanto & sua capacidade protetora. Esses
testes tiveram por finalidade analisar a eficiéncia da
expressao das proteinas recombinantes in vitro, avaliar a
resposta de anticorpos gerada em camundongos e realizar
ensaios de desafios com inoculacdes intracerebrais de doses

letais do virus. Os testes de soroneutralizacido também
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foram realizados com células Vero e com os virus citados
anteriormente, conforme descrito por Cafour et al., 2001.
Para a avaliagdo das construgdes obtidas, grupos de
camundongos BALB/c machos com cerca de quatro semanas de
idade foram imunizados com os plasmideos recombinantes e
controle. Os camundongos foram inoculados por via
intramuscular (im) nos quadricepes posteriores com estes
plasmideos diluidos em PBS. Em cada inoculacdo foram
injetados 100pg de DNA por animal (50pg por pata). Na nova
abordagem de imunizagdo da presente invencdo, ou seja, o
sistema de dose (vacina de DNA) e reforgco (virus quimérico)
ou imunizacdes simulténeas (co-administracido), as vacinas
de DNA da presente invencdo foram testadas em imunizacgdes
combinadas com virus quimérico (17D-D2). Esta quimera foi
construida a partir do virus vacinal da febre amarela YF
17D, com a substituigdo dos genes que codificam as
proteinas prM e E deste virus pelos genes prM e E de DENV2,
cepa NGC, SEQ ID NO:9. Vale ressaltar que os testes dessa
nova abordagem de imunizacdo foram iniciados com a
construcao das vacinas de DNA de DENV2 e a realizacdo de um
teste de desafio que demonstrou a capacidade protetora
destas vacinas, principalmente quando se wutilizou a
seqiiéncia que codifica o gene E sem a sua porgéo
hidrofdébica C-terminal.

Para a construgdo da quimera 17D-D2, foi utilizada a
abordagem do cDNA infeccioso de febre amarela, desenvolvido
por Rice et al., 1989, que consiste em dois plasmideos:
PYF5’3’IV e pYFM5.2. Nesta abordagem o genoma do virus de

febre amarela foi separado nos dois plasmideos citados
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anteriormente, dada a falta de estabilidade de algumas
sequéncias virais em plasmideos de alto numero de cépias.
Estes plasmideos foram digeridos com enzimas de restricdes
especificas e os fragmentos gerados foram ligados,
reconstituindo o genoma completo do virus vacinal de febre
amarela. Entretanto, testes em macacos com este virus
indicaram a necessidade de modificacdes genéticas do cDNA
para tornar o virus mais atenuado (Marchevsky et al.,
1995). Tais modificacdes foram realizadas por Galler e
Freire (US 6.171.854) e resultaram em novas versdes dos
plasmideos pYF5’3'IV e pYFM5.2, denominados G1/2 e T3/27,
respectivamente. Posteriormente, foi utilizado o plasmideo
PACNR1180 (Ruggli et al., 1996) que possui uma origem de
replicagdo (P15A), que limita o nUmero de replicacg¢des deste
plasmideo, reduzindo assim o numero de cépias do DNA
plasmidial em bactérias. O plasmideo pACNR1180 foi descrito
como um plasmideo ideal para clonagem do genoma do virus de
febre suina, cujo tamanho se assemelha ao do genoma do
virus da febre amarela, permitindo a estabilidade do genoma
clonado. Tendo em vista estes resultados, o genoma inteiro
do virus de febre amarela foi clonado em um plasmideo
modificado do pACNR1180 (com a retirada de alguns sitios de
enzimas de restrigdo), gerando o plasmideo pYF17D/14. O
plasmideo pYF17D/14 foi gerado em duas etapas. Primeiro o
plasmideo G1/2 foi utilizado como molde para amplificacéao
por PCR de diferentes fragmentos que foram inseridos no
plasmideo modificado do pACNR1180, gerando o plasmideo
NSK7. Posteriormente, o plasmideo NSK7 foi utilizado para a

clonagem do restante do genoma do virus vacinal 17D contido
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no plasmideo T3/27, gerando entdo o plasmideo pYF17D/14.
Todos os plasmideos foram propagados em E. coli MC1061 e
purificados em coluna Qiagen. Para a construcdo da quimera
17D-D2 foi wutilizado o virus DENV2 cepa Nova Guiné. Foi
sintetizado wum <cDNA, de modo semelhante ao descrito
anteriormente para as clonagens nas vacinas de DNA, que
continha a regido do genoma do virus da dengue que vai do
primeiro nucleotideo correspondente ao gene que codifica a
proteina prM até a sequéncia correspondente ao aminoacido
205 da proteina E. Esta regido foi amplificada por PCR e
inserida no plasmideo G1/2 entre os sitios para as enzimas
de restricdo Apal e NotI, gerando o plasmideo pGl/2 DEN2. O
cDNA contendo o genoma completo 17D-D2 foi construido a
partir da ligagdo dos fragmentos: NotI/NsiI gerado com
digestdo do plasmideo pGl/2 DEN2 (com o promotor SP6, a
regido 5’ NTR-C de febre amarela e prM-2/3E de DENV2),
Nsil/Mlul gerado com a digestdo do plasmideo pYFD/F11/12
(codificando a regido 3’ de E de DENV1 e o inicio do gene
NS1 de febre amarela), e MIul/Notl gerado com a digestao
do plasmideo pYF17D/14 (que contém o restante. do genoma de
febre amarela). Todos os plasmideos foram propagados em E.
coli XL-1 Blue e purificados com Concert High Purity System
(Invitrogen). O plasmideo completo foi linearizado com XhoI
e utilizado para a transcricdo in vitro, através da regido
promotora SP6. O RNA sintetizado in vitro foi utilizado
para a regeneracgao viral por eletroporacdo de células Vero
de modo similar ao descrito no documento US 6,171, 854.

Além das inoculagdes com as vacinas de DNA isoladas,

foi analisada também a resposta imune gerada em camundongos
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tratados com imunizag¢des combinadas: sistema de dose
(vacina de DNA) e reforgo (virus quimérico 17D-D2), e
imunizac¢Ses simultdneas (co-administragdo) dos dois tipos
de vacinas. No sistema de dose/reforgo, camundongos BALB/c
receberam duas doses das vacinas de DNA de DENV2, como
descrito acima, e, duas semanas apds a Ultima dose, foram
inoculados por via subcutdnea (sc) ou intramuscular (im)
com 4 l1ogl0 PFU de virus quimérico (17D-D2) . Nas
imunizag¢des simultdneas (co-administracdo) as duas vacinas
(DNA e quimera 17D-D2) foram misturadas em solucdo salina
tamponada (PBS) e inoculadas por via im, em duas doses com
intervalo de duas semanas.

A resposta imune gerada com as vacinas de DNA
isoladamente ou em conjunto com virus quimérico foi
avaliada pela produgdo de anticorpos neutralizantes.

Os animais foram sangrados por via retro-orbital duas
semanas apds a segunda dose de DNA ou duas semanas apds a
dltima imunizagdo, e ao final dos testes de desafio com
DENV2. O soro pré-imune foi obtido no dia anterior ao
inicio das imuniza¢des. Nos ensaios de neutralizacdo, os
virus DENV foram incubados com diferentes diluicdes dos
soros dos camundongos imunizados e posteriormente foi
avaliada a capacidade destes virus infectar células Vero,
através da formagdo das placas de lise. A partir dessas
analises ¢é possivel titular os niveis de anticorpos
neutralizantes.

Os camundongos BALB/c imunizados com os diferentes
plasmideos isoladamente ou em combinacdo com o virus 17D-D2

foram desafiados por inoculagdo intracerebral de DENV2
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(aproximadamente 4.3 logl0 PFU, que corresponde a uma LD50
de 3,8), 25 dias apds a ultima dose de DNA ou 10 dias apbs
a inoculagdo com o virus quimérico. Antes do desafio os
animais foram anestesiados com uma mistura de ketamine-
xylazine. A titulagdo do virus foi feita em células Vero
logo apbés a sua inoculacdo nos animais, como descritb por
Caufour et al., 2001. Os camundongos foram avaliados
diariamente até 21 dias apdés o desafio quanto a morbidade,
principalmente o desenvolvimento de paralisia nos membros
posteriores, e mortalidade. Os animais moribundos foram
sacrificados, assim como os que sobreviveram 21 dias apds o
desafio. O sangue destes camundongos foi coletado, para os
testes de soroneutralizacéio.

A inveng¢do serd, agora, descrita através de exemplos.
Os exemplos seguintes s&o ilustrativos da invencio e
representam as modalidades preferidas, aqueles habilitados
no estado da arte sabem ou sdo capazes de encontrar, usando
nada mais que experimentacdo rotineira, como empregar
outros materiais e técnicas apropriadas.

Exemplo 1 - Construgdo do vetor de expressido pcTPA:

Um novo plasmideo de expressdo foi construido
inserindo a seqiiéncia que codifica o peptideo sinal do do
ativador de plasminogénio de tecido humano (t-PA) -~ SEQ ID
NO:8 no plasmideo original pcDNA3 (Invitrogen). O fragmento
equivalente a esta sequéncia foi amplificado por PCR,
utilizando iniciadores especificos (Figura 1).

Abaixo apresentamos os oligonucleotideos usados para a
reacdo de amplificagdo por PCR. Os sitios de restricdo Hind

ITIT e EcoRV estado sublinhados, respectivamente.
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SEQ ID NO:1 - Oligonucleotiodeo senso (TPA1l)

5’ GGGGAAGCTTATGGATGCAATGAAGAGG3’

SEQ ID NO:2 - Oligonucleotideo antisenso(TPA2)
5" GGGGATATCGCTGGGCGAAACGAAGAC3’

O produto de PCR, contendo 69 pb, foi digerido e
clonado no plasmideo pcDNA3 entre os sitios das enzimas
HindIIl e  EcoRV. A  sequéncia foi confirmada por
sequenciamento e o plasmideo recombinante denominado de
pcTPA (Figura 1A).

Exemplo 2 - Construgdo de pEl1D2 e pE2D2

Foram construidos dois plasmideos (pE1D2 e pE2D2) a
partir do plasmideo pcTPA. O plasmideo pcTPA é derivado do
plasmideo pcDNA3 (Invitrogen) com a adicado da sequéncia que
codifica o peptideo sinal do ativador de plasminogénio de
tecido humano (t-PA), entre os sitios das enzimas de
restrigdo (HindIII e EcoRV, a jusante a regiao promotora
derivada do citomegalovirus humano,contido no plasmideo
PCDNA3) .

O plasmideo pE1D2 foi construido com a inserg¢do da
sequéncia que codifica 80% da proteina do envelope viral
(E) do virus da dengue, sorotipo 2 (DENV2), sem a porcao C-
terminal da proteina E. Esta seqiiéncia, contida entre os
nucleotideos 937 e 2131 do genoma completo do DENV2, cepa
Nova Guiné C (NGC) (Genebank: M29095) foi amplificada por
PCR, wutilizando os oligonucleotideos senso e antisénso,
identificados abaixo como SEQ ID NO:3 e SEQ ID NO:4, com os
sitos para as enzimas de restricdo EcoRV e Xbal
sublinhados, respectivamente:

SEQ ID NO:3 - 5 GGGGGATATCATGCGTTGCATAGGAATATC3’
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SEQ ID NO:4 - 5°GGGGTCTAGATTACGATAGAACTTCCTTTC3®

Em seguida foi feita a clonagem da seqiéncia no
plasmideo pcTPA entre os sitios das enzimas de restricéao
EcoRV e Xbal, no mesmo quadro aberto de leitura da
sequiéncia que codifica o peptideo sinal t-PA, gerando o
plasmideo pE1D2 conforme figura 1B.

O plasmideo pE2D2 foi construido com a inserg¢do da
sequiéncia que codifica o dominio III da proteina E de
DENV2, contida entre os nucleotideos 1822 e 2131 do genoma
completo de DENV2, cepa NGC (Genebank: M29095). Esta
seqiéncia foi amplificada por PCR, utilizando os
oligonucleotideos senso e antisenso, identificados abaixo
como SEQ ID NO:5 e SEQ ID NO:6, com os sitos para as
enzimas de restricao EcoRV e Xbal sublinhados,
respectivamente:

SEQ ID NO:5 - 5 GGGGGATATCGGAATGTCATACTCTATG3®
SEQ ID NO:4 - 5°'GGGGTCTAGATTACGATAGAACTTCCTTTC3®

Em seguida foi feita a clonagem da seqiiéncia no
plasmideo pcTPA entre os sitios das enzimas de restricgao
EcoRV e Xbal, no mesmo quadro aberto de leitura da
sequéncia que codifica o peptideo sinal t-PA, gerando o
plasmideo pE2D2 conforme figura 1C.

Todas as clonagens foram confirmadas por
sequenciamento. A bactéria Escherichia coli, cepa DH5-a,
foi utilizada para as clonagens e producdo dos plasmideos
eém pequena e grande escala.

Os plasmideos foram isolados pelo método de extracao
alcalina, purificados em coluna de troca idnica (Qiagen) de

acordo com as instrugdes do fabricante, ressuspensos em
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dgua miliQ estéril e estocados a -20°C até a sua
utilizacaéo.
Exemplo 3 - Virus quimérico 17D-D2

O virus quimérico 17D-D2 foi construido trocando-se os
genes que codificam as proteinas de membrana (prM) e do
envelope (E) do virus vacinal da febre amarela YF 17DD
pelos genes que codificam as proteinas prM e E de DENV2,
cepa NGC. Detalhes da construgdo do virus quimérico 17D-D2
podem ser encontrados em Cafour et al., 2001.

Para a construgdo da quiméra 17D-D2, foi utilizada a
abordagem do cDNA infeccioso de febre amarela, desenvolvido
por Rice et al., 1989, que consiste em dois plasmideos:
PYF5’3'IV e pYFM5.2. Nesta abordagem o genoma do virus de
febre amarela foi separado nos dois plasmideos citados
anteriormente, dada a falta de estabilidade de algumas
sequéncias virais em plasmideos de alto numero de cbdpias.
Estes plasmideos foram digeridos com enzimas de restricodes
especificas e os fragmentos gerados foram ligados,
reconstituindo o genoma completo do virus vacinal de febre
amarela. Entretanto, testes em macacos com este virus
indicaram a necessidade de modificacdes genéticas do cDNA
para tornar o virus mais atenuado (Marchevsky et al.,
1995). Tais modificacdes foram realizadas por Galler e
Freire (US 6,171,854) e resultaram em novas versdes dos
plasmideos pYF5’3'IV e pYFM5.2, denominados G1/2 e T3/27,
respectivamente. Posteriormente, foi utilizado o plasmideo
PACNR1180 (Ruggli et al., 1996) que possui uma origem de
replicagdo (P15A), que limita o numero de replicag¢des deste

plasmideo, reduzindo assim o numero de cbébpias do DNA
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plasmidial em bactérias. O plasmideo pACNR1180 foi descrito
como um plasmideo ideal para clonagem do genoma do virus de
febre suina, cujo tamanho se assemelha aoc do genoma do
virus da febre amarela, permitindo a estabilidade do genoma
clonado. Tendo em vista estes resultados, o genoma inteiro
do virus de febre amarela foi clonado em um plasmideo
modificado do pACNR1180 (com a retirada de alguns sitios de
enzimas de restricdo), gerando o plasmideo pPYF17D/14. O
plasmideo pYF17D/14 foi gerado em duas etapas. Primeiro o
plasmideo G1/2 foi utilizado como molde para amplificacéao
por PCR de diferentes fragmentos que foram inseridos no
plasmideo modificado do pACNR1180, gerando o plasmideo
NSK7. Posteriormente, o plasmideo NSK7 foi utilizado para a
clonagem do restante do genoma do virus vacinal 17D contido
no plasmideo T3/27, gerando entdo o plasmideo pYF17D/14.
Todos os plasmideos foram propagados em E. coli MC1061 e
purificados em coluna Qiagen. Para a construgdo da quimera
17D-D2 foi wutilizado o virus DENV2 cepa Nova Guiné. Foi
sintetizado um CcDNA, de modo semelhante ao descrito
anteriormente para as clonagens nas vacinas de DNA, que
continha a regido do genoma do virus da dengue que vai do
primeiro nucleotideo correspondente ao gene que codifica a
proteina prM até a sequéncia correspondente ao aminoacido
205 da proteina E. Esta regido foi amplificada por PCR e
inserida no plasmideo G1/2 entre os sitios para as enzimas
de restricdo Apal e NotI, gerando o plasmideo pGl/2 DEN2. O
CDNA contendo o genoma completo 17D-D2 foi construido a
partir da ligacdo dos fragmentos: NotI/NsiI gerado com

digestdo do plasmideo pGl/2 DEN2 (com o promotor SP6, a
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regidao 5’ NTR-C de febre amarela e prM-2/3E de DENV2),
NsiI/Mlul gerado com a digestdo do plasmideo pYFD/F11/12
(codificando a regido 3’ de E de DENV1 e o inicio do gene
NS1 de febre amarela), e Mlul/NotI gerado com a digestao
do plasmideo pYF17D/14 (que contém o restante do genoma de
febre amarela). Todos os plasmideos foram propagados em E.
coli XL-1 Blue e purificados com Concert High Purity System
(Invitrogen). O plasmideo completo foi linearizado com XhoI
e utilizado para a transcricdo in vitro, através da regiao
promotora SP6. O RNA sintetizado in vitro foi utilizado
para a regeneragdo viral por eletroporacdo de células Vero
de modo similar ao descrito no documento US 6,171,854.
Exemplo 4 - Avaliagio da expressdo das proteinas
recombinantes

A expressdo das proteinas recombinantes foi avaliada
in vitro em células de rim de hamster neonatos (BHK-21)
transfectadas com os diferentes plasmideos, wutilizando
lipofectamina (Invitrogen) de acordo com as instrug¢des do
fabricante. A expressido das proteinas El e E2 foi detectada
por imunofluorescéncia nas células BHK transfectadas e
observadas em microscépio éptico de fluorescéncia
utilizando fluido ascitico anti-DENV2 (ATCC) e anticorpos
anti-IgG de camundongo conjugados a fluoresceina (Southern
Biotechnology). Somente as células transfectadas com os
plasmideos com os plasmideos PE1D2 e pE2D2 se mostraram
fluorescentes, demonstrando que estas construgdes sao
capazes de mediar a expressdo das proteinas do virus da
dengue em células de mamiferos, conforme Figura 2.

Exemplo 5 - Imunizagdes
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Foram realizados dois experimentos independentes para
testar o potencial protetor das vacinas de DNA isoladamente
ou em conjunto com o virus quimérico 17D-D2 no sistema de
dose/reforco, utilizando camundongos BALB/c com cerca de 4
semanas de idade.

Para as 1imunizagdes com as vacinas de DNA, os
plasmideos foram diluidos em PBS (concentracdo final 1x) e
os animais foram inoculados por via intramuscular (im) nos
quadricepes posteriores com 100ug/100uL da vacina de DNA
por animal (50pug/50uL por pata). Para as imunizag¢des com o
virus quimérico 17D-D2) 0s animais foram inoculados por via
subcutdnea (sc) no coxim plantar ou intramuscular (im) nos
quadricepes posteriores, com 4 log 10 PFU de virus diluido
em meio M199 (Sigma) ou em PBS. O plasmideo pcTPA foi
utilizado como controle negativo.

Foi realizado um terceiro experimento com imunizacdes
simulténeas (co-administracdo) de vacinas de DNA e 17D-D2
por via im. Neste caso, as duas vacinas foram misturadas em
uma sé solucdo com PBS.

Os animais foram separados em grupos (10 camundongos
por grupo). Em seguida os animais foram imunizados a cada
duas semanas e duas semanas apdés a uUltima imunizacdo os
animais foram desafiados com inoculacio por via
intracerebral (ic) de uma dose 1letal de DENVZ2 NGC (3,8
LDsp) , neuroadaptado a camundongos. Em seguida, os animais
foram avaliados diariamente até o 21° dia quanto a
morbidade (desenvolvimento de paralisia, prihcipalmente nos
membros posteriores) e sobrevivéncia.

Os cronogramas das imunizac¢des estdo representados na
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Figura 3. As Tabelas 1, 2 e 3 a seguir mostram os esquemas
de imunizacdo.

A Tabela 1 mostra o esquema de imunizacdo do primeiro
experimento com protocolo de dose e reforgo (prime/boost)

ou imunizacgdes individuais.

TABELA 1
Grupos Imunizacao
1 PE1D2 (2 doses im)
2 PE1D2 (2 doses im) + 17D-DZ2 (1 dose sc)
3 pE2D2 (2 doses im)
4 PE2D2 (2 doses im) + 17D-D2 (1 dose sc)
5 PcTPA (2 doses im)
6 PcTPA (2 doses im) + 17D-DZ (1 dose sc)
7 17D-D2 {1 dose sc)
8 17D-D2 (2 doses sc)
9 Ndo imunizado e somente desafiado com DENV?2

A Tabela 2 mostra o esquema de imunizacdo do segundo
experimento com protocolo de dose e reforgo (prime/boost)
ou imunizag¢des individuais.

TABELA 2
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Grupos Imunizagao

1 pE1lD2 (2 doses im)

2 PE1DZ (2 doses im) + 17D-DZ (1 dose sc)

3 pE2D2 (2 doses im)

4 pE2D2 (2 doses im) + 17D-D2 (1 dose sc)

5 17D-D2 (2 doses sc)

6 17D-D2 (2 doses im)

7 N3&o imunizadc e somente desafiado com DENV2

A Tabela 3 mostra o esquema de imunizacdo do terceiro

experimento com protocolo de imunizag¢ido simultdnea (co-

administracéao).

TABELA 3
Grupos Imunizacgao
1 PE1D2 + 17D-D2 - 2 doses im
2 pEZD2 + 17D-D2 - 2 doses im
3 pcTPA + 17D-D2 - 2 doses im

Resultados de Protegdo - Primeiro Experimento

No primeiro experimento os sinais clinicos da doenga
foram detectados entre o sétimo e o oitavo dia apbés o
desafio com DENV2 nos grupos dos animais ndo imunizados ou
aqueles que receberam o plasmideo controle (pcTPA). Treze
dias apés o desafio, 100% destes camundongos apresentaram
paralisia ou morte. Por outro lado, 100% dos animais
vacinados com somente 2 doses de pE1D2, 2 doses de pE1D2 +
1 dose de 17D-D2, ou 2 doses de 17D-D2, sobreviveram ao
desafio.

Quanto ao aparecimento de sinais clinicos, somente o
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grupo de camundongos imunizados com 2 doses de pEl1D2 + 1
dose de 17D-D2 n&do apresentou qualquer sinal.

O grupo de animais que recebeu somente o plasmideo
PE1D2 ou o virus 17D-D2 apresentou 10% e 20% de paralisia,
respectivamente, conforme mostrado nas Figuras 3A e 3B.

A vacina pE2D2 se mostrou menos protetora quando
comparada a vacina pE1D2. Somente 50% dos animais
imunizados com 2 doses de pE2D2 sobreviveram ao desafio e
70% apresentaram morbidade. Por outro lado, 100% dos
animais imunizados com 2 doses de PE2D2 + 1 dose de 17D-D2
sobreviveram ao desafio e somente 10% destes camundongos
apresentaram algum sinal clinico da doenca, conforme
mostrado nas Figuras 3A e 3B.

Resultados de Protegdo - Segundo Experimento

No segundo experimento as proporcdes de sobrevivéncia
e morbidade nos grupos de animais imunizados com os
plasmideos pE1D2 e pE2D2 isoladamente ou no sistema de dose
e reforgco (vacina de DNA + 17D-D2) foram semelhantes aos
dados obtidos no primeiro experimento. Mais uma vez a
imunizagcdo no sistema de dose e reforgco se mostrou mais
eficiente gerando 100% de protecao, conforme Figuras 3C,
3D, 4C e 4D.

Resultados de Protecgdo - Terceiro Experimento

As imunizag¢des simultdneas pE1D2 + 17D-D2 e pE2D2 +
17D-D2 se mostraram t3o eficientes quanto as imunizac¢des no
sistema dose/reforco, induzindo protegcdo em 100% dos
animais, independente da via de inoculagdo do virus 17D-D2
(im ou sc), sem o aparecimento de qualquer sinal clinico da

doenca.
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Nenhuma das vacinas administradas isoladamente (vacina
de DNA ou quimera 17D-D2) induziu protegdao sem o
desenvolvimento de paralisia em nenhum dos animais testados
(Figuras 5).

Resultados de Soroneutralizacido

Para a detecgéo dos niveis de anticorpos
neutralizantes gerados com as vacinas testadas, os soros
dos animais foram coletados duas semanas apds a imunizacdo
com as vacinas de DNA e/ou virus quimérico (antes do
desafio com DENV) e 21 dias apdés o desafio com DENV2. Nos
ensaios de soroneutralizacio, 0s virus DENV2 foram
incubados com diferentes diluicdes dos sSoros dos
camundongos imunizados e posteriormente foi avaliada a
capacidade destes virus infectar células Vero, através da
formacdo das placas de 1lise. O titulo de anticorpos
neutralizantes foi calculado a partir da reducdo de 50% das
placas de lise (PRNTsg).

Os resultados estdo exemplificados na tabela 4, com os
soros dos animais utilizados no primeiro experimento de
imunizagdo no sistema de dose e reforgo. Os resultados
demonstram um aumento significativo dos niveis de
anticorpos neutralizantes nos animais que receberam a

imunizagdo combinada no sistema de dose/reforco.

TABELA 4
Titulos de anticorpos neutralizantes (PRNT59)
2 doses da 2 doses pE1D2
Animais . 2 doses pE1D2 +
vacina + reforco 17D-

reforco 17D-D2
pE1D2 D2 + desafio
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DENV2
1 1:73 >1:640 >1:640
2 1:60 >1:640 >1:640
3 1:8 1:240 >1:640
4 1:24 1:33 1:120
5 ND 1:160 >1:640
6 1:40 ND >1:640
7 1:47 1:448 >1:640
8 ND 1:533 >1:640
9 1:86 >1:640 >1:640
10 1:25 1:320 >1:640
ontrole negative - 2 dene
Controle uegzgégo 2 doses <1:5
Controle Posit;vo - soro de S1:640
macaco imune

A presente invengdo foi exemplificada para DENVZ2,
entretanto a construgdo de vacinas de DNA contra os demais
sorotipos do virus dengue (DENV 1,3 e 4), obedece a mesma
metodologia aqui descrita para o DENV2.

A(s) composigdo(des) da presente inveng¢do podem conter
um velculo farmacéeutico aceitavel. Qualquer veiculo
farmacéutico conhecido daqueles especialistas na arte pode
ser usado na(s) composicdo(des) da presente invencdo,
dependendo do modo de administracio.

O termo veiculo farmacéutico se refere a um diluente,
adjuvante, excipiente, ou um veiculo com o qual a vacina de
DNA ou o virus quimérico é administrado. Esses veiculos
farmacéuticos podem ser ligquidos estéreis, tais como agua e
6leo, incluindo aqueles de origem animal, vegetal ou
sintética. Excipientes farmacéuticos incluem amido,

glucose, frutose, gelatina, malte, arroz, farinha, silica
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gel, estearato de sédio, monoestearato de glicerol, talco,
cloreto de sédio, leite em pd desnatado, glicerol,
propileno, glicol, &gua, etanol e semelhantes. A(s)
composigdo(des) da presente invencdo, se desejado, podem
conter quantidades pequenas de agentes emulsificantes, ou
agentes tamponadores de pH.

A presenca de um veiculo farmacéutico dependerad da
administragdo da composicdo vacina. Por exemplo, para a
administrag¢do parenteral, tal como uma injegdo subcuténea,
o veiculo preferido consiste de A&gua, solugdo salina,
alcool, gorduras, ceras ou solucgdo tampéo. Para
administragdo oral, podem ser empregados, manitol, lactose,
amido, estearato de magnésio, sacarina sédica, talco,
celulose, glucose, sucrose e carbonato de magnésio.

Também podem ser usados agentes contendo uma
substancia para proteger o antigeno de rapido catabolismo,
tal como hidréxido de aluminio ou 6leo mineral.

A presente invencdo utilizou inoculac¢do das vacinas de
DNA por via im com duas doses DNA, com 100pg por dose,
administradas em intervalo de duas semanas. Também podem
ser utilizados numeros diferentes de doses (como uma, trés,
quatro, etc) com concentracdes diferentes de DNA (variando
de 0.1lpg até 1g), e administradas em intervalos de tempo
variados (de 1 semana até 1 ano entre cada dose de DNA).

As imunizag¢bes das vacinas de DNA da presente invencao
foram realizadas por via im através de injegdes com agulha.
Outras vias de imunizagdo também podem ser utilizadas como
por exemplo por via intradérmica, subcuténea, transcuténea,

intravenosa ou intraperitoneal. Tais inoculagdes podem ser
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administradas com ou sem auxilio de agulha. Como exemplo de
inoculacdo sem agulhas, podemos citar a utilizacdo de
inoculacg¢ao por biobalistica (Genegun), Bioejector, adesivos
(pads), etc.

Na nova abordagem de imunizacdo da presente invencdo,
ou seja, o sistema de dose (vacina de DNA) e reforgco (virus
quimérico 17D-D2) ou imunizagdes simulténeas (co-

administracdo), as vacinas de DNA foram administradas por

via im através de seringas com agulhas e o virus quimérico

17D-D2 foi inoculado também com seringas por via im ou sc.
Para esta abordagen também poderdo ser utilizadas outras
vias de inoculacéao com ou sem agulhas conforme
exemplificado acima. As imunizagdes com vacinas de DNA e
17D-D2 foram administradas em intervalos de duas semanas,
fanto no sistema de dose e reforco quanto de co-
administragdo. Tais inoculacdes também podem ser realizadas
com intervalos de tempo variados (de 1 semana até 5 anos),
com diferentes doses (uma, duas, trés e etc). As
concentragdes das vacinas de DNA inoculadas (100 Mg por
dose) assim como dos virus quiméricos (4 log 10 PFU) também
podem variar conforme adequacao do protocolo.

No sistema de dose e reforco da presente invencdo, a
primeira imunizag¢do (dose) foi realizada com vacinas de DNA
enquanto que o reforgo foi dado pela imunizacgdo com virus
quimérico. Também é possivel inverter este protocolo, com a
primeira imunizacdo com virus quiméricos e o reforco com
vacinas de DNA, administradas em intervalos variados.

A presente invengdo utilizou o gene que codifica a

proteina E do virus da dengue. Também podem ser utilizados
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outros genes deste virus, tais como as seqiiéncias que
codificam as proteinas C (capsideo), prM (membrana), NS1
(ndo-estrutural 1) e NS3 (ndo-estrutural 3). A proteina NS1
ja foi testada em vacinas de DNA isoladas demonstrando
potencial protetor contra o virus da dengue (Costa et
al.,2006, 2007).

A nova abordagem de imunizag¢do da presente invencao
utiliza vacinas de DNA e virus quimérico vacinal de febre
amarela com genes do virus da dengue (17Db-D2). Esta
abordagem também pode ser utilizada com vacinas de DNA e
virus quimérico vacinal 17D contendo genes de outros
flavivirus. A abordagem também pode ser usada com vacinas
de DNA contendo genes de febre amarela e virus vacinal 17D.

Assim, de acordo com a presente invencgdo é fornecida
uma vacina efetiva contra o virus dengue. Adicionalmente, a
invencdo também demonstrou um novo método para induzir
resposta imune contra virus da dengue baseado em vacinas de
DNA e virus quiméricos 17D em imunizacdes combinadas, no
sistema de dose (vacina de DNA) e reforco (virus quimérico)
ou co-administragdo simultadnea das duas estratégias
vacinais (vacinas de DNA e virus quiméricos em uma mesma
formulacgédo). Uma composicdo vacinal e um kit compreendendo
vacinas de DNA contra os quatro sorotipos do virus dengue
virus quiméricos também é apresentado na presente invencdo.
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aactgataga
agctgaccaa
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gagacattgg
tcccaagaag
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aaaggaatgt
acacaacatg
atcccttttg
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gacagctaca
ggaagttcta
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ccacacgtaa
tgtttaaaac
tgtgtgaaga
tagattgttg
gagaacacag
agacacgaac
aaacttggat
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caatgacaat
gaagctgggt
aaccaacatt
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tgttcacatg
ccattgtgat
atggcaagga
atggcactgt
tgctgcaaat
tgccatggct
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cagcttggga
aagttttcgg
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agaggatggt
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gtgcaactct
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tgaaacatgg
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gcgttgcata
tgacatagtc
ggattttgaa
agaggcaaag
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gggaaatgga
caaaaagaac
aacacctcac
aatcaaaata
cacgatggag
ggaaaataaa
gcccggageg
aaatccccat
cacagcactc
acatctcaag
gtgcacagga
tatcagagta
tttggaaaaa
agatagccca
agtagagccg
gattgagaca
ttttggatcc

agcaatctat

cacatgatcg
gtgaacatgt
tacaagtgtc
acgtccacat
agatcagtgg
atgtcatcag
ccaggcttta
agagccctga
ggaatatcaa
ttagaacatg
ctgatagaaa
ctgaccaaca
gagcaggaca
tgtggactat
atgaaaggaa
tcaggggaag
acaccacaga
tgctctccga
gcttggctgg
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tgcaggctga
aagtttaaag
caatatgaag
agacatgttt
gtcaacatag
ggacaattga
acaatgaggg
ctgggaggag

ggggctgcect
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. REIVINDICAGOES

1. Método para induzir resposta imune contra virus da
dengue caracterizado por compreender a administracdo a um
paciente de vacinas de DNA e virus quiméricos 17D.

2. Método de acordo com a reivindicacao 1
caracterizado pela administracdo ao paciente ser efetuada
em imunizagdes combinadas, no sistema de dose {(vacinas de
DNA) e reforco (virus quiméricos) ou co-administracdo
simultdnea das duas estratégias vacinais (vacinas de DNA e
virus quiméricos em uma mesma formulacio).

3. Composigdo  vacinal contra o virus dengue
caracterizado por compreender:

(a) Vacinas de DNA contra os quatro sorotipos do
virus dengue a partir da construgdo de diferentes
plasmideos recombinantes contendo os genes que codificam as
proteinas E a partir de cada sorotipo wviral do virus
dengue, ou somente as seqiiéncias que correspondem aos
dominios III destas proteinas, todas fusionadas a sequéncia
que codifica o peptideo sinal do ativador de plasminogénio
de tecido humano (t-PA);

(b) Virus quiméricos compreendendo o virus vacinal de
febre amarela 17D modificado, pela tecnologia de obtencao
de clone infeccioso, com a substituicdo das sequéncias que
codificam as proteinas prM e E de febre amarela pelas
sequéncias que codificam as proteinas prM e E dos virus
dengue dos diferentes sorotipos; e,

(c) um veiculo farmaceuticamente aceitdvel.

4. Composigdo de acordo com a reivindicacdo 3

caracterizado a vacina de DNA por compreender:
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- plasmideo pEl construido com a insercdo da seqliéncia
que codifica 80% da proteina do envelope viral (E) do virus
da dengue, sem a porgcdo C-terminal da proteina E do virus
da dengue.

5. Composicdo de acordo com a reivindicagdo 3
caracterizado a vacina de DNA por compreender:

- um plasmideo pE2 construido com a insercdo da
seqliéncia que codifica o dominio III da proteina E do virus
da dengue, contida entre os nucleotideos 1822 e 2125 do
genoma completo do virus da dengue.

6. Kit caracterizado por compreender:

(a) Vacinas de DNA contra os quatro sorotipos do virus
dengue a partir da construcdo de diferentes plasmideos
recombinantes contendo os genes que codificam as proteinas
E a partir de cada sorotipo viral do virus dengue, ou
somente as seqliéncias que correspondem aos dominios III
destas proteinas, todas fusionadas & sequéncia que
codifica o peptideo sinal do ativador de plasminogénio de
tecido humano (t-PA); e,

(b) virus quiméricos compreendendo o virus vacinal de
febre amarela 17D modificado, pela tecnologia de obtencéao
de clone infeccioso, com a substituicdo das sequéncias que
codificam as proteinas prM e E de febre amarela pelas
sequéncias que codificam as proteinas pPrM e E dos virus
dengue dos diferentes sorotipos.

7. Plasmideo recombinante contendo o gene da proteina
E a partir de cada sorotipo viral do virus dengue fusionado
a seqléncia que codifica o peptideo sinal do t-PA

caracterizado por ser construido com a insergdo da
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seqiéncia que -codifica 80% da proteina do envelope viral
(E) do virus da dengue sem a porcdo C-terminal da proteina
E, onde a dita seqiiéncia ¢é amplificada utilizando os
oligonucleotideos senso e antisenso, identificados como SEQ
ID NO:3 e SEQ ID NO:4 e em seguida efetuada a clonagem da
seqliiéncia no plasmideo pcTPA entre os sitios das enzimas de
restricdo EcoRV e XbaIl no mesmo quadro aberto de leitura
da seqiiéncia que codifica o peptideo sinal t-PA, gerando o
plasmideo reéombinante.

8. Plasmideo de acordo Lcom a reivindicagdo 7
caracterizado por a seqiiéncia que codifica 80% da proteina
do envelope viral (E) do virus da dengue estar contida
entre os nucleotideos 937 e 213125 do genoma completo do
DENV2, cepa Nova Guiné C (NGC) (Genebank: M29095) .

9. Plasmideo recombinante contendo o gene da proteina
E a partir de cada sorotipo viral do virus dengue fusionado
a sequiéncia que <codifica o peptideo sinal do t-PA
caracterizado por ser construido com a insercdo da
seqiéncia que codifica o dominio III da proteina E do virus
da dengue, onde a dita seqiiéncia é amplificada utilizando
0s oligonucleotideos senso e antisenso, identificados como
SEQ ID NO:5 e SEQ ID NO:4, entre os sitios para as enzimas
de restrigdo EcoRV e Xbal e em seguida realizada a clonagem
da seqiiéncia no plasmideo pcTPA entre os sitios das enzimas
de restrigdo EcoRV e Xbal, no mesmo quadro aberto de
leitura da seqiéncia que codifica o peptideo sinal t-PA,
gerando o plasmideo recombinante.

10. Plasmideo de acordo com a reivindicacdo 9

caracterizado por a seqiiéncia que codifica o dominio III da



proteina. -E do- virus da dengue estar contida entre os
nucleotideos 1822 e 213125 do genoma completo de DENV2,

cepa NGC (Genebank: M29095).
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Figura 2
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Figuras 3A, 3B, 3C, 3D
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METODO, KIT, PLASMIDEO E COMPOSIGAO PARA INDUZIR RESPOSTA

RESUMO

IMUNE CONTRA VIRUS DA DENGUE BASEADO EM VACINAS DE DNA E
VIRUS QUIMERICOS

A presente invengdo se refere a um método para induzir
resposta imune contra virus da dengue baseado em vacinas de
DNA e virus quiméricos 17D em imunizagdes combinadas ou co-
administradas. Também est3do dentro do escopo da presente
invengdo, vacinas de DNA contra os quatro sorotipos do
virus dengue a partir da construgcdo de diferentes
plasmideos recombinantes contendo o gene que codifica a
proteina E, ou somente a ‘seqliéncia que corresponde ao
dominio III desta proteina, a partir de cada sorotipo viral
do virus dengue (DENV1-4). A invengdo fornece ainda uma
composigdo vacinal consistindo de (a) vacinas de DNA contra
Os quatro sorotipos do virus dengue, (b) virus quiméricos
compreendendo o virus vacinal de febre amarela 17D
modificado; e (c) um veiculo farmaceuticamente aceitével,

esta incluido no escopo de protecgdao.



	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS
	DRAWINGS
	ABSTRACT

