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(57) Resumo: VACINA DE DNA CONTRA O VIRUS DA FEBRE AMARELA. A presente invencdo se refere a vacinas de DNA
codificando seqUéncias virais especificas. As vacinas de DNA contra a Febre Amarela, desenvolvidas de acordo com a invencéo,
sdo baseadas na sequéncia que codifica a proteina do envelope de VFA (p/YE'E). Além da construcdo selvagem p/YFE, a
seqiiéncia E foi ainda fusionada a seqiéncia que codifica a Proteina de Associacdo & Membrana Lisossomal humana (h-LAMP),
gerando a constru¢do (pL/YFE>. Os resultados da invencédo sdo considerados bastante promissores uma vez que as duas
construcbes sdo capazes de induzir resposta de célula T contra os mesmos epitopos induzidos pela vacina 17DD, e a construcéo
pL/YFE foi ainda capaz de induzir anticorpos neutralizantes numa concentragéo considerada satisfatoria, O vetor pL/YFE foi ainda
inoculado em camundongos, para posterior desafio intracerebral com VFA. Surpreendentemente, 100% dos camundongos
imunizados com pL/YFE sobreviveram ao desafio.
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Vacina de DNA contra o virus da Febre Amarela

Campo da Invencao

[0001] A presente invencdo estd direcionada para uma vacina de
DNA otimizada, baseada na regido que codifica o envelope do virus da Febre
Amarela fusionada a Proteina de Associacdo a Membrana Lisossomal -
LAMP, capaz de processar o antigeno codificado e apresentd-lo ao sistema
imune pela via MHC 1.
Fundamentos da Invencio

[0002] O virus da Febre Amarela (VFA) ¢é considerado o
protétipo da familia Flaviviridae, representada ainda por vérios outros virus
de importancia médica causadores de enfermidades graves como a Dengue,
Encefalite Japonesa e Febre do Oeste do Nilo (Barrett, 2002). De acordo com
a Organizacao Mundial de Saide (OMS) mais de 200.000 casos de infeccao
por FA, incluindo 30.000 mortes, ocorrem anualmente em todo o mundo
(sendo 90% dos casos disseminados na Africa). A estratégia mais segura de
prevencdo da doencga continua sendo a vacinacdo, considerando que nido
existe ainda nenhuma droga efetiva contra a infec¢ao por FA. Nos tdltimos 70
anos mais de 400 milhdes de pessoas foram globalmente vacinadas com a
vacina FA de virus-atenuado (17DD), considerada bastante segura ¢ eficaz.
Apesar do sucesso da vacinacdo em massa com a 17DD, que € capaz de
induzir tanto resposta duradoura por anticorpos neutralizantes como resposta
citotéxica por células T (Poland, Calisher et al., 1981; Reinhardt, Jaspert et
al., 1998), casos adversos graves (em conseqiiéncia da vacinacdo) vem sendo
sistematicamente reportados na literatura [revisado em (Liu, 2003)]. Em
alguns casos a vacinagdo foi diretamente associada com o aumento da
severidade sintomatolégica (Monath, Arroyo et al., 2002) podendo até
culminar com rea¢Oes fatais (Vasconcelos, Luna et al., 2001; Lefeuvre,
Marianneau et al., 2004). Diante deste cendrio o desenvolvimento de nova

estratégia de vacinacdo, como vacinas de DNA codificando seqiiéncias virais
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especificas (Donnelly, Ulmer et al., 1997; Lewis ¢ Babiuk, 1999; Robinson,
1999; Schultz, Pavlovic et al., 2000) ¢ de fundamental importincia para o
desenvolvimento de estratégias vacinais ainda mais seguras.

[0003] O genoma do VFA ¢ organizado numa molécula positiva
de RNA mensageiro, de aproximadamente 10.8Kb, flanqueada pelas
estruturas cap 5’ e alca 3’ terminal ndo poli-adenilada. O RNA VFA codifica
3 genes estruturais (Capsideo - C, Membrana — M e Envelope - E) e 7 genes
que codificam proteinas ndo-estruturais (NS1, NS2a, NS2b, NS3, NS4a,
NS4b e NS5). Durante a montagem do virus o dominio carboxi-terminal da
proteina C atua como seqiiéncia sinal para a translocagdo do precursor
PreM/M para dentro do limen do reticulo endoplasmatico (RE) da célula
hospedeira, permitindo a maturacdo apropriada das proteinas M e E. A co-
expressao das proteinas PreM/M e E dos flavivirus, em células de mamifero,
resulta na formacao de particulas pseudo-virais capazes de induzir resposta
humoral (Raviprakash, Kochel et al., 2000; Wu, Li et al.,, 2006), pois a
proteina E € o principal alvo para a producdo de anticorpos neutralizantes.

[0004] A co-expressdao das proteinas PreM/M e E, como
estratégia vacinal, foi descrita como sendo capaz de induzir a producio de
anticorpos neutralizantes contra os virus da Encefalite Japonesa e da Dengue
(Konishi, Yamaoka et al., 1998; Konishi, Yamaoka et al., 2000; Konishi,
Ajiro et al., 2003). Entretanto, estas vacinas nido foram capazes de induzir
resposta duradoura com titulos apropriados de anticorpos neutralizantes (Lu,
Raviprakash et al., 2003). A ineficiéncia destas formulacdes estd
provavelmente relacionada ao mecanismo de apresentacdo destes antigenos
ao sistema imune dos hospedeiros. A maioria dos antigenos produzidos
endogenamente, caracteristicos das vacinas de DNA, sdo seqiiestrados e
apresentados ao sistema imune do hospedeiro por moléculas MHC 1. Para
uma resposta imune satisfatéria, com alta producdo de anticorpos

neutralizantes, € critico que os antigenos sejam apresentados a células do tipo
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T helper CD4" por moléculas MHC II. O processamento ¢ a apresentacio
antigénica via MHC 1II induz a ativagao de células T CD4" que € vital para o
funcionamento das vacinas genéticas, como ja foi demonstrado em estudos
de delecao do MHC II (Raviprakash, Marques et al., 2001) e deplecao CD4"
em camundongos (Lu, Raviprakash et al., 2003). A ativacio de células CD4"
¢ de fundamental importincia para a inducdo de resposta CDS",
desenvolvimento de células de memoria (Marques, Chikhlikar et al., 2003) e
expansao clonal de células B antigeno-especificas (De Arruda, Chikhlikar et
al., 2004). Para que antigenos produzidos endogenamente sejam dirigidos a
moléculas de classe II, ao invés de classe I, € necessario que estas proteinas
sejam fusionadas a peptideos-sinais que as direcionem para 0 compartimento
lisossomal da célula.

[0005] A possibilidade de direcionamento de antigenos,
produzidos endogenamente, para o processamento via MHC II foi
firmemente reforcada ap6s o descobrimento de uma proteina trans-membrana
do tipo I, denominada de Proteina de Associacdo a Membrana Lisossomal -
LAMP (Chen, Murphy et al., 1985). LAMP ¢ uma proteina que se liga a
membrana externa do lisossomo, através de sua seqiiéncia carboxi-terminal
YXX@, presente numa cauda citoplasmatica de 11 aminoécidos (Guarnieri,
Arterburn et al., 1993; Rohrer, Schweizer et al., 1996; Obermuller, Kiecke et
al., 2002). O trifico intracelular de LAMP inclui compartimentos
multilaminares especializados de Células Apresentadoras de Antigenos
(APCs) imaturas, chamados MIIC e CIIV, onde ocorre o processamento e
formacao dos complexos peptideos antigénicos-MHC 1II (Kleijmeer,
Morkowski et al., 1997; Drake, Lewis et al., 1999; Turley, Inaba et al., 2000).
A constatacao da co-localizacao das moléculas LAMP ¢ MHC II permite sua
utilizacdo como suporte para antigenos quiméricos, contendo as seqiiéncias
alvos de LAMP, visando o direcionamento do processamento antigénico para

o compartimento MHC II. Virios trabalhos vem demonstrando que os
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antigenos fusionados ao LAMP (antigeno/LLAMP) sdo capazes de gerar uma
maior atividade proliferativa de linfocitos antigeno-especificos, altos titulos
de anticorpos e intensa atividade T- citotoxica em relacdo aos antigenos
selvagens nao fusionados ao LAMP (Rowell, Ruff et al., 1995; Wu,
Guarnieri et al., 1995; Ruff, Guarnieri et al., 1997; Raviprakash, Marques et
al., 2001; Su, Vieweg et al., 2002; Donnelly, Berry et al., 2003; Anwar,
Chandrasekaran et al., 2005).

[0006] A vacina 17DD de virus-atenuado vem sendo produzida
no campus de Manguinhos — FIOCRUZ/RJ desde 1937, ou seja, a pelo
menos 70 anos. A imunizaciao em massa com a vacina 17DD, assim como o
combate sistemdtico ao vetor transmissor da Febre Amarela (Aedes aegypti),
foi e continua sendo estratégias de fundamental importincia para o controle
da doenca no pais. Apesar da efic4cia e seguranga da vacina 17DD, a mesma
nao ¢ recomendada para infantes, mulheres gravidas, imunodeficientes e
pessoas alérgicas a proteinas do ovo (substrato de producdo da vacina 17DD).
Estima-se que aproximadamente 5% da populacao apresente alergia e/ou
efeitos colaterais em resposta a vacina, podendo culminar em casos mais
raros de dbito provocado pela vacinagao.

[0007] Recentemente, diante da morte de macacos em regides
silvestres onde circula VFA, a populacdo comegou a entrar em panico diante
de especulacdes da re-introducdo da Febre Amarela urbana no pais.
Considerando o risco de infeccdo predominante em areas tropicais, a invasao
do ambiente urbano pelo vetor da doenga, o aquecimento global e a falta de
politicas apropriadas para o combate do inseto vetor, o risco da disseminacio
da doenca em regides urbanas nao pode ser negligenciado. O caos causado
pela dengue no estado do Rio de Janeiro, que por sinal ¢ transmitida pelo
mesmo vetor da Febre Amarela, ilustra o risco de um possivel (mais nao
provével) surto de Febre Amarela urbana no pais. Considerando todos estes

fatores, o desenvolvimento de uma estratégia vacinal complementar, e/ou
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alternativa contra a Febre Amarela, pode complementar/substituir 0 uso da
versdo vacinal de virus atenuado.

[0008] Apesar de nenhuma vacina de DNA ter sido ainda
aprovada para uso humano, este tipo de tecnologia vem sendo cada vez mais
aprimorado ¢ potencialmente deverd substituir as formulacdes baseadas em
microorganismos vivos. Formulacdes a base de DNA podem ser facilmente
manipuladas e dosadas, ndo requerem nenhuma condicdo especial de
temperatura para armazenamento e distribui¢do e ainda eliminam qualquer
eventual risco de infeccao pelos agentes vivos/atenuados. Este tipo de
tecnologia permite ainda a manipulacdo de imundgenos capazes de estimular
0 sistema imune com epitopos ¢ sinais bioldgicos especificos, evitando o uso
de antigenos/epitopos desnecessarios e até potencialmente perigosos no que
se refere a possiveis respostas imunoldgicas cruzadas (principal empecilho
para o desenvolvimento de uma vacina eficaz contra a Dengue, devido a
reacdo cruzada entre os seus 4 sorotipos). Finalmente, com o avango
tecnologico das ferramentas de manipulacdo de microorganismos e
purificacdo de moléculas em larga escala, as vacinas de DNA poderdo ser
produzidas em maior escala ¢ com um menor custo final quando comparada
as formulacdes atenuadas/inativadas.

[0009] E importante ressaltar que diante dos resultados
significativamente encorajadores, obtidos pelo nosso grupo, utilizando uma
vacina genética baseada na seqiiéncia viral da proteina E fusionada a LAMP,
¢ do melhoramento desta vacina pela otimizagdo dos antigenos para a
expressao em humanos, acreditamos na possibilidade do desenvolvimento e
implementacdo de uma vacina de DNA, ainda mais segura, capaz de conferir
imunidade contra o virus da Febre Amarela em humanos. Este tipo de
tecnologia poderd ainda servir de subsidio para o desenvolvimento de outras
vacinas virais, principalmente contra outros flavivirus como o virus da

Dengue.
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[0010] O documento WO 2004/078986 Al divulga pseudo-
particulas de flavivirus para utilizacdo como vacinas contendo glicoproteinas
prM/E agregadas em particulas do nucleo retroviral.

[0011] O documento US 2004157307 A1l divulga vacinas
quiméricas compreendendo uma sequéncia de antigenos fusionados a um
dominio para o transporte da proteina para um compartimento endossomal,
por exemplo a um dominio do polipeptidico LAMP. Tais antigenos podem
ser proteinas do virus da febre amarela.

[0012] O problema da presente invencdo ¢ fornecer outros
antigenos do virus da febre amarela (VFA) direcionados para o
compartimento lisossomal.

[0013] De acordo com a presente invengdo, o referido problema ¢
resolvido fusionando o polipeptideo PreM/ME do VFA ao dominio C-
terminal da Proteina de Associagdo & Membrana Lisossomal — LAMP (SEQ
ID NO: 8 a 12), conforme especificado nas reivindicacdes.

Sumaério da Invencio

[0014] A presente invencdo, em seu aspecto mais amplo, estd
direcionada para uma vacina de DNA otimizada, baseada na regidao que
codifica o envelope do virus da Febre Amarela fusionada a Proteina de
Associacao a Membrana Lisossomal - LAMP, capaz de processar o antigeno
codificado e apresentd-lo ao sistema imune pela via MHC I1.

Breve Descricao das Figuras e Tabelas

[0015] Figura 1: Esquema das regides de anclamento para a
amplificacdo de PreM/M-E selvagem (p/YFE) ¢ PreM/M-E fusionado a
LAMP (pL/YFE). Esquema representado todo o genoma do virus da Febre
Amarela, composto de 3 genes estruturais [Capsideo (C), Membrana
(PreM/M) e Envelope (E)] e 7 ndo-estruturais (NS1-NS5). As setas pretas
indicam as regides de anclamento dos primers (oligonucleotideos) utilizados

para a amplificacio de PreM/M-E selvagem (regido carboxi-terminal do
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capsideo X regido trans-membrana C-terminal do envelope). Para a
amplificacdo de PreM/M-E, para a fusdo com LAMP, o primer “reverse”
utilizado foi desenhado para anclar antes da regido trans-membrana do
envelope (seta branca).

[0016] Figura 2: Produto de PCR PreM/M-E do virus FA. Apés a
amplificacdo por PCR, utilizando os primers desenhados para a sequéncia
PreM/M-E selvagem (Tabela 1), foi obtido um fragmento de
aproximadamente 2000pb como esperado. O referido produto de PCR foi
migrado em gel de agarose 1% e visualizado ao transluminador de luz
ultravioleta. Como marcador de peso molecular (PM) foi utilizado o 1kb plus
ladder (Invitrogen®), sendo indicadas como referéncia as bandas de 1650 e
2000 pares de bases.

[0017] Figura 3: Produtos de PCR PreM/M-E de VFA para fusio
com LAMP e C-LAMP (humano). Ap6s a amplificacdo por PCR, utilizando
os primers desenhados para as sequéncias PreM/M-E para fusdo com LAMP
¢ C-LAMP humano (Tabela 1), foram obtidos um fragmento de
aproximadamente 1900pb (PreM/M-E) e outro de 125pb (C-LAMP) como
esperado. Os referidos produtos de PCR foram migrados em gel de agarose
1% e visualizados ao transluminador de luz ultravioleta. Como marcador de
peso molecular (PM) foi utilizado o 1kb plus ladder (Invitrogen®), sendo
indicadas como referéncia as bandas de 100 e 2000 pares de bases.

[0018] Figura 4: Digestdo de DNA plasmidial para a confirmagao
de clonagem da seqiiéncia PreM/M-E selvagem no vetor pGEMT-Easy. Apos
a transformacdo com a ligacio pGEMT-Easy + PreM/M-E selvagem, 3
clones bacterianos brancos (triados por IPTG/X-Gal) foram inoculados em
meio liquido para posterior extracdo de DNA plasmidial. As minipreps
obtidas foram em seguida digeridas com as enzimas Xhol e¢ Notl para a
confirmacao da clonagem de PreM/M-E selvagem no vetor pPGEMT-Easy. Os

produtos de digestao foram em seguida migrados em gel de agarose 1% e
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visualizados ao transluminador de luz ultravioleta. Como marcador de peso
molecular (PM) foi utilizado o 1kb plus ladder (Invitrogen®), sendo
indicadas como referéncia as bandas de 3000 e 2000 pares de bases. Apenas
o clone 2, asterisco, liberou um fragmento do tamanho do esperado (2000pb).

[0019] Figura 5: Digestao de DNA plasmidial para a confirmagao
de clonagem da seqiiéncia PreM/M-E para fusio com LAMP no vetor
pGEMT-Easy. Apdés a transformacdo com a ligacio pGEMT-Easy +
PreM/M-E para fusao com LAMP, 8 clones bacterianos brancos (triados por
IPTG/X-Gal) foram inoculados em meio liquido para posterior extragdao de
DNA plasmidial. As minipreps obtidas foram em seguida digeridas com as
enzimas Nhel e Xhol para a confirmacdo da clonagem de PreM/M-E para
fusao com LAMP no vetor pGEMT-Easy. Os produtos de digestao foram em
seguida migrados em gel de agarose 1% e visualizados ao transluminador de
luz ultravioleta. Como marcador de peso molecular (PM) foi utilizado o 1kb
plus ladder (Invitrogen®), sendo indicadas como referéncia as bandas de
1650 e 2000 pares de bases. Os clones 3, 5 ¢ 8 (asteriscos) liberaram
fragmentos do tamanho esperado (1900pb).

[0020] Figura 6: Digestao de DNA plasmidial para a confirmagao
de clonagem de C-LAMP no vetor pPGEMT-Easy. Apo6s a transformacdo com
a ligacdo pGEMT-Easy + C-LAMP, 3 clones bacterianos foram inoculados
em meio liquido para posterior extracdo de DNA plasmidial. As minipreps
obtidas foram em seguida digeridas com as enzimas Xhol e Xbal para a
confirmacio da clonagem de C-LAMP no vetor pGEMT-Easy. Os produtos
de digestao foram em seguida migrados em gel de agarose 1% e visualizados
ao transluminador de luz ultravioleta. Como marcador de peso molecular
(PM) foi utilizado o 1kb plus ladder (Invitrogen®), sendo indicadas como
referéncia as bandas de 100 e 3000 pares de bases. Do total de 3 clones todos

liberaram os fragmentos do tamanho esperado (125pb, asteriscos).
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[0021] Figura 7: Digestdo de DNA plasmidial para a confirmagao
da clonagem da seqiiéncia PreM/M-E selvagem no vetor p43.2. Apds a
transformacao com a ligacdo p43.2 + PreM/M-E selvagem, 3 clones
bacterianos foram inoculados em meio liquido para posterior extracao de
DNA plasmidial. As minipreps obtidas foram em seguida digeridas com as
enzimas Xhol e Notl para a confirmacdo da clonagem de PreM/M-E
selvagem no vetor p43.2 (p/YFE). Os produtos de digestao foram em seguida
migrados em gel de agarose 1% e visualizados ao transluminador de luz
ultravioleta. Como marcador de peso molecular (PM) foi utilizado o 1kb plus
ladder (Invitrogen®), sendo indicadas como referéncia as bandas de 2000 e
5000 pares de bases. Todos os clones liberaram os fragmentos do tamanho
esperado (2000pb, asteriscos).

[0022] Figura 8: Digestdo de DNA plasmidial para a confirmagao
de clonagem da seqiiéncia p43.2-PreM/M-E para fusdao com LAMP no vetor
p43.2. ApOs a transformacdo com a ligacdo p43.2 + PreM/M-E para fusio
com LAMP, 8 clones bacterianos foram inoculados em meio liquido para
posterior extracdo de DNA plasmidial. As minipreps obtidas foram em
seguida digeridas com as enzimas Nhel ¢ Xhol para a confirmagcdo da
clonagem de p43.2-PreM/M-E para fusdo com LAMP no vetor p43.2. Os
produtos de digestao foram em seguida migrados em gel de agarose 1% e
visualizados ao transluminador de luz ultravioleta. Como marcador de peso
molecular (PM) foi utilizado o 1kb plus ladder (Invitrogen®), sendo
indicadas como referéncia as bandas de 2000 e 5000 pares de bases. Do total
de 8 clones 7 liberaram os fragmentos do tamanho esperado (1900pb,
asteriscos).

[0023] Figura 9: Digestao de DNA plasmidial para a confirmagao
de clonagem de C-LAMP no vetor p43.2-PreM/M-E para fusao com LAMP.
ApOs a transformacdo com a ligacdo p43.2-PreM/M-E + C-LAMP, 7 clones

bacterianos foram inoculados em meio liquido para posterior extragao de
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DNA plasmidial. As minipreps obtidas foram em seguida digeridas com as
enzimas Xhol e Xbal para a confirmacdo da clonagem de C-LAMP no vetor
p43.2-PreM/M-E/LAMP (pL/YFE). Os produtos de digestao foram em
seguida migrados em gel de agarose 1% e visualizados ao transluminador de
luz ultravioleta. Como marcador de peso molecular (PM) foi utilizado o 1kb
plus ladder (Invitrogen®), sendo indicadas como referéncia as bandas de 100
e 7000 pares de bases. Do total de 7 clones todos liberaram os fragmentos do
tamanho esperado (125pb, asteriscos).

[0024] Figura 10: Células 293 transfectadas com as construcdes
p/YFE a pL/YFE. A validacao da expressdo das proteinas codificadas pelos
plasmideos p/YFE e pL/YFE, assim como a localizacdo intracelular das
mesmas, foi realizada através de ensaios de imunofluorescéncia. Tanto a
proteina E como E/LAMP foram detectadas através de anticorpo policlonal,
anti-VFA. A esperada distribuicio da proteina viral E selvagem,
caracteristicamente associada a membrana reticular, foi confirmada (A). Em
adicdo, a proteina quimérica E/LAMP (presente nas células 293 transfectadas
com pL/YFE) apresentou-se distribuida pela membrana reticular mais
principalmente associada as membranas lisossomais (como também era
esperado devido a presenca de LAMP).

[0025] Figura 11: Digestdo de DNA plasmidial, nas condicdes
livre de endotoxina, para a confirmacao da identidade dos vetores (p/YFE e
pL/YFE). Apés a transformacdo com as construcdes p/YFE e pL/YFE,
coldnias isoladas de cada uma das construcdes foram inoculadas em meio
liquido para posterior extracdo de DNA plasmidial. As Gigapreps obtidas
foram em seguida digeridas. A construcao selvagem (p/YFE) foi submetida a
duas provas de digestdao. A primeira com as enzimas Xhol ¢ Xbal na qual
houve a linearizacdo da construgcdo (1) e com as enzimas Xhol e Notl que
gerou a liberacdo do fragmento codificado por p/YFE. A constru¢do com

LAMP (pL/YFE) também foi submetida a duas provas de digestdo. A
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primeira com as enzimas Xhol e Xbal na qual houve a liberacdo de LAMP
(asterisco), ¢ com as enzimas Nhel e¢ Xbal que gerou a liberacdo do
fragmento codificado por pL/YFE. Os produtos de digestdo foram migrados
em gel de agarose 1% e visualizados ao transluminador de luz ultravioleta.
Como marcador de peso molecular (PM) foi utilizado o 1kb plus ladder
(Invitrogen®), sendo indicadas como referéncia as bandas de 1650 ¢ 100
pares de bases.

[0026] Figura 12: Comparacao das respostas celulares induzidas,
em camundongos Balb/C, pela vacina 17DD e as construcdoes p/YFE e
pL/YFE. Camundongos Balb/C foram imunizados nos dias 0 ¢ 21 com: (A)
10* Unidades Formadoras de Colonia — PFU da vacina 17DD, (B) 50ug da
vacina pL/YFE ou (C) 50ug da vacina p/YFE. Entre 7-10 dias ap6s a tltima
imunizacdo foram isoladas amostras de esplendcitos dos camundongos para
ensaios de ELISPOT - IFN-y, utilizando uma biblioteca de peptideos
sintéticos, 15 aminoécidos cada com “overlapping” de 11 aminodcidos entre
os mesmos, cobrindo toda a proteina E de VFA. Esta figura representa uma
média de 2-4 experimentos realizados com “pools” de 3-5 camundongos
cada.

[0027] Figura 13: Niveis de anticorpos neutralizantes detectados
em camundongos BALB/c e C57Bl/6, apds as imunizacdes com as vacinas
17DD, pL/YFE e p/YFE. Os camundongos das duas espécies foram
imunizados com a vacina convencional ou com as vacinas de DNA nos dias
0, 30 e 45 e os respectivos soros imunes foram obtidos nos dias 15, 45 ¢ 60.
Os soros foram testados individualmente em ensaios neutralizagdo por
reducdo de placas — PRNT, comparando com um soro de macaco contendo
anticorpos neutralizantes contra VFA em uma concentracdo conhecida. A
constru¢do pL/YFE, apesar de induzir uma producdo de anticorpos

neutralizantes aproximadamente 3,5 vezes menor que a vacina 17DD, € capaz
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de induzir titulos de anticorpos neutralizantes pelo menos 7 vezes maior que
os titulos induzidos por p/YFE.

[0028] Figura 14: Avaliacao de protecdo contra VFA, através de
ensaios de injecao intracerebral em camundongos previamente imunizados
com 17DD e pL/YFE. Os ensaios de protecdo foram realizados utilizando o
modelo de imunizagio/desafio, injetando 10° PFU do virus vacinal 17DD
(via intracerebral) em camundongos previamente imunizados com a vacina
17DD e com a vacina pL/YFE. Os animais foram imunizados 3 vezes (dias 0,
30 e 45) e desafiados 15 dias ap0s a dltima imunizacdo. Tanto a vacina 17DD
como a vacina pL/YFE foram capazes de proteger em 100% os animais
desafiados. A tabela 2 complementa as informacdes desta figura, no que se
refere a0 ndmero de animais desafiados assim como comparando a eficiéncia
das vacinas de DNA em ambas as espécies.

[0029] Tabela 1: Oligonucleotideos (primers) utilizados para
gerar as construgdes vacinais p/YFE e pL/YFE. Para o desenho dos
nucleotideos capazes de amplificar as seqiiéncias PreM/M-E selvagem e
PreM/M-E-LAMP foi utilizado o software de dominio piblico Ape
[desenvolvido pelo Dr. M. Wayne Davis -

(http://www.biology.utah.edu/jorgensen/wayned/ape/)].

[0030] Tabela 2: Resultados do teste de protecio em
camundongos BALB/c e C57B1/6 comparando a vacina 17DD com a vacina
de DNA pL/YFE. Camundongos imunizados com a vacina 17DD, e com a
construcdo de DNA pL/YFE, foram desafiados via intracerebral com o VFA
17DD. Ambas as linhagens de camundongos foram 100% protegidas com a
vacina convencional e com a vacina de DNA. Como controle negativo, os
camundongos foram submetidos aos mesmos esquemas de imunizacdo com 0
vetor p43.2 vazio e PBS.

[0031] Tabela 3: Comparacdo dos niveis de expressdo das

proteinas do envelope de Febre Amarela, selvagens e otimizadas, por
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citometria de fluxo. Células 293 foram transfectadas com 1 ug de cada DNA
vacinal, usando lipofectamina, e coradas com soro de coelho anti-envelope de
Febre Amarela. A transfeccao das células foi normalizada, usando como
controle interno um plasmideo codificando uma proteina fluorescente, ¢ em
relacdo ao nivel de expressio da proteina codificada pela construcio
codificante da seqiiéncia nativa do envelope (nimero 2). O plasmideo
otimizado (nimero 6) apresentou um nivel de expressdao 6.5 vezes maior que
o plasmideo codificando a seqiiéncia nativa (nimero 2).
Descri¢ao Detalhada da Invencao

[0032] Os presentes inventores desenvolveram e avaliaram a
eficiéncia de expressdo e capacidade de inducdo de resposta imune de duas
vacinas genéticas, ambas baseadas na estratégia de co-expressdo das
proteinas PreM/M e E do VFA (uma selvagem ¢ a outra fusionada a LAMP).
Ambas as construcdes, selvagem (p/YFE) e com LAMP (pL/YFE), foram
utilizadas para transfectar células humanas e as respectivas proteinas
codificadas pelas mesmas foram detectadas por imunofluorescéncia. Em
seguida, os vetores p/YFE e pL/YFE foram inoculados em camundongos e as
respostas imunes, induzidas por cada construcdo, foram analisadas em termos
de resposta celular e humoral. Os resultados foram considerados excelentes
uma vez que as duas construcdes sdo capazes de induzir resposta de célula T
contra os mesmos epitopos induzidos pela vacina 17DD, e pL/YFE foi ainda
capaz de induzir altos titulos de anticorpos neutralizantes. Estes vetores
foram ainda inoculados em camundongos que em seguida foram desafiados
contra VFA, com 0 objetivo de avaliar se estas construcdes sao capazes de
proteger estes animais contra a FA. Apesar da construcdo pL/YFE ter sido
capaz de gerar um maior titulo de anticorpos neutralizantes que a construgao
selvagem p/YFE, tanto em Balb/c como em C57B1/6 imunizados, ambas as
constru¢des conferiram 100% de protecdo aos camundongos desafiados.

Estes resultados sao considerados excelentes.
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[0033] A vacina pL/YFE foi ainda otimizada, gerando a
construcdo pL/YFEopt, utilizando o algoritmo genético do programa LETO
1.0 (Entelechon®). No processo de otimizacdo foram Ilevados em
consideracdo fatores como: codon usage, estrutura secundiria do RNA
mensageiro, presenca de motivos repetitivos de DNA, conteido de GC,
presenca/auséncia de sitios de restri¢do, sitios cripticos de “splicing”, etc. As
seqliéncias otimizadas foram enviadas para a sintese comercial (Geneart®) ¢
em seguida subclonadas no vetor 8L, selvagem e com LAMP. As construgdes
vacinais otimizadas, assim como p/YFE e pL/YFE selvagens, serdo
inoculadas em camundongos convencionais ¢ (ransgénicos (expressando
HLAs humanos) e avaliadas quanto a sua imunogenicidade através de ensaios
de ELISPOT, neutralizacdo viral por reducao de placa (PRNT)e desafio
contra VFA A invencdo serd, agora, descrita através de exemplos. Os
exemplos seguintes sdo ilustrativos da inveng¢do e representam as
modalidades preferidas, aqueles habilitados no estado da arte sabem ou sdo
capazes de encontrar, usando nada mais que experimentagdo rotineira, COmo
empregar outros materiais e técnicas apropriadas.

Amplificacao por PCR

[0034] Os primers desenhados (Tabela 1) para a amplificacao de
PreM/M-E selvagem, PreM/M-E para fusio com LAMP e dominio C-
terminal de LAMP, permitiram a obtencdo das respectivas seqiiéncias com 0s
pesos moleculares esperados. A seqiiéncia PreM/M-E selvagem foi
amplificada através de primers que flanqueiam a regido N-terminal de
PreM/M (mais especificamente ao nivel da regido carboxi-terminal do
capsideo) e a regido (rans-membrana C-terminal do envelope. Para a
amplificacdo da seqiiéncia PreM/M-E, visando sua fusdo ao dominio C-
terminal de LAMP, o primer “forward” utilizado foi desenhado para anelar
com a mesma regido do capsideo. Por outro lado, o primer “reverse” utilizado

foi desenhado para anelar mais internamente dentro da regiao que codifica o
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envelope. Desta forma, a seqiiéncia PreM/M-E (para a fusio com LAMP)
ndo possui 0 dominio trans-membrana C-terminal do envelope, visando a sua
substituicdo pelo dominio C-terminal de LAMP (Figura 1).

[0035] O produto de PCR PreM/M-E para fusiao com LAMP
possui aproximadamente 0 mesmo tamanho do produto PreM/M-E selvagem,
pois a regido removida do envelope tem apenas 100 pares de bases (pb). Para
substituir este dominio trans-membrana C-terminal do envelope, desenhamos
primers capazes de amplificar a regido C-terminal do LAMP-1 humano (C-
LAMP). O primer “forward” permite a fusdo (em fase) de PreM/M-E com C-
LAMP, enquanto o primer “reverse” possui 0 cOdon de terminacdo da
traducdo. O produto de PCR da seqiiéncia PreM/M-E selvagem, de
aproximadamente 2000 pares de bases (pb), pode ser visualizada na Figura 2.
J4 os produtos de PCR, PreM/M-E para fusio com LAMP (1900 pb) e C-
LAMP (125 pb), podem serem visualizados na Figura 3.

Clonagem dos produtos de PCR obtidos no vetor pPGEMT-Easy

[0036] Uma vez confirmados os tamanhos esperados dos
produtos de PCR PreM/M-E selvagem, PreM/M-E para fusao com LAMP e
C-LAMP, os mesmos foram clonados no vetor pGEMT-Easy. Para facilitar a
triagem de clones positivos, clones contendo inserto inserido dentro do
fragmento LacZ do gene da P-galactosidase, foram selecionados apenas
clones brancos de cada construcdo. Da placa contendo as bactérias
transformadas com a ligacdo pGEMT-Easy + PreM/M-E selvagem, foram
selecionados 3 clones. Estes clones foram inoculados em meio liquido de
crescimento, para posterior preparacdo de DNA plasmidial (miniprep) e
prova de digestdo para confirmagdo da clonagem. Dos 3 clones escolhidos
apenas 1 liberou o inserto de 2000pb esperado, relativo a construcao
PreM/M-E selvagem (Figura 4). Com relacdo as ligacdo pGEMT-Easy +
PreM/M-E para fusio com LAMP, foram selecionados 8 clones brancos .

Estes clones foram também submetidos a extracdo plasmidial e prova de
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digestdo. Dos 8 clones escolhidos 3 liberaram o inserto de 1900 esperado,
relativos a construcdo PreM/M-E para fusdo com LAMP (Figura 5). J4 da
ligacdo pGEMT-Easy + C-LAMP foram selecionados 3 clones, dos quais
todos liberaram o inserto ap6s digestao (Figura 6).
Subclonagens dos fragmentos clonados no pGEMT-easy no vetor p43.2
[0037] Para a subclonagem de PreM/M-E no vetor p43.2, este
fragmento foi clivado do vetor pPGEMT-Easy e inserido no vetor p43.2. Para
facilitar a triagem dos clones positivos, 3 concentracdes diferentes de inserto
foram ligadas numa concentracdo constante do vetor p43.2 (como controle
negativo foi realizada uma ligacdo na auséncia de inserto). Desta forma foi
selecionada a placa com maior quantidade de clones, comparando as placas
com diferentes concentragdes de inserto com o controle negativo, para a
selecdo de clones. Desta placa contendo as bactérias transformadas com a
ligacdo p43.2 + PreM/M-E selvagem, foram selecionados 3 clones. Estes
clones foram inoculados em meio liquido de crescimento, para posterior
preparacdo de DNA plasmidial e prova de digestdo para confirmacdo da
clonagem. Dos 3 clones escolhidos todos liberaram o inserto de 2000pb
esperado, relativo a construcao p/YFE (Figura 7). Com relacdo a construcio
p43.2 + PreM/M-E/LAMP foi necessdria a construcio de um vetor
intermedidrio, contendo PreM/M-E para a fusdo com LAMP, para a posterior
fusao de LAMP. Desta forma, o fragmento PreM/M-E para a fusdo com
LAMP foi clivado do vetor pGEMT-Easy ¢ subclonado no vetor p43.2,
gerando a construcdo intermedidria p43.2- PreM/M-E para a fusio com
LAMP. Desta ligacao foram selecionados 8 clones, dos quais 7 liberaram o
inserto de 1900pb esperado apds a prova de digestao (Figura 8). Para fusionar
LAMP ao fragmento p43.2-PreM/M-E para fusdo com LAMP, C-LAMP foi
clivado do vetor pGEMT-Easy/C-LAMP ¢ purificado. Em seguida o vetor
p43.2-pM/M-E para fusdo com LAMP foi clivado com as mesmas enzimas,

permitindo a insercdo de LAMP na sua extremidade C-terminal gerando a
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construcao pL/YFE. Para confirmar a inser¢do de LAMP no p43.2-PreM/M-
E para fusdo com LAMP, foram digeridos 7 clones dos quais todos liberaram
o fragmento de 125pb esperado (Figura 9).
Sequenciamento das construcdes p/ YFE e pL/YFE

[0038] Para confirmar a identidade e a qualidade das seqiiéncias
subclonadas no vetor p43.2, os respectivos vetores foram seqiienciados
utilizando primers internos desenhados para anelarem a cada 400pb dos
insertos clonados (tanto no sentido “forward” como no sentido “reverse”). As
sequiiéncias obtidas foram analisadas através dos programas ApE® e
Lasergene®. Na construcdo p/YFE foram encontradas 2 mutacdes pontuais
nao-silenciosas, ou sejam que alteram o aminoicido, em um total de 644
aminoécidos. As alteracdes foram de uma alanina (A) por uma valina (V), na
posicao 250, e de uma serina (S) pelo 4cido aspértico (D) na posicdo 349.
Estas mutacdes foram ainda as unicas encontradas na constru¢do pL/YFE,
indicando que as mutacdes ndo ocorreram ao nivel de PCR e sim j4 estavam
presentes no DNA molde utilizado para a amplificacdo. Considerando que a
proteina E possui diversos epitopos para células B (pois apenas a proteina E e
NS1 sdo capazes de gerar anticorpos neutralizantes), assim como para células
T (dados ndao mostrados, obtidos por colaboradores de nosso grupo), estas
mutagoes foram consideradas sem relevancia no nosso estudo de
desenvolvimento vacinal.
Deteccdo das proteinas E e E/LAMP por imunofluorescéncia

[0039] Para avaliar a expressdo das proteinas E ¢ E/LAMP,
codificadas pelas construcdes p/YFE e pL/YFE respectivamente, células 293
humanas foram transfectadas com estas vacinas de DNA. Apesar da baixa
eficiéncia de expressdo (em torno de 40%), ambas as proteinas foram
detectadas nos compartimentos celulares adequados. Como era esperado foi

confirmada a distribuicdo reticular caracteristica do antigeno E selvagem
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(Figura 10A), assim como a distribui¢do lisossomal caracteristica da proteina
E-LAMP (Figura 10B).

Avaliacio da resposta imune induzida em camundongos imunizados com as
vacinas p/YFE e pL/YFE

[0040] Para os ensaios de imunizacdo os DNA vacinais, p/YFE e
pL/YFE, foram inicialmente preparados em larga escala livres de
endotoxinas. As preparagdes obtidas foram submetidas a provas de digestao,
com enzimas especificas, a fim de certificar a qualidade/identidade dos
vetores. O vetor p/YFE foi digerido com as enzimas Xhol ¢ Xbal e com as
enzimas Xhol e Notl, enquanto o vetor pL/YFE foi digerido com as enzimas
Xhol e Xbal e com as enzimas Nhel e Xbal. Todas as digestdes liberaram
fragmentos de DNA no tamanho esperado (Figura 11). Em seguida, as
construcdes p/YFE e pL/YFE foram usadas para testes experimentais de
imunizacao em camundongos.

[0041] Os plasmideos p/YFE e pL/YFE, livres de endotoxinas,
foram entdo inoculados em camundongos BALB/c ¢ C57Bl1/6, utilizando
como controle positivo a vacina 17DD e controles negativos solucio salina e
vetor p43.2 vazio. As respostas imunes, induzidas por cada construgdo, foram
analisadas em termos de resposta celular (através de ensaios de “Enzime-
Linked Immunosorbent SPOT — ELISPOT”) e humoral (através de ensaios de
neutralizacao viral — PRNT). Os resultados obtidos foram considerados
excelentes uma vez que as duas construgdes sao capazes de induzir resposta
de célula T contra os mesmos epitopos induzidos pela vacina de virus
atenuado convencional (Figura 12), ¢ a construcdo pL/YFE foi ainda capaz
de induzir anticorpos neutralizantes numa concentracdo considerada bastante
satisfatoria. A construcdo pL/YFE, apesar de induzir uma produgdo de
anticorpos neutralizantes aproximadamente 3.5 vezes menor que a vacina
17DD, € capaz de induzir titulos de anticorpos neutralizantes pelo menos 7

vezes maior que p/ YFE (Figura 13).

Petigdo 870190139873, de 27/12/2019, pag. 26/45



19/32

[0042] O vetor pL/YFE foi entdo inoculado 3 vezes
(50pg/imunizacdo) em camundongos BALB/c ¢ C57B1/6. Mais uma vez a
vacina 17DD foi utilizada como controle positivo e tanto o vetor p43.2 vazio
como solucdo salina (1X PBS), foram utilizados como controles negativos.
Duas semanas apds a dltima imunizacao, os animais foram desafiados contra
VFA pelo in6culo de 10° Unidades Formadoras de Placas (PFU) da vacina
17DD (via intracerebral). Tanto a vacina 17DD como a vacina de DNA
pL/YFE (E-LAMP) conferiram 100% de protecdo aos camundongos
desafiados (Figura 14 e Tabela 2).

Otimizacdo da vacina pL/YFE gerando as construcdes pL/YFEoptl e
pL/YFEopt2

[0043] Para melhorar a eficiéncia de expressdo do antigeno E em
células eucarioticas, ja visando experimento em primatas, a seqiiéncia de
DNA que codifica a proteina E foi otimizada. Esta seqiiéncia foi
analisada/otimizada com relacdo a caracteristicas como “codon usage”,
estrutura secundiria do RNA mensageiro (mRNA), distribuicao do conteddo
de GC, motivos repetitivos de DNA, sitios de restri¢do, sitios cripticos de
“Splicing”, etc. O processo de otimizacdo leva em consideragdo os diversos
parametros supracitados, a0 mesmo tempo, buscando um equilibrio entre os
mesmos.

[0044] Foram geradas duas versdes otimizadas da vacina
pL/YFE, denominadas de pL/YFEoptl e¢ pL/YFEopt2. As construcdes
otimizadas foram entao utilizadas para transfectar células 293 humanas, com
o objetivo de se avaliar a eficiéncia de expressdo dos antigenos E-LAMP
otimizados (E-LAMPopr12) com relacdo ao antigeno E-LAMP selvagem.
Através de ensaios de imunofluorescéncia a expressdo de E-LAMP foi
considerada pelo menos 20 vezes mais intensa (dados ndo mostrados).
Embora, ndo tenham sido realizados ensaios quantitativos de “western-blot”

para avaliar, com mais precisdo, quantas vezes E-LAMPopr; sd0 mais
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expressos com relacdo a E-LAMP selvagem, ¢ possivel afirmar que a
expressao desses antigenos E-LAMPopr; € significativamente superior a
expressao do antigeno selvagem.

[0045] Considerando a maior eficiéncia de expressdo de p43.2/E-
LAMPopri.2 com relacdo a p43.2/E-LAMP selvagem, acreditamos que
possivelmente a vacina de DNA otimizada venha a ser considerada ainda
mais eficiente que a vacina selvagem previamente testada. A maior eficiéncia
de expressdo provavelmente serd acompanhada de um maior titulo de
anticorpos neutralizantes, aumentando o potencial da vacina otimizada com
relacdo ao nimero de doses e concentracdo de DNA em cada dose. Apesar do
vetor p43.2 ter sido otimizado para a expressao em células eucarifticas
(através da combinacdo de promotores especificos, fatores transcricionais,
seqiiéncias sinais para poli-adenilacdo, marcas de resisténcia, etc.), algumas
seqiiéncias de DNA contidas no mesmo (como por exemplo a que codifica
para a marca de resisténcia a ampicilina) ndo sao permitidas pela “Food and
Drug Administration-FDA” para uso em humanos. Por outro lado outros
vetores de expressdo, como o vetor 8L por exemplo, ndo apresentam estas
seqiiéncias indesejaveis e portanto ndao sdo restringidos pela FDA. Desta
forma, os antigenos E-LAMPgopr;.2 foram ainda clonados no vetor 8L gerando
as construcdes pS8L/E-LAMPopri» que serdo avaliadas inicialmente em
camundongos, € posteriormente em macacos.

EXEMPLO 1: Construcdo dos vetores de transfeccao: p43.2-PreM/M-E
(p/YFE) e p43.2-PreM/M-E-LAMP (pL/YFE);
1.1-Amplificacdo e purificacido dos produtos de PCR

[0046] A seqiiéncia PreM/M-E do VFA, incluindo a seqiiéncia
carboxi-terminal do capsideo (responsivel pela translocacao de PreM/M para
o reticulo endoplasmatico) foi amplificada por PCR, a partir de um plasmideo
contendo todo o genoma do VFA [clone infeccioso gentilmente cedido pelo
Dr. Ricardo Galler (Biomanguinhos-IOC/FIOCRUZ)|. PreM/M-E foi

Petigdo 870190139873, de 27/12/2019, pag. 28/45



21/32

amplificada com dois pares distintos de primers visando a obtencdo da
seqiiéncia selvagem (estendendo desde o nucleotideo 392 até o nucleotideo
2452 do genoma da Febre Amarela, com base na seqiiéncia de nimero de
acesso NC 002031 no Genbank — NCBI), assim como de uma seqiiéncia de
fusdo incorporando LAMP na regido carboxi-terminal (estendendo desde o
nucleotideo 392 até o nucleotideo 2323 do genoma da Febre Amarela, com
base na seqiiéncia de nimero de acesso NC 002031 no Genbank — NCBI). A
sequéncia C-terminal de LAMP foi amplificada a partir de um plasmideo
contendo as regides N-terminal e C-terminal de LAMP-1 humano, p43.2
hLAMP/GAG [gentilmente cedido pelo Dr. Ernesto Marques (LaViTE-
CPqAM/FIOCRUZ)]. Foram utilizados primers especificos que permitiram a
incorporacdo de: sitios especificos de restricao, cddon ATG de iniciacao da
traducdo (em contexto com a seqiiéncia Kozak) e cdédon de terminacao da
traducio (ver tabela 1). As reacdes de PCR foram realizadas em volume final
de 50uL contendo: 1X tampao Tgo (Roche®); 0.2mM de dNTP
(Invitrogen®); 0.6uM de cada primer; 1 unidade da enzima Tgo DNA
polimerase (Roche®); 10ng de DNA molde. As amostras foram amplificadas
em um termociclador Mastercycler gradient (Eppendorf®) programado nas
seguintes condi¢des: 1- 94°C por 2 minutos (desnaturacdo); 2- [94°C por 1
minuto (desnaturacdo); 55°C por 30 segundos (anelamento); 68°C por 75
segundos (extensao) — 30 ciclos (amplificacdo)]; 3- 68°C por 10 minutos
(extensdo e finalizacdo dos fragmentos incompletos). Os produtos de PCR
foram migrados em gel de agarose para posterior purificacio utilizando o kit
comercial QIAEX II (Qiagen®), de acordo com as recomendagdes do
fabricante.

1.2-Clonagem dos produtos de PCR em vetor de replicacio

[0047] Os produtos purificados de PCR foram em seguida
submetidos a tratamento com a enzima Taq DNA polimerase (Invitrogen®),

para a adicdo de adeninas livres em suas extremidades. Esta reacdo foi
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realizada em um volume final de 10uL contendo: 1X tampao Taq polimerase
(Invitrogen®); 1.5mM MgCly; 2mM dATP (Invitrogen®); 5 unidades Taq
DNA polimerase (Invitrogen®); Sul. do produto de PCR purificado. As
amostras foram incubadas a 72°C, durante 20 minutos, em um termociclador
Mastercycler gradient (Eppendorf®). Apds tratamento com Taq DNA
polimerase (Invitrogen®), os produtos adenilados de PCR foram utilizados
para clonagem no vetor pGEMT-Easy (Promega®). As reacdes de ligacdo
foram realizadas utilizando o kit pPGEMT-Easy vector system I (Promega®),
em um volume final de 10uL contendo: 1X tampao “Rapid Ligation”; 50ng
do vetor pPGEMT-Easy; 0.4 unidades de T4 DNA ligase; 2uLL dos produtos de
PCR tratados. A reacdo de ligacao foi realizada a 4°C, durante
aproximadamente 15 horas. As ligacdes foram em seguida utilizadas para a
transformacao de células competentes, visando a confirmacao das clonagens.
As transformagdes foram realizadas em um volume final de 80uL. contendo:
50ulL de células competentes (Escherichia coli TG1); 25ul. de tampao de
transformacao (5SmM MgCl,; SmM Tris-HCI pH 7.4); 5ul. de cada produto
de ligacdo. As reacOes de transformacdo foram incubadas durante 30
minutos, no gelo, sendo em seguida submetidas a choque térmico (37°C - 5
minutos) ¢ esfriadas novamente no gelo. As células foram semeadas em placa
com meio sOlido de cultura Luria-Bertani (LB), contendo ampicilina na
concentracdo de 50ug/mL e IPTG/X-Gal (10mM de IPTG; 0.1mg X-Gal). As
placas foram incubadas, durante aproximadamente 15 horas a 37°C, ¢ em
seguida incubadas a 4°C durante 1 hora para facilitar a discriminacio entre
clones vazios (azuis) e clones contendo inserto (brancos).

1.3-Preparacao de DNA plasmidial

[0048] Visando a confirmacao das clonagens foram selecionadas
colonias brancas, provenientes de cada ligacdo, para preparacdo de DNA
plasmidial e prova de digestdo. As colOnias foram inoculadas em 2mL de

meio LB liquido, contendo ampicilina (50ug/mL), e crescidas durante
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aproximadamente 15 horas a 37°C. Em seguida 1.5 mL de cada cultura foi
centrifugado (13.200 RPM - 5 minutos), para a obtencdo de sedimento

2

bacteriano. A partir destes “pellets” foi realizada a extracio de DNA
plasmidial utilizando o kit QIAprep spin miniprep (Qiagen®), de acordo com
as recomendacdes do fabricante. Os DNAs plasmidiais, S0uL cada, foram em
seguida utilizados para a confirmacdo das clonagens através de provas de
digestdo. As reagdes de digestdo foram realizadas em um volume final de
10uL contendo: 1X tampao de digestdo; 1.5ul. de DNA plasmidial. Todas as
digestoes foram realizadas a 37°C, durante aproximadamente 4 horas. O vetor
pGEMT-Easy contendo o fragmento PreM/M-E foi digerido com 0.01
unidades da enzima Xhol e 0.01 unidades da enzima Notl. O vetor pPGEMT-
Easy contendo a mesma seqiiéncia, porém com sitio de restricdo diferente
que permite a posterior inser¢do de LAMP, foi digerido com 0.005 unidades
da enzima Nhel e 0.01 unidades da enzima Xhol. J4 o vetor pGEMT-Easy
contendo o fragmento C-LAMP foi digerido com 0.01 unidades da enzima
Xhol e 0.01 unidades da enzima Xbal. A partir dos resultados das digestdes,
verificados em gel de agarose, clones positivos de cada construcao foram
digeridos em larga escala para posterior purificacdo dos fragmentos. As
reacOes de digestdo em larga escala foram realizadas em um volume final de
50uL contendo: 1X tampao de digestao; 15ul. de DNA plasmidial. Todas as
digestoes foram realizadas a 37°C, durante aproximadamente 4 horas. O vetor
pGEMT-Easy contendo o fragmento PreM/M-E foi digerido com 0.1
unidades da enzima Xhol e 0.05 unidades da enzima Notl. O vetor pPGEMT-
Easy contendo o fragmento PreM/M-E para fusdo com LAMP foi digerido
com 0.05 unidades da enzima Nhel e 0.1 unidades da enzima Xhol e o vetor
pGEMT-Easy contendo o fragmento C-LAMP foi digerido com 0.1 unidades
da enzima Xhol e (.1 unidades da enzima Xbal. Em seguida cada fragmento
foi purificado através de extracdo de gel de agarose, utilizando o kit QIAEX

IT Gel Extraction Kit (Qiagen®).
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1.4-Subclonagens PreM/M-E selvagem e PreM/M-E-LAMP no vetor p43.2

[0049] O vetor p43.2 foi submetido a reagdes de digestdes para
criar sitios de restricdo, compativeis com os sitios dos fragmentos PreM/M-E
selvagem e PreM/M-E para a fusdo com LAMP. As reacOes de digestdo
foram realizadas em duas etapas, primeiro com uma enzima ¢ depois com
outra. Para a clonagem de PreM/M-E selvagem (p/YFE) a primeira reacao de
digestao foi realizada em um volume final de 50uL. contendo: 1X tampao de
digestdo; 15ul. da amostra do vetor e 0.05U da enzima Notl (Biolabs®). A
digestdo foi realizada a 37°C, durante aproximadamente 4 horas. Depois da
digestao verificou-se se ocorreu a linearizacdo do vetor através da
compara¢do de tamanho entre a amostra digerida e o vetor intacto, ambos
migrados sob as mesmas condicdes em gel de agarose. Verificada a
linearizacdo, a amostra foi precipitada com etanol e ressuspendida em um
volume final de 40ul.. A segunda reacdo de digestdo foi realizada em um
volume final de 50uL. contendo: 1X tampao de digestdo; 40uL. da amostra do
vetor e 0.1 unidades da enzima Xhol. J4 para a clonagem de PreM/M-E para
a fusdo com LAMP, o vetor p43.2 foi submetido a um esquema de digestao
bastante similar ao do utilizado para a clonagem do fragmento selvagem,
sendo que utilizando as enzimas Nhel e Xhol. As digestdes foram realizadas
a 37°C, durante aproximadamente 6 horas. As reacoes de ligacao de ambos os
fragmentos, ao vetor p43.2, foram realizadas em um volume final de 10uL
contendo: 1X tampao T4 DNA Ligase (New England Biolabs®); 100ng de
vetor p43.2 (clivado com Xhol/Notl ou Nhel/Xhol); 0.4 unidades de T4
DNA ligase (New England Biolabs®); 3uLl. de cada fragmento purificado. As
reacOes de ligacao foram realizadas a 16°C, durante aproximadamente 20
horas. As ligacdes foram em seguida utilizadas para a transformacio de
células competentes, visando a confirmacdo da clonagem. Os procedimentos
de transformacio, preparacio de DNA plasmidial e digestao foram os

mesmos descritos anteriormente. Finalmente para a inser¢ao do fragmento C-
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terminal de LAMP (C-LAMP), no vetor p43.2-PreM/M-E para a fusdo com
LAMP, tanto o vetor como o fragmento C-LAMP foram digeridos com as
enzimas Xhol e Xbal (para a obtencao da construcao pL/YFE).
1.5-Sequenciamento de DNA

[0050] As construcdoes p/YFE e pL/YFE foram submetidas ao

sequenciamento automatico para a certificacdo da identidade/qualidade das
seqliéncias clonadas. A reacdo de sequenciamento foi realizada em um
volume final de 10uL contendo: 1X tampdo “Save money” (200mM Tris-
HCl/pH 9.0, 5SmM MgCl»); 0.32uM de cada primer (de um total de 6 primers
internos); 0.5ulL de solucdo “Bigdye” (Applied Biosystems®); 200ng de
DNA. As amostras foram incubadas a 95°C durante 5 minutos, em um
termociclador Gene AMP PCR System 9700 (Applied Biosystems®), para
desnaturacdo. Em seguida estas amostras foram submetidas aos seguintes
ciclos de PCR para sequenciamento: 1- 94°C por 2 minutos (desnaturagao
inicial); 2- [94°C por 15 segundos (desnaturaciao); 50°C por 10 segundos
(anelamento); 60°C por 4 minutos (extensiao) — 45 ciclos]. As amostras foram
precipitadas em isopropanol 65%, lavadas com etanol 60% e ressuspendidas
em 15ulL de formamida (Applied Biosystems®). As amostras foram
sequenciadas no Niucleo Integrado de Tecnologia (NIT) do CPqAM,
utilizando o sequenciador automitico de DNA ABI Prism 3100 (Applied
Biosystem®), de acordo com os padrdes previamente estabelecidos nesta
unidade.
EXEMPLO 2: Cultivo, infeccao e transfeccao de células eucaridticas

[0051] Células eucaridticas 293 foram cultivadas em meio
DMEM (Invitrogen®) acrescido de: 10% soro bovino fetal (Gibco®); 1%
penicilina/estreptomicina (Gibco®); 1% L-glutamina (Sigma®). Estas células
foram utilizadas tanto para ensaios de infeccdo viral, como para os
experimentos de transfeccdo. ApOs atingirem uma confluéncia de

aproximadamente 90%, as c€lulas foram infectadas com um extrato viral de
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VFA na concentracdo de 0.36 x 10° Unidades Formadoras de Placa - PFU
gentilmente cedido pela Dra. Marli Tendrio (CPQAM/LaViTE). Para a
infeccao, as células foram inicialmente incubadas com o extrato VFA puro (1
hora /37°C /5% de COy), sendo acrescido em seguida meio DMEM completo
para a manutencdo celular. As células infectadas permaneceram nas mesmas
condicdes de incubacdo (37°C/5% de CO;), durante 48 horas, até
apresentarem os efeitos citopatoldgicos provocados pelo virus. Para os
ensaios de transfeccdo, as células 293 foram crescidas nas mesmas condi¢des
supracitadas. Em seguida foram incubadas com 0.8ug de cada DNA (p/YFE
¢ pL/YFE), utilizando como controle negativo o p43.2 vazio e como controle
positivo o gene reporter da B-galactosidase. As reacdes de transfeccdo foram
realizadas utilizando o kit Lipofectamine 2000 (Invitrogen®), seguindo as
recomendacdes do fabricante. As células transfectadas foram incubadas (48
horas /37°C/5% de CO;) e processadas para a avaliacdo da eficiéncia de
transfeccao, pela atividade de expressao do gene repdrter. Para a reacdo de
coloragdo do P-gal, as células foram inicialmente lavadas em 1X PBS e
fixadas em solucdo 0.2% glutaraldeido/PBS. Em seguida as células fixadas
foram incubadas em um volume final de 1mL de uma solu¢ido contendo:
20mg de X-Gal; 0.005M de ferriciamida de potéssio; 0.005M de ferrociamida
de potassio; 0.002M de MgCl, em 1X PBS, para o desenvolvimento de
coloragdo pela atividade de B-gal.
EXEMPLO 3: Transfeccao e anélise de expressao por imunofluorescéncia.
[0052] Células 293 foram cultivadas em laminulas e transfectadas
com as construcdes vacinais obtidas, utilizando o kit Lipofectamine 2000
(Invitrogen Life Technologies®). O vetor p43.2 vazio foi utilizado como
controle negativo. As transfeccdes foram realizadas em placas de cultura de
24 pocos com 2.5ug de cada plasmideo e 10ul de lipofectamina, de acordo
com as instrucdes do fabricante. As células foram incubadas 48 horas e em

seguida fixadas em 100% metanol a —20°C durante 5 minutos, bloqueadas em
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solucdo 1% BSA/PBS por 30 minutos, ¢ incubadas com o anticorpo
policlonal anti-Febre Amarela (produzido em camundongos, no biotério do
CPgAM) na diluicao de 1:200. Foi utilizado o anticorpo secundario anti-IgG
de camundongo conjugado ao fluocromo Alexa 488, produzido em cabra, na
diluicao de 1:500 (Molecular Probes, Seattle, USA). Em seguida as laminulas
foram montadas em laminas utilizando o meio “ProLong gold” (Molecular
Probes, Seattle, USA) e observada ao microscOpio confocal. As imagens
foram obtidas ao microscopio confocal Leica SPII-AOBS (Leica
Microsystem, Hm®), utilizando a objetiva 63 X NA 1.3 mergulhada em 6leo
de imersdo. O fluocromo Alexa 488 foi excitado utilizando o laser ArKr no
comprimento de onda de 488nm e a imagem digital capturada utilizando o
software Leica, no formato RGB de 24 bit, numa 4rea de 1024 X 1024 pixels.
Os campos de captura foram escolhidos de acordo com a dispersao e
morfologia das células.
EXEMPLO 4: Avaliacdo da resposta imune induzida em camundongos
imunizados com as vacinas p/YFE e pL/YFE
4.1-Obtencao dos vetores vacinais em larga escala

[0053] As construcdes codificando a proteinas virais E selvagem
(p/YFE) e proteina E fusionada a Proteina de Associagdo a Membrana
Lisossomal - LAMP (pL/YFE), foram submetidas a preparacio de DNA
plasmidial em larga escala. Aliquotas de cada DNA foram utilizadas para
transformar células competentes (E.coli TG1). Em seguida, uma coldnia
isolada de cada placa foi escolhida para ser inoculada em 12ml de meio LB
liquido, contendo ampicilina (50ug/ml), e crescidas por aproximadamente 8
horas a 37°C sob vigorosa agitacdo. ApOs este tempo, cada cultura foi
inoculada em 2.5 litros de meio LB/ampicilina e crescida a 37°C por 16 horas
sob vigorosa agitacao. Em seguida, a cultura foi centrifugada (8.000 RPM -
15 minutos) para a obtencao do sedimento bacteriano. A partir deste “pellet”,

foi realizada e extracdo do DNA plasmidial (em condi¢des livre de
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endotoxinas) utilizando o kit comercial Endofree Plasmid Giga Kit
(Qiagen®) de acordo com as recomendacdes do fabricante. Os DNAs
plasmidiais foram submetidos a provas de digestdio em um volume final de
10uLL contendo: 1X tampao de digestdo, 1ulL de cada DNA plasmidial e
enzimas de restricdo especificas. As digestdes foram realizadas a 37°C,
durante aproximadamente 4 horas.
4.2-Animais e protocolos de imunizacao

[0054] Para testes de neutralizacdo e protecdo, camundongos
fémeas BALB/c ¢ C57B1/6 com 3 semanas de vida foram imunizados nos
dias 0, 30 e 45. Um dia antes de cada imunizacao foram coletadas amostras
de soro de cada animal. Os camundongos foram imunizados na base da cauda
com a vacina do virus atenuado 17DD a 104 PFU/50ul (controle positivo),
vacinas de DNA p/YFE e pL/YFE (ambas na concentracdo de 50ug/50ul),
assim como com o vetor vazio ¢ PBS (controles negativos). Todos os
procedimentos foram realizados de acordo com as exigéncias do Comité de
Etica para Uso de Animais (CEUA), de acordo com o protocolo P-0259-05
aprovado por esta comissao.
4.3-Testes de neutralizagdo em placa

[0055] Para a anélise dos titulos de anticorpos neutralizantes
induzidos, pelas vacinacdes com 17DD e com as construcdes p/YFE e
pL/YFE, foram realizados ensaios de neutralizacao viral por reducdo de
placas (PRNT). Estes ensaios foram realizados utilizando as amostras de soro
dos camundongos Balb/c ¢ C57B1/6 coletadas antes e depois das vacinacoes.
Os testes de neutralizacdo foram avaliados pela reducdo da formacao de
placas do virus da Febre Amarela, cultivados em células Vero. ApoOs a
inativacao do soro (30 min/56°C), dilui¢des seriadas do soro foram incubadas
com 50-100 PFU de virus por 30 min a 37°C, ¢ adicionadas em placas de 6
pocos contendo células Vero. Apés 1 hora de incubacdo, o indculo foi

removido e adicionado meio semi-solido contendo agarose. Apds uma
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incubacao de 8 dias as placas foram fixadas, ¢ a formacao de placas virais foi
detectada através de ensaio com imuno-peroxidase. O teste de neutralizacao
por reducdo de placas foi definido pela diluicao na qual o nimero de placas
foi reduzido em 50%, PRNT50, quando comparado com o controle.
4.4-Ensaios de avaliacao de protecao

[0056] Camundongos Balb/c e C57Bl/6 imunizados 3 vezes com
a vacina 17DD, ou com as vacinas de DNA, foram utilizados nos ensaios de
protecdo. Os animais foram desafiados através de inOculo intracerebral,
contendo 10.000 PFU do virus 17DD, 15 dias ap6s a tltima imunizacao. Os
animais foram monitorados durante 21 dias para avaliacdo de sintomas de
neuroviruléncia ¢ mortalidade. Os animais morimbundos foram sacrificados
pela exposicao a CO,.
EXEMPLO 5: Otimizacao do vetor pL/YFE através do algoritmo genético.

[0057] Para melhorar a eficiéncia de expressdo do antigeno
codificado pela vacina pL/YFE em células ecucariticas, ja visando
experimentos futuros em modelos primatas, a seqiiéncia de DNA que
codifica a proteina preM/M-Env foi otimizada utilizando o algoritmo
genético. Esta seqiiéncia foi analisada/otimizada com relacdo a caracteristicas
como “codon usage”, estrutura secundiria do RNA mensageiro (mRNA),
distribuicdo do conteido de GC, motivos repetitivos de DNA, sitios de
restricdo, sitios criticos de “Splicing”, etc. A seqiiéncia otimizada foi

subclonada no vetor 8L, gerando a construcao pSL/YFEopt.

Tabela 1 - Oligonucleotideos utilizados para gerar as construcdes vacinais
p/YFE e pL/YFE

Sequéncia alvo Primers utilizados (forward X reverse)

PreM/M-E selvagem |5’ ACCGCTCGAGGCCACCATGGGAGGATTGTCCTCAAGGAAACG

(Xhol) (Met)

39

5" ACCGGCGGCCGCTCAGTTCAAGCCGCCAAATAGCCCC 3
(Notl)  (Stop)
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PreM/M-E para
LAMP

59

ACCGGCTAGCGCCACCATGGGAGGATTGTCCTCAAGGAAACG
(Nhel) (Met)

39

59

ACCGCTCGAGGTTCAAGCCGCCAAATAGCCCC 3’
(Xhol)

LAMP (C-terminal)

59

ACCGCTCGAGACGCTGATCCCCATCGCTGTGG 3’
(Xhol)

59

ACCGTCTAGACTAGATAGTCTGGTAGCCTGCGTGACTCC 3’
(Xbal) (Stop)

Tabela 2 - Resultados do teste de protecdo em camundongos BALB/c e
C57B1/6 comparando a vacina 17DD com a vacina de DNA pL/YFE.

Imunizacio/ Desafio BALB/c C57B1/6

(10° PFU/vacina 17DD) Mortalidade Mortalidade
(Mortos/Inoculados) (Mortos/Inoculados)

Vacina 17DD 0/10 0/10

pL/YFE 0/10 0/10

p43.2/vazio ou PBS 8/10 10/10

Tabela 3 - Comparagao dos niveis de expressao das proteinas do envelope de
Febre Amarela, selvagens e otimizadas, por citometria de fluxo.

Plasmideo Expressdo normalizada pelo selvagem 2. (%)
1. p43.2/vazio 0.03
2.p43.2/ENV/c-LAMP/selvagem 100
3. p43.2/ENV/c-LAMP/OPT-GA 450
4. p43.2/ENV/c-LAMP/OPT-LT 465
5. p8L/LAMP/vazio 0.00
6. pSL/ENV/c-LAMP/OPT-GA 625
7. pSL/ENV/c-LAMP/OPT-LT 350

[0058] A vacina de virus-atenuado 17DD ¢ a tnica formulaciao

disponivel para proteger humanos contra a infeccdo causada pelo Virus da
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Febre Amarela (VFA), importante fonte de morbidade e mortalidade nas
areas tropicais do mundo. Apesar do sucesso da vacinagcdo em massa com a
vacina 17DD, que ¢é capaz de induzir tanto resposta duradoura por anticorpos
neutralizantes como resposta citotoxica por células T, casos graves adversos
em conseqiiéncia da vacinacdo contra a Febre Amarela vem sendo
sistematicamente reportados na literatura. Em alguns casos a vacinacio foi
diretamente associada com o aumento da severidade sintomatolégica,
podendo até culminar com reacOes fatais. Diante deste cenédrio o
desenvolvimento de nova estratégia de vacinacdo, como vacinas de DNA
codificando seqiiéncias virais especificas, ¢ de fundamental importancia para
o desenvolvimento de estratégias vacinais ainda mais seguras.

[0059] A vacina de DNA contra a Febre Amarela, de acordo com
a presente invengdo, estd baseada na seqiiéncia que codifica a proteina do
envelope de VFA (p/YFE). Além da construcdo selvagem p/YFE, a
seqliiéncia E foi ainda fusionada a seqiiéncia que codifica a Proteina de
Associacdo a Membrana Lisossomal humana (h-LAMP) gerando a
construcdo (pL/YFE). A fusdo com LAMP tem como finalidade direcionar o
antigeno para a via de degradacdo/apresentacdo antigénica MHCII, pois
varios trabalhos vém demonstrando que os antigenos fusionados ao LAMP
(antigeno/LAMP) sdo capazes de gerar uma maior atividade proliferativa de
linf6citos antigeno-especificos, altos titulos de anticorpos e intensa atividade
T-citotoxica em relacdo aos antigenos selvagens nao fusionados ao LAMP.

[0060] A presente invencdo tem como finalidade otimizar a
vacina de DNA contra VFA, p8L/YFEopt, para torni-la capaz de proteger
humanos contra a infec¢do causada por VFA. O desenvolvimento deste tipo
de tecnologia tem como finalidade gerar uma vacina ainda mais segura que a
vacina 17DD, que poderd revolucionar a estratégia de vacinacdo contra VFA
no Brasil e no mundo. Finalmente, as estratégias utilizadas para a construgao

desta vacina de DNA poderdao ainda servir de subsidio para o
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desenvolvimento de outras vacinas virais, principalmente contra outros
flavivirus como os virus Encefalite Japonesa, Febre do Oeste do Nilo e

Dengue.
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REIVINDICACAQ

1. Vacina de DNA caracterizada pelo fato de que € capaz de
efetuar a co-expressao da proteina Pre M/ME do virus da febre amarela
juntamente com a Proteina de Associacdo & Membrana Lisossomal - LAMP,
a associacdo proteina & membrana lisossomal, e¢ apresentar as referidas
proteinas antigénicas ao sistema imune via MHC II, onde a sequéncia Pre
M/ME ¢ unida ao dominio C-terminal de Proteina de Associacdo a
Membrana Lisossomal - LAMP ¢ a referida vacina possui a SEQ ID NO: 8.

2. Vacina de DNA caracterizada pelo fato de que € capaz de
efetuar a co-expressao da proteina Pre M/ME do virus da febre amarela
juntamente com Proteina de Associagdo a Membrana Lisossomal - LAMP, a
associacdo proteina a membrana lisossomal, e apresentar as referidas
proteinas antigénicas ao sistema imune via MHC II, onde a sequéncia Pre
M/ME ¢ unida ao dominio C-terminal de Proteina de Associacdo a
Membrana Lisossomal - LAMP ¢ a referida vacina possui a SEQ ID NO: 9.

3. Vacina de DNA caracterizada pelo fato de que é capaz de
efetuar a co-expressao da proteina Pre M/ME do virus da febre amarela
juntamente com Proteina de Associagdo a Membrana Lisossomal - LAMP, a
associacdo proteina a membrana lisossomal, e apresentar as referidas
proteinas antigénicas ao sistema imune via MHC II, onde a sequéncia Pre
M/ME ¢ unida ao dominio C-terminal de Proteina de Associacdo a
Membrana Lisossomal - LAMP e a referida vacina possui a SEQ ID NO: 10.

4. Vacina de DNA caracterizada pelo fato de que é capaz de
efetuar a co-expressao da proteina Pre M/ME do virus da febre amarela
juntamente com Proteina de Associagdo a Membrana Lisossomal - LAMP, a
associacdo proteina a membrana lisossomal, e apresentar as referidas
proteinas antigénicas ao sistema imune via MHC II, onde a sequéncia Pre
M/ME ¢ unida ao dominio C-terminal de Proteina de Associacdo a

Membrana Lisossomal - LAMP e a referida vacina possui a SEQ ID NO: 11.
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5. Vacina de DNA caracterizada pelo fato de que € capaz de
efetuar a co-expressao da proteina Pre M/ME do virus da febre amarela
juntamente com Proteina de Associagdo a Membrana Lisossomal - LAMP, a
associacdo proteina 2 membrana lisossomal, e apresentar as referidas
proteinas antigénicas ao sistema imune via MHC II, onde a sequéncia Pre
M/ME ¢ unida ao dominio C-terminal de Proteina de Associacdo a

Membrana Lisossomal - LAMP e a referida vacina possui a SEQ ID NO: 12.
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