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DESCRIPCION
Vacuna de ADN contra el virus de la fiebre amarilla
Campo de la invencion

La presente invencion se dirige a una vacuna de ADN que es capaz de realizar la coexpresion de la proteina
PreM/ME del virus de la fiebre amarilla junto con LAMP, la proteina de asociacion con la membrana lisosémica
("Association Protein to the Lysosomal Membrane"), y presentar dichas proteinas de antigeno al sistema
inmunoldgica a través de la via de MHC L.

Antecedentes de la invencion

El virus de la fiebre amarilla (YFV) se considera el prototipo de la familia Flaviviridae, también representada por
diversos otros virus de importancia médica que provocan enfermedades graves, tales como el dengue, la encefalitis
japonesa y el fiebre del Nilo occidental (Barrett, 2002). Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), se
producen mas de 200.000 casos anuales en el mundo de infeccion por YFV, que incluyen 30.000 muertes (90% de
casos diseminados en Africa). La estrategia mas segura para la prevencion de la enfermedad sigue siendo la
vacunacion, ya aun no existe un farmaco eficaz contra la infeccion por YFV. En los ultimos 70 afos, mas de 400
millones de personas en todo el mundo han sido vacunadas con el virus atenuado de YF (17DD), que se considera
muy seguro y eficaz. A pesar del éxito de la vacunacion en masa con 17DD, que es capaz de inducir una respuesta
duradera de anticuerpos neutralizantes y una respuesta de células T citotéxicas (Poland, Calisher et al., 1981;
Reinhardt, Jaspert et al., 1998), en la bibliografia se han indicado sistematicamente acontecimientos graves
adversos (como resultado de la vacunacion) [analizado en Liu, 2003]. En algunos casos, la inmunizacién se ha
asociado directamente con un aumento en la gravedad de los sintomas (Monath, Arroyo et al., 2002) e incluso
puede conducir a reacciones mortales (Vasconcelos, Luna et al., 2001; Lefeuvre, Marianneau et al., 2004). En este
escenario, el desarrollo de una nueva estrategia de vacunacion, tal como las vacunas de ADN que codifican
secuencias viricas especificas (Donnelly, Ulmer et al., 1997; Lewis y Babiuk, 1999; Robinson, 1999; Schultz,
Pavlovic et al., 2000) reviste una importancia fundamental para el desarrollo de estrategias de vacunas ain mas
seguras.

El genoma de YFV esta dispuesto en una molécula de ARNm positiva, de aproximadamente 10,8 Kb, flanqueada por
5 estructuras de "cierre de cadena y 32 manilla" terminales no poliadeniladas. EI ARN de YFV codifica tres genes
estructurales (Capsida - C, Membrana - M, y Envuelta - E) y 7 genes que codifican proteinas no estructurales (NS1,
NS2a, NS2b, NS3, NS4a, NS4b y NS5). Durante el ensamblaje del virus, el dominio carboxi-terminal de la proteina
C actia como una secuencia sefal para la translocacién del precursor PreM/M hacia el lumen del reticulo
endoplasmatico (ER) de la célula hospedante, lo cual permite la maduraciéon apropiada de las proteinas My E. La
coexpresion de las proteinas PreM/M y flavivirus en células de mamifero produce la formacién de particulas
pseudoviricas capaces de inducir una respuesta humoral (Raviprakash, Kochel et al., 2000; Wu, Li et al., 2006),
porque la proteina E es la diana principal para los anticuerpos neutralizantes.

Se ha indicado que la coexpresion de las proteinas PreM/M y E, como estrategia de vacuna, es capaz de inducir la
produccion de anticuerpos neutralizantes contra el virus de la encefalitis japonesa y el dengue (Konishi, Yamaoka et
al., 1998; Konishi, Yamaoka et al., 2000; Konishi, Ajiro et al., 2003). Sin embargo, estas vacunas no inducen una
respuesta a largo plazo de anticuerpos neutralizantes con titulaciones apropiadas (Lu, et al., Raviprakash, 2003). La
ineficacia de estas formulaciones probablemente esté relacionada con el mecanismo de presentacion de estos
antigenos al sistema inmunoldgico de los hospedantes. La mayoria de los antigenos producidos de modo enddgeno,
caracteristicos de las vacunas de ADN, son secuestrados y presentados al sistema inmunoldgico del hospedante por
las moléculas del MHC I. Para una respuesta inmunoldgica satisfactoria con una alta producciéon de anticuerpos
neutralizantes, resulta fundamental que los antigenos sean presentados a las células de tipo T auxiliares CD4" por
las moléculas de MHC II. El procesamiento y la presentacion de antigenos por MHC 1l induce la activacion de células
T CD4" que resulta fundamental para la actuacién de las vacunas genéticas, como ya ha sido demostrado en
estudios de delecion de MHC |l (Raviprakash, Marques et al., 2001) y merma de CD4" en ratones (Lu et al.,
Raviprakash, 2003). La activacién de células CD4" resulta fundamental para la induccién de respuestas de CD8",
para el desarrollo de células de memoria (Marques, Chikhlikar et al., 2003) y para la expansion clonal de células B
especificas de antigeno (De Arruda, Chikhlikar et al., 2004). Para que los antigenos producidos de modo endégeno
se dirijan a las moléculas de clase Il, y no a las de clase |, es necesario que estas proteinas se fusionen con
péptidos sefial que las dirijan al compartimento lisosémico de la célula.

La posibilidad de dirigir a los antigenos producidos de modo enddgeno para su procesamiento a través de MHC Il ha
aumentado muchisimo después del descubrimiento de una proteina transmembrana de tipo |, denominada proteina
de membrana asociada a liposomas ("Lysosome-Associated Membrane Protein", LAMP (Chen, Murphy et al.,
1985)). LAMP es una proteina que se une a la membrana externa del lisosoma a través de su secuencia carboxi-
terminal YXXd, presente en una cola citoplasmica de 11 aminoacidos (Guarnieri, Arterburn et al., 1993; Rohrer,
Schweizer et al., 1996; Obermiiller, Kiecke et al., 2002). El trafico intracelular de LAMP incluye a los compartimentos
multilaminares especializados de células presentadoras de antigenos ("Antigen-Presenting Cells", APC) inmaduras,
denominados MIIC y CIIV, en los que tiene lugar el procesamiento y la formacion del complejo de péptido antigénico-
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MHC 1l (Kleijmeer, Morkowski et al., 1997; Drake, Lewis et al., 1999; Turley, Inaba et al., 2000). El descubrimiento de
la colocalizacién de las moléculas de LAMP y MHC Il permite su uso como soporte de antigenos quiméricos que
contengan las secuencias de las dianas LAMP, con el objetivo de dirigir el procesamiento del antigeno al
compartimento de MHC Il. Muchos trabajos han demostrado que los antigenos fusionados con LAMP
(antigeno/LAMP) son capaces de generar una mayor actividad proliferativa de linfocitos especificos de antigenos,
unas mayores titulaciones de anticuerpos y una intensa actividad T citotdxica, con relacion a los antigenos salvajes
no fusionados con LAMP (Rowell, Ruff et al., 1995; Wu, Guarneri et al., 1995; Ruff, Guarneri et al., 1997;
Raviprakash, Marques et al., 2001; Su, Vieweg et al., 2002; Donnelly, Berry et al., 2003; Anwar, Chandrasekaran et
al., 2005).

La vacuna de virus atenuados 17DD esta siendo producida en el campus de Manguinhos - FIOCRUZ/RJ desde
1937, es decir, desde hace al menos 70 afos. La inmunizacién en masa con la vacuna 17DD, asi como la lucha
sistematica contra el vector de transmision de la fiebre amarilla (Aedes aegypti), han sido y contindan siendo
estrategias cruciales para el control de la enfermedad en el pais. A pesar de la eficacia y la seguridad de la vacuna
17DD, esta no esta recomendada a nifios, mujeres embarazadas y personas que presentan inmunodeficiencias y
que son alérgicas a las proteinas del huevo (el sustrato para la produccién de la vacuna 17DD). Se calcula que
aproximadamente 5% de la poblacion presenta alergias y/o efectos secundarios en respuesta a la vacuna, que es
posible que culminen en casos raros de muerte provocada por la vacunacion.

En fechas recientes, tras la muerte de monos en regiones con vida salvaje en las que circula el YFV, la poblacion ha
empezado a tener miedo por las especulaciones de la reintroduccion de la fiebre amarilla urbana en las zonas
rurales. Tomando en cuenta el riesgo de infeccidn prevalente en las areas tropicales, la invasion del entorno urbano
por el vector de la enfermedad, el calentamiento global y la falta de politicas apropiadas para combatir al insecto
vector, no puede descuidarse el riesgo de dispersion de la enfermedad en areas urbanas. El caos provocado por el
dengue en el estado de Rio de Janeiro, que, por cierto, es transmitido por el mismo vector que la fiebre amarilla,
ilustra el riesgo de un posible brote (aunque improbable) de la fiebre amarilla urbana en las zonas rurales. Tomando
en cuenta todos estos factores, el desarrollo de una estrategia de vacuna complementaria y/o alternativa contra la
fiebre amarilla puede complementar/sustituir el uso de la versién de la vacuna con virus atenuados.

Aunque no se ha aprobado ninguna vacuna de ADN para su uso en seres humanos, este tipo de tecnologia cada
vez se estimula mas y potencialmente sustituira a las formulaciones basadas en microorganismos vivos. Las
formulaciones con una base de ADN pueden manipularse y dosificarse con facilidad, no requieren condiciones
especiales de temperatura para la conservacion y la distribucion, e incluso eliminan cualquier posible riesgo de
infeccion por parte de los agentes vivos/atenuados. Este tipo de tecnologia también permite la manipulacion de
inmunogenos capaces de estimular al sistema inmunoldgico con epitopos y sefiales biologicas especificos, lo cual
evita el uso de antigenos/epitopos innecesarios y potencialmente perjudiciales con respecto a posibles respuestas
inmunoldgicas cruzadas (el principal obstaculo para el desarrollo de una vacuna eficaz contra el dengue, debido a la
reaccion cruzada entre sus 4 serotipos). Por ultimo, con los avances tecnoldgicos de las herramientas para la
manipulaciéon de microorganismos y la purificacion de moléculas a gran escala, las vacunas de ADN podrian ser
producidas a mayor escala y con un coste final menor cuando se comparan con las formulaciones
atenuadas/inactivadas.

Es importante advertir que, ante los resultados significativamente esperanzadores obtenidos por el grupo de los
inventores, que han empleado de una vacuna genética basada en la secuencia virica de la proteina E fusionada con
LAMP y han mejorado esta vacuna mediante la optimizacion de antigenos para la expresién en seres humanos, los
inventores creen en la posibilidad de desarrollar y aplicar una vacuna de ADN aun mas segura, capaz de conferir
inmunidad contra el virus de la fiebre amarilla en seres humanos. Este tipo de tecnologia también puede servir de
contribucion al desarrollo de otras vacunas viricas, en especial contra otros flavivirus, tales como el virus del dengue.

El documento WO 2004/078986 A1 describe pseudoparticulas de flavivirus para su uso como vacunas que
contienen glicoproteinas prM/E ensambladas sobre particulas centrales retroviricas.

El documento US 2004/257307 A1 describe vacunas quiméricas que comprenden una secuencia de antigeno
fusionada con un dominio para el transporte de la proteina a un compartimento endosémico, por ejemplo, con un
dominio del polipéptido LAMP. Estos antigenos pueden ser proteinas procedentes del virus de la fiebre amairilla.

El problema de la presente invencion es proporcionar otros antigenos del virus de la fiebre amarilla (YFV) dirigidos al
compartimento lisosémico.

Segun la presente invencion, dicho problema se resuelve fusionando el polipéptido PreM/ME de YFV al dominio C-
terminal de LAMP, tal como se especifica en las reivindicaciones.

Sumario de la invenciéon

La presente invencion, en su aspecto mas amplio, se dirige a una vacuna de ADN optimizada basada en la region
que codifica la envuelta del virus de la fiebre amarilla fusionada con la proteina de asociacién con la membrana
lisosémica (LAMP), que es capaz de procesar el antigeno codificado y presentarlo al sistema inmunoldgico a través
de MHC, segun se define en las reivindicaciones.
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Breve descripcion de las figuras y las tablas

Figura 1: Representacion esquematica de las regiones de asociacion para la amplificacion de PreM/M-E salvaje
(para YFE) y PreM/M-E fusionada con LAMP (pL/YFE). El esquema representa el genoma completo del virus de la
fiebre amarilla, compuesto de 3 genes estructurales [Capsida (C), Membrana (PreM/M) y Envuelta (E)] y 7 genes no
estructurales (NS1-NS5). Las flechas negras indican las regiones de asociacién de los cebadores (oligonucleoétidos)
empleados para la amplificacion de PreM/M-E salvaje (region carboxi-terminal de la regién transmembrana X de la
capsida C-terminal de la envuelta). Para la amplificacion de PreM/M-E, para la fusion con LAMP, el cebador
"inverso" empleado se disefi6 para hibridarse antes de la region transmembrana de la envuelta (flecha blanca).

Figura 2: Producto de la PCR de PreM/M-E del virus YF. Después de la amplificacion mediante PCR empleando
cebadores disefiados para la secuencia PreM/M-E salvaje (tabla 1), se obtuvo un fragmento de aproximadamente
2000 pb, tal como se esperaba. El producto de la PCR indicado migr6 en un gel de agarosa al 1% y se visualizé con
el transiluminador de luz ultravioleta. Se empled 1kb Plus Ladder (Invitrogen®) como marcador de peso molecular
(PM), indicado como referencia en las bandas de 1650 y 2000 pares de bases.

Figura 3: Productos de la PCR de PreM/M-E de YFV para la fusion con LAMP y C-LAMP (humana). Después de la
amplificacién mediante PCR empleando cebadores disefiados para las secuencias de PreM/M-E para la fusién con
LAMP y C-LAMP humana (tabla 1), se obtuvo un fragmento de aproximadamente 1900 pb (PreM/M-E) y otro de 125
pb (C-LAMP), tal como se esperaba. Estos productos de la PCR migraron en un gel de agarosa al 1% y se
visualizaron con el transiluminador de luz ultravioleta. Se emple6 1kb Plus Ladder (Invitrogen®) como marcador de
peso molecular (PM), indicado como referencia en las bandas de 100 y 2000 pares de bases.

Figura 4: Digestion de ADN de plasmido para confirmar la clonacién de la secuencia de PreM/M-E salvaje en el
vector pPGEMT-Easy. Después de la transformacion con la conexion pGEMT-Easy + PreM/M-E salvaje, se inocularon
3 clones bacterianos blancos (seleccionados mediante IPTG/X-Gal) en medio liquido para la posterior extraccion del
ADN de plasmido. Las minipreparaciones obtenidas después se digirieron con las enzimas Xhol y Notl para
confirmar la clonacion de PreM/M-E salvaje en el vector pGEMT-Easy. Los productos de la digestion después
migraron en un gel de agarosa al 1% y se visualizaron con un transiluminador de luz ultravioleta. Se emple6 1kb
Plus Ladder (Invitrogen®) como marcador de peso molecular (PM), indicado como referencia en las bandas de 3000
y 2000 pares de bases. Solo el clon 2, asterisco, liberé un fragmento del tamafio esperado (2000 pb).

Figura 5: Digestion de ADN de plasmido para confirmar la clonacién de la secuencia de PreM/M-E para la fusién con
LAMP en el vector pGEMT-Easy. Después de la transformacion con la conexion pGEMT-Easy + PreM/ME para la
fusion con LAMP, se inocularon 8 clones bacterianos blancos (seleccionados mediante IPTG/X-Gal) en medio
liquido para la posterior extraccion del ADN de plasmido. Las minipreparaciones obtenidas después se digirieron con
las enzimas Nhel y Xhol para confirmar la clonacion de PreM/M-E para la fusién con LAMP en el vector pGEMT-
Easy. Los productos de la digestiéon después migraron en un gel de agarosa al 1% y se visualizaron con el
transiluminador de luz ultravioleta. Se empled 1kb Plus Ladder (Invitrogen®) como marcador de peso molecular
(PM), indicado como referencia en las bandas de 1650 y 2000 pares de bases. Los clones 3, 5 y 8 (asteriscos)
liberaron fragmentos del tamafio esperado (1900 pb).

Figura 6: Digestion de ADN de plasmido para confirmar la clonacion de C-LAMP en el vector pPGEMT-Easy. Después
de la transformacion con la conexion pGEMT-Easy + C-LAMP, se inocularon 3 clones bacterianos en medio liquido
para la posterior extraccion del ADN de plasmido. Las minipreparaciones obtenidas después se digirieron con las
enzimas Xhol y Xbal para confirmar la clonaciéon de C-LAMP en el vector pGEMT-Easy. Los productos de la
digestion después migraron en un gel de agarosa al 1% y se visualizaron con el transiluminador de luz ultravioleta.
Se empled 1kb Plus Ladder (Invitrogen®) como marcador de peso molecular (PM), indicado como referencia en las
bandas de 100 y 3000 pares de bases. Del total de 3 clones, todos liberaron fragmentos del tamario esperado (125
pb, asteriscos).

Figura 7: Digestion de ADN de plasmido para confirmar la clonacién de la secuencia de PreM/M-E salvaje en el
vector p43.2. Después de la transformacion con la conexién p43.2 + PreM/M-E salvaje, se inocularon 3 clones
bacterianos en medio liquido para la posterior extraccion del ADN de plasmido. Las minipreparaciones obtenidas
después se digirieron con las enzimas Xhol y Notl para confirmar la clonacién de PreM/M-E salvaje en el vector
p43.2 (p/YFE). Los productos de la digestion después migraron en un gel de agarosa al 1% y se visualizaron con el
transiluminador de luz ultravioleta. Se empled 1kb Plus Ladder (Invitrogen®) como marcador de peso molecular
(PM), indicado como referencia en las bandas de 2000 y 5000 pares de bases. Todos los clones liberaron
fragmentos del tamafio esperado (2000 pb, asteriscos).

Figura 8: Digestion de ADN de plasmido para confirmar la clonaciéon de la secuencia de p43.2-PreM/ME para la
fusion con LAMP en el vector p43.2. Después de la transformacién con la conexién p43.2 + PreM/M-E para la fusion
con LAMP, se inocularon 8 clones bacterianos en medio liquido para la posterior extraccion del ADN de plasmido.
Las minipreparaciones obtenidas después se digirieron con las enzimas Nhel y Xhol para confirmar la clonacion de
p43.2-PreM/M-E para la fusiéon con LAMP en el vector p43.2. Los productos de la digestion después migraron en un
gel de agarosa al 1% y se visualizaron con el transiluminador de luz ultravioleta. Se emple6é 1kb Plus Ladder
(Invitrogen®) como marcador de peso molecular (PM), indicado como referencia en las bandas de 2000 y 5000
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pares de bases. Del total de 8 clones, 7 liberaron fragmentos del tamario esperado (1900 pb, asteriscos).

Figura 9: Digestion de ADN de plasmido para confirmar la clonacién de C-LAMP en el vector p43.2-PreM/ME para la
fusion con LAMP. Después de la transformacion con la conexion p43.2-PreM/ME + C-LAMP, se inocularon 7 clones
bacterianos en medio liquido para la posterior extraccion del ADN de plasmido. Las minipreparaciones obtenidas
después se digirieron con las enzimas Xhol y Xbal para confirmar la clonacion de C-LAMP en el vector p43.2-
PreM/ME/LAMP (pL/YFE). Los productos de la digestion después migraron en un gel de agarosa al 1% y se
visualizaron con el transiluminador de luz ultravioleta. Se emple6 1kb Plus Ladder (Invitrogen®) como marcador de
peso molecular (PM), indicado como referencia en las bandas de 100 y 7000 pares de bases. Del total de 7 clones,
todos liberaron fragmentos del tamafio esperado (125 pb, asteriscos).

Figura 10: Células 293 transfectadas con las construcciones p/YFE a pL/YFE. La validacion de la expresion de
proteinas codificadas por los plasmidos p/YFE y pL/YFE, asi como su localizacion intracelular, se realizé6 mediante
un ensayo de inmunofluorescencia. Se detectaron la proteina E y E/LAMP empleando un anticuerpo policlonal anti-
YFV. Se confirmé la distribucion esperada de la proteina E virica salvaje, generalmente asociada con la membrana
reticular (A). Ademas, la proteina quimérica E/LAMP (presente en células 293 transfectadas con pL/YFE) aparecio
distribuida por la membrana reticular, mas concretamente asociada con las membranas lisosémicas (lo cual también
se esperaba, debido a la presencia de LAMP).

Figura 11: Digestion de ADN de plasmido, en condiciones sin endotoxinas, para confirmar la identidad de los
vectores (p/YFE y pL/YFE). Después de la transformacién con las construcciones p/YFE y pL/YFE, se inocularon
colonias aisladas de cada construccion en medio liquido para la posterior extracciéon del ADN de plasmido. Las
gigapreparaciones obtenidas después se digirieron. La construccion con la forma salvaje (w/YFE) se sometié a dos
ensayos de digestion. El primero se realizé con las enzimas Xhol y Xbal, en el que se produjo la linearizacion de la
construccion (1), y también con las enzimas Xhol y Notl que generaron la liberacion del fragmento codificado por
p/YFE. La construccién con LAMP (pL/YFE) también se sometié a dos ensayos de digestion. El primero se realizd
con las enzimas Xhol y Xbal, en el que se produjo la liberacion de LAMP (asterisco), y también con las enzimas Nhel
y Xbal que generaron la liberacion del fragmento codificado por pL/YFE. Los productos de la digestion después
migraron en un gel de agarosa al 1% y se visualizaron con el transiluminador de luz ultravioleta. Se empled 1kb Plus
Ladder (Invitrogen®) como marcador de peso molecular (PM), indicado como referencia en las bandas de 1650 y
100 pares de bases.

Figura 12: Comparacion de las respuestas celulares inducidas en ratones Balb/C, empleando la vacuna 17DD y las
construcciones p/YFE y pL/YFE. Se inmunizaron ratones Balb/C en los dias 0 y 21 con: (A) 104 unidades
formadoras de colonias (PFU) de la vacuna 17DD, (B) 50 ug de la vacuna pL/YFE, o (C) 50 ug de la vacuna p/YFE.
De 7 a 10 dias después de la ultima inmunizacion, se aislaron muestras de esplenocitos de los ratones para ensayar
con ELISPOT-IFN-y, empleando un banco de péptidos sintéticos, de 15 aminoacidos cada uno y con un
"solapamiento” de 11 aminoacidos entre ellos, que cubren la proteina E completa de YFV. Esta figura representa un
promedio de 2-4 experimentos realizados con "agrupaciones" de 3-5 ratones cada una.

Figura 13: Niveles de anticuerpos neutralizantes detectados en ratones BALB/c y C57B1/6 después de la
inmunizacion con las vacunas 17DD, pL/YFE y p/YFE. Se inmunizaron ratones de ambas razas con vacunas
convencionales o de ADN en los dias 0, 30 y 45 y se obtuvo su suero inmunolégico en los dias 15, 45 y 60. Los
sueros se ensayaron individualmente con neutralizacion de reduccion de placas (PRNT), y se compararon con suero
de mono que contenia anticuerpos neutralizantes contra YFV en una concentracién conocida. La construccion
pL/YFE, aunque induce una produccién de anticuerpos neutralizantes aproximadamente 3,5 veces menor que la
vacuna 17DD, es capaz de inducir unas titulaciones de anticuerpos neutralizantes al menos 7 veces mayores que
las titulaciones inducidas por p/YFE.

Figura 14: Evaluacién de la proteccion contra YFV, a través de una inyeccion intracerebral ensayada en ratones
previamente inmunizados con 17DD y pL/YFE. Los ensayos de proteccion se realizaron empleando el modelo de
inmunizacion/exposicion, mediante la inyeccion de 10° PFU del virus de la vacuna 17DD (por via intracerebral) en
ratones previamente inmunizados con la vacuna 17DD y con la vacuna pL/YFE. Los animales se inmunizaron 3
veces (dias 0, 30 y 45) y se expusieron 15 dias después de la uUltima inmunizacion. Tanto la vacuna 17DD como la
vacuna pL/YFE fueron capaces de proteger al 100% de los animales expuestos. La tabla 2 afiade la informacion de
esta figura con relacion al numero de animales expuestos, asi como la comparacion de la eficacia de las vacunas de
ADN en ambas razas.

Tabla 1: Oligonucleétidos (cebadores) empleados para generar las construcciones de vacuna p/YFE y pL/YFE. Para
el disefio de los nucledtidos capaces de amplificar las secuencias de PreM/M-E salvaje y PreM/M-E-LAMP se
empled el software de dominio publico Ape [desarrollado por Dr. M. Wayne Davis
(http://www.biology.utah.edu/jorgensen/wayned/ape/)].

Tabla 2: Resultados del ensayo de proteccion en ratones BALB/c y C57B1/6 que compara la vacuna 17DD con la
vacuna de ADN pL/YFE. Los ratones inmunizados con la vacuna 17DD y con la construccion de ADN pL/YFE se
expusieron por via intracerebral a YFV 17DD. Ambas razas de ratones resultaron 100% protegidos por la vacuna
convencional y por la vacuna de ADN. Como control negativo, los ratones se sometieron a los mismos programas de
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inmunizacion con el vector p43.2 vacio y PBS.

Tabla 3. Comparaciéon de los niveles de expresion de las proteinas de la envuelta del virus de la fiebre amarilla,
salvajes y optimizadas, mediante citometria de flujo. Se transfectaron células 293 con 1 ug de cada vacuna de ADN
empleando lipofectamina, y se tifieron con suero de conejo anti-envuelta del virus de la fiebre amarilla. La
transfeccion de las células se normalizé empleando como control interno un plasmido que codifica una proteina
fluorescente y con relacion al nivel de expresion de la proteina codificada por la construccion codificadora de la
secuencia nativa de la envuelta (ndmero 2). El plasmido optimizado (nimero 6) mostrd un nivel de expresiéon 6,5
veces mayor que el plasmido que codifica la secuencia nativa (numero 2).

Descripcion detallada de la invencién

Los presentes inventores han desarrollado y evaluado la eficacia de expresion y la capacidad para inducir una
respuesta inmunoldgica de dos vacunas genéticas, ambas basadas en la estrategia de la coexpresion de las
proteinas PreM/M y E de YFV (una salvaje y la otra fusionada con LAMP). Se emplearon ambas construcciones,
(p/YFE) salvaje y con LAMP (pL/YFE), para transfectar células humanas, y se detectaron las respectivas proteinas
codificadas por las construcciones mediante inmunofluorescencia. Después los vectores p/YFE y pL/YFE se
inocularon en ratones y se analizaron las respuestas inmunoldgicas inducidas por cada construccion, en términos de
respuestas celulares y humorales. Los resultados se consideraron excelentes, puesto que las dos construcciones
son capaces de inducir respuestas de células T contra los mismos epitopos inducidos por la vacuna 17DD, y PL/YFE
también fue capaz de inducir unas titulaciones elevadas de anticuerpos neutralizantes. Estos vectores también se
inocularon en ratones que después fueron expuestos a YFV para evaluar si estas construcciones son capaces de
proteger a estos animales contra FA. A pesar de que la construccion pL/YFE es capaz de generar unas titulaciones
de anticuerpos neutralizantes mas altas que la construccion salvaje p/YFE en Balb/c y en C57B1/6 inmunizados,
ambas construcciones confieren 100% de proteccion a los ratones expuestos. Estos resultados se consideran
excelentes.

La vacuna pL/YFE también se optimizd, generando la construccion pL/YFEopt, empleando el algoritmo genético del
programa LETO 1.0 (Entelechon®). Se tomaron en cuenta varios factores en el proceso de optimizacion, tales como:
utilizaciéon de codones, estructura secundaria del ARNm, presencia de motivos de ADN repetitivos, contenido en GC,
presencia/ausencia de sitios de restriccion, sitios de "corte y empalme" cripticos, etc. Las secuencias optimizadas se
introdujeron en una sintesis comercial (Geneart®) y después se subclonaron en el vector 8L, salvaje y con LAMP.
Las construcciones de vacuna optimizadas, asi como p/YFE salvaje y pL/YFE, se inocularon en ratones
convencionales y transgénicos (que expresan HLA humanas) y se evaluaron para su inmunogenicidad empleando
ensayos ELISPOT, neutralizacion de virus mediante reduccion de placas (PRNT) y desafio frente a YVF.

La invencion se describira a continuacion empleando ejemplos. Los siguientes ejemplos son ilustrativos de la
invencion y representan realizaciones preferidas; los expertos en la técnica saben o pueden saber, empleando solo
la experimentacion habitual, cbmo emplear otros materiales y técnicas apropiadas.

Amplificacién con PCR

Los cebadores disefiados (tabla 1) para la amplificacion de PreM/M-E salvaje, PreM/M-E para la fusién con LAMP y
el dominio C-terminal de LAMP, permiten obtener las respectivas secuencias con los pesos moleculares esperados.
La secuencia de PreM/M-E salvaje se amplific6 empleando cebadores que flanquean la regién N-terminal de
PreM/M (de modo mas especifico, el nivel de la region carboxi-terminal de la capsida) y la regién transmembrana C-
terminal de la envuelta. Para la amplificacion de la secuencia de PreM/M-E, con el objetivo de la fusién con el
dominio C-terminal de LAMP, el cebador "directo" empleado se disefié para alinearse con la misma region de la
capsida. Ademas, el cebador "inverso" utilizado se disefid para alinearse mas internamente dentro de la region que
codifica la envuelta. Asi, la secuencia de PreM/M-E (para la fusion con LAMP) carece del dominio transmembrana C-
terminal de la envuelta, con el objetivo de su sustitucion por el dominio C-terminal de LAMP (figura 1).

El producto de la PCR de PreM/M-E para la fusién con LAMP tiene aproximadamente el mismo tamafio que el
producto de PreM/M-E salvaje, puesto que la region eliminada de la envuelta solo tiene 100 pares de bases (pb).
Para sustituir este dominio transmembrana C-terminal de la envuelta, se disefiaron cebadores capaces de amplificar
la regién C-terminal de LAMP-1 humana (C-LAMP). El cebador "directo" permite fusionar (en fase) PreM/M-E con C-
LAMP, mientras que el cebador "inverso" presenta el codén de fin de la traduccién. El producto de la PCR de la
secuencia de PreM/M-E salvaje, con aproximadamente 2000 pares de bases (pb), puede observarse en la figura 2.
Los productos de la PCR de PreM/ME para la fusiéon con LAMP (1900 pb) y C-LAMP (125 pb) pueden observarse en
la figura 3.

Clonacién de los productos de la PCR obtenidos en el vector p GEMT-Easy

Tras confirmar los tamafios esperados de los productos de la PCR de PreM/ME salvaje, PreM/M-E para la fusion
con LAMP y C-LAMP, estos fueron clonados en el vector pGEMT-Easy. Para facilitar la selecciéon de los clones
positivos, se seleccionaron los clones que contenian la insercion insertada en el fragmento lacZ del gen de la 8 -
galactosidasa, pero solo los clones blancos de cada construccién. Se seleccionaron 3 clones de la placa que
contenia las bacterias transformadas con la conexion pGEMT-Easy + PreM/ME salvaje. Estos clones se inocularon
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en medio de crecimiento liquido para la posterior preparacion de ADN de plasmido (minipreparaciones) y la prueba
de digestion para confirmar la clonacion. De los 3 clones seleccionados, solo 1 libera la insercion esperada de 2000
pb de la construcciéon de PreM/M-E salvaje (figura 4). Con respecto a la conexion pGEMT-Easy + PreM/ME para la
fusion con LAMP, se seleccionaron 8 clones blancos. Estos clones también se sometieron a una extraccién del
plasmido y a las pruebas de digestion. De los 8 clones seleccionados, 3 liberaron la insercién de 1900 esperada, con
relacion a la construccion PreM/M-E para la fusion con LAMP (figura 5). Se seleccionaron 3 clones de la conexion
pGEMT-Easy + C-LAMP, todos los cuales liberaron la insercion después de la digestion (figura 6).

Subclonacién de los fragmentos clonados en pGEMT-Easy en el vector p43.2

Para la subclonacion de PreM/M-E en el vector p43.2, este fragmento se cortd del vector pPGEMT-Easy y se insertd
en el vector p43.2. Para facilitar la seleccion de los clones positivos, se conectaron 3 concentraciones diferentes de
insercion a una concentracion constante de vector p43.2 (se realizé una conexion en ausencia de insercién como
control negativo). Asi, se seleccion6 la placa con el mayor numero de clones, mediante la comparacion de las placas
con diferentes concentraciones de insercion con el control negativo para la seleccion de clones. Se seleccionaron 3
clones de esta placa que contenian bacterias transformadas con la conexion p43.2 + PreM/M-E salvaje. Estos
clones se inocularon en medio de crecimiento liquido para la posterior preparacion de ADN de plasmido y la prueba
de digestion para confirmar la clonaciéon. De los 3 clones seleccionados, todos liberaron la insercion de 2000 pb
esperada de la construccion de p/YFE (figura 7). Con respecto a la construccion p43.2 + PreM M-E/LAMP, fue
necesario construir un vector intermedio que contenia PreM/M-E para la fusiéon con LAMP, para la posterior fusién de
LAMP. Asi, el fragmento PreM/M-E para la fusiéon con LAMP se cort6 del vector pGEMT-Easy y se subclono en el
vector p43.2, generando la construccion intermedia p43.2-PreM/M-E para la fusion con LAMP. Se seleccionaron 8
clones de esta conexion, de los cuales 7 liberaron la insercion de 1900 pb esperada después de la prueba de la
digestion (figura 8). Para fusionar LAMP al fragmento p43.2-PreM/ME para la fusiéon con LAMP, C-LAMP fue cortado
y escindido del vector pGEMT-Easy/C-LAMP y después fue purificado. Después, el vector p43.2-pM/ME para la
fusion con LAMP se corté con las mismas enzimas, lo cual permite la insercion de LAMP en su C-terminal,
generando la construccion pL/YFE. Para confirmar la insercion de LAMP en p43.2-PreM/ME para la fusiéon con
LAMP, se digirieron 7 clones, y todos liberaron el fragmento de 125 pb esperado (figura 9).

Secuenciacion de las construcciones p/YFE y pL/YFE

Para confirmar la identidad y la calidad de las secuencias subclonadas en el vector p43.2, los respectivos vectores
se secuenciaron empleando cebadores internos disefiados para hibridarse a cada 400 pb de las inserciones
clonadas (que significa "directo" e "inverso"). Las secuencias obtenidas se analizaron mediante los programas ApE®
y Lasergene®. En la construccion p/YFE se encontraron dos mutaciones puntuales no silenciosas, es decir, con este
cambio, el total de aminoacidos es de 644. Los cambios fueron de una alanina (A) a una valina (V) en la posicion
250, y de una serina (S) a un acido aspartico (D) en la posicion 349. Estas mutaciones también fueron las unicas
encontradas en la construccion pL/YFE, lo cual indica que las mutaciones no aparecen al nivel de la PCR sino que
ya estaban presentes en el molde de ADN empleado para la amplificacion. Teniendo en cuenta que la proteina E
presenta varios epitopos para células B (porque solo las proteinas E y NS1 son capaces de generar anticuerpos
neutralizantes), asi como para células T (los datos no se muestran, fueron obtenidos por empleados del grupo de los
inventores), se considera que estas mutaciones son irrelevantes para este estudio de desarrollo de vacunas.

Deteccion de las proteinas E y E/LAMP mediante inmunofluorescencia

Para evaluar la expresion de las proteinas E y E/LAMP codificadas por las construcciones p/YFE y pL/ YFE,
respectivamente, se transfectaron células 293 humanas con estas vacunas de ADN. A pesar de la baja eficacia de
expresion (aproximadamente 40%), ambas proteinas fueron detectadas en el compartimento celular apropiado. Tal
como se esperaba, se confirmé la distribucion reticular caracteristica del antigeno salvaje E (figura 10A), asi como la
distribucion lisosémica caracteristica de la proteina E-LAMP (figura 10B).

Evaluacién de la respuesta inmunolégica inducida en ratones inmunizados con las vacunas p/YFE y pL/YFE

Para los ensayos de inmunizacion, las vacunas de ADN p/YFE y pL/YFE se prepararon inicialmente a gran escala
sin endotoxinas. Las preparaciones obtenidas se sometieron a pruebas de digestion con enzimas especificas para
asegurar la calidad/identidad de los vectores. El vector p/YFE se digirid con las enzimas Xhol y Xbal y las enzimas
Xhol y Notl, mientras que el vector pL/YFE se digirié con las enzimas Xhol y Xbal y las enzimas Nhel y Xbal. Todas
las digestiones liberaron fragmentos de ADN con el tamafio esperado (figura 11). Después, las construcciones
p/YFE y pL/YFE se emplearon para ensayos experimentales de inmunizacién en ratones.

Los plasmidos p/YFE y pL/YFE, sin endotoxinas, se inocularon en ratones BALB/c y C57B1/6, y se empled como
control positivo la vacuna 17DD y como controles negativos disolucion salina y el vector p43.2 vacio. Las respuestas
inmunoldégicas inducidas por cada construccion se analizaron en términos de respuesta celular (mediante el ensayo
"Enzyme-Linked Immunosorbent SPOT” (ELISPOT), SPOT inmunoadsorbente ligado a enzimas) y respuesta
humoral (mediante ensayos de neutralizacién de virus, PRNT). Los resultados obtenidos se consideraron
excelentes, porque las dos construcciones son capaces de inducir una respuesta de células T contra los mismos
epitopos inducidos por la vacuna de virus atenuados convencional (figura 12), y la construccion pL/YFE aun fue
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capaz de inducir anticuerpos neutralizantes a una concentracién considerada bastante satisfactoria. La construccion
pL/YFE, aunque induce una produccién de anticuerpos neutralizantes aproximadamente 3,5 veces menor que la
vacuna 17DD, es capaz de inducir unas titulaciones de anticuerpos neutralizantes al menos siete veces mayores
que p/YFE (figura 13).

El vector pL/YFE después se inoculé 3 veces (50 ug/inmunizacion) en ratones BALB/c y C57BL/6. De nuevo, se
empled la vacuna 17DD como control positivo, y se emplearon el vector p43.2 vacio y disolucién salina (1X PBS)
como controles negativos. Dos semanas después de la ultima inmunizacion, los animales se expusieron a una
inoculacion contra YFV por medio del indculo de 10° unidades formadoras de placa (PFU) de la vacuna 17DD (por
via intracerebral). La vacuna 17DD y la vacuna de ADN pL/YFE (E-LAMP) confirieron una proteccion del 100% a los
ratones expuestos (figura 14 y tabla 2).

Optimizacién de la vacuna pL/YFE que genera las construcciones pL/YFEopt1 y pL/YFEopt2

Para mejorar la eficacia de la expresion del antigeno E en células eucariotas, con el objetivo de experimentar en
primates, se optimizd la secuencia de ADN que codifica la proteina E. Esta secuencia se analizé/optimizé con
respecto a caracteristicas tales como la "utilizacion de codones", estructura secundaria del ARN mensajero (ARNm),
distribucion del contenido en GC, motivos de ADN repetitivos, sitios de restriccion, sitios de "corte y empalme"
cripticos, etc. El proceso de optimizacion toma en cuenta los diversos parametros mencionados anteriormente, y
busca un equilibrio entre todos.

Se generaron dos versiones optimizadas de la vacuna pL/YFE, denominadas pL/YFEopt1 y pL/YFEopt2. Las
construcciones optimizadas después se emplearon para transfectar células 293 humanas, con el objetivo de evaluar
la eficacia de expresion del antigeno E-LAMP optimizado (E-LAMPopr1-2) con respecto al antigeno E-LAMP salvaje.
Mediante un ensayo de inmunofluorescencia, se consideré que la expresion de E-LAMP es al menos 20 veces
mayor (los datos no se muestran). Aunque no se han realizado ensayos cuantitativos de transferencia Western para
evaluar con mas precision el nimero de veces que E-LAMPOPT1 se expresa mas con relacion a E-LAMP salvaje,
se puede decir que la expresion de estos antigenos de E-LAMPOPT1 es significativamente mayor que la expresion
del antigeno salvaje.

Considerando la mayor eficacia de la expresion de p43.2/E-LAMPop11-2 con relacion a p43.2/E-LAMP salvaje, se
cree que probablemente la vacuna de ADN optimizada sera aun mas eficaz que la vacuna salvaje previamente
ensayada. Es posible que la mayor eficacia de expresion venga acompafada de una mayor titulacion de anticuerpos
neutralizantes, aumentando asi el potencial de la vacuna optimizada con respecto al ndmero de dosis y
concentracion de ADN en cada dosis. Aunque el vector p43.2 ha sido optimizado para la expresién en células
eucariotas (mediante la combinacién de promotores especificos, factores de transcripcion, secuencias sefial para la
poliadenilacién, marcadores de resistencia, etc.), algunas secuencias de ADN contenidas en este (tal como, por
ejemplo, la secuencia que codifica el marcador de resistencia a la ampicilina) no estan permitidas por the Food and
Drug Administration (FDA) para su uso en seres humanos. Por otra parte, otros vectores de expresion, tales como el
vector 8L, por ejemplo, no presentan estas secuencias no deseadas y, por tanto, no estan prohibidos por la FDA.
Asi, los antigenos E-LAMPop11-2 pudieron clonarse en el vector 8L y generaron las construcciones p8L/E-LAMPopr1-2
que inicialmente se evaluaran en ratones y después en monos.

Ejemplo 1: Construccion de los vectores de transfeccion p43.2-PreM/M-E (p/YFE) y p43.2-PreM/M-E-LAMP
(PL/YFE)

1.1 - Amplificacion y purificacion de los productos de la PCR

La secuencia de PreM/M-E de VFA, que incluye la secuencia carboxi-terminal de la capsida (responsable de la
translocacion de PreM/M al reticulo endoplasmico) se amplific6 mediante PCR, a partir de un plasmido que contenia
el genoma completo de VFA [el clon infeccioso fue suministrado amablemente por Dr. Ricardo Galler
(Biomanguinhos-IOC/FIOCRUZ)]. EI PreM/M- E fue amplificado con dos parejas distintas de cebadores para obtener
la secuencia salvaje (que se extiende desde el nucleétido 392 hasta el nucledétido 2452 del genoma del virus de la
fiebre amarilla, basandose en la secuencia con n.° de registro NC 002031 de Genbank - NCBI), asi como a partir de
una secuencia de fusion que incorpora LAMP en la region carboxi-terminal (que se extiende desde el nucleétido 392
al nucledtido 2323 del genoma del virus de la fiebre amarilla, basandose en la secuencia con n.° de registro NC
002031 de Genbank - NCBI). La secuencia C-terminal de LAMP se amplificé a partir de un plasmido que contenia
las regiones N-terminal y C-terminal de LAMP-1 humana, p43.2 hLAMP/GAG [suministrado amablemente por Dr.
Ernesto Marques (LaViTE- CPgAM/FIOCRUZ)]. Se emplearon cebadores especificos que permiten la incorporacion
de sitios de restriccion especificos, del coddén ATG de inicio de la traduccion (en contexto con la secuencia Kozak) y
del codon de fin de la traduccién (véase la tabla 1). Las reacciones de PCR se realizaron en un volumen final de 50
ul que contenia: 1X tampon Tgo (Roche®); dNTP 0,2 mM (Invitrogen®); 0,6 uM de cada cebador; 1 unidad de la
enzima ADN polimerasa Tgo (Roche®); 10 ng del ADN molde. Las muestras se amplificaron en un termociclador de
gradiente Mastercycler (Eppendorf®) programado como sigue: 1- 94 °C durante 2 min (desnaturalizacion); 2 - [94 °C
durante 1 minuto (desnaturalizacion); 55 °C durante 30 segundos (hibridacion); 68 °C durante 75 segundos
(extension) - 30 ciclos (amplificacion)]; 3 - 68 °C durante 10 minutos (extension y relleno de los fragmentos
incompletos). Los productos de la PCR migraron en un gel de agarosa para la posterior purificacion empleando el kit
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comercial QIAEX |l (Qiagen®), segun las recomendaciones del fabricante.
1.2 - Clonacién de los productos de la PCR en un vector de replicacion

Los productos de la PCR purificados después se sometieron a un tratamiento con la enzima ADN polimerasa Taq
(Invitrogen®) para afiadir adeninas libres a sus extremos. Esta reaccion se realizé en un volumen final de 10 pl que
contenia: 1X de tampoén de polimerasa Taq (Invitrogen®); MgCl, 1,5 mM; dATP 2 mM (Invitrogen®); 5 unidades de
ADN polimerasa Taq (Invitrogen®); 5 ul del producto de la PCR purificado. Las muestras se incubaron a 72 °C
durante 20 minutos en un termociclador de gradiente Mastercycler (Eppendorf®). Después del tratamiento con la
ADN polimerasa Taq (Invitrogen®), los productos de la PCR adenilados se emplearon para la clonacioén en el vector
pGEMT-Easy (Promega®). Las reacciones de conexion se realizaron empleando el kit | del sistema del vector
pGEMT-Easy (Promega®) en un volumen final de 10 ul que contenia : 1X tampdn "Rapid Ligation"; 50 ng del vector
pGEMT-Easy; 0,4 unidades de ADN ligasa T4; 2 pl de los productos de la PCR tratados. La reaccion de conexion se
realizé a 4 °C durante aproximadamente 15 horas. Después las conexiones se emplearon para transformar células
competentes para confirmar la clonacion. Las transformaciones se realizaron en un volumen final de 80 pl que
contenia: 50 pl de células competentes (Escherichia coli TG1); 25 ul de tampdn de transformacion (MgCl, 5 miM;
Tris-HCI 5 mM, pH 7,4); 5 ul de cada producto de la conexion. Las reacciones de transformacion se incubaron
durante 30 minutos sobre hielo y después se sometieron a un choque térmico (37 °C - 5 minutos) y se volvieron a
enfriar en hielo. Las células se sembraron en placas con medio de cultivo sélido Luria-Bertani (LB), que contenia
ampicilina en una concentracion de 50 ug/ml e IPTG/X-Gal (IPTG 10 mM; 0,1 mg de X-Gal). Las placas se incubaron
durante aproximadamente 15 horas a 37 °C, y después se incubaron a 4 °C durante 1 hora para facilitar la
discriminacion entre los clones vacios (azul) y los clones que contenian la insercién (blancos).

1.3 - Preparacioén del ADN del plasmido

Para confirmar la clonacion se seleccionaron las colonias blancas de cada conexion para preparar el ADN del
plasmido y la prueba de digestion. Las colonias se inocularon en 2 ml de medio LB liquido que contenia ampicilina
(50 ug/ml), y se cultivaron durante aproximadamente 15 horas a 37 °C. Después se centrifugaron 1,5 ml de cada
cultivo (13.200 rpm - 5 minutos) para obtener un sedimento bacteriano. La extraccion del ADN del plasmido se
realizé a partir de estos "sedimentos" empleando el kit de minipreparaciones de centrifugacion QlAprep (Qiagen®),
segun las recomendaciones del fabricante. Después se emplearon los ADN del plasmido, 50 pl cada uno, para la
confirmacion de la clonacién mediante ensayos de digestion. Las reacciones de digestion se realizaron en un
volumen final de 10 ul que contenia: 1X tampdn de digestion; 1,5 pl de ADN del plasmido. Todas las digestiones se
realizaron a 37 °C durante aproximadamente 4 horas. El vector pPGEMT-Easy que contenia el fragmento PreM/M-E
se digirié con 0,01 unidades de la enzima Xhol y 0,01 unidades de la enzima Notl. El vector pGEMT-Easy, que
contenia la misma secuencia pero con sitios de restriccion diferentes que permiten la insercion posterior de LAMP,
se digirio con 0,005 unidades de la enzima Nhel y 0,01 unidades de la enzima Xhol. Asi, el vector pPGEMT-Easy que
contiene el fragmento C-LAMP fue digerido con 0,01 unidades de la enzima Xhol y 0,01 unidades de la enzima Xbal.
A partir de los resultados de la digestion, verificados sobre gel de agarosa, se digirieron los clones positivos de cada
construccién a mayor escala para la posterior purificacion de los fragmentos. Las reacciones de digestiéon a gran
escala se realizaron en un volumen final de 50 pl que contenia: 1X tampon de digestion; 15 ul de ADN del plasmido.
Todas las digestiones se realizaron a 37 °C durante aproximadamente 4 horas. El vector pPGEMT-Easy que contiene
el fragmento PreM/M-E se digirié6 con 0,1 unidades de la enzima Xhol y 0,05 unidades de la enzima Notl. El vector
pGEMT-Easy que contiene el fragmento PreM/M-E para la fusiéon con LAMP se digirié6 con 0,05 unidades de la
enzima Nhel y 0,1 unidades de la enzima Xhol, y el vector pGEMT-Easy que contiene el fragmento C-LAMP se
digirié con 0,1 unidades de la enzima Xhol y 0,1 unidades de la enzima Xbal. Después, cada fragmento se purificd
mediante extraccion en un gel de agarosa, empleando el kit de extraccion en gel QIAEX kit Il (Qiagen®).

1.4 - Subclonacion de PreM/M-E salvaje y PreM/M-E-LAMP en el vector p43.2

El vector p43.2 se sometid a reacciones de digestion para crear sitios de restriccion compatibles con los sitios de los
fragmentos de PreM/M-E salvaje y PreM/M-E para la fusiéon con LAMP. Las reacciones de digestion se realizaron en
dos etapas, primero con una enzima y después con otra. Para la clonacién de PreM/M-E salvaje (p/YFE), la primera
reaccion de digestion se realizé en un volumen final de 50 pl que contenia: 1X tampon de digestion; 15 ul de la
muestra del vector, y 0,05 U de la enzima Notl (Biolabs®). La digestion se realizé a 37 °C durante aproximadamente
4 horas. Después de la digestion se verifico si se habia producido la linearizacién del vector comparando el tamafio
entre la muestra digerida y el vector intacto, migrando ambos bajo las mismas condiciones en un gel de agarosa.
Tras haber verificado la linearizacién, la muestra se precipité con etanol y se resuspendié en un volumen final de 40
pl. La segunda reaccion de digestion se realizé en un volumen final de 50 ul que contenia: 1X tampdn de digestion;
40 pl de la muestra del vector, y 0,1 unidades de la enzima Xhol. Al igual que la clonacién de PreM/ME para la fusion
con LAMP, el vector p43.2 se sometié a una esquema de digestion muy similar al empleado para la clonacion del
fragmento salvaje, y empleando las enzimas Nhel y Xhol. Las digestiones se realizaron a 37 °C durante
aproximadamente 6 horas. Las reacciones de conexidon de ambos fragmentos al vector p43.2 se realizaron en un
volumen final de 10 ul que contenia: 1X tampon de ADN ligasa T4 (New England Biolabs®); 100 ng del vector p43.2
(roto con Xhol/Notl o Nhel/Xhol); 0,4 unidades de ADN ligasa T4 (New England Biolabs®); 3 ul de cada fragmento
purificado. Las reacciones de conexién se realizaron a 16 °C durante aproximadamente 20 horas. Después las
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conexiones se emplearon para transformar células competentes para confirmar la clonacion. Los procedimientos de
transformacion, preparacion y digestion del ADN del plasmido fueron los mismos que los descritos anteriormente.
Por ultimo, para la insercion del fragmento C-terminal de LAMP (C-LAMP) en el vector p43.2-PreM/M-E para la
fusion con LAMP, tanto el vector como el fragmento C-LAMP fueron digeridos con las enzimas Xhol y Xbal (para
obtener la construccion pL/YFE).

1.5 - Secuenciacion del ADN

Las construcciones p/YFE y pL/YFE se sometieron a una secuenciacion automatica para la certificacion de la
identidad/calidad de las secuencias clonadas. La reaccion de secuenciacion se realizé en un volumen final de 10 pl
que contenia: 1X tampdn "Save money" (Tris-HCI 200 mM/pH 9,0, MgCl> 5 mM ); 0,32 uM de cada cebador (un total
de seis cebadores internos); 0,5 ul de disolucion "Bigdye" (Applied Biosystems®); 200 ng de ADN. Las muestras se
incubaron a 95 °C durante 5 minutos en un termociclador Gene AMP PCR System 9700 (Applied Biosystems®) para
la desnaturalizacion. Después estas muestras se sometieron a los siguientes ciclos de PCR para la secuenciacion:
1- 94 °C durante 2 min (desnaturalizacion inicial); 2 - [94 °C durante 15 segundos (desnaturalizacion); 50 °C durante
10 segundos (hibridacion); 60 °C durante 4 minutos (extension) - 45 ciclos]. Las muestras se precipitaron en
isopropanol al 65%, se lavaron con etanol al 60% y se resuspendieron en 15 pul de formamida (Applied
Biosystems®). Las muestras se secuenciaron en Integrated Core Technology (NIT) del CPgAM, empleando el
secuenciador automatico de ADN ABI Prism 3100 (Applied Biosystems®) segun las convenciones previamente
establecidas de esta unidad.

Ejemplo 2: Cultivo, infeccion y transfeccion de células eucariotas

Se cultivaron células 293 eucariotas en medio DMEM (Invitrogen®) suplementado con: suero bovino fetal al 10%
(Gibco®); penicilina/estreptomicina al 1% (Gibco®); L-glutamina al 1% (Sigma®). Estas células se emplearon para
ambos ensayos de infeccion virica y para los experimentos de transfeccion. Después de alcanzar una confluencia de
aproximadamente 90%, las células se infectaron con un extracto virico de YFV a la concentraciéon de 0,36 x 108
unidades formadoras de placa (PFU), suministrado amablemente por Dr. Marli Tendrio (CPqAM/LaViTE). Para la
infeccion, las células se incubaron inicialmente con el extracto de YFV puro (1 hora/37 °C/5% de COy) y después se
afiadié medio DMEM completo para el mantenimiento celular. Las células infectadas permanecieron en las mismas
condiciones de incubacién (37 °C/5% de COg) durante 48 horas, hasta que presentan los efectos citopatologicos
provocados por los virus. Para los ensayos de transfeccion, las células 293 se cultivaron bajo las mismas
condiciones anteriores. Después fueron incubadas con 0,8 ug de cada ADN (p/YFE y pL/YFE), empleando como
control negativo el vector p43.2 vacio y como control positivo el gen indicador de la 3-galactosidasa. Las reacciones
de transfeccion se realizaron empleando el kit Lipofectamine 2000 (Invitrogen®), segun las recomendaciones del
fabricante. Las células transfectadas se incubaron (48 horas/37 °C/5% de CO;) y se procesaron para la evaluacion
de la eficacia de transfeccion mediante la actividad de la expresion del gen indicador. Para la reaccién de coloracion
de B-gal, las células primero se lavaron en 1X PBS vy se fijaron en disolucion de glutaraldehido al 0,2%/PBS.
Después las células fijadas se incubaron en un volumen final de 1 ml de una disolucién que contenia: 20 mg de X-
Gal; 0,005 M de ferriciamida de potasio; 0,005 M de ferriciamida de potasio; 0,002 M de MgCl; en 1X PBS, para
revelar la coloracion de la actividad -gal.

Ejemplo 3: Transfeccion y analisis de la expresion mediante inmunofluorescencia

Se cultivaron células 293 en cubreobjetos y se transfectaron con las construcciones de vacuna obtenidas empleando
el kit Lipofectamine 2000 (Invitrogen Life Technologies®). Se empled el vector p43.2 vacio como control negativo.
Las transfecciones se realizaron en placas de cultivo de 24 pocillos con 2,5 pg de cada plasmido y 10 ul de
lipofectamina, segun las instrucciones del fabricante. Las células se incubaron durante 48 horas y después se fijaron
en metanol al 100% a -20 °C durante 5 minutos, se bloquearon en disolucién de BSA al 1%/PBS durante 30 minutos,
y se incubaron con un anticuerpo policlonal anti-virus de la fiebre amarilla (producido en ratones en el terrario de
CPgAM) a una dilucion de 1:200. Se empled un anticuerpo secundario anti-lgG de ratén conjugado con el
fluorocromo Alexa 488, producido en cabras, a una dilucion de 1:500 (Molecular Probes, Seattle, EEUU). Después,
los cubreobjetos se montaron en portaobjetos empleando el "Prolong gold" normal (Molecular Probes, Seattle,
EEUU) y se visualizaron mediante microscopia confocal. Las imagenes se obtuvieron mediante el microscopio
confocal Leica SPII-AOBS (Leica Microsystems, Hm®) utilizando el objetivo de lente 63 x NA 3.1 sumergido en
aceite de inmersion. El fluorocromo Alexa 488 se excita empleando el laser Arkr a una longitud de onda de 488 nm y
las imagenes digitales se capturaron empleando el software Leica, en el formato RGB de 24 bits, en un area de 1024
x 1024 pixeles. Los campos de captura se seleccionaron segun la dispersion y morfologia de las células.

Ejemplo 4: Evaluacion de la respuesta inmunoldgica inducida en ratones inmunizados con las vacunas
p/YFE y pLU/YFE

4.1 - Adquisicion de vectores de vacuna a gran escala

Las construcciones que codifican las proteinas E viricas de tipo salvaje (p/YFE) y la proteina E fusionada con la
proteina de membrana asociada a lisosomas (LAMP) (pL/YFE) se sometieron a la preparacion de ADN de plasmido
a mayor escala. Se emplearon partes alicuotas de cada ADN para transformar células competentes (E. coli TG1).
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Después se eligié una unica colonia de cada placa para ser inoculada en 12 ml de medio LB liquido que contenia
ampicilina (50 ug/ml), y se cultivaron durante aproximadamente 8 horas a 37 °C bajo agitacion vigorosa. Después de
esto, cada cultivo se inoculé en 2,5 litros de medio LB/ampicilina y se cultivé a 37 °C durante 16 horas bajo agitacion
vigorosa. Después el cultivo se centrifugé (8.000 RPM - 15 minutos) para obtener el sedimento bacteriano. A partir
de este "sedimento" se realizé la extraccion del ADN del plasmido (condiciones sin endotoxinas) empleando el kit
comercial Endofree Plasmid Giga Kit (Qiagen®), segun las recomendaciones del fabricante. Los ADN de plasmido
se sometieron a ensayos de digestion en un volumen final de 10 pl que contenia: 1X tampdn de digestion, 1 ul de
cada ADN de plasmido y enzima de restriccion especifica. Las digestiones se realizaron a 37 °C durante
aproximadamente 4 horas.

4.2 - Animales y protocolos de inmunizacion

Para los ensayos de neutralizacion y proteccion se inmunizaron ratones BALB/c y C57B1/6 hembra de 3 semanas
de edad en los dias 0, 30 y 45. Un dia antes de cada inmunizaciéon se recolectaron muestras de suero de cada
animal. Los ratones se inmunizaron en la base de la cola con la vacuna de virus atenuados 17DD a 10* PFU/50 wl
(control positivo), vacunas de ADN p/YFE y pL/YFE (ambas a una concentracion de 50 pg/50 pl), asi como con el
vector vacio y PBS (controles negativos). Todos los procedimientos se realizaron segun los requisitos de the Ethics
Committee on Animal Use (CEUA), segun el protocolo P-0259-05 aprobado por este comité.

4.3 - Ensayos de neutralizacion de placas

Para el analisis de las titulaciones de anticuerpos neutralizantes inducidos por las vacunaciones con 17DD y con las
construcciones p/YFE y pL/YFE, se realizaron ensayos para la neutralizacion de virus mediante reduccion de placas
(PRNT). Estos ensayos se realizaron empleando muestras de suero de ratones Balb/c y C57BL/6 recogidas antes y
después de la vacunacion. Los ensayos de neutralizacion se evaluaron mediante la reduccion de la formacion de
placas del virus de la fiebre amarilla cultivados en células Vero. Después de la inactivacion del suero (30 min/56 °C),
se incubaron diluciones en serie con 50-100 PFU de virus durante 30 min a 37 °C, y se afiadieron a placas de 6
pocillos que contenian células Vero. Después de una hora de incubacion se retiré el indculo y se afadié medio
semisolido que contenia agarosa. Después de 8 dias de incubacion, las placas se fijaron y se detectd la formacion
de placas viricas mediante un ensayo inmunolégico de peroxidasa. El ensayo de neutralizacién por reduccion de
placas se define mediante la dilucion a la cual el nimero de placas se reduce en 50%, PRNT50, cuando se compara
con el control.

4.4 - Ensayos de evaluacion de la seguridad

En los ensayos de proteccion se emplearon ratones Balb/c y C57BL/6 inmunizados 3 veces con la vacuna 17DD o
las vacunas de ADN. Los animales se expusieron por medio de un inéculo intracerebral que contenia 10.000 PFU de
virus 17DD, 15 dias después de la ultima inmunizacién. Los animales se controlaron durante 21 dias para evaluar
los sintomas de neurovirulencia y mortalidad. Los animales moribundos se sacrificaron mediante exposicion a CO..

Ejemplo 5: Optimizacion del vector pL/YFE a través del algoritmo genético

Para mejorar la eficacia de la expresion del antigeno codificado por la vacuna pL/YFE en células eucariotas, con el
objetivo de futuros experimentos en modelos de primates, se optimizd la secuencia de ADN que codifica la proteina
PreM/M-Env empleando el algoritmo genético. Esta secuencia se analiz6/optimizé con respecto a caracteristicas
tales como la "utilizacién de codones", estructura secundaria del ARN mensajero (ARNm), distribucién del contenido
en GC, motivos de ADN repetitivos, sitios de restriccion, sitios de "corte y empalme" criticos, etc. La secuencia
optimizada se subclond en el vector 8L, generando la construccion p8L/YFEopt.
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Tabla 2 - Resultados del ensayo de proteccion en ratones BALB/c y C57B1/6 que compara la vacuna 17DD con la
vacuna de ADN pL/YFE

Inmunizacién/Exposicién (10° Mortalidad de BALB/c Mortalidad de C57B1/6
PFU/vacuna 17DD) (Muertos/Inoculados) (Muertos/Inoculados)
Vacuna 17DD 0/10 0/10

pL/YFE 0/10 0/10
p43.2/vacio o PBS 8/10 10/10

Tabla 3 - Comparacion de los niveles de expresion de las proteinas de la envuelta del virus de la fiebre amarilla,
salvajes y optimizadas, mediante citometria de flujo

Plasmido Expresion normalizada por el salvaje 2. (%)
1. p43.2/vacio 0,03
2. p43..2/[ENV/c-LAMP/salvaje 100
3. p43.2/ENV/c-LAMP/OPT-GA 450
4. p43.2/ENV/c-LAMP/OPT-LT 465
5. p8L/LAMP/vacio 0,00
6. p8L/ENV/c-LAMP/OPT-GA 625
7. p8L/ENV/c-LAMP/OPT-LT 350

La vacuna de virus atenuados 17DD es la Unica formulacion disponible para proteger a los seres humanos frente a
la infeccion provocada por el virus de la fiebre amarilla (YFV), la principal fuente de morbilidad y mortalidad en las
areas tropicales del mundo. A pesar del éxito de la vacunaciéon en masa con la vacuna 17DD, que es capaz de
inducir una respuesta duradera de anticuerpos neutralizantes y una respuesta de células T citotdxicas, en la
bibliografia se han indicado sistematicamente acontecimientos graves adversos como consecuencia de la
vacunacion contra la fiebre amarilla. En algunos casos, la vacunacion se ha asociado directamente con un aumento
en la gravedad de los sintomas e incluso puede conducir a reacciones mortales. En este escenario, el desarrollo de
una nueva estrategia de vacunacion, tal como las vacunas de ADN que codifican secuencias viricas especificas,
reviste una importancia fundamental para el desarrollo de estrategias de vacunas aun mas seguras.

La vacuna de ADN contra la fiebre amarilla, tal como se describe en la presente, se basa en la secuencia que
codifica la proteina de la envuelta de YFV (p/YFE). Ademas de la construccion salvaje p/YFE, la secuencia de E
también se fusiond con la secuencia que codifica la proteina de membrana asociada a lisosomas humana (h-LAMP)
para generar una construccion (pL/YFE). La fusion con LAMP intenta dirigir el antigeno a la via de
presentacion/degradacion de antigenos MHCII, puesto que varios trabajos han demostrado que los antigenos
fusionados con LAMP (antigeno/LAMP) son capaces de generar una mayor actividad proliferativa de linfocitos
especificos de antigenos, unas mayores titulaciones de anticuerpos y una intensa actividad T citotoxica, con relacion
a los antigenos salvajes no fusionados con LAMP.

Esta invencion se dirige a optimizar la vacuna de ADN contra YFV, p8L/YFEopt, para que sea capaz de proteger a
los seres humanos frente a una infeccion provocada por YFV. El desarrollo de este tipo de tecnologia se dirige a
generar una vacuna aun mas segura que la vacuna 17DD, que podria revolucionar la estrategia de vacunacion
contra el YFV en Brasil y en todo el mundo. Por ultimo, las estrategias utilizadas para la construccion de esta vacuna
de ADN también podrian servir de contribuciéon al desarrollo de otras vacunas viricas, en especial contra otros
flavivirus, tales como la encefalitis japonesa, la fiebre del Nilo occidental y el virus del dengue.
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accggcggcc gctcagttca agccgccaaa tagcccc 37
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<212> ADN
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<400> 3
accggctagc gccaccatgg gaggattgtc ctcaaggaaa cg 42
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<212> ADN
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<400> 4
accgctcgag gttcaagccg ccaaatagcc cc 32
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<212> ADN
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<400> 5
accgctcgag acgctgatcc ccatcgcetgt gg 32

<210> 6

<211> 39

<212> ADN
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<400> 6
accgtctaga ctagatagtc tggtagcctg cgtgactcc 39

<210>7

<211> 1953

<212> ADN

<213> Virus de la fiebre amarilla
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<400>7
ctcgaggcca

gtgcaattce
aacagatggt
acaggcaact
tacaactgtc
ggggtggaaa
tcaagaaggg
aaatggatga
aggaacccct
acgcaacgag
tgcattggaa
gctaccctgg
atctcactag
gcagttctca
gctgaagaga
aatggctgtg
aaatccatga
ttgcatgtag
gccctgtcag
caggtgcaaa
tggatagtgg
ggggtgtgga
agagtactgg
agggttacaa
tgcagagtga
aaaatgtttt
aaagtgccaa
gcaatcaata
gtgctgattg
tcacgtctca
accatgaaag
gctggagggt
caggggctat
<210> 8

<211> 2067
<212> ADN

ccatgggagg
taattttggg
tgctcctaaa
gcacaacaaa
ccaatctcag
acgttagagt
ccattgactt
ctggaagaat
tttttgcagt
tcgtgattge
ttactgacag
agcaagacaa
agacagtagc
ctcatgtgaa
acgaagggga
gcctatttgg
gtttgtttga
gggccaagca
gctcccagga
ctgecggtgga
acagacagtg
gagagatgca
ccctgggaaa
aggacacaaa
aattgtcage
ttgtcaagaa
aaggagcccce
aaggcatttt
aggtgaaccc
cttaccagtg
gcgtggaacg
tcttecactte

ttggcggett

attgtcctca
aatgctgttg
tgtgacatct
cattttggaa
tccgagagag
cgcatatggt
gcctacgecat
gggtgaaagg
gacagctctg
cctactggte
ggatttcatt
gtgtgtcact
cattgataga
gattaatgac
caatgcgtge
gaaagggagc
ggttgatcag
ggaaaattgg
agtcgagttc
ctttggtaac
ggcccaggac
tcatcttgtc
ccaggaaggc
tgacaacaac
tttgacactc
cccaactgac
ctgcaggatt
ggttacagtt
accttttgga
gcacaaagag
cctggeegte
ggttgggaaa

gaactgatct

<213> Virus de la fiebre amarilla

ES 2 605 654 T3

aggaaacgcc
atgacgggtg
gaggacctcg
gccaagtact
gagccagatg
aagtgtgact
gaaaaccatg
caactccaaa
accattgcect
ttggctgttg
gagggggtge
gttatggcce
cctgctgagg
aagtgcccca
aagcgcactt
attgtggcat
accaaaattc
aataccagca
attgggtatg
agttacatag
ttgaccctge
gaatttgaac
tccttgaaaa
ctttacaaac
aaggggacat
actggccatg
ccagtgatag
aaccccatcg
gacagctaca
ggaagctcaa
atgggagacg
ggaattcata

aga

gttcccatga
gagtgacctt
ggaaaacatt
ggtgcccaga
acattgattg
cagcaggcag
gtttgaagac
agattgagag
accttgtggg
gteccggecta
atggaggaac
ctgacaagcc
cgaggaaagt
gcactggaga
attctgatag
gcgccaaatt
agtatgtcat
ttaagactct
gaaaagctac
ctgagatgga
catggcagag
ctcecgecatge
cagctcttac
tacatggtgg
cctacaaaat
gcactgttgt
tagctgatga
cctcaaccaa
ttatcgttgg
taggaaagtt
tcgectggga

cggtgtttgg

15

tgttctgact
ggtgcggaaa
ctctgtggge
ctcaatggaa
ctggtgctat
gtctaggagg
ccggcaagaa
atggttcgtg
aagcaacatg
ctcagctcac
ttgggtttca
ttcattggac
gtgttacaat
ggcccaccta
aggctgggge
cacttgtgcce
cagagcacaa
caagtttgat
actggaatgce
aacagagagc
tggaagtggc
cgccactatce
tggcgcaatg
acatgtttct
atgcactgac
gatgcaggtg
tcttacagceg
tgatgatgaa
aagaggagat
gttcactcag
tttcagctce

ctctgecettt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1953



<400> 8
gctagecgecca

gtgcaattce
aacagatggt
acaggcaact
tacaactgtc
ggggtggaaa
tcaagaaggg
aaatggatga
aggaacccct
acgcaacgag
tgcattggaa
gctaccctgg
atctcactag
gcagttctca
gctgaagaga
aatggctgtg
aaatccatga
ttgcatgtag
gcccetgteag
caggtgcaaa
tggatagtgg
ggggtgtgga
agagtactgg
agggttacaa
tgcagagtga
aaaatgtttt
aaagtgccaa
gcaatcaata
gtgctgattg
tcacgtctca
accatgaaag
gctggagggt
caggggctat
ctggeggggce
gcaggctacc

<210>9

ccatgggagg
taattttggg
tgctcctaaa
gcacaacaaa
ccaatctcag
acgttagagt
ccattgactt
ctggaagaat
tttttgcagt
tcgtgattge
ttactgacag
agcaagacaa
agacagtagc
ctcatgtgaa
acgaagggga
gcctatttgg
gtttgtttga
gggccaagca
gctcccagga
ctgcggtgga
acagacagtg
gagagatgca
ccctgggaaa
aggacacaaa
aattgtcagce
ttgtcaagaa
aaggagcccc
aaggcatttt
aggtgaaccc
cttaccagtg
gcgtggaacg
tcttcactte
ttggcggett
tggtcctcat

agactatcta

attgtcctca
aatgctgttg
tgtgacatct
cattttggaa
tccgagagag
cgcatatggt
gcctacgeat
gggtgaaagg
gacagctctg
cctactggtce
ggatttcatt
gtgtgtcact
cattgataga
gattaatgac
caatgcgtgce
gaaagggagc
ggttgatcag
ggaaaattgg
agtcgagttc
ctttggtaac
ggcccaggac
tcatcttgtce
ccaggaaggc
tgacaacaac
tttgacactc
cccaactgac
ctgcaggatt
ggttacagtt
accttttgga
gcacaaagag
cctggecgte
ggttgggaaa
gaacctcgag
cgtcctcate

gtctaga

ES 2 605 654 T3

aggaaacgcc
atgacgggtg
gaggacctcg
gccaagtact
gagccagatg
aagtgtgact
gaaaaccatg
caactccaaa
accattgcct
ttggctgttg
gagggggtge
gttatggcce
cctgctgagg
aagtgcccca
aagcgcactt
attgtggcat
accaaaattc
aataccagca
attgggtatg
agttacatag
ttgaccctge
gaatttgaac
tccttgaaaa
ctttacaaac
aaggggacat
actggccatg
ccagtgatag
aaccccatcg
gacagctaca
ggaagctcaa
atgggagacg
ggaattcata
acgctgatcce

gcctaccteg

gttcccatga
gagtgacctt
ggaaaacatt
ggtgcccaga
acattgattg
cagcaggcag
gtttgaagac
agattgagag
accttgtggg
gtccggecta
atggaggaac
ctgacaagcc
cgaggaaagt
gcactggaga
attctgatag
gcgccaaatt
agtatgtcat
ttaagactct
gaaaagctac
ctgagatgga
catggcagag
ctcegeatge
cagctcttac
tacatggtgg
cctacaaaat
gcactgttgt
tagctgatga
cctcaaccaa
ttatcgttgg
taggaaagtt
tcgeectggga
cggtgtttgg
ccatecgetgt

tcggcaggaa

16

tgttctgact
ggtgcggaaa
ctctgtggge
ctcaatggaa
ctggtgctat
gtctaggagg
ccggcaagaa
atggttegtg
aagcaacatg
ctcagctcac
ttgggtttca
ttcattggac
gtgttacaat
ggcccaccta
aggctgggge
cacttgtgce
cagagcacaa
caagtttgat
actggaatgc
aacagagagc
tggaagtgge
cgccactatce
tggcgcaatg
acatgtttcet
atgcactgac
gatgcaggtg
tcttacageg
tgatgatgaa
aagaggagat
gttcactcag
tttcagctce
ctctgecttt
gggtggtgcce

gaggagtcac
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<211> 2079
<212> ADN

<213> Virus de la fiebre amarilla

<400> 9
gtcgacgecta

gacgtgctga
ctggtgcgga
ttcagcgtgg
gacagcatgg
tgctggtget
agaagccggce
acccggcagg
cgctggtteg
ggcagcaaca
tacagcgccce
acatgggtgt
cccagcectgg
gtgtgctaca
gaagctcacc

cggggctggg

gcaccatgga
ccgtgecagtt
agaaccggtg
gcaccggcaa
aatacaactg
acggcgtgga
ggtccagacg
aaaagtggat
tgcggaacce
tgacccagceg
actgcatcgg
ccgecacect
acatcagcct
acgcegtget
tggccgagga

gcaatggctg

actcgagggce
cctgatcctg
gctgctgetg
ctgcaccacc
ccccaacctg
gaacgtgcgg
cgctattgat
gaccggcecgg
cttettegee
ggtggtgatc
catcaccgac
ggaacaggac
ggaaaccgtg
gacccacgtg
aaacgagggc

cggeetgtte
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ggcctgagceca
ggcatgctge
aacgtgacca
aacatcctgg
agccccagag
gtggcctacg
ctcececacce
atgggcgage
gtgaccgece
gcecctgetgg
cgggacttca
aagtgcgtga
gccatcgaca
aagatcaacg
gacaacgcct

ggcaagggca

gccggaageg
tgatgacagg
gcgaggacct
aagccaagta
aggaacccga
gcaagtgcga
acgagaacca
ggcagctgca
tgacaatcgce
tgctggeegt
tcgagggcegt
ccgtgatgge
gacccgccga
ataaatgtcc
gcaagcggac

gcatcgtgge

17

gcggagccac
cggcgtgace
gggcaagacc
ctggtgcccce
cgacatcgac
cagcgccgge
cggcctgaaa
gaagatcgag
ctacctggtg
gggccctgee
gcacggcgge
ccccgacaag
ggcccggaaa
ctccacagga
ctacagcgac

ctgcgeccaag

60
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960



ttcacctgtg
atcecgggece
ctgaagttcg
acactggaat
gaaaccgaga
agcggcagcg
gccgccacea
acaggggcta
gggcacgtga
atctgcaccg
gtgatgcagg
gacctgacag
aacgacgacg
ggcaggggcg
ctgttcaccc
gacttcagcet
ggcagcgcct
gtgggtggtg
aagaggagtc
<210>10

<211> 3208
<212> ADN

ccaagagcat
agctgcacgt
acgccctgag
gccaggtgceca
gctggatcegt
gcggagtgtg
tcegggtget
tgcgggtgac
gctgeegggt
acaagatgtt
tgaaggtgcce
ccgccatcaa
aggtgctgat
acagcecggcet
agacaatgaa
ctgceggegg
tccagggcecet
ccectggeggg

acgcaggcta

gagcctgttce
gggcgccaag
cggcagccag
gaccgcecegtg
ggaccggcag
gcgggagatg
ggccectgggg
caaggacacc
gaagctgtcce
cttcgtgaag
caaaggcgcc
caagggcatc
cgaggtgaac
gacctaccag
gggegtggag
attcttcacc
gtttggegge
gctggtecte

ccagactatc

<213> Virus de la fiebre amarilla

<400> 10
gtcgactage

gctgetegge
gaccgcgtge
tggccctaag
ctcctgtgga
tacactcact
tgtttataac
tgtggaatct
cacccaggtce

cctttccaac

atggcgceccee
ctcatgcatt
ataatggcca
aacatgaccc
aaagagaaca
ctcaatttca
ttgtcagaca
ataactgaca
cacatgaaca

agcagcttca

gcagcgcccg
gtgcgtcage
acttctctge
ttgacctgecce
cttctgacce
cgagaaatgc
cacacctttt
tcagggcaga
acgtgaccgt

gcaggggaga
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gaggtggacc
caggaaaact
gaagtggagt
gacttcggca
tgggcccagg
caccacctgg
aaccaggaag
aacgacaaca
gceccectgaccee
aaccccaccg
ccttgeecgga
ctggtgaccg
cccccctteg
tggcacaaag
cggctggeceg
tcecgtgggea
ctgaacgaat
atcgtcctca

tagggtacc

gcgacccectg
agcaatgttt
tgccttetea
atcagatgcc
cagtctcgtg
aacacgttac
ccccaatgeg
tatagataaa
aacgctccat

gacacgctgt

agaccaagat
ggaacaccag
tcatcggcta
acagctatat
acctgaccct
tggagttcga
gctcectgaa
acctgtacaa
tgaagggcac
acaccggcca
tccecegtgat
tgaaccctat
gcgactccta
agggcagcag
tgatggggga
agggcattca
tcacgctgat

tcgectacct

ctgctgcectac
atggtgaaaa
gtgaactacg
acagtggtgce
attgcttttg
agcgttcage
agctccaaag
aaatacagat
gatgccacca

gaacaagaca

18

ccagtacgtg
catcaagacc
cggcaaggcec
cgccgagatg
gccctggcag
gcccccccac
aacagctctc
gctgcacgge
cagctacaag
cggcaccgtg
cgtggcecgac
cgccagcacce
catcatcgtg
catcggcaag
cgtggectgg
caccgtgttce
ccccateget

cgtcggcagg

tgctgttget
atggcaacgg
acaccaagag
tcaaccgcag
gaagaggaca
tcatgagttt
aaatcaagac
gtgttagtgg
tccaggegta

ggccttecce
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aaccacagcg
tgtggacaag
gcagctgaac
caaccccaac
gcacagcgag
gtttttecta
taaagctgcee
caacgcggag
ggtccaggcet
cgagaacagc
cgtgcagtte
gaaccggtgg
caccggcaac
atacaactge
cggcgtggag
gtccagacge
aaagtggatg
gcggaaccce
gacccagcgg
ctgecatcgge
cgccacccetg
catcagcectg
cgccgtgetg
ggccgaggaa
caatggctge
caagagcatg
gctgcacgtyg
cgccctgage
ccaggtgcag
ctggatcgtg
cggagtgtgg
ccgggtgetg

gegggtgace

cccectgege
tacaacgtga
ctcacctatg
aagacctcgg
ggcaccaccg
caaggaatcc
aacggctcece
gagcacgtcc
ttcaaggtgg
ctegagggeg
ctgatcctgg
ctgectgetga
tgcaccacca
cccaacctga
aacgtgcggg
gctattgatc
accggccgga
ttcttegeeg
gtggtgatcg
atcaccgacc
gaacaggaca
gaaaccgtgg
acccacgtga
aacgagggcg
ggcctgtteg
agcectgtteg
ggcgccaage
ggcagccagg
accgccgtgg
gaccggcagt
cgggagatgce
gcecetgggga

aaggacacca

cacccagccce
gcggcaccaa
agaggaagga
ccagcgggag
tcctgetett
agttgaatac
tgcgageget
gtgtcacgaa
aaggtggcca
gcctgageag
gcatgetget
acgtgaccag
acatcctgga
gccccagaga
tggcctacgg
tcecccacccea
tgggcgageg
tgaccgecect
ccctgetggt
gggacttcat
agtgcgtgac
ccatcgacag
agatcaacga
acaacgectg
gcaagggcag
aggtggacca
aggaaaactg
aagtggagtt
acttcggcaa
gggcccagga
accacctggt
accaggaagg

acgacaacaa
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ctcgeectca
cgggacctgc
caacacgacg
ctgeggegec
ccagttcggg
aattcttecct
gcaggccaca
ggegtttteca
gtttggetet
ccggaagcegg
gatgacaggc
cgaggacctg
agccaagtac
ggaacccgac
caagtgcgac
cgagaaccac
gcagctgcag
gacaatcgcec
gctggeegtg
cgagggcgtg
cgtgatggece
acccgcecgag
taaatgtcce
caagcggace
catcgtggece
gaccaagatc
gaacaccagce
catcggctac
cagctatatc
cctgacectg
ggagttcgag
ctcecectgaaa

cctgtacaag

cccgtgecca
ctgctggcecca
gtgacaaggc
cacctggtga
atgaatgcaa
gacgccagag
gtecggcaatt
gtcaatatat
gtggaggagt
cggagccacg
ggcgtgacce
ggcaagacct
tggtgccecg
gacatcgact
agcgccggca
ggcctgaaaa
aagatcgagc
tacctggtgg
ggccctgect
cacggcggca
cccgacaagce
gcccggaaag
tccacaggag
tacagcgace
tgcgecaagt
cagtacgtga
atcaagaccc
ggcaaggcca
gccgagatgg
ccctggcaga
ccecccccacg
acagctctca

ctgcacggeg

19

agagcccctce
gcatggggct
ttctcaacat
ctctggaget
gttctageceg
accctgectt
cctacaagtg
tcaaagtgtg
gtctgectgga
acgtgctgac
tggtgcggaa
tcagegtggg
acagcatgga
gectggtgeta
gaagccggceg
cccggcagga
gctggttegt
gcagcaacat
acagcgccca
catgggtgtce
ccagectgga
tgtgctacaa
aagctcacct
ggggctgggg
tcacctgtge
tccgggecca
tgaagttcga
cactggaatg
aaaccgagag
gcggcagegg
ccgccaccat
caggggctat

ggcacgtgag
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ctgcegggtg

caagatgtte
gaaggtgccce
cgccatcaac
ggtgctgatc
cagccggcetg
gacaatgaag
tgccggegga
ccagggecetyg
cctggegggg
cgcaggctac

<210> 11
<211> 2079
<212> ADN

aagctgtcceg
ttegtgaaga
aaaggcgccce
aagggcatcc
gaggtgaacc
acctaccagt
ggcgtggage
ttcttcacct
tttggeggee
ctggtcctca

cagactatct

ccctgaccect
accccaccga
cttgccggat
tggtgaccgt
ccceettegg
ggcacaaaga
ggctggecegt
ccgtgggcaa
tgaacgaatt
tcgtectcat

agggtacc

<213> Virus de la fiebre amarilla

<400> 11
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gaagggcacc
caccggccac
cccecgtgate
gaaccctatce
cgactcctac
gggcagcage
gatgggggac
gggcattcac
cacgetgate

cgcctaccte

agctacaaga
ggcaccgtgg
gtggccgacg
gccagcacca
atcatcgtgg
atcggcaagce
gtggcctggg
accgtgttceg
cccategetg

gtcggcagga

tctgcaccga
tgatgcaggt
acctgacagce
acgacgacga
gcaggggcga
tgttcaccca
acttcagctc
gcagcgcectt
tgggtggtge

agaggagtca

gtcgacgcecta
gatgtgctga
cttgtgagga
tttagcgtgg
gattcaatgg
tgctggtget
cgcageccegte
acacggcagg
cggtggtteg
ggctccaaca
tatagcgeccce
acctgggtgt
cctagecttg
gtgtgctaca
gaagcgcacce
aggggttggg
ttcacctgtg

attcgagcac

gcaccatgga
ctgtgcagtt
agaataggtg
gaacgggtaa
agtacaattg
acggagtcga
ggagtaggag
agaagtggat
ttcggaatcce
tgactcagag
actgcatcgg
ctgccacact
atatcagttt
acgctgtget
tggcagagga
gaaacggctg
ccaaatccat

agctgcacgt

actcgaggga
tctgatcctt
gctgetgetce
ctgtaccaca
tccaaacctg
aaacgtcaga
agctatagac
gacaggcagg
cttcttegea
agtggtgata
gattaccgac
cgaacaggat
ggaaaccgtc
gacgcacgtg
gaacgagggg
tggcectgttt
gtcacttttce

gggagcgaaa

gggctgagea
gggatgctgce
aatgtgactt
aacatactcg
agcccgaggg
gtggcttacg
ctgeccgacac
atgggagaga
gttacggcgce
gcccttetgg
agggatttca
aagtgcgtga
gcgatagacc
aagatcaacg
gacaacgcct
ggcaaaggtt
gaggtggatc

caagagaact

gcagaaaacg
tgatgacggg
ccgaggacct
aagctaagta
aagaacctga
gtaagtgcga
acgagaacca
gacaactgca
tgactatagc
ttctggeegt
ttgaaggcgt
cagttatggce
gtcctgecga
ataagtgtcce
gcaagcgcac
ccatecgttge
agactaagat

ggaatacctc

20

acggagccat
aggcgtgaca
ggggaaaacc
ctggtgcecca
tgacatagac
cagcgcagga
cggcttgaaa
aaagatcgag
ctatttggtg
ggggcccgece
gcacggaggce
acccgacaaa
ggccaggaaa
ctctacaggce
ttacagcgac
ttgtgctaag
tcaatacgtg

aatcaagact
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ctgaagttcg
accctggagt
gaaacagaat
agtggatcag
gctgctacca
accggagcca
ggacacgtca
atttgcacag
gtgatgcaag
gatctgaccg
aacgacgacg
gggaggggag
ctgtttaccce
gacttctcca
ggctcagect
gtgggtggtg
aagaggagtc
<210>12

<211> 3208
<212> ADN

acgcactgag
gtcaggtgca
cctggatcegt
gcggtgtgtg
ttegggtcecet
tgcgggtgac
gctgcagagt
ataagatgtt
tgaaggtccc
ctgctatcaa
aagtcctgat
acagcaggct
agacaatgaa
gtgccggegg
ttcagggact

ccetggeggg

acgcaggcta

tggtagccag
gacagcagtg
ggaccgtcag
gagagagatg
ggcettggge
aaaagatacg
gaaactgtca
cttcgtgaag
aaagggagcc
caaaggaatc
cgaggtgaat
gacgtatcag
aggcgtggag
cttctttace
gtttggtggt
gctggtecte

ccagactatc

<213> Virus de la fiebre amarilla

<400> 12
gtcgactage

gctgectegge
gaccgcgtge
tggccctaag
cteetgtgga
tacactcact
tgtttataac
tgtggaatct
cacccaggtc
cctttccaac
aaccacagcg

tgtggacaag

atggcgcccee
ctcatgcatt
ataatggcca
aacatgaccc
aaagagaaca
ctcaatttca
ttgtcagaca
ataactgaca
cacatgaaca
agcagcttca
ccecectgege

tacaacgtga

gcagcgcccg
gtgcgtcage
acttctctge
ttgacctgece
cttetgacce
cgagaaatgc
cacacctttt
tcagggcaga
acgtgaccgt
gcaggggaga
cacccagccce

gcggcaccaa
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gaagtcgagt
gactttggga
tgggctcagg
catcacttgg
aatcaggagg
aacgacaaca
gcactgacct
aatcccactg
ccttgtcgaa
ctggttaccg
ccaccctttg
tggcacaaag
cgactggcceg
tcecgtgggea
ttgaacgaat
atcgtcctca

tagggtacc

gcgacccectg
agcaatgttt
tgccttetcea
atcagatgcce
cagtctegtg
aacacgttac
ccccaatgeg
tatagataaa
aacgctccat
gacacgctgt
ctcgeccctca

cgggacctge

ttatcggcta
atagctacat
atctgaccct
ttgaatttga
gcagtctgaa
acctctacaa
tgaaggggac
atactgggca
tccetgtgat
tgaatcccat
gcgacagcta
aagggtcctc
tgatgggaga
agggaatcca
tcacgctgat

tcgectacct

ctgctgcectac
atggtgaaaa
gtgaactacg
acagtggtgce
attgettttg
agcgttcage
agctccaaag
aaatacagat
gatgccacca
gaacaagaca
ccegtgecca

ctgctggeca

21

cgggaaagca
agcagagatg
tccttggceaa
gccaccgcac
aactgccctg
actgcacggce
tagctacaag
cggcactgtg
tgtggctgac
cgcgagtaca
catcattgtc
aatcgggaag
cgtggectgg
taccgtgttt
ccccateget

cgtcggcagg

tgctgttget
atggcaacgg
acaccaagag
tcaaccgecag
gaagaggaca
tcatgagttt
aaatcaagac
gtgttagtgg
tccaggegta
ggcctteecece
agagccccte

gcatggggct
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gcagctgaac
caaccccaac
gcacagcgag
gtttttecta
taaagctgece
caacgcggag
ggtccaggct
cgagaacagc
tgtgcagttt
gaataggtgg
aacgggtaac
gtacaattgt
cggagtcgaa
gagtaggaga
gaagtggatg
tcggaatccc
gactcagaga
ctgcatcggg
tgccacactc
tatcagtttg
cgetgtgetg
ggcagaggag
aaacggctgt
caaatccatg
gctgcacgtg
cgcactgagt
tcaggtgcag
ctggatcgtg
cggtgtgtgg
tcgggtectg
gcgggtgaca

ctgcagagtg

ctcacctatg
aagacctcgg
ggcaccaccg
caaggaatcc
aacggctccc
gagcacgtcc
ttcaaggtgg
ctcgagggag
ctgatccettg
ctgctgcectca
tgtaccacaa
ccaaacctga
aacgtcagag
gctatagacce
acaggcagga
ttcttcgecag
gtggtgatag
attaccgaca
gaacaggata
gaaaccgtcg
acgcacgtga
aacgaggggg
ggcctgtttg
tcactttteg
ggagcgaaac
ggtagccagg
acagcagtgg
gaccgtcagt
agagagatgc
gcecttgggea
aaagatacga

aaactgtcag

agaggaagga
ccagcgggag
teetgetett
agttgaatac
tgcgageget
gtgtcacgaa
aaggtggcca
ggctgagcag
ggatgctget
atgtgacttc
acatactcga
gcccgaggga
tggcttacgg
tgeccgacaca
tgggagagag
ttacggcgcect
cccttetggt
gggatttcat
agtgcgtgac
cgatagaccg
agatcaacga
acaacgcectg
gcaaaggttc
aggtggatca
aagagaactg
aagtcgagtt
actttgggaa
gggctcagga
atcacttggt
atcaggaggg
acgacaacaa

cactgacctt
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caacacgacg
ctgcggegec
ccagttcggg
aattcttecct
gcaggccaca
ggcgttttca
gtttggctct
cagaaaacga
gatgacggga
cgaggacctg
agctaagtac
agaacctgat
taagtgcgac
cgagaaccac
acaactgcaa
gactatagcc
tctggeegtg
tgaaggcgtg
agttatggca
tcctgecgag
taagtgtccecce
caagcgcact
catcgttget
gactaagatt
gaatacctca
tatcggctac
tagctacata
tctgacccett
tgaatttgag
cagtctgaaa

cctctacaaa

gaaggggact

gtgacaaggce
cacctggtga
atgaatgcaa
gacgccagag
gtcggcaatt
gtcaatatat
gtggaggagt
cggagccatg
ggcgtgacac
gggaaaacct
tggtgcccag
gacatagact
agcgcaggac
ggcttgaaaa
aagatcgagc
tatttggtgg
gggcccgect
cacggaggca
cccgacaaac
gccaggaaag
tctacaggcg
tacagcgaca
tgtgctaagt
caatacgtga
atcaagactc
gggaaagcaa
gcagagatgg
ccttggcaaa
ccaccgcacg
actgcecctga
ctgcacggeg

agctacaaga

22

ttctcaacat
ctctggagct
gttctageceg
accctgecett
cctacaagtg
tcaaagtgtg
gtctgctgga
atgtgctgac
ttgtgaggaa
ttagegtggg
attcaatgga
gctggtgeta
gcagccgteg
cacggcagga
ggtggttcgt
gctccaacat
atagcgccca
cctgggtgte
ctagccttga
tgtgctacaa
aagcgcacct
ggggttgggg
tcacctgtge
ttcgagcaca
tgaagttcga
ccectggagtg
aaacagaatc
gtggatcagg
ctgctaccat
ccggagecat
gacacgtcag

tttgcacaga
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taagatgttc
gaaggtccca
tgctatcaac
agtcctgatce
cagcaggctg
gacaatgaaa
tgccggegge
tcagggactg

cctggegggg

cgcaggctac

ttcgtgaaga
aagggagccc
aaaggaatcc
gaggtgaatc
acgtatcagt
ggcgtggage
ttctttacct
tttggtggtt
ctggtcctca

cagactatct

atcccactga
cttgtcgaat
tggttaccgt
caccetttgg
ggcacaaaga
gactggccgt
ccgtgggcaa
tgaacgaatt
tecgtectceat

agggtacc
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tactgggcac
ccctgtgatt
gaatcccatc
cgacagctac
agggtcctca
gatgggagac
gggaatccat
cacgctgatc

cgcctaccte

ggcactgtgg
gtggctgacg
gcgagtacaa
atcattgtceg
atcgggaagc
gtggcectggg
accgtgtttg
cccatcgetg

gtcggeagga
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tgatgcaagt
atctgaccge
acgacgacga
ggaggggaga
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acttctccag
gctcagcecett
tgggtggtge

agaggagtca
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REIVINDICACIONES

1.- Una vacuna de ADN que es capaz de realizar la coexpresion de la proteina PreM/ME del virus de la fiebre
amarilla junto con LAMP, la proteina de asociacion con la membrana lisosémica, y de presentar dichas proteinas de
antigeno al sistema inmunoldgico a través de la via de MHC Il, en la que la secuencia de PreM/ME se fusiona con el
dominio C-terminal de LAMP y dicha vacuna tiene la SEQ ID NO:8 o una secuencia con mas del 80% de homologia
con esta.

2.- Una vacuna de ADN que es capaz de realizar la coexpresion de la proteina PreM/ME del virus de la fiebre
amarilla junto con LAMP, la proteina de asociacion con la membrana lisosémica, y de presentar dichas proteinas de
antigeno al sistema inmunoldgico a través de la via de MHC Il, en la que la secuencia de PreM/ME se fusiona con el
dominio C-terminal de LAMP y dicha vacuna tiene la SEQ ID NO:9 o una secuencia con mas del 80% de homologia
con esta.

3.- Una vacuna de ADN que es capaz de realizar la coexpresion de la proteina PreM/ME del virus de la fiebre
amarilla junto con LAMP, la proteina de asociacién con la membrana lisosémica, y de presentar dichas proteinas de
antigeno al sistema inmunoldgico a través de la via de MHC Il, en la que la secuencia de PreM/ME se fusiona con el
dominio C-terminal de LAMP y dicha vacuna tiene la SEQ ID NO:10 o una secuencia con mas del 80% de homologia
con esta.

4.- Una vacuna de ADN que es capaz de realizar la coexpresion de la proteina PreM/ME del virus de la fiebre
amarilla junto con LAMP, la proteina de asociacion con la membrana lisosémica, y de presentar dichas proteinas de
antigeno al sistema inmunoldgico a través de la via de MHC Il, en la que la secuencia de PreM/ME se fusiona con el
dominio C-terminal de LAMP y dicha vacuna tiene la SEQ ID NO:11 o una secuencia con mas del 80% de homologia
con esta.

5.- Una vacuna de ADN que es capaz de realizar la coexpresion de la proteina PreM/ME del virus de la fiebre
amarilla junto con LAMP, la proteina de asociacion con la membrana lisosémica, y de presentar dichas proteinas de
antigeno al sistema inmunoldgico a través de la via de MHC Il, en la que la secuencia de PreM/ME se fusiona con el
dominio C-terminal de LAMP y dicha vacuna tiene la SEQ ID NO:12 o una secuencia con mas del 80% de homologia
con esta.

6.- Antigenos de vacuna obtenidos mediante la expresion de una o mas de las secuencias genéticas segun una de
las reivindicaciones 1 a 5.
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Figura 1
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Figura 3
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Figura 6
PGEMT-Easy 3000 pb
C-LAMP 100 pb
Figura 7
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Figura 8
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Figura 9
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Figura 11
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Figura 12
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Figura 13
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