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DIRECCION DE N-UEVAs CREACIONES
SOLICITUD FASE NACIONAL -PCT :

1 | TIPO DE SOLICITUD gzt;?:claoﬁe invencion % zzt;ai?:; c:Ie Modelo de Utilidad
2 | DATOS SOLICITUD INTERNACIONAL PCT (86)

Solicitud Internacional No. PCT/ BR2010/000323 Fecha 01/08/2010

Publicacién Internacional No.  \WW(Q 2011/038473 A1 Fecha 07/04/2011

3 TiTU LO DE LA |NVENC|°N (200 caracteres o espacios maximos)

METODO, PLASMIDEO Y COMPOSICION PARA INDUCIR UNA RESPUESTA INMUNE CONTRA VIRUS DE LA DENGUE BASADO EN VACUNAS DE ADN Y VIRUS QUIMERICOS

INVENTOR (ES) Para datos adicionales utilizar hoja de informacion complementaria
APELLIDOS NOMBRES NACIONALIDAD
1. De Barcelos ALVES ADA MARIA BRASIL '
2. De Souza AZEVEDO ADRIANA BRASIL
3. GALLER RICARDO BRASIL
4. DA SILVA FREIRE _ MARCOS BRASIL
5.

DIRECCION DE CORREO ELECTRONICO:
8 | DATOS INVENTOR (ES)

PAIS RESIDENCIA ’ DEPARTAMENTO/ESTADO CIUDAD DIRECCION
1. BRASIL ESTADO DE RIO DE JANEIRO RIO DE JANEIRO RUA DAS LARANJEIRAS 210, APT1010, LARANJEIRAS 22240-000, RJ
2 BRASIL ESTADO DE RIO DE JANEIRO RIO DE JANEIRO RUA Dr. MARCH 230, APT 1104, BLOCO 3, 24650-110, BARRETO, NITERO!, RJ

Av. BRASIL 4365 INSTITUTO DE TEGNOLOGIA EM IMUNOBIOLOGICOS
3. BRASIL ESTADO DE RIO DE JANEIRO RIO DE JANEIRO 2;’045_900_ MANGUINHOS, RS . !

4 BRASIL ESTADO DE RIO DE JANEIRO RIO DE JANEIRO Av. BRASIL 4365 INSTITUTO DE TEGNOLOGIA EM IMUNOBIOLOGICOS
. : 21045-900, MANGUINHOS, RJ

5.

OTRO(S) SOLICITANTE(S) Y/O (OTRO(S)) INVENTOR(ES)

D Los demés solicitantes y/o (demas) inventores se indican en una hoja a continuacion.
9 I D REPRESENTANTE LEGAL APODERADO

APELLIDOS NOMBRES ' IDENTIFICACION
URIBE RESTREPO JUAN CARLOS C.C.79.159.313 T.P. 54.493
DIRECCION CALLE 93B No. 12-48, Piso 40. BOGOTA, D.C., COLOMBIA No. TELEFONO 6019660
CIUDAD BOGOTA. D.C. COLOMBIA ' S Nico tUm@tumnet.com
No. RADICACION DE
pais COLOMBIA PROTOCOLO DE
PODER GENERAL

P102-F06 vr4 {2012-04-19)



10 | DECLARACIONES DE PRIORIDAD []sI [JNO

(33) PAIS DE ORIGEN CODIGO PAIS (31) NUMERO (32) FECHA (AAAA/MM/DD)
1. BRASIL BR P10904020-0 1 DE OCTUBRE DE 2009
2
3.

1" I DECLARACION SOBRE USO DE RECURSOS GENETICOS O BIOLOGICOS

Declaro que el objeto de la presente solicitud de patente fue obtenido a partir de recursos genéticos o bioldgicos de los que
cualquiera de los paises miembros de la Comunidad Andina es pais de origen.

sl [vINO

Nota: En caso afirmativo debera anexar copia del contrato de acceso de recursos genéticos o productos derivados, o
certificado o nitmero de registro, expedido por la Autoridad competente.

12 I DECLARACION SOBRE USO DE CONOCIMIENTOS TRADICIONALES

Declaro que el objeto de la presente solicitud de patente fue obtenido a partir de conocimientos tradicionales de comunidades
indigenas, afroamericanas o locales de paises miembros de la Comunidad Andina.

CIsl ¥1NO

Nota: En caso afirmativo debera anexar la licencia o autorizacién de uso de conocimiento tradicional, o certificado, o
numero de registro expedido por la Autoridad competente.

13 | REDUCCION DE TASAS
Declaro que carezco de medios econémicos para presentar la solicitud de patente.
sl NO

Nota: En caso de ser persona natural y carecer de medios econdémicos, y por lo tanto, aplique la reduccién de tasas a
que se refiere la resolucién vigente en tarifas, debe firmar la presente solicitud bajo la gravedad de juramento.

Micro, pequefias y medianas empresas E

Universidades publicas o privadas 1

Entidades sin 4nimo de lucro :l

Debe aportar los documentos que se indican en el numeral 17 de anexos
14 | AUTORIZACION DE NOTIFICACION EN LINEA [ SI NO

Manifiesto que he leido y entendido perfectamente los términos y condiciones de uso de medios electronicos para las
notificaciones en linea a través de Internet de los actos administrativos proferidos por la Superintendencia de Industria y
Comercio que deben ser notificados personalmente y, en consecuencia, autorizo el servicio de notificacion a través de
internet
e

17 | ANEXOS
Documentacion Técnica Documentacién Juridica
Solicitud Internacional en casteilano 9. Poderes, si fuera el caso.
10. [J Documento que legalmente pruebe la cesién del inventor al
~ N o li solicitante o a su causante.
; g:i?:gzg; ones :.. gzif\?in((;-s aciones: 10 1. d Copia del contrato de acceso de recursos geqéticos 0 productos
3 Dibuios v/o fiquras N° folios: derivados, certificado o numero de registro, si fuera el caso.
. 10UJ0S y/o Tigura ollos: 12. [ Copia de fa licencia o autorizacién de Conocimientos
4. Resumen. Tradicionales, certificado o nimero de registro, si fuera el caso.
5. [ Certificado de depésito de material bioldgico si 13. Reduccién de tasas
fuera el caso. Micro, pequefias 0 medinas empresas
6. [ Listado de secuencias de nucledtidos ylo . [ Copia simple de la declaracién de Trenta del afio inmediatamente
aminoacidos en forma digital si fuera el caso. anterior, o en su defecto prueba dopumental idonea.
7. [ Arte final 12 x 12 [0 Documento de constancia de cumplimiento con lo establecido en
8. [7] Anexo formato digital. LISTADO DE SECUENCIAS la ley 905 de 2004,
- nexo formato digital. Universidades pablicas o privadas
[ Copia acto de reconocimiento institucional emitido por el
Ministerio de Educacion
Entidades sin animo de lucro
[ Copia de registro vigente en Camara de comercio.
] Hoja de informacion complementaria.
[ Otros, especificar
14, Comprobante de pago de la tasa de presentacion de la solicitud.
15. [ Comprobante de pago por reivindicacion de prioridad.

P102-FO6 vr4 (2012-04-19)



16. [ Comprobante de pago de la tasa por concepto de excedente
de palabras en la publicacion.
17. [ Comprobante de pago por reivindicacion adicional a 10.

Pi02-F06 vrd (2012-04-19)




NoTARrRIA CUARENTA Y UNA
DEL CircuLo DE SANTAFE DE BocgoT4 D.C.

Carrera 12 No. 93-26 - P
Tels.: 621 4451/61/71/81/91 - 2186087 - 256 7730 - Fax: 218 6082.

PRIMERA~

Copia de la Escritura Pablica No. __ ~178>-
de fecha: i3 de  JULIO- de19 98
ACTO
" PROTOCOLIZACION" .
OTORGANTES

“LAURA MICHELSEN NINO".

AGUSTIN MORALES RIVEIRA

NOTARIO
Miembro del Colegio de Notarios de Colombia
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TRADUCCIONOFICIAL 286-98 DE UN DOCUMENTOESCRITOENIDlOMA
INGLES ‘

N. de la T.: Se traducen las autenticaciones adjuntas a un poder escrlito en
idiomas Inglés y Espafiol, otorgado en la ciudad Rio de Janeiro, Brasil, el 23
de Abril de 1998, a favor de los doctores FERNANDO TRIANA, LAURA
MICHELSEN, JUAN CARLOS URIBE y JUAN PABLO TRIANA, por Eloi de Souza
Garcia, en nombre y representacion Fundacao Oswaldo Cruz sociedad
domiciliada en Avenida Brasil, 4365 - Castelo Mourisco - 5° andar Mangunhos,

Rio de Janeiro.

---------------------------------
----------------------------

N. del T.: La firma de Eloi de Souza Garcia fue autenticada ante André Luis

Perira Pinto el 15 de Mayo de 1998

-------------------------------------------------------------
------------------------------------------------------------

N. del T.: La firma de André Luis Perira Pinto en el documento antes traducido
fue legalizado ante el Consulado de Colombia en Rio de Janeiro, el 18 de
Junio de 1998, No. 44/98. Pagado el impuesto de timbre y derechos
consulares por US$100.00. La firma del Cénsul Francisco Jordan Pefiaranda
fue reconocida por el Ministerio de Relaciones Ej{eariores de Bogota el 10. de

Julio de 1998 mediante Sello No. 250917 suscrito por eI;Jefg, de
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TRIANA, URIBE & MICHELSEN

POWER OF ATTORNEY

I (we), the undersigned ELOI DE SOUZA GARC.IA
representation __ FUNDACAO OSWALDO CRUZ

domiciledin” Ay, Brasil, 4365 - Castelo Mourisco - 20 andar-Mangunhos / Riq de Janeiro
due compliance with the terms of paragraph 1st. of article 543 of the Commercial Code, do hereby
appoint FERNANDO TRIANA, tpa. No. 45.265 c.c. No. 79.154.036; LAURA MICHELSEN, tpa. No.
67.897 c.c. No..39.783.287; JUAN CARLOS URIBE, tpa. No. 54.493 c.c. No. 79.159.313 and JUAN
] LOATR.IANA, tpa. 63.077 c.c. No. 79.487.222; domiciled at Calle 93 B No. 12-48 (204), Santafé de
ogoté, Colombia, the first as principal and the others as alternates, in the order of their appointment, as
ol representatives for all industrial property matters with faculty to receive notifications and to appoint
altorneys in and out of Court. The first alternate shall replace the principal in case of his absence or of
t ‘:i,ip:('_),ral or q;ﬁni'tive impediment. The same rule will apply when the second or third alternate
r plj:ei'sgntat_i\{ga is to replace the first or second one, or when the second or third is to replace the principal
0 e;':‘ln‘sudp cases, the principal representative, shall state his intention not to act as representatives
' through a d plaration!given before a Notary Public in Colombia, or before a Notary or another Public -
. fficial or a'Colombian Consul abroad; and in case of impediment, the appropriate certificate shall !
spffice. Ifany of the appointees were to be definitely absent, the following alternate shall take his place.
hen the absence or impediment of the’ principal representative, or of the first or second or third
ternate in their turn cases, the representation can be taken again in their sequence, by the principal, the
rst or second or third alternate depending on case, and the mere fact or its exercise will suffice. The
xercise of the representation by the first or second or third alternates in their turn shall end at such time.

[ ¢ Tene S )

nTaTUNBeY]

NV8 30 1p VIYVION
13493

yest 0138034 -
HER

vl
&
Mo

Pt

h addition, we grant a Power of Attorne

: y in favor of the above named attorneys-at-law so that they may
btain the protection of my (our) ind

; ‘ ustrial property 'and' against the unfair' competition, for which =

urpose I (we) authorize the said attorneys to represent me (us) before any authorities or persons, with or - o

i;bqqtjuyisdigtion, specially those administrative, administrative contentious and judicial, in all matters % (-
concerning the following: . a) Obtainment of patents, models and designs; the registration of marks and L5 ;-
trade g»‘loganls;I ‘the deposit of commercial names and

trade emblems; the obtainment of the declaration il

A : newal, assignment, change of name or domicile; aficing prosde™
luntary cancellation; and the registration of licenses of use of the above rights; b) Obtainment of plant

variety protection; c) Obtainment of functioning licenses, health registrations and any other petition
‘ b for.e the sanitqry or administrative authorities; d) Obtainment of copyright registrations for any type of
aftistic, literary, scientific, musical, video, films, video games, choreography ‘wor'ks, software or any
- other production in the artistic, scientific or literary fields capable of being reproduced or expressed by -
any means known now or in the future; Registration of agreements related with the execution or transfer -
of intellectual property rights; Deposit of names of periodic publications and television programs;
btention of reduced postal tariff; e) Actions of opposition, cancellation, nullity, infringement, writ. of
mandamus, granting of licenses; and in general the civil, penal and administrative suits relating to. all
those rights; actions and suits instituted by me (us) or against me (us). And that in all the above miatters
they may substitute this Power of Attorney, compromise, conciliate, admit the facts of the ‘case, desist,
H?el_, receive, resign, and ratify acts done by representatives without a Power of Attorney.

d authorization of denominations of origin; its re

Given and signed this Apri1l 23, 1998
in RIO D AJANFIRG, RRAZI| !
iy I
Sjgnature 0O U 3» Lh N :
Dr;”m.‘ownsou%qmnm
didoate ¢ il N : '
* s Plochuz I PILAR GAMBOA MORALES
Cholr s OBMAL R < Calle 938 No. 12-48 (204) Bogota, Coloinbia TRABUSPORA B INTREPREYE OFISIAL
R e Jels (ST-1) 6114292 - 621 5810 621 7360 Faxs (57-1) 611 4209 ey o ey L
] . & XL FRNT 232 - . . .
Pl e ey E-mail: juribeQ0O@counsel.com




ESCRITORIO DE REPRESENTACAO NO RIO DE JANEIRO e
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Yo (nosot?'f abajo s(scrito( / ELOI DE SOQUZA_GARCIA
en rew tacién de_\(F%&éQAQ_QﬁwALDQ CRUZ ,
domicitiado(s)en __ AV Brasil, 4365 - Castelo Mourisco - 50 andar. Wo de Janei
por el presente nombro (nombramos) a FERNANDO TRIANA, tpa. No. 45.265 c.c. No. 79.154.036; .
LAURA MICHELSEN, tpa. No. 67.897 c.c. No. 39.783.287; JUAN CARLOS URIBE, tpa, No. 54.493 '
c.c. No. 79.159.313 y JUAN PABLO TRIANA, tpa. 63.077 c.c. No. 79.487.222; domiciliados en la
Calle 93 B No. 12-48 (204), Santafé de Bogot4, Colombia, en obedecimiento a lo dispuesto en el
paragrafo Iro. del Articulo 543 del Codigo de Comercio, el primero como principal y los demas ¢omo’
suplentes, en su orden, como mis (nuestros) representantes en todos los asuntos de propiedad industrial
con facultad para recibir notificaciones y nombrar apoderados judiciales o extrajudiciales, El primer
representante suplente reemplazara al principal en caso de ausencia o impedimento temporal o definitivo
de aquel. La misma regla se aplicard cuando el segundo y tercer representantes suplentes hayan de
reemplazar al primero, al segundo o al principal. En tales casos, el representante principal, o el primero,
o segundo suplente, o tercer suplente en su caso, o todos ellos, declararan su intencién de noejercer la
representacion mediante declaracion autenticada por Notario Pablico en Colombia, o por Notario u otro’
Funcionario Piblico, o0 Cénsul de Colombia, en el extranjero; y si se tratare de ih’pédi‘r’nﬁntb, 'coﬁz'él'
certificado respectivo. Si alguno de los nombrados faltare definitivamente, el siguiente tomara su lugar.
Cuando cesare la ausencia o impedimento del representante principal, o de su primero o segundo o
tercer suplente, en su caso, podrén ejercer la representacién, en su orden, uno u otros segtn el caso,

asumiéndola por el solo hecho de ejercerla, cesando en ese momento el ejercicio de la representacién por /:e
el primero o segundo o tercer suplente en su caso. @0_?
SEAG
Ademds, confiero (conferimos) poder a los abogados arriba nombrados, para obtener la proteccién de mi 5-52 “ %f‘
(rivestra) propiedad industrial y contra la competencia desleal, a cuyo efecto autorizo(amos) a los dichos * O, %
apoderados para que me (nos) representen ante cualesquiera entidades o personas, ejerzan 0 no R
Jurisdicci6n, especialmente ante las del orden administrativo, contencioso-administrativo y judicial, en RN

Il

todo lo concerniente a los siguientes asuntos: a) Obtencién de patentes de invencién, modelos y diblfjos
industriales, el registro de marcas y de lemas comerciales; el depésito de nombres comerciales y ensefias;
la obtencién de la declaracién y de la autorizacién de denominaciones de origen; su renovacion, traspaso,
cambio de nombre o domicilio, cancelacién voluntaria; y el registro de licencias de uso de esos derechos;
b) Obtencién de la proteccion para variedades vegetales; c) Obtencién y tramitacién de todo lo
relacionado con licencias de funcionamiento, registros sanitarios y cualquier otra peticién ante las
autoridades sanitarias o admir{istrativas; d) Obtencién del registro de derechos de autor para cualquier
tipo de obra artistica, literaria, cientifica, musical, videogréfica, cinematogréfica, coreograficas, o
cualquier otra produccién, en el campo artistico, cientifico, o literario capaz de ser reproducidovi‘o
expresado por cualquier medio conocido ahora o por conocer en el futuro; Registro de contratos
relacionados con la ejecucion o transferencia ¢ derechos intelectuales; Depésito de nombres de
publicaciones periédicas y de programas de televisién; Obtencion de tarifa postal reducida; e) Las
acciones de oposicion, de cancelacion, de nulidad, de medidas cautelares, de tutela, de concesién de
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CONSULADO DE COLOMBIA
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Que la Compariia FUNDAGAO OSWALDO CRUZ, es una sociedad

constituida de acuerdo con las leyes del Brasil y cumple su objetivo
conforme a las mismas. :

Que el Sefior ELOY DE SOUZA GARCIA, quien en su caracter de
PRESIDENTE de la citada Compaiiia, confiere el poder precedente y cuya
firma fué autenticada ante la Notarig 110. de Rio de Janeiro, Brasil, es su
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METODO, PLASMIDEO Y COMPOSICION PARA INDUCIR UNA RESPUESTA
INMUNE CONTRA VIRUS DE LA DENGUE BASADO EN VACUNAS DE ADN Y
VIRUS QUIMERICOS

Campo de la Invencidn

La presente invencién se refiere a un método para
inducir una respuesta inmune contra virus de la dengue basado
en vacunas de ADN y virus quiméricos 17D en inmunizaciones
combinadas o coadministradas. También estan dentro del objeto
de la presente invencién vacunas de ADN contra los cuatro
serotipos del virus dengue a partir de la construccién de
distintos pléasmidos recémbinantes conteniendo el gen  que
codifica 1la proteina E, o solamente la secuencia que
corresponde al dominio III de esta proteina, a partir de cada
serotipo viral del virus dengue (DENV1-4).

Esta incluida en el objeto de proteccién una composiciédn
vacunal consistiendo de:

(a) vacunas de ADN contra los cuatro serotipos del virus
dengue a partir de la construccién de distintos plasmidos
recombinantes conteniendo los genes de las proteinas E a
partir de cada serotipo viral del virus dengue, o solamente
las secuencias que corresponden al dominio III de estas
proteinas, todas fundidas a la secuencia que codifica el
péptido sefial del activador del plasminogeno de tejido humano
(t-PA);

(b) virus quiméricos comprendiendo el virus vacunal de
fiebre amarilla 17D modificado, por la tecnologia de
obtencién de clon infeccioso, con 1la sustitucién de las
secuencias que codifican las proteinas prM y E de fiebre
amarilla por las secuencias que codifican las proteinas prM y
E de los virus dengue de los distintos serotipos; y

(¢) un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

La invencidén estd relacionada también a un conjunto

comprendiendo (a) vacunas de ADN contra los cuatro serotipos

\(
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del virus dengue a partir de la construccién de distintos

plasmidos recombinantes conteniendo los genes que codifican

las proteinas E a partir de cada serotipo viral del virus
dengue, o solamente las secuencias que corresponden al
dominio IIT de estas proteinas, todas fundidas a la secuencia
que codifica el péptido sefial del activador de plasminogeno
de tejido humano (t-PA); y (b) virus quiméricos comprendiendo
el virus vacunal de fiebre amarilla 17D modificado, por la
tecnologia de obtencién de clon infeccioso, con la
sustitucidén de las secuencias que codifican las proteinas prM
y E de fiebre amarilla por las secuencias que codifican las

proteinas prM y E de los virus dengue de los distintos

serotipos.

Fundamentos de la Invencién

La dengue se considera uno de los principales problemas
de salud publica mundial, entre las enfermedades causadas por
parvovirus, debido a su importancia en términos de morbilidad
y mortalidad en la poblacién humana, principalmente en las
regiones tropicales y subtropicales. Su agente etioldgico es
el virus de la dengue, que es transmitido por el mosquito del
género Aedes, generalmente Aedes aegypti.

El wvirus de 1la dengue (DENV) pertenece al género
Flavivirus, de la familia Flaviviridae. Hay 4 tipos de virus
antigénicamente y serolégicamente distintos, DENV1, DENV2,
DENV3 y DENV4. Aunque la infeccién primaria por el virus de
la dengue induzca una inmunidad al serotipo infectante, no
hay una proteccién cruzada de larga duracién contra los otros
serotipos virales, sucediendo infecciones secuenciales con
los distintos virus de la dengue.

El virus de la dengue esté compuesto por un sobre viral
Y un nucleocapsideo acomplejado a una molécula de ARN. Su
genoma es de aproximadamente 10.700 nucledtidos y esta

constituido por una cinta simple de ARN con polaridad
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positiva que codifica la poliproteina precursora de las
proteinas flavivirales. Este precursor estd clivado por
proteasas celulares y por la proteasa viral generando tres
proteinas estructurales , C (capsideo), prM (pre membrana) vy
E (sobre), y siete proteinas no estructurales, NS1, NS2A,
NS2B, NS3, NS4A, NS4B y NS5. Las proteinas estructurales
traducidas se incorporan a los virions infecciosos maduros,
mientras las proteinas no estructurales estan involucradas en
la replicacién y montaje del virus.

La proteina E (Sobre) del virus de la dengue es una
proteina estructural y transmembrana, siendo glucosilada en
casi todos los Flavivirus. Esta proteina E se destaca como el
mayor componente glicoproteico presente en la superficie de
e€sos virus, teniendo un peso molecular de 55 a 60 kDa,
constituida por 493 a 501 aminoacidos.

La proteina E estd asociada a numerosas actividades
biclégicas importantes. La proteina E actia como proteina
ligante, interactuando con receptores presentes en la
superficie celular y mediante la fusién de la membrana del
virus a la membrana de la célula hospedera. Esa proteina
también estd relacionada a la disociacién del nucleocapsideo
y desempefia un importante papel en la virulencia del virus.
Ademds, la proteina E es un fuerte inmunégeno, generando
altos niveles de anticuerpos en pacientes infectados con el
virus, que pueden ser neutralizantes, ligédndose a epitopos
que interactllan con receptores celulares e impidiendo, por lQ
tanto, la entrada del virus en las células del hospedero
(Chang, 1997; Kinney & Hung, 2001).

La proteina E estd formada por un dimero alargado que se

extiende paralelamente a la membrana del virus. Cada mondémero

estd compuesto por tres dominios: I, IT y III. El1 dominio I.

es central, constituido por 120 residuos de aminoacidos: 1-

51, 133-193, 279-296. El dominio IT es alargado, abarca la

N
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regidn donde.los dos mondémeros estan ligados en varios puntos
en la molécula, formando el dimero. El1 dominio II estéa
constituido por los siguientes residuos de aminodcidos: 52-
132, 194-280. El1 dominio III estd localizado en 1la porciéﬂ
carboxiterminal, se presenta como una inmunoglobulina, cuya
funcidén es ligarse a receptores celulares, como, por ejemplo, .
DC-SIGN presente en las células dendriticas inmaturas. La’
ligacién virus / célula mediada por el dominio III promueve
la endocitosis de la particula viral. El dominio III esta
constituido por los residuos de aminodcidos: 298-394. Los.
epitopos presentes en esa regién son capaces de inducir una -
respuesta de anticuerpos neutralizantes tipo y subtipo’
especifico.

Diversas vacunas han sido propuestas para el combate a
la dengue, pero, sin embargo, ninguno de 1los abordajes
sugeridos presentdé las caracteristicas necesarias para una
vacunacidén en masa, como seguridad, y una respuesta inmune
protectora de largo plazo contra los distintos serotipos
virales circulantes. |

Una de las principales dificultades es construir un
prototipo de vacunas conteniendo componentes que induzcan una
inmunidad protectora contra los cuatro serotipos de virus de
la dengue, sin generar consecuencias como la fiebre
hemorrédgica, y utilizando el menor numero posible de dosis.

Esfuerzos considerables han sido realizados para el
desarrollo de la vacuna tetravalente atenuada. E1l mas
prometedor de estos candidatos consiste en virus atenuados
por pasos en cultura de células. Esta vacuna estd en fase de
evaluaciones clinicas, pero, sin embargo, ya se observaron
algunas complicaciones. Ademas, existe el riesgo potencial de
infecciones serias por virus que puedan surgir de reversiones
génicas o recombinaciones, haciendo con que sea dificil

formular una vacuna viva atenuada multivalente debido a 1la
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posibilidad de interferencia homdéloga o heterdloga durante la
replicacién viral (Barrett, 2001; Kinney & Huang, 2001).

Otra estrategia que se utiliza para el desarrollo de una
vacuna contra el virus de la dengue es.la construccién de
quimeras. Esa tecnologia se ha wutilizado en diversas
investigaciones de vacunas contra Flavivirus, incluyendo el
virus de la Dengue (Galler et al, 2005).

A pesar de los avances que se han obtenido hasta este
momento, todavia existe un gran‘desafio: producir una vacuna
capaz de generar una respuesta homogénea contra los cuatro
serotipos del virus de la Dengue.

La vacuna de ADN representa una eficiente tecnologia en
el desarrollo de vacunas para el control de agentes
infecciosos. Esta técnica comprende 1la inoculacién de un
plasmido de expresidén eucaridtico conteniendo el antigeno de
interés, que es sintetizado in vivo por las células del
organismo inoculado y lo presentan los complejos de
histocompatibilidad I y II (MHAC I vy 1II), activando una
inmunidad especifica. La expresién endégena del antigeno por
las células hospederas parece que simula una infeccién viral
natural, siendo capaz de generar tanto una respuesta inmune
humoral, con la produccién de anticuerpos, como una respuesta
celular, con la induccién de linfocitos T citotédxicos. La
induccidén de estas dos formas de respuesta inmune proporciona
ventajas en comparacién a las vacunas de subunidades, que
producen, principalmente, o exclusivamente, una respuesta de
anticuerpos, y se compara a la respuesta celular de vacunas
vivas atenuadas, sin presentar el riesgo de reversién para
forma patogénica del agente infeccioso. Ademds, las vacunas
de ADN son estables a variaciones de temperatura, de menor
costo para la produccién en gran escala y permiten una rapida
seleccidn de secuencias a evaluar.

Recientemente, varios grupos han analizado el uso de la
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vacuna de ADN en el control de flavivirus. Algunos de estos

estudios con distintos virus de esta familia han demostrado,
la induccidén de una respuesta inmune protectora flavivirus-

especifica en ratones vy primates no humanos tras la

vacunacién con plasmidos codificando las proteinas

flavivirales prM y E (Phillpotts et al., 1996; Kochel et al,
1997); Raviprakash et al, 2000). Algunos an&lisis también se
realizaron utilizando vacunas de ADN conteniendo los genes de

proteinas no estructurales de flavivirus, como: el virus de

la encefalitis japonesa, hepatitis C y dengue (Lin et al.,
1998; Encke et al., 1998; Wu et al., 2003; Costa et al.,
2006, 2007).

Estudios recientes demostraron que vacunas ADN
conteniendo la secuencia completa de los genes que codifican
las proteinas prM y E y la regién del dominio III del virus
DENV1-4 fueron capaces de inducir una respuesta inmune
humoral con la presencia de anticuerpos contra Dengue en
modelos murrinos. Sin embargo, en estos estudios el potencial
protector de vacunas de ADN se evalud solamente
indirectamente (seroneutralizacién Yy respuesta celular) sin
que se realizaran tests de desafios directos con dosis
letales del virus de la Dengue para evaluar la eficacia de
esas vacunas (Chen et al, 2007). Algunas vacunas de ADN
contra dengue se probaron en primates no humanos Aotus
Rhesus) y proporcionaron proteccién parcial, evaluada por
medio de la viremia en los animales desafiados con el virus
de la Dengue (Raviprakash et al., 2000; Puntak et al., 2003;
Blair et al., 2006).

En lo que se refiere al método de inmunizacién, los
presentes inventores destacan que Putnak y colaboradores
(2003) construyeron una vacuna ADN conteniendo los genes que
codifican las proteinas prM y E a partir del DENV2,

observaron la inmunogenicidad de la misma en ratones e

(4
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inmunizaron enseguida a monos Rhesus. Sin embargo, fueron

necesarias varias dosis de la vacuna para la induccién de una
respuesta protectora y de corta duracidén. Siete meses después

de las inmunizaciones, los animales no se mostraron mas .

protegidos contra desafios con el virus de la dengue. Asi
siendo, podemos observar que estos estudios indican la
necesidad de la wutilizacién de nuevas estrategias para
aumentar la duracién de la  respuesta inmune. Més
recientemente se ha demostrado que la combinacién de vacunas
de ADN con otras vacunas puede generar respuestas inmunes més
eficientes que los mismos abordajes aisladamente.

El pedido de patente W02008/127307, publicado el
23/10/2008, estd dirigido a un método de induccién de
respuesta inmune contra el virus de la dengue usando una
metodologia de vacunacién de dosis / refuerzo. Més
especificamente, el documento WO2008/127307 estad dirigido a
la administracién de una dosis de un inmunégeno del virus de
la dengue que comprende una vacuna de ADN o una vacuna
tetravalente de ADN o una vacuna tetravalente inactivada
purificada y una dosis refuerzo de un inmundgeno del virus de
la dengue, abarcando una vacuna viral tetravalente de wvirus
atenuado. Sin embargo, esta estrategia presenta las
dificultades inherentes a la utilizacién de wuna vacuna
tetravalente de virus dengue atenuado, como, por ejemplo, la
posibilidad ‘de interferencia de uno o mis virus en la
replicacién in vivo de los otros virus, llevando
consecuentemente a respuesfas inmunes hetérogéneas con
relacién a los distintos serotipos virales. Ademas, el
documento  también estd dirigido a la utilizacién de
adenovirus conteniendo genes que codifican proteinas de
dengue como esfuerzo para una vacuna tetravalente, 1lo que
puede implicar en una baja eficiencia en la induccidn de

respuestas inmunes contra dengue en seres humanos. Tal hecho

\3
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se debe a la presencia, en seres humanos, de respuestas
inmunes previas contra adenovirus, que pueden impedir la
infeccidén con adenovirus vector carreando genes del virus de

la dengue, y, consecuentemente, comprometiendo la eficiencia

de la respuesta inmune al virus de la dengue.

También se conoce el pedido de patente 0520080193477,
publicado el 14/08/2008, un método que emplea un régiméen de
inmunizacién abarcando la administracién de una primera
vacuna de fiebre amarilla seguida de la administracién de una
vacuna de dengue a base de flavivirus quimérico. Sin embargo,
otros relatos en la literatura demostraron que la
inmunizacién con el virus vacunal de la fiebre amarilla ﬁuede
comprometer la eficiencia de la respuesta inmune generada
posteriormente con virus quiméricos de fiebre amarilla
conteniendo genes del virus de la dengue. En este caso, los
niveles de anticuerpos neutralizantes contra el virus dé la
dengue fueron significativamente méas bajos en  monos
previamente vacunados contra fiebre amarilla (Galler et wal.,
2005). Como se discutié aqui, verificamos que a pesar de los
esfuerzos que se han realizado, todavia hay una necesidad
para el desarrollo de vacunas de ADN mis eficaces y capaces
de inducir un aumento de la respuesta inmune, asi como la
utilizacidn de estrategias vacunales combinadas " que
incrementen esta respuesta inmune.
Sumario de la Invencién

El objetivo de la presente invencién es propiciar: un
método para inducir una respuesta inmune contra virus de la
dengue basado en vacunas de ADN y virus quiméricos 17D en
inmunizaciones combinadas o coadministradas.

También es un objetivo de la invencién suministrar wuna
composicién de vacunas de ADN contra los cuatro serotipos del
virus dengue a partir de la construccidn de distintos

plasmidos recombinantes conteniendo los genes que codificaron



10

15

20

25

30

las proteinas E a partir de cada serotipo viral del virus
dengue (DENV1-4), o solamente las secuencias que corresponden
al dominio III de estas proteinas, todas fusionadas a la
secuencia que codifica el péptido sefial del t-PA.

Una composicidédn vacunal consistiendo de (a) vacunas de
ADN contra los cuatro serotipos del virus dengue a partir de
la construccién de distintos plésmidos recombinantes
conteniendo los genes que codifican las proteinas E a partir
de cada serotipo viral del virus dengue, o solamente las
secuencias que correspondan al dominio III de estas
proteinas, todas fusionadas a la secuencia que codifica el
péptido sefial del t-PA; y (b) virus quiméricos comprendiendo
el virus vacunal de fiebre amarilla 17D modificado, cuyas
secuencias que codifican las proteinas prM y E de fiebre
amarilla se sustituyeron por las secuencias que codifican las
proteinas prM y E de los virus dengue de los distintos
serotipos, y un vehiculo farmacéuticamente aceptable, esta
incluida en el objetivo de la presente invencién.

La invencidén presenta aun un conjunto comprendiendo (a)
vacunas de ADN contra los cuatro serotipos del virus dengue a
partir de la construccidn de distintas plasmidos
recombinantes conteniendo los genes de las proteinas E, o
solamente las secuencias que corresponden al dominio III de
estas proteinas a partir de cada serotipo viral del virus
dengue; y (b) virus quiméricos comprendiendo el virus vacunal
de fiebre amarilla 17D modificado, cuyas secuencias que

codifican las proteinas prM y E de fiebre amarilla se

sustituyeron por las secuencias que codifican las proteinas

pPrM y E de los virus dengue de los distintos serotipos.

Breve Descripcién de las Figuras

La Figura 1 es una representacién esquemdtica de los.

plésmidos pcTPA, PEID2 y pE2D2.

La Figura 2 muestra la inmunofluorescencia de células:

10
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10.

BHK-21 transfectadas con los plasmidos pE1D2 (A y A"), pEZﬁZ
(B'y B") y pcTPA (C y C’), donde elvcontraste de fase se
muestra en A, B y C; la fluorescencia se muestra en A’, B’ &
C" (aumento de 1000x A y B, 400x C).

Las Figuras 3A-3B muestran los resultados del prime%

experimento con pE1D2. ‘

Las Figuras 3C-3D muestran los resultados del segundo

experimento con pE1D2.

Las Figuras 4A-4B muestran los resultados del primef
experimento con pE2D2.

Las Figuras 4C-4D muestran los resultados del segundo
experimento con pE2D2. .

Las Figuras 5A-5D muestran los resultados del tercer

experimento con combinaciones simultaneas con pE1D2, pE2D2,

17D-D2.
Descripcién Detallada de la Invencién

Los presentes inventores encontraron en el estado del.
arte que la proteina del sobre (E) del virus de la dengue est

un  fuerte  inmundgeno, pudiendo generar una respuesta

protectora con altos niveles de anticuerpos neutralizantes.L
Siendo asi, el primer objetivo de 1la presente invencidén es
construir vacunas de ADN contra dengue conteniendo los genes’
que codifican las proteinas E, sin la regién hidrofébica C-

terminal, o conteniendo las secuencias de los dominios III de

estas proteinas, insertados en el plasmido pcTPA, que posee
la secuencia sefial del activador de plasminogeno de tejido
humano (t-PA), un eficiente péptido sefal ya probado en otras
vacunas. La presente invencidén también tiene como objetivo
establecer un método para inducir una respuesta inmune
protectora contra los virus de 1la dengue, basada en la
administracién de vacunas de ADN y virus quiméricos 17D en
inmunizaciones combinadas en el sistema de dosis / refuerzo o

coadministracién de las dos vacunas.



15

20

25

30

11

El plésmido pcTPA contiene wuna secuencia de ADN
correspondiente al péptido sefial del gen del activador de
plasminogeno de tejido humano (t-PA). Existen diferencias en
el tamafio de la regién del t-PA identificada como péptido
sefal. El articulo gqgue describe el clonaje y el
secuenciamiento del gen del t-PA (Pennica et al., Natﬁre,
301:214-221, 1983) identifica una regién de 105 pares de
bases, que codifica los primeros 35 aminodcidos, como péptido
sefial. El plasmido pcTPA contiene una secuencia de 69 pares
de bases que corresponde a los primeros 23 aminoicidos SEQ ID
NO:8. La secuencia correspondiente al péptido sefial del t-PA
se clonbé en el plésmido pcDNA3 (Invitrogen) utilizando los
sitios de las enzimas de restriccién HindIII y EcoRV. De esta
forma, cualquier secuencia se puede clonar aguas abajo al
sitio EcoRV, utilizando el sitio de esta enzima que dgenera
fragmentos de punta ciega, pudiendo, por lo tanto, ligar-se a
otro fragmento también de punta ciega, sin que necesariamente
se haya digerido con EcoRV. Ademds de este sitio, el plésmido
pcTPA conserva los cinco sitios de enzimas de restriccién
aguas debajo al de la EcoRV (BstXI, NotI, XhoI, Xbal y Apal),
oriundos del sitio mdltiple de clonaje del plasmido pcDNA3,
que también se pueden utilizar para clonajes de nuevas
secuencias.

Para la  construccién de los distintos plasmidos
recombinantes, conteniendo la secuencia que codifica 1la
proteina E sin su porcién hidrofébica C-terminal (E80%) - SEQ
ID NO:6 -, o solamente la secuencia que corresponde al
dominio III - SEQ ID NO:7 - de esta proteina, se utilizé el
linaje de DENV2 Nova Guiné C (NGC) (M29095; gi:323447). Ese

virus se obtuvo a partir de la cultura de células Vero

infectadas. Los fragmentos del gen E clonados en el pléasmido

PcTPA se amplificaron por PCR a partir del RNA total de

células vero infectadas con DENV2 NGC. El RNA sirvidé como
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molde para la sintesis de un cADN conteniendo las regibnes
blanco, wutilizando oligonucleétidos especificos. Este cADN
sirvidé entonces como molde para la amplificacién por PCR de
las secuencias blanco, wutilizando otros oligonucleétiﬁos
conteniendo sitios de enzimas de restricciones que se usaron
en los clonajes. Los fragmentos amplificados se solucionaron
en gel de agarosas y, enseguida, se retiraron y purificaron
con resinas (gen clean). Los fragmentos obtenidos, asi como
el pléasmido pcTPA, se digirieron con enzimas de restriccionés
especificas y se ligaron con T4 ADN ligasa. Los clonés
recombinantes se obtuvieron en Escherichia coli, cepa DHS—@,
transformada con estos plasmidos, confirmados por digestione$

con enzimas de restriccién -y posteriormente por

secuenciamiento.

Para evitar la capacidad de los pléasmidos recombinantes,
obtenidos de acuerdo a lo descripto anteriormente, de mediaf
la expresién de las proteinas E, sin la regién hidrofdébica eni
la porcién C-terminal (E80%) o solamente su dominio TIII (doml

III), se realizaron ensayos de andlisis de la expresién in |

vitro de estas proteinas utilizando células BHK-21
transfectadas con los distintos plasmidos. Los plasmidos
recombinantes se obtuvieron a partir del plasmido pcTPA, que
se construy® a partir del plésmido pcaDNA3 (Invitrogen). Ese
vector promueve la expresién de las proteinas recombinantes
bajo el control del promotor del citomegalovirus humano (CMV)
y contiene la secuencia que codifica el péptido sefial del
activador de plasminogeno de tejido humano (t-PA), que dirige
estas proteinas para el medio extracelular.

Para evaluar la produccién de las proteinas de interés,
culturas de células BHK-21 se transfectaron con los plasmidos
recombinantes, utilizando lipofectamina, de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. La expresién de las proteinas

recombinantes se analizé por inmunofluorescencia, de acuerdo
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a lo descripto en Costa SM et al., 2006. Para la produccién
en gran escala de los plésmidos recombinantes vy control.se
utilizaron bacterias E. coli, cepa DHS5-a, transformadas con
los distintos plasmidos y cultivadas en medio TB liquido,
durante la noche, a 37°C. Los plasmidos se purificaron en
columnas de cambio idnico, utilizando el conjunto QIAGEN tip
10.000 de acuerdo a la recomendacién del fabricante, vy
suspendidos en agua, cuantificados en espectrofotdmetro y gel
de agarosas. Las vacunas de ADN se almacenaron a -20°C hasta
su utilizacidn.

Las vacunas de ADN de la presente invencién se probaron
alsladamente en lo que se refiere a su capacidad protectora.
Esas pruebas tuvieron por finalidad analizar la eficiencia de
la expresién de las proteinas recombinantes in vitro, evaluar
la respuesta de anticuerpos generada en ratones y realizar
ensayos de desafios con inoculaciones intracerebrales de
dosis letales del virus. Los tests de soroneutralizacién
también se realizaron con células Vero y con los wvirus
citados anteriormente, de acuerdo a lo descripto por Cafour
et al., 2001.

Para la evaluacién de 1las construcciones obtenidas
grupos de ratones BALB/c machos con alrededor de cuatro
semanas de edad se inmunizaron con los plasmidos
recombinantes y control. Los ratones se inocularon por via
intramuscular (im) en los cuddriceps posteriores con estos
pléasmidos diluidos en PBS. En cada inoculacién se inyectaron
100 pg de ADN por. animal (50 ug por pata). En el nuevo
abordaje de inmunizacién de esta invencidén, es decir, el
sistema de dosis (vacuna de ADN) y refuerzo (virus quimérico)
O inmunizaciones simultdneas (coadministracién), las vacunas
de ADN de esta invencién se probaron en inmunizaciones
combinadas con virus quimérico (17D-D2). Esta quimera se

construydé a partir del virus vacunal de la fiebre amarilla YF

M
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17D, con 1la sustitucién de 1los genes que codifican las
proteinas prM y E de este virus por los genes prM y E de
DENVZ, cepa NGC, SEQ ID NO:9. Vale resaltar que los tests de
ese nuevo abordaje de inmunizacién se iniciaron con la
construccidén de las vacunas de DNA de DENV2 y la realizacién
de un test de desafio que demostré la capacidad protectora de
estas vacunas, principalmente cuando se utilizé la secuencia

que codifica el gen E sin su porcién hidrofébica C-terminal.

Para la construccién de la quimera 17D-D2 se utilizé el

abordaje del cADN infeccioso de fiebre amarilla, desarrollado
por Rice et al, 1989, que consiste en dos plasmidos:
PYF5"3"IV y pYFM5.2. En este abordaje el genoma del virus de
fiebre amarilla se separd en los dos plasmidos citados
anteriormente, dada 1la falta de estabilidad de algunas
secuencias virales en plésmidos de alto numero de copias.
Estos plasmidos se digirieron con enzimas de restricciones
especificas y los fragmentos generados se ligaron,
reconstituyendo el genoma completo del virus vacunal de
fiebre amarilla. Sin embargo, tests en monos con este virus
indicaron la necesidad de modificaciones genéticas del CcADN
para hacer con que virus sea ma&s atenuado (Marchevsky et al.,
1995). Tales modificaciones las realizaron Galler y Freire
(US 6.171.854) y resultaron en nuevas versiones de los
plasmidos pYF5'3’IV y pYFM5.2, denominados G1/2 y T3/27,
respectivamente. Posteriormente, se utilizé el plasmido
PACNR1180 (Ruggli et al., 1996) que posee un origen de
replicacién (P15A), que limita el nUmero de replicaciones de
este plasmido, reduciendo asi el nUmero de copias del ADN
plasmidial en bacterias. El pléasmido PACNR1180 se describié
como un plasmido ideal para clonaje del genoma del virus de
fiebre porcina, cuyo tamafio se asemeja al del genoma del
virus de la fiebre amarilla, permitiendo la estabilidad del

genoma clonado. Teniendo en vista estos resultados, el genoma
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entero del virus de fiebre amarilla se cloné en un plésmido
modificado del pACNR1180 (con la retirada de algunos sitios

de enzimas de restriccién), generando el pléasmido pYF17D/14.

El pléasmido pYF17D/14 se generé en dos etapas. Primero el

plasmido G1/2 se utilizé como molde para la amplificacién por
PCR de distintos fragmentos que se. insertaron en el pléasmido
modificado del pACNR1180, generando el plasmido NSK7.
Posteriormente, el plasmido NSK7 se utilizé para el clonaje
del resto del genoma del virus vacunal 17D contenido en el
plasmido T3/27, generando entonces el plasmido 'pYF17D/14.
Todos 1los plésmidos se propagaron en E. coli MC1061 y
purificaron en columna Qiagem. Para la construccidén de 1la
quimera 17D-D2 se utilizé el virus DENV2 cepa Nova Guiné. Se
sintetizdé wun cADN, de forma semejante a la descripta
anteriormente para los clonajes en las vacunas de DNA, que
contenia la regién del genoma del virus de la dengue que va
desde el primer nucledtido correspondiente al gene que
codifica la proteina prM hasta la secuencia correspondiente
al aminoacido 205 de la proteina E. Esta regién se amplificd
por PCR y insertd en el plasmido Gl/2 entre los sitios para
las enzimas de restriccién Apal y NotI, generando el plasmido
pGl/2 DEN2. El1 cADN conteniendo el.genoma completo 17D-D2 se
construyd a partir de la ligacién de los fragmentos NotI/Nsil
generado con la digestién del plasmido pGl/2 DEN2 (con el
promotor SP6, la regidén 5’ NTR-C de fiebre amarilla Yy prM-
2/3E de DENV2), NsiI/Mlul generado con la digestién del
plasmido pYFD/F11/12 (codificando la regién 3’ de E de DENV1
y el inicio del gen NS1 de fiebre amarilla), y Mlul/NotI
generado con la digestién del pléasmido pYF17D/14 (que
contiene el resto del genoma de fiebre amarilla). Todos los
plasmidos se propagaron en E. Coli XL-1 Blue y purificaron
con Concert High Purity System (Invitrogen). El1 plésmido

completo se linearizé con Xhol y utilizé para la
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transcripcién in vitro, por medio de la regién promotora SP6.
El ARN sintetizado in vitro se utilizéd para la regeneracién
viral por electroporacién de células Vero de forma similar a
la descripta en el documento US 6.171.854.

Ademas de las inoculaciones con las vacunas de ADN
asiladas, se analizé también la respuesta inmune generada en
ratones tratados con inmunizaciones combinadas: sistema de
dosis (vacuna de ADN) y refuerzo (virus quimérico 17D-D2), e
inmunizaciones simultaneas (coadministracién) de los dos
tipos de vacunas. En el sistema de dosis / refuerzo, ratones
BALB/c recibieron dos dosis de las vacunas de ADN de DENV2Z,
como descripto anteriormente, y dos semanas después de 1la
ultima dosis se inocularon por via subcutanea (sc) o
intramuscular (im) con 4 logl0 PFU de virus quimérico (17D-
D2). En las inmunizaciones simultaneas (coadministracién),
las dos vacunas (ADN Yy quimera 17D-D2) se mezclaron en
solucidén salina tamponada (PBS) e inocularon por via im, en
dos dosis con intervélo de dos semanas.

La respuesta inmune generada con las vacunas del ADN
aisladamente o en conjunto con virus quimérico se evalubé por
la produccién de anticuerpos neutralizantes.

Los animales se sangraron por via retro-orbital dos
semanas después de la segunda dosis de ADN o dos semanas
después de la Gltima inmunizacién, y al final de los tests de
desafio con DENV2. El suero pre inmune se obtuvo el dia
anterior al comienzo de las inmunizaciones. En los ensayos de
neutralizacién, los virus DENV se incubaron con distintas
diluciones de 1los sueros de 1los ratones inmﬁnizados y
posteriormente se .evalué la capacidad de estos virus de
infectar células Vero, por medio de la formacién de las
placas de lisis. A partir de esos analisis es posible titular
los niveles de anticuerpos neutralizantes.

Los ratones BALB/c inmunizados con los distintos
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plasmidos aisladamente o en combinacién con el virus 17D-D2
fueron desafiados por inoculacién intracerebral de DENV2
(aproximadamente 4.3 logl0 PFU, que corresponde a una LD50 de
3,8), 25 dias después de la ultima dosis de ADN o 10 dias
después de la inoculacién con el virus quimérico. Antes del
desafio, 1los animales se anestesiaron con una mezcla de
ketamine-xylazine. La titulacién del virus se hizo en células
Vero asi que su hizo la inoculacién en los animales, como
descripto por Caufour et al., 2001. Los ratones se evaluaron
diariamente hasta 21 dias tras el desafio en 1lo que se
refiere a 1la morbilidad, principalmente el desarrollo de
paréiisis en los miembros posteriores, y mortalidad. Los
animales moribundos se sacrificaron, asi como 1los que
sobrevivieron 21 dias tras el desafio. La sangre de estos
ratones se cosechd para los tests de seroneutralizacién.

La invencidén ahora se describird por medio de ejemplos.
Los ejemplos siguientes son ilustrativos de la invencién y
representan las modalidades preferidas. Los que estéan
habilitados en el estado del arte saben o son capaces de
encontrar, usando nada mas que experimentacidén de rutina,
cémo emplear otros materiales y técnicas apropiadas.

Ejemplo 1 - Construccién del vector de expresién pcTPA:

Un nuevo pléasmido de expresién se construyd insertando
la secuencia que codifica el péptido sefial del activador de
plasminogeno de tejido humano (t-PA) - SEQ ID NO:8 en el
plasmido original PCDNA3 (Invitrogen). El fragmento
equivalente a esta secuencia se amplificdé por PCR, utilizando
iniciadores especificos (Figura 1).

A continuacién presentamos los oligonucleétidos usados
para la reaccidén de amplificacién por PCR. Los sitios de

restriccién Hind I1T y EcoRV estén sublineados,

respetivamente.

SEQ ID NO:1 - Oligonucleotideo senso (TPAl)

Y
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5" GGGGAAGCTTATGGATGCAATGAAGAGG3
SEQ ID NO:2 - Oligonucleétido antisenso(TPA2)
5’ GGGGATATCGCTGGGCGAAACGAAGAC3!

El producto de PCR, conteniendo 69 pb, sé digirié vy
cloné en el plasmido pcDNA3 entre los sitios de las enzimas
HindIII y EcoRV. La secuencia se confirmé por secﬁenciamiento
y el plasmido recombinante se denominé pcTPA (Figuia 1a).
Ejemplo 2 ~ Construccién de pE1D2 y pE2D2

Se construyeron dos plasmidos (pE1D2 vy pE2D2) a partir
del plasmido pcTPA. El pléasmido pcTPA deriva del pléasmido
PcDNA3  (Invitrogen) con 1la adicién de la secuencia que
codifica el péptido sefial del activador del plasminogeno de
tejido humano (t-PA), entre los sitios de las enzimas de
restriccién (HindIII y EcoRV, aguas debajo de la regién
promotora derivada del citomegalovirus humano, conﬁenido en
el plésmido pcDNA3).

El plasmido pE1D2 se construyé con la insercién de la
secuencia que codifica el 80% de la proteina del sobre viral
(E) dél virus de dengue, serotipo 2 (DENV2), sin la'porcién
C-terminal de la proteina E. Esta secuencia, contenida entre
los nucledtidos 937 y 2131 del genoma completo del_DENV2,
cepa Nova Guiné C (NGC) (Genebank: M29095) se amplificé por
PCR, utilizando 1los oligonucleétidos senso y antisenso,
identificados a continuacién como SEQ ID NO:3_y SEQ ID NO:4,
con los sitios para las enzimas de restriccién ECORV y Xbal
subrayados, respectivamente:

SEQ ID NO:3 - 5 GGGGGATATCATGCGTTGCATAGGAATATC3I "
SEQ ID NO:4 - 5°GGGGTCTAGATTACGATAGAACTTCCTTTC3®

Enseguida se hizo el clonaje de la secuencia en el
plasmido pcTPA entre los sitios de las enzimas de restriccion
EcoRV y Xbal, en el mismo cuadro abierto de lectura de 1la
secuencia que codifica el péptido sefial t-PA, generando el

plasmido pE1D2 de acuerdo a la figura 1B.

1\
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El plésmido pE2D2 se construyé con la insercién de la
secuencia que codifica el dominio III de la proteina E de

DENVZ, contenida entre los nuclebétidos 1822 y 2131 del genoma

completo de DENV2, cepa NGC (Genebank: M29095) . Esta
secuencia se amplificéd por PCR, utilizando los
oligonucledétidos senso y antisenso, identificados a

continuacién como SEQ ID NO:5 y SEQ ID NO:6, con los sitios
para las enzimas de restriccién EcoRV y Xbal subrayados,
respectivamente:

SEQ ID NO:5 - 5'GGGGGATATCGGAATGTCATACTCTATG3”

SEQ ID NO:6 - 5 GGGGTCTAGATTACGATAGAACTTCCTTTC3

Enseguida se hizo el clonaje de la secuencia en el
plasmido pcTPA entre los sitios de las enzimas de restriccién
EcoRV y Xbal, en el mismo cuadro abierto de lectura de la
secuencia que codifica el péptido sefial t-PA, generando el
plasmido pE2D2 de acuerdo a la figura 1C.

Todos los clonajes se confirmaron por secuenciamiento.
La bacteria Escherichia coli, cepa DH5-a, se utilizé para los
clonajes y produccién de los plasmidos en pequefia y gran
escala.

Los pléasmidos se aislaron por el método de extraccidén
alcalina, purificaron en columna de intercambio iénico
(Qiagen) de acuerdo con las instrucciones del fabricante,
resuspendidos en agua miliQ estéril y almacenados a -20°C
hasta su utilizacién.

Ejemplo 3 - Virus quimérico 17D-D2

El virus quimérico 17D-D2 se construyd cambiando 1os
genes que codifican las proteinas de membrana (prM) y del
sobre (E) del virus vacunal de la fiebre amarilla YF 17DD,
por los genes que codificaron las proteinas prM y E de DENV2,
cepa NGC. Detalles de la construccién del virus quimérico
17D-D2 se pueden encontrar en Cafour et al., 2001.

Para la construccién de la quimera 17D-D2 se utilizé el
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abordaje del cADN infeccioso de fiebre amarilla, desarrollado
por Rice et al., 1989, que consiste en dos plasmidos:
PYFS’3'IV y pYFM5.2. En este abordaje del genoma del virus de
fiebre amarilla se separé en los dos plasmidos citados
anteriormente, dado 1la falta de estabilidad de algunas
secuencias virales en plésmidos de alto numero de copias.
Estos plasmidos se digirieron con enzimas de restricciones
especificas 3% los -fragmentos generados se ligaron,
reconstituyendo el genoma completo del virus vacunal de
fiebre amarilla. Sin embargo, tests en monos con este virus
indicaron la necesidad de modificaciones genéticas del cADN
para hacer con que el virus sea mas atenuado (Marchevsky et
al, 1995). Tales modificaciones las realizd Galler e Freire
(US 6.171.854) y resultaron en nuevas versiones de 1los
plasmidos pYF5’3’IV y pYFEM5.2, denominados G1/2 y T3/27,
respectivamente. Posteriormente, se utilizé el plasmido
PACNR1I180 (Ruggli et al., 1996), que posee un origen :de
replicacién (P15A) que limita el numero de replicacicnes de
este plésmido, reduciendo asi el numero de copias del ADN
plasmidial en bacterias. El plasmido pACNR1180 se describid
como un plasmido ideal para clonaje del genoma del virus de
fiebre porcina, cuyo tamafio se asemeja al del genoma del
virus de la fiebre amarilla, permitiendo la estabilidad del
genoma clonado. Teniendo en vista estos resultados, el genoma
entero del virus de fiebre amarilla se clond en un plasmido
modificado del pANCR1180 (con la retirada de algunos sodios
de enzimas de restriccién), generando el plasmido pYF17D/14.
El pléasmido pYF17D/14 se generd en dos etapas. Primero el
plasmido G1/2 se utilizd como molde para la amplificacién por
PCR de distintos fragmentos que se insertaron en el pléasmido
modificado del pACNR1180, generando el plasmido NSK7.
Posteriormente, el plasmido NSK7 se utilizd para el clonaje

del resto del genoma del virus vacunal 17D contenido en el

)
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plasmido T3/27, generando, entonces, el plasmido pYF17D/14.
Todos 1los plasmidos se propagaron en E. coli MC1061 vy
purificaron en columna Qiagen. Para la construccién de la
quimera 17D-D2 se utilizé el virus DENV2 cepa Nova Guiné. Se
sintetizéd un CcADN,. de forma semejante a la descripta
anteriormente para los clonajes en las vacunas de ADN, que
contenia la regidén del genoma del virus de la dengue que va
desde el primer nucledétido correspondiente al gen qgue
codifica la proteina prM hasta la secuencia correspondiente
al aminoacido 205 de la proteina E. Esta regién se simplificod
por PCR y insertd en el plasmido G1/2 enfre los sitios para
las enzimas de restriccién Apal y NotI, generando el plasmido
pGl/2 DEN2. El cADN conteniendo el genoma completo 17D-D2 se
construyé a partir de la unién de los fragmentos NotI/Nsil
generado con digestidén del plasmido pGl/2 DEN2 (con el
promotor SP6, la regién 5’ NTR-C de fiebre amarilla y prM-
2/3E de DENV2), NsiI/Mlul generado con la digestidén del
plasmido pYFD/F11/12 (codificando la regién 3’ de E de DENVL
y el inicio del gen NS1 de fiebre amarilla), y MIlul/NotI
generado con la digestién del pléasmido pYF17D/14 (que
contiene el resto del genoma de fiebre amarilla). Todos los
pléasmidos se propagaron en E. coli XL-1 Blue y purificaron
con Concert High Purity System (Invitrogen). El plasmido
completo se linearizé con  Xhol y utilizdé para la
transcripcién in vitro, por medio de la regién promotora SP6.
El ARN sintetizado in vitro se utilizé para la regeneracién
viral por electroporacién de células Vero de forma similar a
la descripta en el documento US 6.171.854.
Ejemplo 4 - Evaluacién de la expresién de las proteinas
recombinantes

La expresidn de las proteinas recombinantes se evalud in
vitro en células de rifién de hamsteres neonatos (BHK-21)

infectadas con los distintos plasmidos, utilizando
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lipofectamina (Invitrogen) de acuerdo con las instrucciones
del fabricante. La expresién de las proteinas El y E2 se
detectd por inmunofluorescencia en las células BHK
transfectadas y observadas en microscopio éptico de
fluorescencia utilizando fluido ascitico anti-DENV2 (ATCC) y
anticuerpos anti-IgG de ratén conjugados a fluoresceina
(Southern Biotechnology). Solamente las células transfectadas
con los plasmidos pEl1D2 y pE2D2 se mostraron fluorescentes,
demostrando que estas construcciones son capaces de mediar la
expresién de las proteinas del virus de la dengue en células
de mamiferos, de acuerdo a la Figura 2.
Ejemplo 5 - Inmunizaciones

Se realizaron dos experimentos independientes para
probar el potencial protector de las vacunas de ADN

aisladamente o en conjunto con el virus quimérico 17D-D2 en

el sistema de dosis / refuerzo, utilizando ratones BALB/c con

aproximadamente 4 semanas de edad.

Para las inmunizaciones con las vacunas de ADN, los
plasmidos se diluyeron en PBS (concentracién final 1x) y los
animales se inocularon por via intramuscular (im) en 1los
cuddriceps posteriores con 100 pg/100 pL de la vacuna de ADN
por animal (50 npg/50 pL por pata). Para las inmunizaciones
con el virus quimérico 17D-D2, los animales se inocularon por
via subcutédnea (sc) en el coxim plantar o intramuscular (im)
en los cuadriceps posteriores, con 4 log 10 PFU de virus
diluido en medio M199 (Sigma) o en PBS. El plasmido pcTPA se
utilizé como control negativo.

Se realizd un tercer experimento con inmunizaciones
simultaneas (coadministracién) de vacunas de ADN y 17D-D2 por
via im. En este caso, las dos vacunas se mezclaron en una
sola solucidén con PBS.

Los animales se separaron en grupos (10 ratones por

grupo) . Enseguida, los animales se inmunizaron a cada dos
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semanas y dos semanas después de la ultima inmunizacién los
animales se desafiaron con inoculacién por via intracerebral
(ic) de una dosis letal de DENV2 NGC (3,8 LDsg), neuroadaptado
a ratones. Enseguida, los animales se evaluaron diariamente
hasta el 21° dia en los que se refiere a la morbilidad
(desarrollo de paralisis, principalmente en. los miembros
posteriores) y supervivencia.

Los cronogramas de las inmunizaciones estan
representados en la Figura 3. Los Cuadros 1, 2 y 3 que se
presentan a continuacién muestran los esquemas de
inmunizacién.

El Cuadro 1 muestra el esquema de inmunizacién del
primer experimento con protocolo de dosis y refuerzo

(prime/boost) o inmunizaciones individuales.

TABLA 1
Grupos Inmunizacién
1 PE1D2 (2 dosis im)
2 pE1DZ (2 dosis im) + 17D-D2 (1 dosis sc)
3 pE2D2 (2 dosis im)
4 PE2D2 (2 dosis im) + 17D-D2 (1 dosis sc)
5 PcTPA (2 dosis im)
6 PcTPA (2 dosis im) + 17D-D2 (1 dosis sc)
7 17D-D2 (1 dosis sc)
8 17D-D2 (2 dosis sc)
) No inmunizado y solamente desafiado con DENV2

B
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El Cuadro 2 muestra el esquema de inmunizacién del

segundo

experimento con protocolo de dosis y refuerzo

(prime/boost) o inmunizaciones individuales.

TABLA 2
Grupos Inmunizacidn
1 pE1D2 (2 dosis im)
2 pE1D2 (2 dosis im) + 17D-D2 (1 dosis sc)
3 PE2D2 (2 dosis im)
4 pE2D2 (2 dosis im) + 17D-D2 (1 dosis sc)
5 17D-D2 (2 dosis sc)
6 17D-D2 (2 dosis im)
7

No inmunizado y solamente desafiado con DENV2

El Cuadro 3 muestra el esquema de inmunizacién del

tercer experimento con protocolo de inmunizaciédn simultanea

(coadministracién).

TABLA 3
Grupos Inmunizacién
1 pE1D2 + 17D-D2 - 2 dosis im
2 pE2D2 + 17D-D2 - 2 dosis im
3 pcTPA + 17D-D2 - 2 dosis im

Resultados de Protecciédn - Primer Experimento

En el primer experimento, las sefiales clinicas de 1la

enfermedad se detectaron entre el séptimo y el octavo dia

tras el desafio con DENV2 en los grupos de los animales no

inmunizados o aquellos

que recibieron el plasmido control

(pcTPA). Trece dias después del desafio, el 100% de estos

ratones presentaron paralisis o muerte.

Por otro lado, el
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100% de los animales vacunados con solamente 2 dosis de
pE1D2, 2 dosis de pE1D2 + 1 dosis de 17D-D2, o 2 dosis de
17D-D2, sobrevivieron al desafio.

En lo que se refiere al surgimiento de sefiales clinicas,
solamente el grupo de ratones inmunizados con 2 dosis de
pE1DZ + 1 dosis de 17D-D2 no presentd ninguna sefial.

El grupo de animales que recibidé solamente el plasmido
PE1DZ o el wvirus 17D-D2 presentd el 10% y el 20% de
paralisis, respectivamente, de acuerdo a lo mostrado en las
Figuras 3A y 3B.

La vacuna pE2D2 se mostrd menos protectora cuando se
compard a la vacuna pE1D2. Solamente el 50% de los animales
inmunizados con 2 dosis de pE2D2 sobrevivié al desafio y el
70% presentd morbilidad. Por otro lado, el 100% de los
animales inmunizados con 2 dosis de pE2D2 + 1 dosis de 17D-D2
sobrevividé al desafio y solamente el 10% de estos ratones
presentd cualquier sefial clinica de la enfermedad, de acuerdo

a lo mostrado en las Figuras 3A y 3B.

Resultados de Proteccidén - Segundo Experimento
En el segundo experimento, las proporciones de
sobrevivencia y morbilidad en 1los grupos de animales

inmunizados con los plasmidos pElD2 y pE2D2 aisladamente o en

el sistema de dosis y refuerzo (vacuna de ADN + 17D-D2)

fueron semejantes a los datos obtenidos en el primer
experimento. Una vez mds la inmunizacién en el sistema de
dosis y refuerzo se mostrd mads eficiente, generando el 100%
de proteccidén, de acuerdo a las Figuras 3C, 3D, 4C y 4D.
Resultados de Protecciédn - Tercer Experimento

Las inmunizaciones simultaneas pE1D2 + 17D-D2 y pE2D2 +
17D-D2 se mostraron tan eficientes como las inmunizaciones en
el sistema dosis / refuerzo, induciendo una proteccidén en el

100% de los animales, independientemente de la via de
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inoculacién del virus 17D-D2 (im o sc), sin el surgimienté de
ninguna sefial clinica de la enfermedad.

Ninguna de las vacunas administradas aisladamgnte
(vacuna de ADN o gquimera 17D-D2) indujo proteccién sin’ el
desarrollo de pardlisis en ninguno de los animales probados
(Figuras 5).

Resultados de Seroneutralizacién

Para la deteccién de 1los niveles de anticuerpos
neutralizantes generados con las vacunas probadas, los suefos
de los animales se cosecharon dos semanas después de ila
inmunizacién con las vacunas de ADN vy/o virus quimérico
(antes del desafio con DENV) y 21 dias tras el desafio cbn
DENVZ. En los ensayos de seroneutralizacién, los wvirus DENVZ
se incubaron con distintas diluciones de los sueros de los
ratones inmunizados y posteriormente se evaludé la capacidad
de estos virus de infectar células Vero, por medio de la
formacién de las placas de lisis. El1 titulo de anticuerpos
neutralizantes se calculé a partir de la reduccién del 50% de
las placas de lisis (PRNTsg).

Los resultados estdn ejemplificados en la tabla 4, coh
los sueros de los animales utilizados en el primef
experimento de inmunizacién en el sistema de dosis ?
refuerzo. Los resultados demostraron un aumento significativé
de los niveles de anticuerpos neutralizantes en los animales

que recibieron la inmunizacién combinada en el sistema de

dosis / refuer:zo.

TABLA 4
Titulos de anticuerpos neutralizantes (PRNT50)
_ 2 dosis de la , 2 dosis pE1D2
Animales 2 dosis pEID2 +
vacuna

+ refuerzo
refuerzo 17D-D2

PE1D2 17D-D2 +

34
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desafio DENV2

1 1:73 >1:640 >1:640
2 1:60 >1:640 >1:640
3 1:8 1:240 >1:640
4 1:24 1:33 1:120
5 ND 1:160 >1:640
6v 1:40 : ND >1:640
7 1:47 1:448 >1:640
8 ND 1:533 >1:640
9 1:86 >1:640 >1:640
10 ‘ 1:25 1:320 _ >1:640

Control negativo - 2 dosis <1:5

pcTPA
Control Posit%vo - suero de 51:640
mono inmune

La presente invencién se ejemplificd para DENV2. Sin

embargo, la construccidén de vacunas de ADN contra los demas

serotipos del virus dengue (DENV 1,3 y 4) obedece la misma

metodologia aqui descripta para el DENV2.

La(s) composicién(es) de la presente invencién puede (n)

contener un vehiculo farmacéutico aceptable. Cualquier

vehiculo farmacéutico conocido de aquellos especialistas en

el arte se puede usar en la(s) composicidn(es)

invencién} dependiendo de la forma de administracién.

El término vehiculo farmacéutico se refiere a un

diluyente, adyuvante, excipiente, o un vehiculo con el cual

la vacuna de ADN o el virus quimérico se administra.

vehiculos farmacéuticos pueden ser liquidos estériles, tales

como agua y aceite,

vegetal o sintético. Excipientes farmacéuticos

almidén, glucosa, fructosa, gelatina, malte, arroz,

silica gel, estearato de sodio,

talco, cloruro de sodio, leche en polvo descremada, glicerolf

propileno, glicol, agua, etanol Yy semejantes. La(s)

de la presente -

Esos |

incluyendo aquellos de origen animal,
incluyen-
harina, .

monoeatearato de glicerol,’
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composicidén(es) de esta invencién, si se desea, puéde(n)
contener cantidades pequefias de agentes emulsificantes, o
agentes taponadores de pH.

La presencia de un vehiculo farmacéutico dependerd de la
administracién de la composicién vacunal. Por ejemplo, -para
la administracién parenteral, tal como una inyedcién
subcutanea, el vehiculo preferido consiste en agua, solu@ién
salina, alcohol, grasa, ceras o solucién tampdn. fara
administracién oral se pueden emplear manitol, lactosa,
almiddén, estearato de magnesio, sacarina sbédica, talco,
celulosa, glucosa, sucrosa y carbonato de magnesio.

También se pueden usar agentes conteniendo hna
substancia para proteger el antigeno de radpido catabolismo,
tal como hidréxido de aluminio o aceite mineral.

La presente invencién utilizé inoculacién de las vacunas
de ADN por via im con dos dosis ADN, con 100 ng por dosis,
administradas en un intervalo de dos semanas. También Se
pueden utilizar nuUmeros distintos de dosis (como una, tres,
cuatro etc.), con concentraciones distintas de ADN (variando
de 0.1 pg a 1lg), y administradas en intervalos de tiemﬁo
variados (de 1 semana a 1 afio entre cada dosis de ADN) .

Las inmunizaciones de las vacunas de ADN de la presenté
invencién se realizaron por via im, por medio de inyeccioneé
con aguja. Otras vias de inmunizaciéﬁ también se pueden

utilizar, como, por ejemplo, por via intradérmica,

subcuténea, transcutanea, intravenosa o intraperitoneal.
Tales inoculaciones se pueden administrar con o sin el
auxilio de aguja. Como ejemplo de inoculacién sin agujas.

podemos citar la utilizacién de inoculacién por biobalistica

(Genegun), Bioeyector, adhesivos (pads) etc.

En el nuevo abordaje de inmunizacién de 1a presente

invencién, es decir, el sistema de dosis (vacuna de ADN) vy

refuerzo (virus quimérico 17D-D2) o inmunizaciones

fx
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simultaneas (coadministracién), las vacunas de ADN se:
administraron por via im por medio de jeringas con aguijas VA
el virus quimérico 17D-2D se inoculé también con jeringas por:
via im o sc. Para este abordaje también se podran utilizar:
otras vias de inoculacién, con o sin agujas, de acuerdo a lo,

ejemplificado anteriormente. Las inmunizaciones con vacunas .

de ADN y 17D-D2 se administraron en intervalos de dos.

semanas, tanto en el sistema de dosis y refuerzo como de

coadministracién. Tales inoculaciones también se pueden hacer

con intervalos de tiempo variados (de 1 semana hasta 5 arios),

con distintas dosis (una, dos, tres etc.) Las concentraciones

de las vacunas de ADN inoculadas . (100 pg por dosis), asi como

de los virus quiméricos (4 log 10 PFU) también pueden variar
de acuerdo a la adecuacién del protocolo.

En el sistema de dosis y refuerzo de la presente
invencién, la primera inmunizacién (dosis) se realizé con
vacunas de ADN, mientras que el refuerzo se hizo por la
inmunizacién con virus quimérico. También es posible invertir
este protocolo, con 1la primera inmunizacién con virus
quiméricos y el refuerzo con vacunas de ADN, administradas en
intervalos variados.

La presente invencidén utilizé el gen que codifica la
proteina E del virus de la dengue. También se pueden utilizar
otros genes de este virus, tales como laé secuencias que
codifican las proteinas C (capsideo), prM (membrana), NS1 (no
estructural 1) y NS3 (no estructural 3). La proteina NS1 ya
se probé en vacunas de ADN aisladas, demostrando potencial
protector contra el virus de la dengue (Costa et al., 2006,
2007) .

El nuevo abordaje de inmunizacién de la presente invencidn
utiliza vacunas de ADN y virus quimérico vacunal de fiebre
amarilla con genes del virus de la dengue (17D-D2). Este

abordaje también se puede utilizar con vacunas de ADN y virus
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quimérico vacunal 17D conteniendo genes de otros flavivirus.
El abordaje también se puede wusar con vacuna$ de ADN
conteniendo genes de fiebre amarilla y virus vacunal 17D.

Asi siendo, de acuerdo con la presente invencidén se
suministra una vacuna efectiva contra el virus de lé dengue.
Adicionalmente, la invencién también demostrd un nuevo método
para inducir una respuesta inmune contra el virus de la
dengue basado en vacunas de ADN y virus quiméricoéil7D en
inmunizaciones combinadas, en el sistema de dosis (vécuna de
ADN) y refuerzo (virus quimérico) o) coadminiétracién
simultanea de las dos estrategias ?acunales (vacunas de ADN y

virus quiméricos en una misma formulacién). Una composicién

vacunal y un conjunto comprendiendo vacunas de ADN contra los

cuatro serotipos del virus dengue, virus quiméricos, también
se presenta en la presente invencién.
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SEQUENCE LISTING
<110> Fundacgéo Oswaldo Cruz
<120> METODO, KIT, PLASMIDOS Y COMPOSICION PARA INDUCIR UNA
RESPUESTA INMUNE AL VIRUS DEL DENGUE, SOBRE LA BASE DE ADN Y
VACUNAS DE VIRUS QUIMERICAS

<130> P1844

<140> PCT/BR2010/000323
<141> 2010-08-01

<150> PI0904020-0
<151> 2009-10-01

<150> P10904020
<151> 2009-10-01

<160> 9
<170> Patentin version 3.5

<210> 1

<211> 28

<212> DNA

<213> Homo sapiens (iniciador senso t-PA)

<400> 1
ggggaagctt atggatgcaa tgaagagg’ 28

<210> 2

<211> 27

<212> DNA

<213> Homo sapiens (iniciador anti-senso t-PA)

<400> 2
ggggatatcg ctgggcgaaa cgaagac 27

<210> 3

<211> 30

<212> DNA .

<213> Virus dengue serotipo 2 (iniciador senso E80%)

<400> 3
gggggatatc atgcgttgca taggaatatc 30

<210> 4

<211> 30

<212> DNA

<213> Virus dengue serotipo 2 (iniciador anti-senso E80%)

<400> 4
ggggtctaga ttacgataga acttcctttc : 30

<210> 5
<211> 28
<212> DNA



<213> Virus dengue serotipo 2 (iniciador senso do doiminio Il E)

<400> 5
gggggatatc ggaatgtcat actctatg

<210> 6

<211> 1203

<212> DNA

<213> Virus dengue serotipo 2 (E80%)

<400> 6
atgcgttgca taggaatatc aaatagagac tttgtagaag gggtttcagg aggaagetgg

gttgacatag tcttagaaca tggaagctgt gtgacgacga tggcaaaaaa caaaccaaca
ttggattttg aactgataga aacagaagcc aaacaacctg ccactctaag gaagtactgt
atagaggcaa agctgaccaa cacaacaaca gattctcgcet gcccaacaca aggagaaccc
agcctaaatg aagagcagga caaaaggttc gtctgcaaac actccatggt ggacagagga
tggggaaatg gatgtggact atttggaaaa ggaggcattg tgacctgtge tatgttcaca
tgcaaaaaga acatgaaagg aaaagtcgtg caaccagaaa acttggaata caccattgtg
ataacacctc actcagggga agagcatgca gtcggaaatg acacaggaaa acatggcaag
gaaatcaaaa taacaccaca gagttccatc acagaagcag agttgacagg ctatggcact
gtcacgatgg agtgctctce gagaacggge ctegacttca atgagatggt gttgctgcaa
atggaaaata aagcttggct ggtgcécagg caatggttcc tagaccigcc gttgccatgg
ctgcccggag cggacacaca aggatcaaat tggatacaga aagagacatt ggtcactttc
aaaaatccce atgcgaagaa acaggatgtt gttgtittgg gatcccaaga aggggccatg
cacacagcac tcacaggggc cacagaaatc cagatgtcat caggaaactt actgttcaca
ggacatctca agtgcaggct gaggatggac aaactacagc tcaaaggaat gtcatactct

~ atgtgcacag gaaagtttaa agttgtgaag gaaatagcag aaacacaaca tggaacaata
gttatcagag tacaatatga aggggacggt tctccatgta agatcecttt tgagataatg
gatttggaaa aaagacatgt tttaggtcgc ctgattacag tcaacccaat cgtaacagaa
aaagatagcc cagtcaacat agaagcagaa cctccatteg gagacagcta catcatcata

ggagtagagc cgggacaatt gaagctcaac tggtttaaga aaggaagttc tatcgtaatc
tag

<210> 7

<211> 318

<212> DNA :
<213> Virus dengue serotipo 2 (domlll E)

<400> 7
ggaatgtcat actctatgtg cacaggaaag tttaaagttg tgaaggaaat agcagaaaca

28

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200

1203

60



caacatggaa caatagttat cagagtacaa tatgaagggg acggttctcc atgtaagatc
cctittgaga taatggattt ggaaaaaaga catgttitag gtegectgat tacagtcaac
ccaatcgtaa cagaaaaaga tagcccagtc aacatagaag cagaacctcc attcggagac

agctacatca tcataggagt agagccggga caattgaage tcaactggtt taagaaagga

agttctatcg taatctag

<210> 8

<211> 69

<212> DNA

<213> Homo sapiens (peptido sefial t-PA)

<400> 8
atggatgcaa tgaagagagg gcetetgetgt gtgctgcetge tgtgtggage agtcttcgtt

tcgcccage

<210> 9

<211> 1983

<212> DNA

<213> Virus Dengue (priW/E)

<400> 9
ttccatttaa ccacacgtaa cggagaacca cacatgatcg tcagtagaca agagaaaggg

aaaagtcttc tgtttaaaac agaggatggt gtgaacatgt gtaccctcat ggccatggac
cttggtgaat tgtgtgaaga tacaatcacg tacaagtgtc cttttctcaa gcagaatgaa
ccagaagaca tagattgttg gtgcaactct acgtccacat gggtaactta tgggacgtgt
accaccacag gagaacacag aagagaaaaa agatcagtgg cactcgttcc acatgtggga
atgggactgg agacacgaac tgaaacatgg atgtcatcag aaggggcctg gaaacatgce
cagagaattg aaacttggat cttgagacat ccaggcttta ccataatggc agcaatcctg 420
gcatacacca taggaacgac acatttccaa agagccctga tittcatctt actgacagct 480
gtcgetectt caatgacaat gegttgcata ggaatatcaa atagagactt tgtagaaggg 540
gtttcaggag gaagctgggt tgacatagtc ttagaacatg gaagctgtgt gacgacgatg 600
gcaaaaaaca aaccaacatt ggattttgaa ctgatagaaa cagaagccaa acaacctgec 660

actctaagga agtactgtat agaggcaaag ctgaccaaca caacaacaga ttctcgetge 720

Ccaacacaag gagaacccag cctaaatgaa gagcaggaca aaaggttcgt ctgcaaacac 780

tccatggtgg acagaggatg gggaaatgga tgtggactat ttggaaaagg aggcattgtg 840

acctgtgcta tgttcacatg caaaaagaac atgaaaggaa aagtcgtgca accagaaaac 900

ttggaataca ccattgtgat aacacctcac tcaggggaag agcatgcagt cggaaatgac 960

120
180
240
300

318

60
69

60

120
180
240
300

360

acaggaaaac atggcaagga aatcaaaata acaccacaga gttccatcac agaagcagag 1020

U



ttgacaggct atggcactgt cécgatggag tgctctccga gaacgggcect cgacttcaat 1080
gagatggtgt tgctgcaaat ggaaaataaa gcttggctgg tgcacaggea atggttecta 1140
gacctgccegt tgccatggcet gecccggageg gacacacaag gatcaaattg gatacagaaa 1200
gagacattgg tcactttcaa aaatccccat gcgaagaaéc aggatgttgt tgttttggga 1260
tcccaagaag gggccatgca cacagcactc acaggggeca cagaaatcca gatgtcatca 1320
ggaaacttac tgttcacagg acatctcaag tgcaggctga ggatggacaa actacagetc 1380
aaaggaatgt catactctat gtgcacagga aagtttaaag ttgtgaagga aatagcagaa 1440
acacaacatg gaacaatagt tatcagagta caatatgaag gggacggttc tccatgtaag 1500
atcccttttg agataatgga tttggaaaaa agacatgttt taggtcgcct gattacagtc 1560
aacccaatcg taacagaaaa agatagccca gtcaacatag aagcagaacc tccattcgga 1620
gacagctaca tcatcatagg agtagagccg ggacaattga agctcaactg gtttaagaaa 1680
ggaagttcta tcggccaaat gattgagaca écaatgaggg gagcgaagag aatggccatt 1740
ttaggtgaca cagcttggga ttttggatcc ctgggaggag tgtttacatc tataggaaag 1800
gctctccace aagttttcgg agcaatctat ggggetgect tcagtggggt cteatggatt 1860
atgaaaatcc tcataggagt cattatcaca tggataggaa tgaattcacg cagcacctca 1920
ctgtctgtgt cactagtatt ggtgggagtc gtgacgctgt atttgggagt tatggtgcag 1980

gce 1983
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REIVINDICACIONES

1. Método para inducir una respuesta inmune contra virus
de la dengue caracterizado por comprender la administracién a
un paciente de vacunas de ADN y virus quiméricos 17D.

2. Método de acuerdo con la reivindicacién 1
caracterizado por el hecho de que 1la administracién al
paciente se hace en inmunizaciones combinadas, en el sistema
de dosis (vacunas de ADN) vy refuerzo (virus quiméricos) o
coadministracidén simultanea de las dos estrategias vacunales
(vacunas de ADN y virus quiméricos en una misma formulacién).

3. Composicidén  vacunal contra el virus dengue
caracterizada por compreender virus quiméricos en una misma
formulacién).

(a) Vacunas de DNA contra los cuatro serotipos del virus
dengue a partir de la construccién de distintos pléasmidos
recombinantes conteniendo los genes que codifican las
proteinas E a partir de cada serotipo viral del virus dengue,
0 solamente las secuencias que corresponden a los dominios
ITI de estas proteinas, todas fusionadas a la secuencia que
codifica el péptido sefial del activador de plasminogeno dej
tejido humano (t-PA);

(b) Virus quiméricos comprendiendo el virus vacunal de;
fiebre amarilla 17D modificado, por la tecnologia del
obtencién de clon infeccioso, con la sustitucidén de las
secuencias que codifican las proteinas prM y E de fiebre
amarilla por las secuencias que codifican las proteinas PrM y
E de los virus dengue de los distintos serotipos; y

(c) un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

4. Composicién de acuerdo con la reivindicacién 3
caracterizando la vacuna de ADN por abarcar:

- plésmido pEl construido con la insercién de lé
secuencia que codifica el 80% de la proteina del sobre viral

(E) del virus de la dengue, sin la porcién C-terminal de 1la
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proteina E del virus de la dengue.

5. Composicién de acuerdo con la reivindicacién 3
caracterizando la vacuna de ADN por comprender:

- un plasmido pE2 construido con la insercién de la
secuencia que codifica el dominio III' de la proteina E del
virus de la dengue, contenida entre los nucleétidos 1822 y
2125 del genoma completo del virus de la dengue. .

6. Conjunto caracterizado por abarcar:

(a) Vacuna de ADN contra los cuatro serotipos del ﬁirus
dengue a partir de la construccién de distintos plésmidos
recombinantes conteniendo los genes que codificani las
proteinas E a partir de cada serotipo viral del virus deﬁgue,
O solamente las secuencias que corresponden a los dominios
ITIT de estas proteinas, todas fusionadas a la secuencia que
codifica el péptido sefial del activador de plasminogeno de
tejido humano (t-PA); vy

(b) virus quiméricos abarcando el virus vacunal: de
fiebre amarilla 17D modificado, por la tecnologia de
obtencién de clon infeccioso, con la sustitucién de las
secuencias que codifican las proteinas prM y E de fiebre
amarilla por las secuencias que codifican las proteinas prM vy
E de los virus dengue de los distintos serotipos.

7. Plasmido recombinante conteniendo el gen de 1la
proteina E a partir de cada serotipo viral do virus dengue
fundido a la secuencia que codifica el péptido sefial del t-PA
caracterizado por estar construido con la insercién de la
secuencia que codifica el 80% de la proteina del sobre viral
(E) del virus de la dengue sin la porcién C-terminal que
codifica el péptido sefial del t-PA caracterizado por esfar
construido con la insercién de la secuencia que codifica el
80% de la proteina del sobre viral (E) del virus de la dengue
sin la porcién C-terminal de 1la proteina E, donde dicha

secuencia se amplifica utilizando 1los oligonucleétidos senso
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y antisenso, identificados con SEQ ID NO:3 y SEQ ID NO:4 vy
enseguida se efectia el <clonaje de la secuencia en el

pléasmido pcTPA entre los sitios de las enzimas de restricciédn

EcoRV y XbalIl en el mismo cuadro abierto de lectura de la

secuencia que codifica el péptido sefal t—PA,‘generando el .

plasmido recombinante.

8. Plasmido de acuerdo <con la reivindicacién 7,5
caracterizado por 1la secuencia que codifica el 80% de la;
proteina del sobre viral (E) del virus de la dengue que esta.
contenida entre los nucledtidos 937 y 213125 del genoma.

completo del DENV2, cepa Nova Guiné C (NGC) (Genebank:’

M29095) .

9. Plasmido recombinante conteniendo el gen de la
proteina E a partir de cada serotipo viral del virus dengue
fundido a la secuencia que codifica el péptido sefial del t—PA
caracterizado por estar construido con la insercién de lé
secuencia que codifica el dominio III de la proteina E del
virus de la dengue, donde dicha secuencia se amplifica
utilizando los oligonucledétidos senso y antisensé,
identificados como SEQ ID NO:5 y SEQ ID NO:4, entre lés
sitios para las enzimas de restriccién EcoRV y Xbal Ey
enseqguida se realiza el clonaje de la secuencia en el
pléasmido pcTPA entre los sitios de las enzimas de restriccién
EcoRV y Xbal, en el mismo cuaer abierto de lectura defla
secuencia que codifica el péptido sefial t-PA, generando;el
plasmido recombinante.

10. Pldsmido de acuerdo <con 1la reivindicacién .9,
caracterizado por la secuencia que codifica el dominio IIi de
la proteina E del virus de la dengue que esta contenida entre

los nucleétidos 1822 y 213125 del genoma completo de DENV2,

cepa NGC (Genebank: M29095) .
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RESUMEN

METODO, CONJUNTO Y COMPOSICION PARA INDUCIR RESPUESTA INMUNE
CONTRA VIRUS DE LA DENGUE BASADO EN VACUNAS DE ADN Y.VIRUS
QUIMERICOS

La presente invencién se refiere a un método para
inducir una respuesta inmune contra virus de la dengue basado
en vacunas de ADN y virus quiméricos 17D en inmunizaciones
combinadas o coadministradas. También estan dentro del objeto
de la presente invencién vacunas de ADN contra los cuatro
serotipos del virus dengue a partir de la construccién de
distintos plésmidos ;ecombinantes conteniendo el gen que
codifica 1la proteina E, o solamente la secuencia que
corresponde al dominio III de esta proteina, a partir de cada
serotipo viral del virus dengue (DENV1-4). La invencién
suministra, aun, una composicién vacunal consistiendo en (a)
vacunas de ADN contra los cuatro serotipos del virus dengue,
(b) virus quiméricos abarcando el virus vacunal de fiebre
amarilla 17D modificado; y (c¢) un vehiculo farmacéuticamente

aceptable, esta incluido en el objeto de proteccién.
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