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RESUMO 

 
A Febre Amarela (FA) constitui um grave problema de saúde pública mundial, 
principalmente nos países tropicais (embora este cenário venha sendo modificado pois 
o clima continua sendo afetado pelo aquecimento global). Apesar da eficiência 
comprovada da vacina convencional atenuada (17DD), existem registros de casos 
adversos graves pós-vacinação, incluindo o registro de óbitos. Adicionalmente a 
vacina 17DD não é recomendada para infantes, mulheres grávidas, pessoas com 
imunodeficiência e aquelas que apresentam alguma alergia aos componentes do ovo. 
Considerando todos estes fatores, faz-se necessário o desenvolvimento de estratégias 
de vacinação ainda mais seguras contra a FA, como por exemplo vacinas de DNA. As 
vacinas genéticas podem ser mais facilmente manipuladas e dosadas, não necessitam 
de baixas temperaturas para o acondicionamento/distribuição e não são capazes 
desencadear efeitos adversos graves por não se tratarem de agentes infecciosos. Neste 
trabalho, nós descrevemos o desenvolvimento e avaliação da expressão de antígenos 
codificados por vacinas de DNA contra o Vírus da Febre Amarela (VFA). O genoma 
do VFA codifica três genes para proteínas estruturais (Capsídeo, Membrana e 
Envelope - E) e sete genes que codificam proteínas não-estruturais. Considerando que 
a proteína E é reconhecida como a principal proteína da superfície viral, e principal 
alvo para a indução da produção de anticorpos neutralizantes, nossas formulações 
vacinais foram baseadas neste antígeno. O antígeno vacinal foi otimizado para a 
expressão em células eucarióticas e subclonado em um vetor eucariótico de 
expressão, gerando a construção p/YFEOPT . Uma segunda construção foi ainda 
obtida, pL/YFEOPT, que codifica o antígeno vacinal fusionado à região C-terminal da 
Proteína de Associação à Membrana Lisossomal humana – hLAMP (visando desviar 
a apresentação antigênica para a via do Complexo Maior de Histocompatibilidade de 
classe II – MHCII). Estas construções foram utilizadas para transfectar células 
eucarióticas e a expressão, dos antígenos codificados, foi avaliada através de ensaios 
de imunofluorescência e western-blot. A próxima etapa deste trabalho será a 
avaliação do efeito de proteção da vacina de DNA pL/YFEOPT em modelos primatas 
não-humanos. De acordo com os resultados obtidos, pretendemos avançar para 
ensaios clínicos em humanos. 
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ABSTRACT 
 

Yellow Fever (YF) continues to be a worldwide problem although mostly restricted to 
tropical areas (but this scenario may change as the climate continues to be affected by 
global warming). Despite the high degree of efficiency of the live-attenuated YF 
vaccine (17DD), there are reports of severe adverse reactions as consequence of 
vaccination including rare but fatal reactions cases. Additionally, available YF 
vaccines are not recommended for infants, pregnant women, immunodeficient 
subjects, and those with allergy to the egg components. Considering all factors, 
alternative YF vaccine strategies such as a DNA-based vaccine have been considered. 
DNA vaccines can be easily manipulated and dosed, do not require a cold-chain for 
store/distribution and eliminate the infectious nature of live/attenuated agents. Here, 
we reported the development and evaluation expression of antigens encoded by a 
DNA-based vaccine against YF virus. The YF virus genome code three genes for 
structural proteins (Capsid, Membrane, and Envelope-E) and seven genes that codify 
for non-structural proteins. Considering that the Envelope protein (E) is recognized as 
the major virus surface protein, and the main target for neutralizing antibodies, our 
YF DNA vaccine formulation was based on this antigen. The antigen was optimized 
for expression in eukaryotic cells and cloned into a eukaryotic expression vector 
generating the p/YFEOPT construct. A second construct was obtained, pL/YFEOPT, that 
encode the antigen fused to C-terminal region of humam lysosome-associated 
membrane protein - h-LAMP (to deviate the antigen presentation to pathway of major 
histocompatibility complex class II – MHCII). This constructs were used to transfect 
eukaryotic cells and the expression, of coded antigen, was evaluated through 
immunefluorescence and western-blot assays. This results were considered extremely 
hopeful and the next step of this work will be the evaluation of pL/YFEOPT DNA 
vaccine protection effects in no-human primate models. According the results 
obtained we will intend to advance in human trials.  
 
 
 
 
 
 
 
Keywords: Yellow Fever; Vaccine; Optimization. 
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1 INTRODUÇÃO 
 
 
1.1 Uma Breve História sobre a descoberta e isolamento do vírus da Febre Amarela 
 
 

O VFA originou-se na África e foi trazido para o ocidente durante a era do comércio da 

escravidão, com a primeira epidemia registrada em 1648 em Yucatan – México (BARRETT, 

2007; BARRETT; HIGGS, 2007; BRYANT; HOLMES; BARRET, 2007; GOULD; 

SOLOMON, 2008; GUBLER, 2004; STAPLES; MONATH, 2008). Em mais de 200 anos 

subseqüentes, surtos da doença ocorreram amplamente em regiões tropicais do continente 

americano, cidades costeiras da América do Norte e Europa. Durante o século 19, foi 

reconhecido que a FA não era transmitida de pessoa para pessoa, ou seja, contagiosa, mas, 

teorias erradas atribuíam a doença aos miasmas. Em 1881, Carlos Finlay fez um significante 

avanço, quando sugeriu que mosquitos Culex cubensis (hoje conhecidos como Aedes aegypti) 

eram os responsáveis pela disseminação da doença. Apesar de várias tentativas, ele não foi 

capaz de provar sua teoria, porém, esta serviu de base para as pesquisas de Walter Reed ( 

MONATH, 2008; PULENDRAN, 2009; STAPLES; TOLLE, 2009). 

No final do século 19, os Estados Unidos invadiram Cuba durante guerra contra Espanha. 

Para cada soldado morto em batalha, 13 morreram de FA. O médico das forças armadas 

George Stemberg enviou Walter Reed, Aristides Agramonte, James Carroll e Jesse Lazear 

para Cuba com o intuito de investigar a causa da FA. Trabalhos de Reed provaram que 

mosquitos Aedes aegypti eram agentes primários no modo de transmissão da doença e que FA 

era causada por um agente encontrado no sangue de pessoas infectadas. Os trabalhos de Reed 

fizeram com que o General William Gorgas instituísse uma campanha em Havana contra o 

mosquito vetor, eliminando a doença em 1902. Ele realizou a mesma campanha 4 anos mais 

tarde no Panamá, o que permitiu que o canal fosse completado (STAPLES; MONATH, 

2008). 

Em 1918, a Fundação Rockefeller formou a comissão FA tendo como foco a sua 

erradicação através da eliminação do Aedes aegypti. As atividades foram inicialmente bem 

sucedidas contra a FA urbana, porém o objetivo de erradicação foi dissipado com a descoberta 

que a FA era uma zoonose, a qual era mantida por mosquitos e primatas na floresta 

Amazônica. Mais de um quarto de século depois das observações de Reed, é que o vírus 

causador da doença foi isolado (STAPLES; MONATH, 2008). 
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1.2 Epidemiologia da Febre Amarela 

 
 

 A Febre Amarela - FA é uma doença infecciosa, não-contagiosa, que se mantém 

endêmica nas florestas tropicais da América e da África causando periodicamente surtos 

isolados e/ou epidemias (Figura 1). Esta doença é causada pelo vírus da Febre Amarela - VFA 

, arbovírus pertencente a família Flaviviridae, que é transmitido ao homem por insetos 

hematófagos principalmente do gênero Aedes (Figura 2). Sob o ponto de vista epidemiológico 

a FA divide-se em duas formas, Febre Amarela Silvestre - FAS e Febre Amarela Urbana - 

FAU, que diferem entre si tanto quanto à natureza dos insetos transmissores e hospedeiros 

vertebrados,  como também quanto ao local de ocorrência. Enquanto a FAS é transmitida por 

insetos do gênero Haemagogus, entre diversas espécies de macacos, a FAU é transmitida por 

insetos do gênero Aedes entre humanos (MONATH; GIESBERG; FIERROS, 1998; 

VASCONCELOS, 2003) 

 Nas áreas silvestres, os mosquitos dos gêneros Haemagogus (H. janthinomys e H. 

albomaculatus) e Sabethes são os mais importantes vetores de VFA na América Latina. No 

Brasil, a espécie H. janthinomys é a que mais se destaca quanto a manutenção do VFA. Estes 

mosquitos têm hábitos diurnos e vivem nas copas das árvores, onde habitam os hospedeiros 

definitivos do vírus, descendo esporadicamente ao solo na presença do homem. Esta atividade 

é ainda estimulada pelo crescente processo de desmatamento e pelo constante processo de 

expansão das regiões tropicais, como conseqüência do aquecimento global. Apesar do H. 

janthinomys ser mais constantemente associado a FAS, a atividade do H. albomaculatus pode 

ser considerada potencialmente mais perigosa pois o mesmo apresenta uma maior autonomia 

de vôo podendo chegar ao domicílio ou peridomicílio para picar o homem 

(VASCONCELOS, 2003). O monitoramento das populações de H. albomaculatus  é de 

extrema relevância para evitar a reintrodução da FAU que apesar de ter sido erradicada da 

América, por volta de 1954, continua dizimando milhares de vidas no continente africano. Na 

África os vetores transmissores de VFA são do gênero Aedes principalmente das espécies Ae. 

Africanus e Ae. aegypti, respectivos transmissores da FAS e FAU no continente (MONATH, 

2001; VASCONCELOS, 2003).  
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Figura 1. Distribuição geográfica da Febre Amarela.  
Fonte: Barrett (2007) 
Nota: O mapa indica as regiões onde a Febre Amarela é endêmica (áreas em laranja), afetando alguns países na 
América do Sul e vários países do continente Africano. 
  
 

 

               
 
Figura 2. Principais mosquitos vetores da Febre Amarela urbana e silvestre.  
Fonte: (A) Conasems; (B) Dr Nicholas Dégallier (2001). 
Nota: (A) Mosquito do gênero Aedes, transmissor da Febre Amarela urbana na África; (B) Mosquito do gênero 
Haemagogus, transmissor da Febre Amarela silvestre no Brasil.  
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1.3 Apresentações clínicas, patologia, diagnóstico e tratamento da infecção por VFA 

 
 
1.3.1 Apresentações clínicas 

 
 

 Descrita como a Febre Hemorrágica Viral (VHF) original, a forma grave de FA é uma 

sepse pansistêmica viral caracterizada por: viremia; febre; prostração; injúrias hepática, renal 

e do miocárdio; hemorragia; choque. A FA no homem pode variar de uma infecção 

inaparente, nos quais os sintomas regridem rapidamente, a uma doença invariavelmente grave 

e fulminante. O VFA é introduzido subcutaneamente no hospedeiro, através da saliva de um 

mosquito infectado, e após um período de incubação de 3 a 6 dias os sintomas surgem de uma 

forma abrupta. Nos casos mais brandos de FA os sintomas tipicamente não são específicos, 

manifestados na forma de febre e dor de cabeça. Nestes casos, os pacientes recuperam-se em 

poucos dias e não apresentam seqüelas ( BARNETT, 2007; GARDNER; RYMAN, 2010;). 

 Nos casos mais graves de FA os pacientes apresentam febre, calafrios, mal-estar, dor 

de cabeça, dores nas costas, mialgia, náusea, vertigem e, com freqüência, o sinal de Faget, que 

caracteriza-se pela elevação da temperatura e bradicardia. Durante este período, chamado de 

período de infecção, os títulos de viremia são altos o suficiente para que haja a transmissão 

via mosquitos. Este período é geralmente seguido por um período de remissão, caracterizado 

pela rápida diminuição da febre, e dos outros sintomas em 24 horas, e pela redução brusca da 

carga viral na circulação sanguínea. Neste ponto, muitas infecções por FA regridem sem mais 

sintomas ( BARNETT, 2007; GARDNER; RYMAN, 2010;). 

 Em aproximadamente 20% dos pacientes, a doença reaparece em uma forma mais 

grave, o chamado período de intoxicação, com febre alta, vômito, dor epigrástrica, prostração 

e desidratação. Coagulopatias induzidas pelo fígado produzem manifestações hemorrágicas 

como petéquias, equimoses, epistaxe e o característico vômito negro  (hematêmese e 

hemorragia gastrointestinal). A FA é distinguida das outras VHFs pela característica de 

severidade do dano ao fígado e pelo aparecimento de icterícia. Além disso, o dano ao rim 

lidera a extrema albuminúria e falência renal aguda. Anticorpos podem ser detectados neste 

estágio, enquanto que a viremia em geral é ausente. Manifestações tardias do sistema nervoso 

central, como confusão e coma precedem a morte, a qual ocorre de 7 a 10 após surgimento 

dos sintomas (GARDNER; RYMAN, 2010). 
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1.3.2 Patologia 

 
 Os conhecimentos sobre a patologia da febre amarela baseiam-se em estudos 

experimentais em macacos, bem como nas alterações morfológicas observadas em casos 

humanos fatais. Pouco se conhece sobre as alterações histopatológicas das formas leves e 

moderadas, embora se saiba que elas são as mais freqüentes. Após a inoculação pelo 

mosquito, o vírus aloja-se nos gânglios linfáticos regionais, onde se multiplica 

silenciosamente durante 3 a 6 dias, após os quais ocorre viremia e localização no fígado, rins, 

coração, sistema nervoso central, pâncreas, baço e demais órgãos linfóides. A intensa 

multiplicação do vírus, nos órgãos atingidos, produz necrose seletiva das células de origem 

epitelial com escassa reação inflamatória. As lesões tissulares são mais proeminentes no 

fígado e nos rins, com destruição de grande quantidade de células parenquimatosas ( 

VASCONCELOS, 2003). 

 As disfunções orgânicas são causadas diretamente pelo vírus amarílico ou são 

decorrentes de reações secundárias desta agressão. Nos casos fatais a agressão ao organismo é 

de caráter universal, havendo comprometimento simultâneo, em maior ou menor grau, de 

praticamente todos os órgãos. A hemorragia e a congestão vascular intensa são as alterações 

mais constantes ( VASCONCELOS, 2003). 

 O fígado mostra-se, em geral, pouco aumentado de volume, sendo bastante raro o 

aspecto de atrofia aguda. Nele encontram-se as alterações histopatológicas características da 

doença: a necrose médio-zonal dos lóbulos hepáticos; esteatose e degeneração eosinofílica 

dos hepatócitos, que resulta na formação dos corpúsculos de Councilman; localização 

citoplasmática dos corpúsculos intranucleares de Margarino Torres. Estes corpúsculos 

consistem em material amorfo, protéico e desprovido de partículas virais. Na verdade, 

denotam a lesão hepatocítica sob a forma de “apoptose”. Os corpúsculos de Councilman são 

típicos da febre amarela, mas não patognomônicos, pois também podem ser encontrados na 

hepatite viral, queimaduras graves, infecções por Plasmodium falciparum, mononucleose 

infecciosa, doença de Kyasanur e outras febres hemorrágicas (MONATH, 2008; 

VASCONCELOS, 2003) . 

 Os rins apresentam necrose tubular aguda, provavelmente mais devido à reduzida 

perfusão do que da injúria viral direta. Degeneração focal de células musculares podem estar 

presentes no coração. Baço e linfonodos apresentam necrose na área das células B. O cérebro 

apresenta edema e hemorragia petequial, mas a invasão viral e encefalites são eventos muito 

raros. A hemorragia resulta principalmente da diminuição da síntese dos fatores de 
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coagulação pelo fígado e conseqüente coagulação intravascular disseminada (GARDNER; 

RYMAN, 2010; MONATH, 2008) 

 A taxa de letalidade global em decorrência de infecção por VFA varia entre 5% a 10%, 

embora entre os casos graves (que evoluem para síndromes ictero-hemorrágica e hepato-

renal) esta taxa possa chegar a até 50% ( VASCONCELOS, 2003). 

Os pacientes mais acometidos são geralmente indivíduos jovens, do sexo masculino, 

realizando atividades agropecuárias e de extração de madeira, bem como ecoturistas que 

fazem trilhas nas matas sem vacinação prévia. De acordo com a Organização Mundial de 

Saúde (OMS) mais de 200.000 casos de infecção por FA, incluindo 30.000 mortes, ocorrem 

anualmente em todo o mundo (sendo 90% dos casos disseminados na África). No Brasil, de 

2008 a 2009 foram notificados 274 casos humanos suspeitos de febre amarela silvestre (FAS), 

com 51 casos (18,6%) confirmados. Destes, 21 evoluíram para o óbito e a taxa de letalidade 

foi de 41% (21/51). A mediana de idade foi de 31 anos, com intervalo de oito dias para o mais 

jovem, e de 73 anos o caso com maior idade. O sexo masculino foi predominante, com 72% 

(37/51) (BRASIL, 2009). 
 
 
1.3.3 Diagnóstico 

 
 
1.3.3.1 Diagnóstico clínico 

 
 
 A FA pode ser mais suspeita em pacientes de áreas endêmicas (ou que viajaram 

recentemente para áreas endêmicas) que apresentem febre repentina, relativa bradicardia e 

sinais de icterícia. Hemograma, sumário de urina, provas de função hepática, coagulograma, 

cultura viral do sangue e testes sorológicos devem ser realizados. Leucopenia com relativa 

neutropenia, trombocitopenia, tempo de coagulação prolongado e aumento do tempo de 

protrombina são comuns. Os níveis de bilirrubina e das aminotransferases podem estar 

elevados. Albuminúria ocorre em 90% dos casos. O diagnóstico clínico da FA, 

particularmente o diagnóstico de casos isolados continua sendo difícil por várias razões. 

Diferenças em cada caso grave, e no conjunto de sintomas observados, fazem com que esta 

doença seja de difícil reconhecimento e os casos menos graves acabam, geralmente, 

escapando ao diagnóstico. Apesar dos casos clássicos serem facilmente reconhecidos, a 

icterícia é mais frequentemente ausente que presente, e a FA pode não ser incluída no 

diagnóstico diferencial de pacientes que apresentem sintomas como dor de cabeça, náusea, 
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dores nas costas e febre, especialmente durante a fase precoce da infecção. A FA é facilmente 

confundida com dengue, lassa, ebola, febre tifóide, hepatites e outras doenças, bem como 

envenenamento (GARDNER; RYMAN, 2010). 

 
 
1.3.3.2 Diagnóstico laboratorial 

 
 
 O diagnóstico laboratorial é um ponto chave mas, infelizmente, requer profissionais 

altamente treinados e com acesso a equipamentos e materiais especializados. Os critérios para 

o diagnóstico laboratorial são: presença de IgM anti-FA específica ou aumento nos níveis de 

IgG no soro da fase aguda e de convalescência (na ausência de vacinação recente), isolamento 

viral, resultado positivo do histopatológico do fígado (postmortem), detecção de seqüências 

genômicas do vírus através de ensaios de Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) ou 

detecção de antígenos virais em tecidos através de ensaios de imunohistoquímica. 

Frequentemente a FA não é diagnosticada até que o paciente recupere-se ou não resista à 

infecção. A definição de um caso como caso suspeito é caracterizado pelo surgimento agudo 

de febre seguido por icterícia dentro de 2 semanas, após o surgimento dos primeiros sintomas, 

enquanto que a confirmação de FA requer confirmação laboratorial ou uma ligação 

epidemiológica para uma confirmação de caso ou epidemia (GARDNER; RYMAN, 2010). 

 
 
1.3.4 Tratamento 

 
 
 Não existe um tratamento específico para a infecção por FA sendo, consequentemente, 

os cuidados de suporte essenciais. O ideal para pacientes, que apresentam a forma grave da 

doença, é serem internados em unidades de terapia intensiva (UTI). Sintomas incluindo 

coagulação intravascular disseminada, hemorragia, disfuncões hepáticas e renais e possível 

infecção secundária, devem ser tratados. O uso de medicamentos que contenham em suas 

fórmulas o ácido acetil-salicílico não é recomendado, devido ao aumento do risco de 

hemorragias. Apesar da FA não ser transmitida de pessoa para pessoa, pacientes com viremia 

devem ser isolados (uso de mosquiteiros) em áreas onde haja potencial transmissão vetorial. 

A despeito do fato de não existir drogas antivirais específicas, muitos compostos com 

atividade antiviral in vitro tem sido descritas, incluindo rivabarin e interferon-! (GARDNER; 

RYMAN, 2010; MONATH, 2008; VASCONCELOS, 2003). 
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1.4 O Vírus da Febre Amarela 

 
 
 O VFA é o protótipo da família Flaviviridae (do latim flavus, ou amarelo), representada 

por um total de 70 membros, dos quais 40 estão envolvidos no desenvolvimento de doenças 

em humanos (PUGACHEV et al., 2003). A grande maioria dos representantes desta família 

são arbovírus, transmitidos aos hospedeiros vertebrados através da picada de mosquitos ou 

carrapatos infectados. Além do VFA, pertencem a família Flaviviridae outros vírus de 

importância médica como os vírus causadores da febre do Oeste do Nilo, das encefalites Saint 

Louis e Japonesa, assim como da Dengue (CHAMBERS et al., 1990; LI et al., 2008; 

PUGACHEV et al., 2003) . Ao contrário do vírus da Dengue, que possui quatro sorotipos 

bem estabelecidos, o VFA possui apenas um sorotipo reconhecido. Por outro lado, devido a 

identificação de pequenas alterações genéticas entre as cepas circulantes na América e na 

África, atualmente são caracterizados 7 genótipos distintos (2 Americanos e 5 Africanos) não 

se sabendo ainda se existe diferença de patogenicidade, entre os referidos genótipos 

(MUTEBI et al., 2001) 

 O VFA apresenta-se na forma de uma partícula esférica, de aproximadamente 40 a 

60nm de diâmetro, contendo um centro eletrodenso de aproximadamente 30nm de diâmetro 

envolvido por uma camada lipídica bilaminada (Figura 3). O genoma do VFA é organizado 

numa molécula positiva de RNA mensageiro, de aproximadamente 10.8Kb, flanqueada pelas 

estruturas cap 5’ e alça 3’ terminal não-poliadenilada. O RNA do VFA possui 3 genes 

estruturais (Capsídeo - C, Membrana – M e Envelope - E) e 7 genes que codificam proteínas 

não-estruturais (NS1, NS2a, NS2b, NS3, NS4a, NS4b e NS5) (Figura 4). Durante a 

montagem do vírus, o domínio carboxi-terminal da proteína C atua como seqüência sinal para 

a translocação do precursor de M (PreM/M) para dentro do lúmen do retículo endoplasmático 

(RE) da célula hospedeira, permitindo a maturação apropriada das proteínas M e E ( 

CHAMBERS et al., 1990; PUGACHEV et al., 2003; RUIZ-LINARES et al., 1989).  
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Figura 3. Esquema representativo do vírus da Febre Amarela. 
Fonte: Dr. Ricardo Galler 
Nota: O envoltório de VFA é formado por uma mistura das proteínas de Membrana (M) e Envelope (E). Seu 
centro eletrodenso é composto pelo Nucleocapsídeo, formado por proteínas do Capsídeo (C) interagindo com o 
RNA viral.  
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 4. Esquema da organização do genoma do vírus da Febre Amarela.  
Fonte: ExPASy/Viralzone 
Nota: O RNA de VFA codifica 3 genes estruturais (Capsídeo - C, Membrana - M e Envelope - E) responsáveis 
pela conformação do vírus. Também codifica 7 genes não-estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e 
NS5) responsáveis pela replicação e processamento do vírus. Este RNA fita positiva é traduzido na forma de 
uma poliproteína que é em seguida clivada, em diferentes regiões do genoma, por proteases do hospedeiro 
(signalase e protease de Golgi) e do próprio vírus, formada pela interação entre NS2B e NS3 - 2B/3 protease. (Fo 
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 A proteína E é a principal proteína de superfície da partícula viral e tem a função de 

ligação do vírus à superfície da célula hospedeira e também de mediar a fusão das membranas 

viral e do endossomo, processo que é desencadeado pelo pH ácido (HEINZ; ALLISON, 

2001). Muitas proteínas/moléculas de superfície celular têm sido descritas como possíveis 

receptores para a ligação e entrada dos flavivírus. Ensaios de interação, utilizando proteína E 

recombinante do vírus dengue 2 [DENV 2], demonstraram uma forte interação entre a 

proteína E e glicosaminoglicanos sulfatados (CHEN et al., 1997).  

Uma vez ligado à membrana da célula, via proteína E, o vírus é fagocitado (endocitose 

mediada por receptor) e o pH ácido do endossomo induz alterações estruturais na proteína E, 

que de dimérica passa a ser trimérica. Esta alteração promove a fusão das membranas do vírus 

e do endossomo e o nucleocapsídeo é liberado no citoplasma. No citoplasma, o 

nucleocapsídeo é aberto e o RNA viral é liberado, iniciando assim a sua tradução no 

citoplasma até a síntese da região carboxi-terminal do capsídeo. Após a síntese deste peptídeo 

sinal, o RNA migra para o retículo endoplasmático rugoso (RER) onde o restante da 

poliproteína é sintetizada no lúmen do RER. O RNA viral é traduzido em uma poliproteína de 

aproximadamente 3000 aminoácidos. A poliproteína é clivada por proteases virais e do 

hospedeiro. A replicação do RNA viral começa em membranas próximas ao núcleo. O RNA 

de polaridade positiva é transcrito em um RNA intermediário de polaridade negativa  o qual 

atua como molde para produção de múltiplas moléculas de RNA de polaridade positiva. O 

novo RNA viral interage com a proteína C, retida na membrana do RER, para formar o 

nucleocapsídeo. O nucleocapsídeo é envelopado nesta membrana, a qual também contêm as 

proteínas E e M imobilizadas, e forma um vírus imaturo dentro de vesículas citoplasmáticas. 

Ocorre mudança nos arranjos das proteínas E e M para que o vírus imaturo saia do RER e 

possa entrar no complexo de golgi. No complexo de golgi, resíduos de açúcar são adicionados 

ao vírus imaturo e isto faz com que a proteína E seja maturada corretamente e volte a se tornar 

dímero. O vírus maduro passa através do complexo de Golgi, é transportado por vesículas 

secretoras e liberado da célula por exocitose . Figura 5. (LINDENBACH, 2001; STIASNY; 

HEINZ, 2006). 
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Figura 5. Representação do ciclo de replicação do vírus da Febre Amarela. 
Fonte: Adaptado de Stiasny e Heinz (2006). 
Nota: A entrada do vírus ocorre através de endocitose mediada por receptor, e o pH ácido do endossomo induz 
alterações estruturais na proteína E que lideram a fusão das membranas virais e do endossomo então o 
nucleocapsídeo é liberado no citoplasma. Depois da liberação, o RNA genômico de polaridade positiva é 
traduzido para iniciar a replicação viral. A montagem do vírus ocorre nas membranas do retículo endoplasmático 
rugoso (ER), formando partículas virais imaturas que são exocitadas. A passagem do vírus imaturo pelo 
complexo de golgi promove mudanças conformacionais irreversíveis no complexo prM-E, o que é necessário 
para a maturação, através de clivagem por furinas celulares ou proteases. A partícula viral madura, agora 
infecciosa é liberada por exocitose.  
 

 

1.5 Vacinação contra VFA 
 
 

A estratégia mais segura de prevenção da doença continua sendo a vacinação, 

considerando que não existe ainda nenhuma droga efetiva contra a infecção por FA. Esforços 

para o desenvolvimento de uma vacina contra a FA começaram logo depois do isolamento do 

vírus em 1927. O vírus foi isolado do sangue de um paciente na região oeste do continente 

africano (cepa Asibi). A cepa original 17D foi desenvolvida seguindo 176 passagens 

alternadas, do vírus selvagem Asibi, em tecido de camundongo e galinha. Duas sub-cepas são 

usadas hoje como vacinas (vacinas atenuadas), a 17D-204 e a 17DD (usada no Brasil), as 

quais são de passagem 235-240 e 287-289, respectivamente. As vacinas diferem do vírus 

selvagem em 48 nucleotídeos. Mais de 500 milhões de dose da vacina já foram administradas 

desde sua derivação em 1937 (BARNETT, 2007; BARRETT; TEUWEN, 2009; MONATH, 

2005; PULENDRAN, 2009). 
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 A vacinação contra FA produz altos níveis de proteção, com soroconversão maior que 

95% em crianças e adultos, com duração de imunidade superior a 10 anos (BARNETT, 2007; 

BARRETT; TEUWEN, 2009; PUGACHEV et al., 2003; PULENDRAN, 2009; TOLLE, 

2009). Aproximadamente 90% dos vacinados desenvolvem anticorpos neutralizantes, 10 dias 

após a vacinação, e 99% os desenvolvem 30 dias após. Apesar da resposta humoral ser 

considerada o principal mediador de proteção, a imunidade celular inata e adaptativa tem 

demonstrado importante papel na geração de uma efetiva proteção contra a infecção com 

vírus selvagem .Uma viremia média ocorre de 3 a 7 dias após a imunização em indivíduos que 

recebem a primeira dose. Elevação nos níveis de IFN-!, TNF-! e marcadores de ativação de 

células T, ocorrem neste tempo, e a viremia é debelada com o desenvolvimento de anticorpos 

neutralizantes (PULENDRAN, 2009). 

 A vacina é contra-indicada para pessoas imunossuprimidas, crianças menores de 6 

meses, gestantes, idosos e aqueles que apresentem algum tipo de alergia à proteína do ovo. A 

infecção por HIV não é uma contra-indicação para a vacinação, apesar de indivíduos 

sintomáticos ou aqueles com a contagem de linfócitos T CD4 menor que 200 células/mm3 

sejam desaconselhados a receber a vacina (TOLLE, 2009). 

 Apesar de ser considerada uma vacina segura, casos de eventos adversos graves pós-

vacinação começaram a ser reportados (ENGEL et al., 2006; LINDSEY et al., 2008; 

MARTIN et al., 2001; VASCONCELOS et al., 2001). Dois tipos de eventos adversos graves 

tem sido reportados: primeiro, a doença neurotrópica associada à vacina, causada pela 

neuroinvasão do vírus vacinal e segundo, é a doença viscerotrópica associada à vacina, que é 

uma infecção multissistêmica que começa geralmente com envolvimento hepático, uma 

condição muito semelhante à infecção causada pelo vírus selvagem (BARRETT; TEUWEN, 

2009). 

 No período de outubro de 2008 a agosto de 2009 foram distribuídas no Brasil, 

22.452.800 doses da vacina febre amarela. No mesmo período, foram notificados 112 eventos 

adversos graves pós-vacinação no país, sendo 56 classificados como confirmados, 11 como 

prováveis, 29 inconclusivos, 9 descartados e 7 permanecem como suspeitos. Dos casos 

confirmados, 9 foram classificados como doença viscerotrópica aguda e todos evoluíram para 

o óbito e 47 como doença neurotrópica aguda, sem registro de óbitos (BRASIL, 2010). Diante 

deste cenário o desenvolvimento de novas estratégias de vacinação, é de fundamental 

importância para o desenvolvimento de estratégias vacinais ainda mais seguras. 
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1.6 Nova estratégia de vacinação 

 
 
1.6.1 Vacinas de DNA 

 
 

A vacina de DNA é composta de um DNA plasmidial que codifica o antígeno de 

interesse, sob o controle de um promotor, e pode ser facilmente produzida em bactéria. Uma 

vez que o DNA plasmidial é administrado, o antígeno é expresso na célula hospedeira e então 

processado e apresentado por células apresentadoras de antígenos (APCs), como as células 

dendríticas, para o sistema imune (COBAN et al., 2008). 

As vacina de DNA apresentam muitas vantagens em relação às vacinas tradicionais, 

como as vacinas atenuadas, de subunidade proteíca ou inativadas (Quadro 1). Primeiro, as 

vacinas de DNA são mais seguras que as vacinas atenuadas ou inativadas, nas quais há o risco 

de ocorrer uma infecção patogênica. São relativamente simples e baratas em relação ao 

processo de produção. Sua alta estabilidade, em relação à temperatura de acondicionamento e 

transporte, faz com que as mesmas sejam bastante apropriadas para produção em massa e 

distribuição em nações industrializadas e não-industrializadas ( ABDULHAQQ; WEINER, 

2008; COBAN et al., 2008; SHEDLOCK; WEINER, 2000; ULMER; VALLEY; RAPPUOLI 

, 2006). 

As suspeitas que as vacinas de DNA podem causar tumores, integrar-se ao 

cromossomo do hospedeiro ou induzir resposta autoimune anti-DNA chegaram a ser 

questionadas, mas poucas evidências tem sustentado a ocorrência destes fenômenos, 

particularmente em modelos experimentais humanos e primatas (SHEDLOCK; WEINER, 

2000). A frequência das mutações, ocorridas da integração do DNA plasmidial no 

cromossomo do hospedeiro, tem sido calculada em estudos animais e o encontrado foi muito 

menor que as frequências de  mutações ocorridas espontaneamente nos genomas de 

mamíferos ( MARTIN et al., 1999; NICHOLS et al., 1995). Um estudo conduzido em peixes 

tem demonstrado também que a administração de vacinas de DNA podem gerar imunidade 

efetiva, sem a iniciação de autoimunidade ou integração ao cromossomo do hospedeiro 

(KANELLOS et al., 1999). 
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Imunogenicidade • Induz resposta imune celular e 

humoral. 

• Pequenas dosagens são efetivas em 

modelos animais (microgramas). 

Segurança • Incapacidade para tornar-se 

virulenta como as vacinas vivas. 

• A eficácia não requer o uso de 

tratamentos tóxicos. 

Desenvolvimento • Plasmídeos são de simples 

manipulação e podem ser testados 

rapidamente. 

Estabilidade • São mais termoestáveis que as 

vacinas convencionais. 

• Longa vida. 

Fabricação • Baixo custo e produção em larga 

escala. 

• Produzidos com alta frequencia em 

bactéria e facilmente isolados. 

Mobilidade • Fáceis de estocar e transportar. 

• Não requer baixas temperaturas. 
 
Quadro 1. Qualidade das vacinas de DNA. inserir no sumário abaixo da figura 5 
Fonte: Adaptado de Sheldock e Weiner (2000). 
 

 

1.6.2 Desenvolvimento de vacinas de DNA contra flavívirus 

 
 

 A co-expressão das proteínas PreM/M e E, como estratégia vacinal, foi descrita como 

sendo capaz de induzir a produção de anticorpos neutralizantes contra os vírus da Encefalite 

Japonesa e da Dengue (KONISHI et al., 1998, 2000; KONISHI; TERAZAWA; IMOTO, 

2003). Entretanto, estas vacinas não foram capazes de induzir resposta duradoura com títulos 

apropriados de anticorpos neutralizantes (DONNELLY; BERRY; ULMER, 2003). A 

ineficiência destas formulações está provavelmente relacionada ao mecanismo de 

apresentação destes antígenos, ao sistema imune dos hospedeiros. A maioria dos antígenos 
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produzidos endogenamente, característicos das vacinas de DNA, é seqüestrada e apresentada 

ao sistema imune do hospedeiro por moléculas  do Complexo Maior de Histocompatibilidade 

de classe I (MHC I). Para uma resposta imune satisfatória, com alta produção de anticorpos 

neutralizantes, é crítico que os antígenos sejam apresentados a células do tipo T helper CD4+ 

por moléculas do Complexo Maior de Histocompatibilidade de classe II (MHC II). O 

processamento e a apresentação antigênica via MHC II induz a ativação de células T CD4+ 

que é vital para o funcionamento das vacinas genéticas, como já foi demonstrado em estudos 

de deleção do MHC II (RAVIPRAKASH et al., 2001) e depleção CD4+ em camundongos 

(DONNELLY; BERRY; ULMER, 2003). A ativação de células CD4+ é de fundamental 

importância para a indução de resposta CD8+, desenvolvimento de células de memória (LU et 

al., 2003)  e expansão clonal de células B antígeno-específicas (CHIKHLIKAR et al., 2004) . 

Para que antígenos produzidos endogenamente sejam dirigidos a moléculas de classe II, ao 

invés de classe I, é necessário que estas proteínas sejam fusionadas a peptídeos-sinais que as 

direcionem para o compartimento lisossomal da célula.  

A possibilidade de direcionamento de antígenos, produzidos endogenamente, para o 

processamento via MHC II foi firmemente reforçada após o descobrimento de uma proteína 

trans-membrana do tipo I, denominada de Proteína de Associação à Membrana Lisossomal – 

LAMP. LAMP é uma proteína que se liga à membrana externa do lisossomo, através de sua 

seqüência carboxi-terminal YXXØ, presente numa cauda citoplasmática de 11 aminoácidos 

(GUARNIERI et al., 1993; OBERMULLER et al., 2002; ROHRER et al., 1996). O tráfego 

intracelular de LAMP inclui compartimentos multilaminares especializados de Células 

Apresentadoras de Antígenos (APCs) imaturas, chamados MIIC e CIIV, onde ocorre o 

processamento e formação dos complexos peptídeos antigênicos-MHC II (DRAKE et al., 

1999; KLEIJMEER et al., 1997; TURLEY et al., 2000). A constatação da co-localização das 

moléculas LAMP e MHC II permite sua utilização como suporte para antígenos quiméricos, 

contendo as seqüências alvos de LAMP, visando o direcionamento do processamento 

antigênico para o compartimento MHC II (Figura 6). Vários trabalhos vem demonstrando que 

os antígenos fusionados à LAMP (antígeno/LAMP) são capazes de gerar uma maior atividade 

proliferativa de linfócitos antígeno-específicos, altos títulos de anticorpos e intensa atividade 

T- citotóxica em relação aos antígenos selvagens não fusionados à LAMP ( ANWAR et al., 

2005; DONNELLY; BERRY; ULMER, 2003; RAVIPRAKASH, et al., 2001; ROWELL et 

al., 1995; RUFF et al., 1997; WU et al., 1995) 

 O desenvolvimento de vacinas genéticas contra a Febre Amarela utilizando a 

estratégia de co-expressão de PreM/M-E, fusionado e não-fusionado à LAMP (pL/YFE e 
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p/YFE, respectivamente) foram previamente realizados em nosso laboratório (Laboratório de 

Virologia e Terapia Experimental – LaViTE / Centro de Pesquisas Aggeu Magalhães – 

CPqAM/FIOCRUZ). Estas vacinas foram avaliadas quanto à imunogenicidade e ambas 

vacinas induziram os mesmos repertórios de células T induzidos pela vacina 17DD, e também 

foram capazes de proteger camundongos contra desafio letal com o VFA (DHALIA, 2009). 

Nesta dissertação abordaremos o desenvolvimento e avaliação de vacinas de DNA otimizadas 

contra o VFA, onde serão discutidos os principais resultados e as perspectivas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figure 6. Apresentação antigênica, para a via MHC II, mediada pela Proteína de Associação à Membrana 
Lisossomal – LAMP 
Fonte: Dr. Rafael Dhalia 
Nota: Antígenos endógenos, produzidos dentro da célula (característicos das vacinas de DNA), são 
principalmente apresentados ao sistema imune pela via MHC I para células T CD8+. Antígenos fusionados a 
LAMP, apesar de serem expressos endogenamente, são direcionados para corpúsculos precursores do lisossomo 
diretamente associados à apresentação antigênica MHC II. Estes antígenos de fusão são principalmente 
apresentados para células T CD4+ que por sua vez estimulam a produção clonal de células T CD8+, assim como 
formação de células de memória.  
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2 OBJETIVOS 

 

 

2.1 Objetivo geral 

 
 
 Avaliação da expressão de vetores vacinais otimizados, codificando a proteína Cap-

PreM/M-E do Vírus da Febre Amarela-VFA, em células eucarióticas. 

 
 
2.2 Objetivos específicos 

 
 
a) Otimizar a sequência que codifica PreM/M e E do VFA, para a expressão em células 

eucarióticas. 

 

b) Construir vetores de expressão, codificando a sequência otimizada fusionada e não-

fusionada à região c-terminal de Proteína de Associação à Membrana  Lisossomal-LAMP. 

 
c) Avaliar a expressão das proteínas otimizadas, fusionadas e não-fusionadas à LAMP.  
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3 MATERIAS E MÉTODOS 

 
 
3.1 Construção dos genes sintéticos otimizados  

 
 
3.1.1 Otimização e síntese da seqüência Cap-PreM/M-Env para expressão em células 

eucarióticas  

 
 

A seqüência codificadora do gene Cap-pM/M-Env foi identificada no banco de dados 

NCBI (número de acesso NC 002031) e analisada quanto ao seu perfil de hidrofilicidade. As 

seqüências obtidas foram analisadas, através do algoritmo genético do programa LETO 1.0 

(Entelechon®), em relação aos seguintes parâmetros: codon usage (ADANG et al., 1993; 

BATEMAN; PURTON, 2000; DONG; NILSSON; KURLAND, 1996; DURET, 2000; 

FUHRMANN; GOLDMAN et al., 1995; HAAS; PARK; SEED, 1996; IKEMURA, 1981; 

KANAYA et al., 1999; KANE, 1995; KIM; KOMAR et al., 1998; KOTSOPOULOU et al., 

2000; OH; LEE, 1997; OERTEL; HEGEMANN, 1999; ROUWENDAL et al., 1997; 

SLIMKO; LESTER, 2003; VERVOORT et al., 2000; ZHOU et al., 1999); estrutura 

secundária do mRNA ( DALLMANN; DUNN, 1994; LEE et al., 1987); distribuição do 

conteúdo de GC ( AUEWARAKUL, 2005; DURET, 2005; GALTIER et al., 2001; 

NAVARRE et al., 2006; SEMON; MOUCHIROUD; VINOGRADOV, 2005;) sequências 

longas repetitivas e motivos de DNA (DEL TITO et al., 1995; GURVICH et al., 2005; 

OXENDER; ZURAWSKI; YANOFSKY, 1979; WEISS, 1991;); sítios crípticos de splicing 

(MAJOROS et al., 2003; SALZBERG et al., 1999;). Utilizando este algoritmo é possível 

desenhar sequências sintéticas de DNA para cada proteína, com o objetivo de melhorar sua 

expressão no organismo alvo, levando em consideração diversos parâmetros biológicos 

simultaneamente. As discrepâncias entre os codon usage do vírus e das células eucarióticas 

são minimizadas através de mutações silenciosas pontuais, capazes de alterar códons sem 

alterar a sequência final de aminoácidos. Desta forma, as sequências sintéticas de DNA são 

compostas pelos códons preferencialmente utilizados pelo organismo alvo (células 

eucarióticas). Outros parâmetros como estrutura secundária do mRNA, distribuição do 

conteúdo de GC, seqüências longas repetitivas de DNA, motivos repetitivos de DNA, sítios 

de restrição e sítios crípticos de splicing foram ajustados para permitir um aumento 

significativo nos níveis de expressão das proteínas virais em células eucarióticas.  
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A seqüência otimizada Cap-pM/M-Env foi fusionada a dois sítios múltiplos de 

clonagem: 5’(Sal I, NheI e XhoI ) e 3’(EcoRI, KpnI e HindIII) que permitiu a construção de 

vetores através de estratégias de subclonagem (sem a necessidade de amplificação por PCR). 

A seqüência do gene otimizado, flanqueada pelos sítios múltiplos de clonagem, foi enviada 

para a síntese comercial (Geneart) e em seguida foi subclonada no vetor de expressão p43.2 

LAMP/Gag (gentilmente cedido pelo Dr. Ernesto Marques/Pesquisador do Departamento de 

Virologia – CPqAM/FIOCRUZ) originando as construções p/YFEOPT (sem LAMP) e 

pL/YFEOPT (com LAMP). 

 
 
3.1.2 Obtenção do antígeno vacinal otimizado 

 
 

Uma alíquota do vetor comercial contendo o gene otimizado Cap-pM/M-Env foi 

utilizada para transformar células competentes, afim de se obter o gene em larga escala. As 

transformações foram realizadas em um volume final de 76!L contendo: 50!L de células 

competentes (E. coli K12TB1); 25!L de tampão de transformação (5mM MgCl2; 5mM Tris-

HCl pH 7.4); 1!L do vetor comercial. A reação de transformação foi incubada durante 30 

minutos, no gelo, sendo em seguida submetida a choque térmico (37°C - 5 minutos) e esfriada 

novamente no gelo. As células foram semeadas em placa com meio sólido de cultura Luria-

Bertani (LB), contendo ampicilina na concentração de 50!g/mL . A placa foi incubada, 

durante aproximadamente 15 horas a 37°C.  

 
 

3.1.3 Preparação do DNA plasmidial 
 
 
 Visando a purificação do gene otimizado, uma colônia isolada da placa foi utilizada 

para ser inoculada em 400mL de meio LB líquido, contendo ampicilina (50!g/mL), e 

crescidas durante aproximadamente 15 horas a 37ºC. Em seguida a cultura foi centrifugada 

(7.741 g - 10 minutos), para a obtenção de sedimento bacteriano. A partir deste sedimento 

bacteriano foi realizada a extração de DNA plasmidial utilizando o kit plasmid midi 

kit®(Qiagen), de acordo com as recomendações do fabricante. O DNA plasmidial foi digerido 

e a reação de digestão foi realizada em um volume final de 10!L contendo: 1X tampão de 

digestão; 1.5!g/!L de DNA plasmidial. Toda a digestão foi realizada a 37ºC, durante 

aproximadamente 4 horas. O vetor comercial contendo o fragmento Cap-pM/M-Env foi 
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digerido com 0.01 U da enzima NheI (Biolabs) e 0.01 U da enzima KpnI. A partir dos 

resultados das digestões, verificados em gel de agarose, foi realizada a digestão em larga 

escala para posterior purificação do fragmento. A reação de digestão em larga escala foi 

realizada em um volume final de 50!L contendo: 1X tampão de digestão; 15!g/!L de DNA 

plasmidial. Toda a digestão foi realizada a 37ºC, durante aproximadamente 4 horas. O vetor 

comercial contendo o fragmento Cap-pM/M-Env foi digerido com 0.1U da enzima NheI 

(Biolabs) e 0.05U da enzima KpnI (Biolabs). O mesmo vetor também foi digerido com 0.1U 

da enzima XhoI (Biolabs) e com 0.1U da enzima EcoRI (Biolabs) para permitir a inserção de 

LAMP. Todas as digestões foram realizadas a 37ºC, durante aproximadamente 4 horas. Em 

seguida os fragmentos foram purificados através de extração de gel de agarose, utilizando o 

kit QIAEX II Gel Extraction Kit (Qiagen). 

 
 
3.1.4 Subclonagem dos genes otimizados no vetor p43.2 LAMP/Gag 

 
 

O vetor p43.2 LAMP/Gag foi submetido a reações de digestões para criar sítios de 

restrição, compatíveis com os sítios dos fragmentos Cap-pM/M-Env. Para a clonagem de 

Cap-pM/M-Env (NheI/KpnI), que gerou o vetor p/YFEOPT, a reação de digestão foi realizada 

em um volume final de 10!L contendo: 1X tampão de digestão; 1!g/!L da amostra do vetor, 

0.01U da enzima NheI (Biolabs) e 0.01U da enzima KpnI (Biolabs). A digestão foi realizada a 

37ºC, durante aproximadamente 4 horas. Para a clonagem de Cap-pM/M-Env (XhoI/EcoRI), 

que gerou pL/YFEOPT, a reação de digestão foi realizada em um volume final de 10!L 

contendo: 1X tampão de digestão; 1!g/!L da amostra do vetor, 0.01U da enzima XhoI 

(Biolabs) e 0.01U da enzima EcoRI (Biolabs). A digestão foi realizada a 37ºC, durante 

aproximadamente 4 horas. As reações de ligação de ambos os fragmentos, ao vetor p43.2 com 

e sem LAMP, foram realizadas em um volume final de 10!L contendo: 1X tampão T4 DNA 

Ligase; 100ng de vetor p43.2 LAMP/Gag (clivado com NheI/KpnI e XhoI/EcoRI); 0.4 U de 

T4 DNA ligase; 1!L de cada fragmento purificado. As reações de ligação foram realizadas a 

16°C, durante aproximadamente 20 horas. As ligações foram em seguida utilizadas para a 

transformação de células competentes, visando a confirmação da clonagem. Os 

procedimentos de transformação, preparação e digestão foram os mesmos descritos 

anteriormente. 
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3.2 Cultivo, infecção e transfecção de células eucarióticas 

 
 
 Células eucarióticas 293 foram cultivadas em meio DMEM (Invitrogen®) acrescido 

de: 10% soro bovino fetal (Gibco®); 1% penicilina/estreptomicina (Gibco®); 1% L-

glutamina (Sigma®). Estas células foram utilizadas tanto para ensaios de infecção viral, como 

para os experimentos de transfecção. Após atingirem uma confluência de aproximadamente 

90%, as células foram infectadas com um extrato viral de VFA na concentração de 0.36 x 106 

PFU (gentilmente cedido pela Dra. Marli Tenório, pesquisadora do Departamento de 

Virologia – CpqAM/FIOCRUZ). Para a infecção, as células foram inicialmente incubadas 

com o extrato VFA puro (1 hora /37ºC /5% de CO2), sendo acrescido em seguida meio 

DMEM completo para a manutenção celular. As células infectadas permaneceram nas 

mesmas condições de incubação (37ºC /5% de CO2), durante 48 horas, até apresentarem os 

efeitos citopatológicos provocados pelo vírus. Para os ensaios de transfecção, as células 293 

foram crescidas nas mesmas condições supracitadas. Em seguida foram incubadas com 1.6!g 

de cada DNA (p/YFEOPT e pL/YFEOPT), utilizando como controle negativo o p43.2 vazio e 

como controle positivo um plasmídeo codificando o gene repórter da "-galactosidase. As 

reações de transfecção foram realizadas utilizando o kit Lipofectamine 2000 (Invitrogen®), 

seguindo as recomendações do fabricante. As células transfectadas foram incubadas (48 horas 

/37ºC /5% de CO2) e processadas para a avaliação da eficiência de transfecção, pela atividade 

de expressão do gene repórter. Para a reação de coloração do "-gal, as células foram 

inicialmente lavadas em 1X PBS e fixadas em solução 0.2% glutaraldeído/PBS. Em seguida 

as células fixadas foram incubadas em um volume final de 1ml de uma solução contendo: 

20mg de X-Gal; 0.005M de ferriciamida de potássio; 0.005M de ferrociamida de potássio; 

0.002M de MgCl2 em 1X PBS, para o desenvolvimento de coloração pela atividade de "-gal. 

 
 
3.3 Análise da expressão de p/YFEOPT e pL/YFEOPT através das técnicas de microscopia 

de fluorescência e confocal  

 
 

Células humanas 293 foram semeadas em lamínulas de placas de cultura de 24 poços, 

transfectadas como descrito anteriormente e incubadas a 37ºC por 48 horas. Em seguida as 

células foram lavadas com tampão PBS 1X, fixadas em metanol e bloqueadas em solução 1% 

albumina bovina  em PBS 1X. Os antígenos VFA foram então detectados com o anticorpo 

monoclonal IgG 2A anti-Febre Amarela produzido em camundongos (Santa Cruz") na 
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diluição 1:250, utilizando como segundo anticorpo anti-IgG de camundongo (produzido em 

cabra) conjugado a marca de fluorescência alexa flúor 488. As lamínulas foram em seguida 

montadas com ProLong (Molecular Probes, Seattle, WA) em lâminas de vidro. A microscopia 

de fluorescência foi realizada utilizando o microscópio Leica DMI 6000 B. Os campos 

analisados foram escolhidos de acordo com a dispersão e morfologia das células. Todas as 

imagens foram adquiridas no plano 100x fluor 1.3 NA objetiva (em óleo de imersão) com 

UV-2A, B-2E/C, G-2A, ou banda dupla através de filtros de fluorescência F-R. A imagens 

digitalizadas foram obtidas com uma câmera “cooled RT slider CCD” (Diagnostics 

Instrument Corp., Sterling Heights, MI) acoplada a um computador “Macintosh PowerBook 

G4”. Para a aquisição das imagens foi utilizado o “software SPOT 3.0” com o formato RGB 

de 24 bit e área de 1520 x 1080 pixels. O processamento da imagem foi realizado com o 

programa “Adobe Photoshop 4.0” (Adobe System Corp., San Jose, CA), ajustando a 

densidade de distribuição dos pixels.  

 
 
3.4 Análise da expressão de p/YFEOPT e pL/YFEOPT por western-blot 

 
 
 As reações de western-blot foram realizadas com extratos de células transfectadas 

com as construções p/YFEOPT e pL/YFEOPT, utilizando-se como controle positivo extratos de 

células 293 infectadas com VFA e como controle negativo o vetor p43.2 vazio. Os extratos 

celulares foram ressuspendidos em tampão 2X Laemmli desnaturante (125mM Tris-HCl pH 

6.8, 40% Glicerol, 5% SDS, 0.005% azul de bromofenol, 10% ß-mercaptoetanol) e 

inibidor de protease (1:1). Os extratos proteícos foram quantificados quanto à concentração 

total de proteínas, utilizando o método de Bradford, fracionados em gel SDS-PAGE 10% e 

transferidos para membrana de nitrocelulose. As membranas foram incubadas com anticorpo 

policlonal (1:250) específico contra proteína E (VIANA, 2009), 1 hora sob agitação, e lavadas 

3X (15 minutos cada) em 1X PBS-Tween. Em seguida, as membranas foram incubadas com 

anticorpo secundário (1:5.000) anti-IgG de camundongo conjugado a peroxidase (Jackson 

ImmunoResearch), 1 hora sob agitação, lavadas e reveladas utilizando um kit de 

quimioluminescência - ECL (Amersham, England, UK).  
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4 RESULTADOS 

 
 
4.1 Construção do gene sintético 

 
 
4.1.1 Otimização para expressão em células eucarióticas 

 
 
 Inicialmente, a sequência selvagem do gene Cap-pM/M-Env obtida no GenBank foi 

flanqueada por dois sítios múltiplos de clonagem ( 5’- SalI, NheI, XhoI e 3’- EcoRI, 

KpnI,HindIII), com a finalidade de permitir posterior construção de vetores de expressão 

através de estratégias de subclonagem. Uma sequência Kozak contendo o códon de iniciação 

da tradução (ATG) foi inserida entre os sítios de NheI e XhoI, enquanto que o stop códon foi 

inserido entre os sítios de restrição de EcoRI e KpnI (Figura 7). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
Figura 7. Esquema representativo da construção gênica.  
Fonte: Elaborado da autora 
Nota: Sítios de restrição específicos foram inseridos, flanqueando o gene de interesse, para permitir a construção 
de proteínas selvagens e fusionadas à LAMP. A sequência Kozak foi inserida para aumentar a eficiência da 
tradução e o stop códon foi inserido para permitir a finalização da tradução da proteína selvagem.  
 

 

 Esta sequência foi otimizada utilizando o algoritmo genético do programa LETO 1.0 

(Entelechon®), com o objetivo de promover uma maior expressão de Cap-pM/M-Env em 

células eucarióticas humanas (Figura 8 a 12). As sequências flanqueadoras foram bloqueadas 
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antes do processo de otimização, para preservar as sequências dos sítios de restrição 

desejáveis para permitir as estratégias de clonagem.  

 Através do algoritmo genético, foi observado uma significante discrepância entre a 

frequência de códons utilizadas pelo VFA em relação àqueles utilizados por células 

eucarióticas humanas para expressar suas proteínas. A figura 8 ilustra o processo de 

otimização do codon usage da proteína viral Cap-pM/M-Env para expressão em células 

humanas, exemplificando a alteração de códons utilizados para expressar o aminoácido 

cisteína (o mesmo processo foi realizado para todos os aminoácidos). Dos dois códons 

possíveis para expressar a cisteína (UGU e UGC), o VFA utiliza predominantemente o códon 

UGC (“original” – 66.7%). Em células humanas (“target”), os dois códons são utilizados com 

frequências similares (45 e 55%). Desta forma, a frequência dos códons utilizados pelo VFA 

para expressar a cisteína foi substituído na sequência otimizada (“optimized”) por frequências 

similares às utilizadas em células humanas. A barra azul, indicada no gráfico, representa a 

discrepância entre os códons utilizados pelo vírus para expressar a cisteína em relação aos 

possíveis códons utilizados para expressar o mesmo aminoácido em células humanas. Quanto 

maior for a barra, maior é a discrepância entre os codon usage das espécies comparadas. 

Observe que após o processo de otimização, ou seja, após a melhor distribuição dos códons 

para facilitar a expressão em eucariotos, a barra é significantemente reduzida na sequência 

otimizada (barra verde). 

 

 

          
 
Figura 8. Otimização de codon usage para o aminoácido cisteína, visando melhorar a eficiência de expressão da 
proteína Cap-pM/M-Env em células eucarióticas humanas.  
Fonte: Dados da autora 
Nota: A sequência da proteína Cap-pM/M-Env do VFA está representada como original, onde o códon UGC é 
utilizado predominantemente (66,7%) para expressar o aminoácido cisteína. Por outro lado, o organismo alvo 
(células humanas- Target) utiliza os dois códons em frequências similares para expressar a cisteína com 
proporções de 45 e 55%. A sequência otimizada (Optimized) apresenta uma maior equilíbrio entre os dois 
códons, permitindo que as células humanas aproveitem melhor seus dois tRNAs disponíveis para a tradução do 
referido aminoácido, o que leva a uma a maior eficiência de expressão. As barras indicam a discrepância entre os 
codon usage das sequências original e alvo (azul- antes da otimização; verde- após a otimização). A redução do 
tamanho da barra e, conseqüentemente da discrepância entre os codon usage das duas espécies ilustra bem o 
processo de otimização.  
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 Embora o tamanho e a quantidade de estruturas secundárias, ao nível de mRNA não 

estejam diretamente relacionadas com a baixa eficiência de tradução, de um modo geral, estas 

estruturas podem causar um efeito negativo na tradução dos mRNAs. Sua presença pode 

interferir no processo traducional prejudicando tanto o deslizamento dos ribossomos ao longo 

do mRNA, quanto o acesso dos anti-códons dos tRNAs aos seus respectivos códons. Baseado 

nesta informação, o processo de otimização também pode contribuir para a redução do 

número e do comprimento destas estruturas harpin like, visando aumentar a eficiência da 

síntese proteíca. As sequências foram também avaliadas quanto à distribuição do conteúdo 

GC, visando a obtenção de estruturas mais estáveis (Figura 9), e quanto à presença de sítios 

crípticos de splicing, além de sítios internos de restrição (Figuras 10 e 11). O processo 

completo de otimização da proteína Cap-pM/M-Env foi realizada pelo Dr. Rafael Dhalia 

(Pesquisador do Departamento de Virologia – CPqAM/FIOCRUZ), e os relatórios de 

otimização encontram-se anexados a esta dissertação (ver anexos). A sequência otimizada 

obtida foi enviada para síntese comercial (Geneart®). 

 

 
Figura 9. Estruturas secundárias e distribuição do conteúdo GC da sequência Cap-pM/M-Env. 
Fonte: Dados da autora 
Nota: (A) Estruturas secundárias da sequência de mRNA original do VFA, que codifica a proteína Cap-pM/M-
Env. Um total de 50 hélices, com um comprimento médio de 6.28 foram detectadas na estrutura secundária 
predita do mRNA de Cap-pM/M-Env. (B) Estruturas secundárias da sequência otimizada do mRNA que codifica 
a proteína Cap-pM/M-Env. O número total de hélices foi alterado para 53 obtendo-se uma redução do 
comprimento médio das hélices (6.15). (C) Distribuição do conteúdo de GC das sequências dos mRNAs de Cap-
pM/M-Env original e otimizado. O conteúdo de GC do mRNA, numa janela de 31 nt, foi detectado como 49% e 
foi otimizado para 53.97%, visando aumentara sua estabilidade e consequente taxa de expressão.  
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Figura 10. Sítios crípticos de splicing da sequência de DNA que codifica Cap-pM/M-Env.  
Fonte: Dados da autora. 
Nota: (A) Sítios de splicing na sequência Cap-pM/M-Env original. Um total de 19 prováveis sítios crípticos de 
splicing foram detectados ao longo do mRNA, onde 8 foram considerados aceptores e 11 doadores. (B) Sítios de 
splicing na sequência Cap-pM/M-Env otimizada. O número de Sítios crípticos de splicing foi reduzido para 
apenas 1 doador, evitando possíveis eventos de splicing que poderiam gerar proteínas truncadas não-
imunogênicas.  

  

 
Figura 11. Sítios internos de restrição da sequência de DNA que codifica Cap-pM/M-Env. 
Fonte: Dados da autora. 
Nota: Sítios de restrição nas sequências original e otimizada de Cap-pM/M-Env. Os sítios desejáveis foram 
preservados e um sítio indesejável (de EcoRI) foi removido manualmente na sequência otimizada.  
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4.2 Construção dos vetores de expressão  
 
 

A sequência de Cap-pM/M-Env otimizada para expressão em células humanas e 

enviadas para síntese comercial (Geneart®), foi recebida já clonada em um vetor comercial. 

Esta sequência foi subclonada no vetor vacinal p43.2, o qual contém a sequência completa do 

gene que codifica o LAMP-1 humano (hLAMP-1). Para tanto, o vetor comercial e o p43.2 

foram digeridos com as enzimas NheI e KpnI, cuja ligação do fragmento liberado permitiu a 

produção da construção p/YFEOPT (sem fusão com LAMP) (Figura 12). Para obter a 

construção fusionada à LAMP, os vetores foram digeridos com as enzimas XhoI e EcoRI, 

cuja ligação do fragmento resultou na construção pL/YFEOPT (Figura 13). Estas construções 

foram preparadas em larga escala, livre de endotoxinas, e armazenadas para ensaios posterior. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 12. Esquema de subclonagem da sequência otimizada Cap-pM/M-Env no vetor p43.2, sem fusão com 
LAMP.  
Fonte: Elaborado pela autora. 
Nota: Após a digestão da sequência otimizada a partir do vetor comercial utilizando as enzimas NheI e KpnI que 
flanqueiam o inserto, este fragmento foi purificado para posterior subclonagem no vetor p43.2. Para tal, o vetor 
p43.2 também foi clivado com as respectivas enzimas (liberando LAMP), purificado e quantificado. Em seguida, 
o vetor p43.2 clivado foi utilizado para a ligação do fragmento Cap-pM/M-Env otimizado, gerando a construção 
p/YFEOPT.  
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Figura 13. Esquema de subclonagem da sequência otimizada Cap-pM/M-Env no vetor p43.2, fusionadas à 
LAMP.  
Fonte: Elaborado pela autora. 
Nota: Após a digestão da sequência otimizada a partir do vetor comercial utilizando as enzimas XhoI e EcoRI 
que flanqueiam o inserto, este fragmento foi purificado para posterior subclonagem no vetor p43.2. Para tal, o 
vetor p43.2 também foi clivado com as respectivas enzimas, purificado e quantificado. Em seguida, o vetor 
p43.2 clivado foi utilizado para a ligação do fragmento Cap-pM/M-Env otimizado, gerando a construção 
pL/YFEOPT, com o inserto localizado entre as regiões N e C terminais de LAMP.  
 

 

4.3 Análise da expressão das construções vacinais Cap-pM/M-Env em células 

eucarióticas através de western-blot 

 
 
 Com o intuito de avaliar a eficiência de expressão das construções p/YFEOPT e 

pL/YFEOPT em células eucarióticas, foram realizados ensaios de western-blot com extratos de 

células humanas 293, processados 48 horas após transfecção com as referidas construções. A 

detecção proteíca foi realizada utilizando anticorpo policlonal contra  VFA produzido em 

coelho, desenvolvido por nossos colaboradores. Nestes ensaios, foram utilizados extratos de 

células 293 transfectadas com o vetor p43.2 vazio, como controle negativo, além de extratos 

de células 293 infectadas com o VFA, como controle positivo. Os extratos proteícos foram 
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quantificados quanto à concentração total de proteínas, através da metodologia de Bradford 

fracionadas em gel SDS-PAGE e transferidos para membrana de nitrocelulose para posterior 

detecção proteíca. Como esperado, as expressões das proteínas Cap-pM/M-Env, nas formas 

fusionadas e não-fusionadas à LAMP (ambas com aproximadamente 48kDa) , foram 

detectadas [assim como a expressão da proteína nativa do vírus (Figura 14).  

 

                    
 
Figura 14. Análise da expressão da construção vacinal de Cap-pM/M-Env em células humanas, por western-
blot.   
Fonte: Elaborado pela autora. 
Nota: Células humanas 293 foram transfectadas com os vetores vacinais codificando a proteína Cap-pM/M-Env 
do VFA, afim de avaliar a expressão protéica. Como controles, foram utilizadas células 293 transfectadas com 
p43.2 vazio e infectadas com o VFA. Extratos proteícos processados 48 horas após a transfecção/infecção foram 
fracionados em gel de poliacrilamida e transferidos para membrana de nitrocelulose, para revelação por western-
blot. O anticorpo policlonal anti-Cap-pM/M-Env foi capaz de detectar as proteínas codificadas pelas construções 
vacinais, nas formas fusionada e não-fusionada à LAMP, assim como a proteína nativa do vírus. Como controle 
da quantidade de extrato total, foram realizados ensaios com anti-#-actina, utilizando o anticorpo monoclonal 
anti-beta-actin AC-15 (Invitrogen®) produzido em camundongo, os quais demonstraram quantidades 
equivalentes dos extratos utilizados. O marcador de peso molecular utilizado foi o MagicMarker (Invitrogen$).  
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4.4 Análise da expressão das construções vacinais Cap-pM/M-Env em células 

eucarióticas através de microscopia de imunofluorescência 

 
 

 A análise da expressão das proteínas expressas pelas construções vacinais foi realizada 

através de ensaios de imunofluorescência. Células humanas 293 foram transfectadas com 

p/YFEOPT, pL/YFEOPT, p43.2 vazio e infectadas com o VFA, sendo incubadas com o 

anticorpo monoclonal IgG 2A anti-Febre Amarela produzido em camundongos (Santa 

Cruz"), 48 horas após a transfecção, para detecção proteíca. Como esperado, , a expressão da 

proteína Cap-pM/M-Env, nas formas fusionadas e não-fusionadas a LAMP, foi detectada,  

com uma distribuição reticular característica da proteína não-fusionada à LAMP, assim como 

a distribuição lisossomal característica da proteína fusionada a LAMP (Figura 15) 

 

          
 
Figura 15 Análise da expressão das construções vacinais Cap-pM/M-Env em células eucarióticas através de 
microscopia de imumofluorescência. 
Fonte: Elaborado pela autora. 
Nota: Células humanas 293 foram transfectadas com os vetores vacinais codificando a proteína Cap-pM/M-Env 
do VFA, afim de avaliar a expressão protéica. Como controles, foram utilizadas células 293 transfectadas com 
p43.2 vazio e infectadas com o VFA. Estas células foram incubadas com o anticorpo monoclonal IgG 2A anti-
Febre Amarela produzido em camundongos (Santa Cruz"), que detectou a proteína nativa do VFA (B), a 
proteína não-fusionada à LAMP que demonstrou uma distribuição reticular característica (C) e a proteína 
fusionada à LAMP que demonstrou uma distribuição lissomal pontual (D). Em (A), controle negativo, não houve 
detecção. 
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5 DISCUSSÃO 

 
 
 Muitas ferramentas têm sido utilizadas hoje com o intuito de melhorar a 

imunogenicidade das vacinas de DNA. A utilização de antígenos quiméricos fusionados  à 

LAMP, que possibilita a apresentação de antígenos endógenos via MHCII e otimização de 

códons vem sendo amplamente usados e seus benefícios em relação ao aumento da 

imunogenicidade vem sendo reportados. Em relação à otimização de códons, vários estudos 

tem demonstrado um aumento da expressão e imunogenicidade de antígenos alvos 

otimizados. Carnero e colaboradores (CARNERO et al., 2009)  estudaram a habilidade de um 

vetor viral, o Newcastle Disease Virus, NDV, de expressar a proteína Gag de HIV, afim de 

gerar uma resposta imune Gag-específica em camundongos. A proteína Gag foi otimizada em 

relação ao codon usage, no intuito de se averiguar se haveria diferenças quanto à expressão da 

proteína, proteção dos camundongos e indução de resposta imune celular e atividade 

citotóxica em relação à proteína nativa. Após a inserção da sequência HIV Gag otimizada em 

NDV (NDV-HIVGag-OPT), foi obtido um aumento expressivo da expressão de HIV-Gag (em 

células infectadas com NDV) quando comparado com o nível de expressão da proteína nativa 

(NDV-HIVGag-XbaI). O aumento na expressão do antígeno otimizado foi ainda 

correlacionado com um alto nível de proteção em camundongos imunizados, após desafio 

com o vírus da vaccínia expressando HIV Gag. Um significativo aumento na intensidade da 

resposta imune, também foi observado assim como uma atividade citotóxica específica anti-

Gag in vivo  e aumento da resposta de células T CD8 nos camundongos imunizados com 

NDV-HIVGag-OPT em relação aos imunizados com as construções não otimizadas. 

 Burgess-Brown e colaboradores (BURGESS-BROWN et al.,  2008) estudaram o 

padrão de expressão de 30 genes humanos deidrogenase/redutase (SDRs) de cadeia curta, em 

E. Coli. Este padrão foi analisado comparando as versões nativa e otimizada em relação ao 

codon usage e estrutura de mRNA de cada gene. Além disso, a expressão dos genes nativos e 

otimizados foram comparados em duas linhagens isogênicas de bactéria. Uma destas 

linhangens continha um plasmídeo (pRARE2) que carreava 7 códons raros de tRNA. 

Primeiro, foi analisada a expressão e solubilidade entre os genes nativos e otimizados em 

bactéria E. coli BL21(DE3)-R3. O resultado foi que, em geral, os genes que foram otimizados 

aumentaram sua expressão e em alguns casos, o nível de solubilidade, quando comparado aos 

genes nativos. Os 30 genes SDRs nativos e otimizados foram expressos em E.coli 

BL21(DE3)-R3-pRARE2 e a expressão foi então comparada à linhagem parental de E. coli, a 
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qual falta o plasmídeo pRARE2. A comparação da expressão de gene nativo na linhagem 

parental e na que tem um aumento de tRNA mostrou 15 casos onde os níveis de expressão 

foram melhorados; para 3 destas proteínas (DHRS3, DHRS6 e RDH14) um aumento na 

solubilidade também foi observado. Os resultados apresentados mostraram que tanto a 

otimização quanto a suplementação de tRNA obtiveram um impacto positivo na expressão 

heteróloga de uma significante fração dos genes testados, porém, os resultados foram 

melhores quando o gene otimizado foi utilizado. 

 Shinoda e colaboradores (SHINODA et al., 2009) tem investigado uma vacina de 

DNA contra a varíola, vírus pertencente à familia Poxviridae. Esta vacina se baseia na 

proteína L1, componente da membrana do vírion maduro, que é conservada em todos 

poxvírus sequenciados e é requerida para a entrada do vírus nas células do hospedeiro e é alvo 

para anticorpos neutralizantes. Quando expressa pelo vírus da varíola, a proteína L1 se liga à 

membrana viral através de uma âncora transmembrana C-terminal sem passar pela via 

secretória. Deste modo, a proteína L1 foi otimizada (codon usage) para ser expressa em 

células eucarióticas e também houve a adição de um peptídeo sinal para que a mesma 

trafegasse pelo retículo endoplasmático e pelo complexo de Golgi. Deste modo, as 

construções otimizimada com peptídeo sinal (SL1op) e otimizada sem o peptídeo sinal (L1op) 

foram usada para transfectar células BS-C-1 e a expressão proteíca foi analisada em ensaios 

de western-blot, onde a construção sL10p foi a mais abundante. Os títulos de anticorpos de 

neutralizantes também foram investigados e o resultado foi que os camundongos que foram 

imunizados com sL1op apresentaram títulos 3 vezes maior do que os imunizados com L1op.  

 Nos trabalhos que estão acima relatados, a otimização dos antígenos alvo foram 

realizadas apenas em relação a um parâmetro, o codon usage , nos trabalhos de Carnero e 

Shinoda , ou dois, o codon usage e estrutura secúndária de mRNA, realizada por Burgess-

Brown e colaboradores. As otimizações dos antígenos virais desenvolvidas neste trabalho 

foram realizadas pelo algoritmo genético do programa LETO 1.0 (Entelechon") que, além da 

otimização em relação ao codon usage e estrutura secúndária de mRNA, leva em 

consideração outros parâmetros como regiões ricas em conteúdo de GC, regiões repetitivas de 

DNA e sítios crípticos de splicing, que podem afetar a expressão. Sendo assim, todos os 

parâmetros supracitados são considerados simultaneamente, e o balanceamento entre os 

mesmos permite a obtenção de altos níveis de expressão proteíca. 

 Diferentes grupos vêm utilizando a estratégia de co-expressão das proteínas que 

codificam a membrana (M) e o envelope (E) de flavivirus, selvagens e fusionadas à LAMP, 

para o desenvolvimento de vacinas de DNA. Raviprakash e colaboradores (RAVIPRAKASH 
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et al., 2001) foram os primeiros a avaliar esta estratégia em termos de localização e 

imunogenicidade, utilizando o sorotipo tipo 2 de Dengue como modelo. A expressão e a 

localização intracelular dos antígeno E e E/LAMP de Dengue foram comparados com a do 

LAMP endógeno, através das microscopias de fluorescência e confocal. As imagens obtidas 

demonstraram a co-localização dos antígenos E/LAMP com a membrana lisossomal em 

células NIH3T3 transfectadas. Para ensaios in vivo, 50!g do vetor que codifica PreM/M-E 

(1040D2ME; proteína selvagem) e do vetor que codifica PreM/M-E/LAMP  (1040D2MEL; 

quimera E/LAMP) foram utilizados em ensaios de imunização de camundongos. Nenhum dos 

animais imunizados com 1040D2ME apresentaram soroconversão, enquanto todos os 

camundongos imunizados com 1040D2MEL soroconverteram no dia 30, apresentando títulos 

de PRTN50  variando entre 49 e 270.  

 Lu e colaboradores (Lu et al., 2003) continuaram estes estudos para avaliar a resposta 

imune em termo de memória imunológica. Inicialmente os autores analisaram a expressão de 

ambas as proteínas por western-blot, confirmando as bandas específicas correspondentes às 

formas glicosiladas e processadas das proteínas E nativa e da quimera E/LAMP. A 

distribuição lisossomal de E/LAMP e sua co-localização com MHC II e moléculas de LAMP 

foi também confirmada através das microscopias de fluorescência e confocal. Para avaliar a 

imunogenicidade de suas vacinas, E (pD2) e E/LAMP (pD2/LAMP), as respostas imunes de 

camundongos imunizados com estas construções foram monitoradas durante 1 ano. 50!g de 

pD2 e de pD2/LAMP foram utilizados para imunizar grupos de 6 camundongos, visando a 

avaliar a resposta por anticorpos através de ensaios de Enzyme Linked Immuno Sorbent 

Assay- ELISA. Quatro camundongos do grupo imunizado com pD2, e todos os camundongos 

imunizados com pD2/LAMP, soroconverteram sem nenhuma diferença significativa entre as 

respostas antígeno-específicas elicitadas por ambas as construções. Entretanto, nenhum soro 

proveniente dos animais imunizados com pD2 apresentou títulos significantes de anticorpos 

neutralizantes, enquanto todos os soros dos animais imunizados com pD2/LAMP 

apresentaram uma intensa capacidade de neutralização viral. 

 Anwars e colaboradores (ANWAR et al., 2005)  utilizaram a estratégia de co-

expressão M-E/LAMP para desenvolver uma vacina de DNA contra o vírus da Febre do 

Oeste do Nilo. Seus resultados de western-blot demonstraram uma concentração intracelular 

acrescida de E/LAMP, quando comparada a de E nativa, indicando uma secreção natural da 

proteína E nativa que deve ser retardada pela associação entre LAMP e a membrana externa 

do lisossomo. Assim como os trabalhos prévios, os ensaios de confocal demonstraram a co-

localização intracelular de E/LAMP com LAMP endógeno, MHC classe II e moléculas H-
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2M, sendo estas últimas intimamente relacionadas com a apresentação antigênica. Para avaliar 

a imunogenicidade das vacina E e E/LAMP da Febre do Oeste do Nilo, 50!g da vacina 

PreM/M-E  (pVax-WN) e da vacina PreM/M-E/LAMP (pVax-WNL) foram injetadas , em 

grupos de 5 camundongos que foram monitorados durante 2 anos após as imunizações. Dois 

dos 5 camundongos imunizados com pVax-WN apresentaram títulos de anticorpos 

considerados satisfatórios, embora a resposta de anticorpos destes camundongos não foi 

considerada sustentável após 3 meses. Em contraste, todos os camundongos imunizados com 

pVax-WNL demonstraram altos títulos de anticorpos, com acréscimo nos títulos entre os dias 

55 e 125. Em adição, as amostras de soro dos camundongos imunizados com pVax-WN não 

apresentaram diferença significativa nos títulos de anticorpos neutralizantes, quando 

comparados com os camundongos imunizados com o vetor vazio (pVax1). Entretanto, foi 

observado um significante título de anticorpos neutralizantes nos soros dos camundongos 

imunizados com pVax-WNL, entre os dias 90 e 125. No intuito de se analisar a presença de 

resposta por células B de memória, os camundongos foram novamente imunizados (19 meses 

depois após a última imunização) e amostras de soro foram coletadas duas semanas depois. 

Enquanto nenhuma atividade significante de neutralização foi detectada no grupo imunizado 

com pVax-WN, significantes títulos de anticorpos neutralizantes foram detectados no grupo 

imunizado com pVax-WNL.  

 Neste trabalho nós descrevemos, pela primeira vez, a utilização concomitante de duas 

estratégias para o melhoramento da expressão e imunogenicidade de vacinas de DNA, que são 

a otimização e co-expressão de PreM/M-E como vetor vacinal contra o Vírus da Febre 

Amarela – VFA. Nós desenvolvemos e avaliamos a eficiência de expressão/imunogenicidade 

da proteína E otimizada selvagem (p/YFEOPT) e fusionada a LAMP (pL/YFEOPT). A 

otimização da sequência que codifica a proteína E foi realizada através do algoritmo genético 

do programa LETO (Entelechon®). Após a síntese comercial da sequencia otimizada, a 

mesma foi subclonada em um vetor de expressão e uma vez confirmada a identidade das duas 

construções, através de provas de digestão, as mesmas foram inicialmente utilizadas para 

transfectar células eucarióticas para análise de expressão. Ambas as proteínas foram 

detectadas, através da técnica de imunofluorescência, em seus compartimentos celulares 

característicos: proteína Cap-pM/M-Env não-fusionada à LAMP (ao longo da membrana 

reticular) e Cap-pM/M-Env fusionada à LAMP (associadas a corpúsculos lisossomais). As 

proteínas também foram detectadas por ensaios de western-blot no qual tanto a proteína nativa 

do vírus foi detectada quanto as proteínas otimizadas fusionada e não-fusionada à LAMP.  
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 Os vetores vacinais selvagens p/YFE e pL/YFE (não-otimizados) foram utilizados em 

estudos realizados em camundongos a fim de avaliar as respostas celular e humoral, bem 

como a proteção conferida pelas referidas construções. Os plasmídeos p/YFE e pL/YFE foram 

inoculados em camundongos Balb/c e C57, utilizando como controle positivo a vacina 17DD 

e controles negativos solução salina e vetor vazio. As respostas imunes, induzidas por cada 

construção, foram analisadas em termos de resposta celular (através de ensaios de ELISPOT) 

e humoral (através de ensaios de neutralização viral - PRNT).  

Os resultados foram considerados bastante promissores uma vez que as duas 

construções são capazes de induzir resposta de célula T contra os mesmos epítopos induzidos 

pela vacina de vírus atenuado convencional, sendo que ainda com maior magnitude, em 

ambas as espécies. A construção pL/YFE foi ainda capaz de induzir anticorpos neutralizantes 

numa concentração considerada satisfatória, apos o terceiro pulso de imunização. Os vetores 

p/YFE e pL/YFE foram então preparado em larga escala, livre de endotoxinas, e inoculado 3 

vezes (50ug/imunização) em camundongos Balb/c e C57. A vacina 17DD foi utilizada como 

controle positivo e tanto o vetor vazio, como solução salina (PBS), foram utilizados como 

controles negativos. Duas semanas após a última imunização, os animais foram desafiados 

contra VFA pelo inóculo de 105 PFU da vacina 17DD (via intracerebral). Tanto a vacina 

17DD, como as vacinas de DNA p/YFE e pL/YFE, conferiram 100% de proteção aos 

camundongos desafiados. 

 Diante destes promissores resultados com os vetores vacinais não otimizados, 

esperamos que as formulações otimizadas sejam ainda mais eficientes, haja vista que em 

estudos onde houve a otimização de códons, a expressão proteíca do gene de interesse foi 

melhorada de forma significativa. Desse modo, as construções otimizadas mesmas serão 

utilizadas para imunizar macacos em 2011. 
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6 CONCLUSÃO 

 

 

 A otimização de genes para a expressão de antígenos vacinais, assim como o 

direcionamento de sua apresentação antigênica para a via MHC II, pode revolucionar as 

estratégias de vacina de DNA que vem sendo desenvolvidas no Brasil e no mundo. 

Esperamos melhorar significativamente os níveis de expressão de antígenos codificados pela 

vacina de DNA contra a Febre Amarela, assim como aumentar a sua capacidade de induzir 

uma resposta imune adequada com formação de células de memória. A otimização de genes 

deverá ainda servir de subsidio não só para o desenvolvimento de vacinas, como também para 

o desenvolvimento de kits de diagnósticos mais eficientes. Finalmente o protótipo vacinal, 

aqui proposto, deverá servir de modelo para a elaboração de vacinas genéticas contra outros 

flavivírus de importância médica como os vírus causadores da Encefalite Japonesa, Febre do 

Oeste do Nilo e Dengue. 

A vacinação utilizando seqüências codificantes de antígenos virais, ao invés de 

vacinas baseadas em vírus atenuados, é ainda potencialmente muito mais segura com relação 

a processos alérgicos e sintomatológicos. O desenvolvimento industrial para a produção de 

uma vacina de DNA contra FA pode ainda reduzir bastante o custo e aumentar a capacidade 

de produção vacinal, além de facilitar bastante a distribuição da amostra, pois este tipo de 

vacina pode ser melhor dosada, manipulada e armazenada na temperatura ambiente. O 

aumento da segurança e da capacidade de produção, acompanhado da redução de preço, pode 

contribuir significativamente para a promoção de campanhas em massa de vacinação 

principalmente nas regiões com os maiores índices de infecção como a África.    

A vacina de DNA contra a Febre Amarela apresenta também a vantagem de poder ser 

administrada para infantes, mulheres grávidas, imunodeprimidos, e alérgicos a componentes 

do ovo, cuja administração da vacina 17DD não é recomendada. Considerando todos estes 

fatores nós acreditamos que o desenvolvimento da vacina de DNA contra a Febre Amarela é 

de extrema relevância, cientificamente e tecnologicamente, pois esta formulação pode 

complementar e até substituir a vacina convencional de vírus atenuado. 
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