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RESUMEN
Palabras clave Introduccién: El dengue es una de las enfermedades mas importantes trasmitida por mos-
inmunizacion  sensibilizacién/refuerzo; quitos; sin embargo solo existe una vacuna licenciada, la cual esta registrada en 20 paises.
virus dengue; proteinas recombinantes; Sin embargo, la vacuna no podra ser administrada en nifios menores de nueve afos de edad,
virus vivos atenuados; anticuerpos; res- dado el elevado riesgo de hospitalizacion observado en este grupo etario. Por lo tanto, el

puesta inmunitaria mediada por células. . . . B . .
desarrollo de nuevos candidatos vacunales y estrategias de inmunizacion contindan siendo

una prioridad para la Organizacién Mundial de la Salud y la comunidad cientifica. Objetivos:
el presente trabajo describe los resultados obtenidos de la combinacion en esquemas com-
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plementarios de dos tipos de candidatos vacunales: las proteinas recombinantes y los virus vivos
atenuados. En un primer acercamiento, el candidato vacunal tetravalente Tetra DIIIC se adminis-
tré en primates no humanos previamente infectados con virus dengue. En un segundo estudio se
evalud la combinacion de Tetra DIIIC y la formulacion tetravalente de virus vivos atenuados por
via molecular TV005, desarrollada por el Instituto de Salud de los Estados Unidos y licenciada a
la compafiia vietnamita Vabiotech. Métodos: Se utilizaron en los estudios primates no humanos
sanos de la especie Macaca mulatta. El candidato vacunal tetravalente Tetra DIIIC, consiste en las
proteinas recombinantes DIIIC-1-DIIIC4, correspondientes a los cuatro serotipos del virus dengue,
adyuvadas en alumina. La formulacion tetravalente de virus vivos atenuados TV00S5 por Vabiotech
incluyo las cepas virales DENV-1 Nauru/74 (WP), DENV-2 Tonga/74, DENV-3 Sleman/78 y DENV-4
Dominica/81. Resultados: Los resultados demuestran que la administracion de Tetra DIIIC ocho
meses después de la infeccion pudo activar la respuesta especifica de las células By T contra el
DENV. Ademas, se demostro que los animales inoculados con Tetra DIIC (una o dos dosis) y luego
inmunizados con TVO005 desarrollan una respuesta de anticuerpos protectora contra los cuatro
serotipos del DENV y que la respuesta inmunolégica generada por la Tetra DIIIC reduce la viremia
LATV significativamente, lo cual pudiera reducir la reactogenicidad que ha afectado a este ultimo
durante los ensayos clinicos. Los resultados aqui descritos resaltan la posibilidad de combinar
nuestro candidato vacunal Tetra DIIIC con la vacuna tetravalente del virus vivo atenuado en una
estrategia reforzada de inmunizacion. El presente estudio respalda las estrategias reforzadas como
alternativa y enfoques promisorios que solucionan los problemas asociados a cada antigeno indi-
vidual incluido en la combinacion.

Complementary immunization schedules based on combina-

tion of a tetravalent formulation of recombinant proteins and

attenuated live virus: vaccine strategy against dengue
ABSTRACT

Introduction: Dengue is one of the most important emerging diseases transmitted by mosquitoes;
only one vaccine has been approved and licensed in 20 countries against DENV. This vaccine can-
not be administered to children younger than 9 years, due to the increased risk of hospitalization
observed in this age group. For this reason, the development of new vaccine candidates and/or
immunization strategies continue to be a priority to the World Health Organization and the scientific
community. Objectives: This work describes the results in prime-boost immunization schedules
combining two different vaccine candidates: recombinant proteins and live attenuated vaccines.
Firstly, we evaluated the capacity of Tetra DIIIC vaccine candidate to boost a memory immune res-
ponse generated in DENV-immune monkeys and as a second study, we also evaluated in monkeys
the combination of Tetra DIIIC with the LATV vaccine developed by NIAID and licensed to the Viet-
namese company Vabiotech under the codename TV005. Methods: Macaca mulatta non-human
primates were used in the studies. The tetravalent vaccine candidate Tetra DIIIC consists of recom-
binant proteins DIIIC-1-DIIIC4, corresponding to the four dengue virus serotypes, in adjuvant alumi-
num oxide. Tetravalent formulation of attenuated live viruses TV0O05 by Vabiotech included the virus
strains DENV-1 Nauru/74 (WP), DENV-2 Tonga/74, DENV-3 Sleman/78, and DENV-4 Dominica/81.
Results: Our results demonstrate that administration of Tetra DIIIC eight months after the infection
was able to recall DENV specific memory B- and T-cell response. In addition, we demonstrate that
animals primed with Tetra DIIIC (one or two doses) and later immunized with TV0O05 develop a
neutralizing, protective antibody response against the four DENV serotypes, and that the immune
response generated by Tetra DIIIC reduces LATV viremia significantly, which might reduce the re-
actogenicity that has afflicted the latter during clinical trials. Results described here highlight the
possibility to combine our vaccine candidate Tetra DIIIC with live-attenuated tetravalent vaccine in a
prime/boost strategy for immunizations. The present study supports the prime-boost strategies as
alternative and promissory approaches solving the troubles associated with each individual antigen
included in the combination.
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INTRODUCCION

El dengue es una de las enfermedades mas importantes
en términos de morbilidad y mortalidad humana. ™ Se esti-
ma que mas de 2000 millones de personas viven en areas de
riesgo; y que cada afo ocurren alrededor de 390 millones de
infecciones por dengue, de las cuales 96 millones manifiestan
algun signo de severidad. @ El agente etiolégico de la enfer-
medad es un complejo viral, formado por los cuatro serotipos
del virus del dengue (VDEN 1-4), © que se transmite al hombre
por la picadura de un mosquito infectado con el virus, princi-
palmente del género Stegomya. “ La infeccion por cualquiera
de los cuatro serotipos virales puede ser asintomatica, conlle-
var a la fiebre del dengue u ocasionar una forma mas severa
de la enfermedad conocida como dengue severo. ©

Actualmente solo existe una vacuna licenciada contra este
patdgeno, Dengvaxia® desarrollada por la compafiia Sanofi
Pasteur, la cual esté registrada en 20 paises. © 7 Esta vacuna
atenuada se obtuvo a través de la sustitucion de los genes co-
dificantes para las proteinas prMy E del virus 17D de la Fiebre
Amarilla, por las proteinas equivalentes de los virus del dengue.
@ Los virus quiméricos resultantes (CYD) han demostrado ser
inmunogénicos en humanos en términos de induccion de una
respuesta de anticuerpos neutralizantes contra los cuatro sero-
tipos virales; pero a su vez, inducen una baja respuesta inmuni-
taria celular debido a la carencia de las proteinas de la capsida
y las proteinas no estructurales 3y 5, las cuales se han identi-
ficado como los principales blancos de la respuesta inmunita-
ria celular contra este patdgeno. 19 Los recientes estudios de
eficacia con Dengvaxia® demuestran que en areas endémicas
donde se ha administrado la vacuna, la taza de hospitalizacion
es mayor en las personas vacunadas, que la observada en per-
sonas gue no han recibido la misma. " Debido a estos resulta-
dos, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) recomienda la
administracion de la vacuna solo a personas mayores de nueve
afos de edad y en dreas con mas de un 80 % de prevalencia de
la enfermedad. ("2

Por lo tanto, el desarrollo de nuevos candidatos vacuna-
les y/o estrategias de inmunizacion contindan siendo una
prioridad para la OMS y la comunidad cientifica. En estos mo-
mentos solo existen otros dos candidatos vacunales en es-
tudios clinicos fase Il y que también se basan en virus vivos
atenuados. (379 Estos candidatos han demostrado ser se-
guros e inmunogénicos en humanos, pero tienen como des-
ventajas fundamentales su reactogenicidad, la posibilidad de
reversion a la virulencia y que se requieren generalmente de
la administraciéon de dos o tres dosis en esquemas de un afio.
(7) Ademads, su eficacia protectora aulin esté por demostrarse.
Otros candidatos vacunales se basan en proteinas recombi-
nantes, (821 que si bien no presentan estas desventajas por

ser antigenos que no se replican, son menos inmunogénicos
y requieren del empleo de adyuvantes o su combinacion con
otros candidatos en esquema de inmunizacion complemen-
tarios, para desarrollar una respuesta inmunitaria eficaz.

METODOS
Animales

Primates no humanos sanos de la especie Macaca mulatta
obtenidos de la Isla Reu, perteneciente a Polyvac (Vietnam),
mantenidos de acuerdo con las recomendaciones de la guia
para el uso y cuidado de los animales de esta institucion. Para
los procedimientos, los animales fueron anestesiados con ke-
tamina 10 mg/kg de peso corporal antes de las inmunizacio-
nes y extracciones de sangre.

Cepas virales y proteinas recombinantes

Para las inmunizaciones de los animales, ensayos de
neutralizacion y el experimento de reto viral se emplearon
las cepas DENV-1 Jamaica (AF42562), DENV-2 SB8553
(FM986658), DENV-3 Nicaragua (FJ882576) y DENV-4 Do-
minica 814669 (AF326573), producidas en células Vero. La
formulacion tetravalente de proteinas recombinantes Tetra
DIIC incluyd 100 ug de las proteinas recombinantes DIIIC-1,
DIlIC-2, DIIIC-3 y DIlIC-4 agregadas con el oligonucleotido
inmunopotenciador (ODN 39M) y adyuvadas en alimina a
1,44 mg/mL. Como placebo se empled una formulacién con
iguales componentes, excepto las proteinas recombinantes.
La formulacion vacunal de virus vivos atenuados, se desarro-
llada por el NAID y licenciada a la compafiia Vabiotech, incluyd
las cepas virales DENV-1 Nauru/74 (WP), DENV-2 Tonga/74,
DENV-3 Sleman/78 and DENV-4 Dominica/81.

RESULTADOS Y DISCUSION

Este trabajo recoge los resultados de dos estudios reali-
zados en primates no humanos que demuestran la posibilidad
de combinar en esquemas de inmunizacion complementaria
dos tipos de candidatos vacunales, la formulacion basada en
proteinas recombinantes Tetra DIIIC y el candidato de virus
vivos atenuados TV005.

En un primer estudio, tres grupos de primates no huma-
nos se inocularon con cepas infectivas de VDEN-1, VDEN-3 o
VDEN-4 (10° PFU o 10* PFU), respectivamente y se compro-
bo la replicacion viral a través de la deteccidn de viremia por
aislamiento viral en células Vero. Como resultado se detecto
viremia en los animales inoculados con cada uno de los virus,
con una media de duracién de 4,7 dias, 3,0 dias o 4,0 dias,
respectivamente. Ocho meses después de esta infeccion, los
animales recibieron una inmunizacién complementaria con el
candidato vacunal cubano tetravalente de proteinas recom-
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binantes Tetra DIIIC. Antes y después de esta dosis a los ani-
males se les realizaron extracciones de sangre para evaluar
la respuesta inmunitaria humoral y celular inducida. La res-
puesta de anticuerpos antivirales se determind por un ELISA
indirecto contra los cuatro serotipos virales. Como resultado,
todos los animales en el dia 0 (dia de la administracién de la
formulacién Tetra DIIIC), mostraron titulos de anticuerpos an-
tivirales contra los cuatro serotipos, independientemente del
serotipo viral inoculado previamente. Treinta dias después la
dosis complementaria con la formulacion Tetra DIIIC, se ob-
servo un incremento significativo en la respuesta de anticuer-
pos antivirales (Figura 1).

Adicionalmente, la funcionalidad de estos anticuerpos se
evalud a través de un ensayo de neutralizacion viral in vitro
(PRNT) en células Vero contra cada serotipo viral. Igualmen-
te, se observé un incremento en la respuesta de anticuerpos
neutralizantes después de administrada la formulacién Tetra
DIIC, independientemente del serotipo empleado durante la
infeccion viral (Figura 2). Estos resultados sugieren que la re-
gion del DIl incluido en las proteinas recombinantes DIIIC es
capaz de llamar a las células B memoria especificas para esta
regiény que se generan durante la infeccion viral, lo cual sopor-
ta la potencialidad de utilizar este fragmento viral en candida-
tos vacunales basados en proteinas recombinantes y ademas
sugiere que la formulacion Tetra DIIC podria ser administrada
en individuos positivos a VDEN, con la finalidad de incremen-
tar la madurez y afinidad de la respuesta inmunitaria humoral,
evitando asi posibles complicaciones tipicas de las infecciones
secundarias o terciarias con un serotipo heterdlogo.
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Fig. 1. Respuesta de anticuerpos antivirales. Nueve monos rhesus se
inocularon con VDEN-1, VDEN-3 o VDEN-4, y 8 meses después se les
administré una dosis de Tetra DIIIC. La respuesta de anticuerpos se
determind por ELISA en los dias 0y 30 tras la dosis de Tetra DIIIC. Los
datos representan la media geométrica de los titulos de anticuerpos
de dos experimentos independientes. El andlisis estadistico se realizd
por una prueba de Wilcoxon (**: P <0,01). La linea de puntos represen-
ta el valor de positividad.

La capacidad de la inmunizacion complementaria con la
formulacién Tetra DIIC de llamar la respuesta inmunitaria celu-
lar previamente generada por la infeccion viral, se evalud a tra-
vés de la medicion de los niveles de IFNy en los sobrenadantes
de cultivos de las células mononucleares de sangre periférica
(PBMC) de los animales, tras la estimulacion in vitro con los
antigenos virales, el dia de la dosis con Tetra DIIIC y 30 dias
posteriores a lainmunizacién. De forma similar a lo obtenido en
la evaluacion de la respuesta inmunitaria humoral, la respuesta
inmunitaria celular se incremento significativamente después
de la administracién de la formulacién Tetra DIIIC (Figura 3).
El papel antiviral del IFNy contra los VDEN esta ampliamente
demostrado y la secrecién de esta citocina correlaciona con
la proteccion y el estado subclinico de la enfermedad. Los re-
sultados muestran que la formulacién Tetra DIIC es capaz de
reforzar también la inmunidad mediada por células, previamen-
te generada por la infeccion viral, lo cual avala el empleo de la
proteina de la capsida, identificada como el principal blanco de
la respuesta de linfocitos T CD4+ citotoxicos y productores de
IFNy que se generan durante una infeccién natural. La proteina
de la cdpsida estd incluida en las proteinas DIIIC por lo tanto, la
formulacién Tetra DIIIC contiene epitopos para este subgrupo
de células T las cuales son eficientemente llamadas tras la ad-
ministracion de la formulacion.

En un segundo estudio en primates no humanos, se eva-
lué la combinacion de Tetra DIIIC y la formulacion tetravalente
de virus vivos atenuados por via molecular TV005, desarrolla-
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Fig. 2. Respuesta de anticuerpos neutralizantes. Nueve monos rhesus
se inocularon con VDEN-1, VDEN-3 o VDEN-4, y 8 meses después se
les administré una dosis de Tetra DIIIC. La respuesta de anticuerpos
se determind por PRNT en los 0 dias y 30 dias tras la dosis de Tetra
DIIIC. Los datos representan la media geométrica de los titulos de an-
ticuerpos de dos experimentos independientes. El andlisis estadistico
se realizd por una prueba de Wilcoxon (*:P < 0,05, **:P < 0,01). La linea
de puntos representa el valor de positividad.
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Fig. 3. Respuesta inmunitaria celular. Nueve monos rhesus se inocu-
laron con VDEN-1, VDEN-3 0 VDEN-4, y 8 meses después se les admi-
nistré una dosis de Tetra DIIIC. El dia de la dosis y 30 dias después,
los PBMC de los animales se estimularon in vitro con cada VDEN y se
determinaron las concentraciones de IFNT por ELISA. El analisis esta-
distico se realiz6 por una prueba de Wilcoxon (*:P < 0,05, **:P < 0,01).

da por el Instituto de Salud de los Estados Unidos y licencia-
da a la compafiia viethamita Vabiotech. Los monos rhesus
se dividieron en cuatro grupos, dos grupos se inocularon con
las combinaciones de una o dos dosis de Tetra DIlIC y poste-
riormente una dosis del candidato TV0QS. Un tercer grupo de
animales recibié solamente la formulacién TV005 y un cuarto
grupo se inoculd con una formulacion placebo. Luego de las
inmunizaciones, a los animales se les determind la respues-
ta inmunitaria humoral inducida, en términos de respuesta
de anticuerpos antivirales y neutralizantes. En la figura 4 se
muestran los titulos de anticuerpos neutralizantes medidos
por PRNT contra cada serotipo viral.

Como se observa enla figura 4, en el Dia 90 (un mestrasla
ultima dosis con la formulacion Tetra DIIIC), solo los animales
que recibieron dos dosis de Tetra DIIIC tuvieron respuesta de
anticuerpos neutralizantes in vitro a los cuatro serotipos vira-
les. Sin embargo, luego de la administracion de la formulacion
TV005, se observo un refuerzo en la respuesta de anticuerpos
neutralizantes a los serotipos 1, 2 y 4 solo en los animales
inmunizados con una dosis de Tetra DIIIC. Los animales que
se inocularon con dos dosis de Tetra DIIIC incrementaron los
titulos de anticuerpos neutralizantes solo para el serotipo 4.
Aunque en este ensayo no se encontré una diferencia cuanti-
tativa en los niveles de anticuerpos neutralizantes generados
entre los grupos que recibieron la combinacion Tetra DIIC/
TV005 y el grupo que recibié una unica inmunizacion con
TV005, probablemente la naturaleza diferente de ambos in-

mundgenos debe tener un efecto en la respuesta inmunitaria
humoral inducida, en cuanto a la diversidad de epitopos pre-
sentados y la madurez de la afinidad de estos anticuerpos.

Adicionalmente, tras la administracion del candidato va-
cunal TV0QO5, se evaluo en este estudio la capacidad de repli-
cacion de las cepas virales atenuadas mediante la titulacion
en células Vero, en los 10 dias posteriores a dicha inoculacion.
Como resultado, en los animales inoculados con una dosis de
TV005 se detectd una viremia de corta duracion de 1 dia a
2 dias para los serotipos VDEN-1, VDEN-2 y VDEN-4, con ti-
tulos de 10" PFU/mL a 102" PFU/mL. Los niveles de viremia
obtenidos fueron similares a los reportados en humanos in-
munizados con este candidato vacunal. Para el serotipo 3 no
se detecto viremia probablemente debido a la prevalencia de
inmunidad a este serotipo en los animales inmunizados. En
los animales inmunizados con la formulacion Tetra DIIIC, con
una o dos dosis, interesantemente se observé una reduccion
significativa en los niveles de replicacion de las cepas virales
que componen la formulacion TV0O05 (Tabla 1).

Finalmente se evalu6 la capacidad protectora de la com-
binacion Tetra DIIC/TV005 administrada en un régimen de
inmunizacion complementario 77 dias después de la Ultima
inmunizacion. Para este experimento los grupos 2xDIIIC+-
TV00Q5 y Placebo se dividieron en cuatro subgrupos y se retd
cada uno con un serotipo viral diferente. En el caso de los gru-
pos inmunizados solo con TV00S5 y una dosis de Tetra DIIIC,
debido al bajo numero de animales incluidos, solo se realizd
el reto viral con el VDEN-2.

Como se muestra en la figura 5, todos los animales del
grupo Placebo mostraron viremias detectables tras el reto vi-
ral, con una duracion media de 4,5 dias, 3,75 dias, 2,75 dias y
3,0 dias, 67,0 dias para VDEN-1, VDEN-2, VDEN-3 y VDEN-4,
respectivamente (Figura 5).

En los grupos inmunizados con una o dos dosis de Tetra
DIIC y posteriormente con la formulacién TV0Q5, aunque la
viremia vacunal fue indetectable (Tabla 1), los animales resul-
taron protegidos tras el reto viral infectivo (Figura 5). Estos re-
sultados nos sugieren que, aungue la inmunizacion con Tetra
DIIC reduce la capacidad de replicacion de los virus que con-
forman el candidato vacunal atenuado TV005, existe aln un
bajo nivel de replicacion, indetectable por las técnicas analiti-
cas empleadas, que es suficiente para reforzar la inmunidad
previamente generada por la inmunizacién con la formulacion
Tetra DIIIC y esta respuesta inmunitaria es capaz de proteger
frente al reto viral. Asi la reduccion de la replicacion del can-
didato atenuado TVO005, producida por la administracion de
la Tetra DIIIC tiene implicaciones clinicas importantes, debido
a que esta formulacion recombinante puede representar una
solucion potencial a los problemas de reactogenicidad aso-
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Fig. 4. Respuesta de anticuerpos neutralizantes contra virus dengue en monos inmunizados con la combinacion Tetra DIIIC/TV005. Las muestras
de sueros obtenidas antes de la inmunizacion (dia 0), un mes después de la Ultima dosis (dia 90) y en el momento del reto (dia 197) se evaluaron
por PRNT en células Vero. (A) Anticuerpos neutralizantes contra VDEN-1. (B) Anticuerpos neutralizantes contra VDEN-2. (C) Anticuerpos neutrali-
zantes contra VDEN-3. (D) Anticuerpos neutralizantes contra VDEN-4. La linea discontinua representa el valor de positividad. Los Dia 90y Dia 197
se compararon utilizando la prueba de Wilcoxon (*:p < 0,05).

Tabla 1. Viremia producida por los virus vivos atenuados de la formulacion vacunal TV005 ad-
ministrada en el dia 120.

Grupo Animales Viremia vacunal (Log10 PFU/mL)
[duracion; dia]

VDEN-1 VDEN-2 VDEN-3 VDEN-4
2xDIIIC+TV005 n =16 nd ™ nd * nd nd ™
DIIIC+TV005 n=4 nd ™ nd " nd nd ™
TV005 1 nd nd nd nd

2 nd nd nd nd
3 1,75 nd nd 2,10

[2; 122, 123] [2; 123, 124]
4 1,65 1,60 nd 1,60

[1; 122] [1; 123] [1; 124]

La carga viral se determind por aislamiento viral en células Vero, empleando anticuerpos especificos contra
cada serotipo viral. La viremia se comparé entre los grupos empleando una prueba de Kruskal-Wallis y una
prueba a posteriori de Dunn, en dos experimentos independientes (*: p < 0,05; **: p < 0,01). nd: no detectada (<1).
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ciados a los candidatos vacunales vivos atenuados como lo
es la formulacion TV005. Ademas, la formulacion Tetra DIIC
tiene como ventaja la capacidad de reducir la replicacion del
candidato TV0O05, sin afectar la inmunogenicidad del mismo,
como se observo en las condiciones experimentales exami-
nadas en este estudio. La combinacién Tetra DIIC/TV005
representa una alternativa atractiva para el desarrollo y eva-
luacion clinica de candidatos vacunales administrados de for-
ma complementaria. Esta combinacion podria incrementar el
perfil de seguridad de la vacuna TV005 y ademads potenciar
la respuesta inmunitaria con el objetivo de evitar los eventos
severos asociados a las infecciones con los VDEN.

Conclusiones
Los resultados presentados en este trabajo constituyen la
prueba de concepto de estrategias de inmunizacion comple-

VDEN-1 ~#- 2xDIIC+TV005

-8 Placebo

30040 -

pe.00n0s
20040 <
7
1004 < Pl 0424
p=0.0003 p=0.0424

A Dias post-reto viral

VDEN-3 o 2xpinc+1voos

3000- -m- Placebo
20004
= p=0.0046
p=0.0424
1000+
o p=0.0424

61 2 3 4 5 & 7T & 9 10

e Dias post-reto viral

mentarias contra los virus dengue, combinando las proteinas
recombinantes del candidato vacunal cubano Tetra DIIC y
virus vivos o una formulacion tetravalente de virus vivos ate-
nuados (TV005). La novedad principal de este trabajo, con
respecto a trabajos previos presentados a la Academia de
Ciencias de Cuba, es la demostracion por primera vez, de que
la formulacion tetravalente Tetra DIIIC es capaz de reforzar la
respuesta inmunitaria humoral y celular inducida en primates
no humanos por virus infectivos. Ademas, la formulacion Te-
tra DIIIC también es capaz de generar una respuesta inmuni-
taria humoral funcional que reduce la viremia producida por
un candidato vacunal de virus vivos atenuados, sin afectarse
la capacidad protectora de la combinacion ante el reto viral.
Estos resultados avalan el empleo de la formulacién Tetra
DIIC en esquemas de inmunizacion complementaria, tanto

== 2xDIIC+TVD05

VDEN-2 = DIIC+TVO0S
S000- = TV005
P=OO002 -= Placebo
40004
‘E ELE
E 20004
1 (e 0 =
e
B Dias postreto viral
VDEN-4 - 2XDIIC+TVO05
3000= -= Placebo
2000

p=01616

PFU/mL

1000

0

D Dias post-reto viral

Fig. 5. Viremia tras el reto viral en primates no humanos inmunizados con la combinacion Tetra DIIIC/TV005. Los monos se retaron con 10° PFU

de cada VDEN, 77 dias después de las inmunizaciones (dia 197). Las muestras de sueros se colectaron diariamente y la viremia se determiné por

aislamiento en células Vero. Los gréaficos representan el curso temporal de los titulos virales promedio de cada grupo, inoculado con igual sero-

tipo viral (n =3 o n = 4). Los datos representan la media + error estdndar de la media de dos experimentos independientes. El limite de deteccion

del ensayo es 10 PFU/mL. Los titulos virales se analizaron por una prueba de Mann-Whitney, comparando los valores de los animales Placebo y

animales vacunados.
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para incrementar la respuesta inmunitaria generada por una
infeccion viral o para limitar la reactogenicidad asociada a la
replicaciéon de candidatos vacunales basados en virus vivos
atenuados. Ante la expansion global de este patégeno hu-
mano y su vector trasmisor, asi como la no disponibilidad de
una vacuna preventiva, segura y eficaz, o de un tratamiento
antiviral para los individuos infectados, la presente estrategia
representa una alternativa vacunal muy atractiva.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1.Kyle JL and Harris E. Global spread and persistence of dengue.
Annu.Rev.Microbiol. 2008; (62):71-92.

2.Bhatt S, Gething PW, Brady OJ, Messina JR, Farlow AW, Moyes CL,
Drake UM, Brownstein JS, Hoen AG, Sankoh O, Myers MF, Geor-
ge DB, Jaenisch T, Wint GR, Simmons CP, Scott TW, Farrar JJ,
and Hay SI. The global distribution and burden of dengue. Nature
(2013); (496):504-7.

3. Gubler DJ. Epidemic dengue/dengue hemorrhagic fever as a
public health, social and economic problem in the 271st century.
Trends Microbiol. 2002; (10):100-3.

4. Halstead, S. 2008. Dengue. Imperial College Press, London.

5. Halstead SB. Dengue. Lancet 2007; (370):1644-52.

6. Russell PK and Halstead SB. Challenges to the Design of Clinical
Trials for Live-Attenuated Tetravalent Dengue Vaccines. PLoS.
Negl.Trop.Dis. 2016; (10):e0004854.

7. Feinberg MB and Ahmed R. Advancing dengue vaccine develop-
ment. Science 2017, (358):865-6.

8. Guy B, Briand O, Lang J, Saville M, and Jackson N. Development
of the Sanofi Pasteur tetravalent dengue vaccine: One more step
forward. Vaccine . 2015;(33):7100-1.

9. Weiskopf D, Angelo MA, de Azeredo EL, Sidney J, Greenbaum JA,
Fernando AN, Broadwater A, Kolla RV, De Silva AD, de Silva AM,
Mattia KA, Doranz BJ, Grey HM, Shresta S, Peters B, and Sette
A. Comprehensive analysis of dengue virus-specific responses
supports an HLA-linked protective role for CD8+ T cells. Proc Natl
Acad Sci U.S.A .2013; (110):E2046-53.

10.Weiskopf D, Angelo MA, Grifoni A, O'Rourke PH, Sidney J, Paul
S, De Silva AD, Phillips E, Mallal S, Premawansa S, Premawansa
G, Wijewickrama A, Peters B, and Sette A. HLA-DRB1 Alleles Are
Associated With Different Magnitudes of Dengue Virus-Specific
CD4+ T-Cell Responses. J.Infect Dis.2016;(214):1117-24.

11.Hadinegoro SR, Arredondo-Garcia JL, Capeding MR, Deseda C,
Chotpitayasunondh T, Dietze R, Muhammad Ismail HI, Reyna-
les H, Limkittikul K, Rivera-Medina DM, Tran HN, Bouckenooghe
A, Chansinghakul D, Cortes M, Fanouillere K, Forrat R, Frago C,
Gailhardou S, Jackson N, Noriega F, Plennevaux E, Wartel TA,
Zambrano B, and Saville M. Efficacy and Long-Term Safety of a
Dengue Vaccine in Regions of Endemic Disease. N.Engl.J.Med
2015;(373):1195-206.

12.Wilder-Smith A. Serostatus-dependent performance of the first
licensed dengue vaccine: implications for travellers. J.Travel.Med
2018;(25).

13.Durbin AR, Kirkpatrick BD, Pierce KK, Carmolli MP, Tibery CM, Grier
PL, Hynes N, Opert K, Jarvis AP, Sabundayo BP, McElvany BD, Sen-
dra EA, Larsson CJ, Jo M, Lovchik JM, Luke CJ, Walsh MC, Fraser

EA, Subbarao K, and Whitehead SS. A 12-Month-Interval Dosing
Study in Adults Indicates That a Single Dose of the National Ins-
titute of Allergy and Infectious Diseases Tetravalent Dengue Vac-
cine Induces a Robust Neutralizing Antibody Response. J.Infect.
Dis. 2016.

14.0sorio JE, Wallace D, and Stinchcomb DT. A recombinant, chime-
ric tetravalent dengue vaccine candidate based on a dengue virus
serotype 2 backbone. Expert.Rev.Vaccines. 2016; (15):497-508.

15.Rupp R, Luckasen GJ, Kirstein JL, Osorio JE, Santangelo JD, Raa-
nan M, Smith MK, Wallace D, Gordon GS, and Stinchcomb DT.
Safety and immunogenicity of different doses and schedules
of a live attenuated tetravalent dengue vaccine (TDV) in healthy
adults: A Phase 1b randomized study. Vaccine .2015;(33):6351-9.

16.0sorio JE, Velez ID, Thomson C, Lopez L, Jimenez A, Haller AA,
Silengo S, Scott J, Boroughs KL, Stovall JL, Luy BE, Arguello J,
Beatty ME, Santangelo J, Gordon GS, Huang CY, and Stinchcomb
DT. Safety and immunogenicity of a recombinant live attenuated
tetravalent dengue vaccine (DENVax) in flavivirus-naive healthy
adults in Colombia: a randomised, placebo-controlled, phase 1
study. Lancet Infect Dis. 2014;(14):830-8.

17.Screaton G and Mongkolsapaya J. Which Dengue Vaccine
Approach Is the Most Promising, and Should We Be Concerned
about Enhanced Disease after Vaccination? The Challenges of a
Dengue Vaccine. Cold Spring Harb.Perspect.Biol. 2018 ;(10)

18.Simmons M, Murphy GS, Kochel T, Raviprakash K, and Hayes
CG. Characterization of antibody responses to combinations of a
dengue-2 DNA and dengue-2 recombinant subunit vaccine. Am.J.
Trop.Med.Hyg. 2001;(65):420-6.

19.Simmons M, Porter KR, Hayes CG, Vaughn DW, and Putnak R.
Characterization of antibody responses to combinations of a
dengue virus type 2 DNA vaccine and two dengue virus type 2
protein vaccines in rhesus macaques. J.Virol. 2006;(80):9577-85.

20.Valdes I, Hermida L, Martin J, Menendez T, Gil L, Lazo L, Castro
J, Niebla O, Lopez C, Bernardo L, Sanchez J, Romero Y, Martinez
R, Guzman MG, and Guillen G. Immunological evaluation in non-
human primates of formulations based on the chimeric protein
P64k-domain Il of dengue 2 and two components of Neisseria
meningitidis. Vaccine. 2009; (27):995-1001.

21.Valdes |, Gil L, Romero Y, Castro J, Puente P, Lazo L, Marcos E,
Guzman MG, Guillen G, and Hermida L. The chimeric protein do-
main lll-capsid of dengue virus serotype 2 (DEN-2) successfully
boosts neutralizing antibodies generated in monkeys upon infec-
tion with DEN-2. Clin Vaccine Immunol .2011;(18):455-9.

Recibido: 28/04/2020
Aprobado: 10/07/2020

Conflictos de interés
Los autores declaran no tener conflictos de intereses en relacion al
trabajo de investigacion presentado.

Contribucidén de autoria
1. Conceptualizacion: Lazaro Gil, Iris Valdés, Laura Lazo, Lisset Her-
mida, Gerardo Guillén, Do Tuan Dat, Nguyen Dan Hien
2. Curacion de datos: Lazaro Gil, Iris Valdés Laura Lazo
3. Andlisis formal: Lazaro Gil, Iris Valdés Laura Lazo

Anales de la Academia de Ciencias de Cuba; Vol. 11, No. 2 (2021): mayo-agosto
ISSN 2304-0106 | RNPS 2308



4. Adquisicion de fondos: Lazaro Gil, Lisset Hermida, Gerardo Gui-
llén, Do Tuan Dat, Nguyen Dan Hien
5. Investigacion: Iris Valdés, Lazaro Gil, Laura Lazo, Lisset Hermida,
Gerardo Guillén, Alienys Izquierdo, Edith Suzarte, Karem Cobas,
Marfa G. Guzman, Phuong Thao, Hoang Anh Duc, Phuong Yen,
Hoang Duc Loc, Le Trung Dung, Yusleidi Pérez, Rosa Ramirez,
Mayling Alvarez, Yaremis Romero, Melyssa Yaugel, Ernesto Mar-
cos, Do Tuan Dat, Nguyen Dan Hien, José Angel Silva, Sonia Gon-
zdlez, Mariela Vazquez, Alejandro Martin
6. Metodologia: Lazaro Gil, Iris Valdés, Laura Lazo, Lisset Hermida,
Gerardo Guillén
7. Administracion del proyecto: Lazaro Gil, Lisset Hermida, Gerardo
Guillén, Marfa G. Guzman, Do Tuan Dat, Nguyen Dan Hien
8. Recursos: Lazaro Gil, Lisset Hermida, Gerardo Guillén, Maria G.
Guzman, Do Tuan Dat, Nguyen Dan Hien
9. Software: -
10.Supervision: Lazaro Gil, Lisset Hermida, Gerardo Guillén, Marfa G.
Guzman, Do Tuan Dat, Nguyen Dan Hien

11.Validacion: Iris Valdés, Lazaro Gil, Laura Lazo, Lisset Hermida,
Gerardo Guillén, Alienys Izquierdo, Edith Suzarte, Karem Cobas,
Maria G. Guzman, Do Tuan Dat, Nguyen Dan Hien

12.Visualizacion: Lazaro Gil, Iris Valdés

13.Redaccion (borrador original): Lazaro Gil, Iris Valdés, Laura Lazo

14.Redaccion (revision y edicion): Lazaro Gil, Iris Valdés, Laura Lazo,
Alejandro Martin

Financiacién
La investigacién realizada recibio financiacion del programa cubano
para el desarrollo de la vacuna contra el dengue.

Como citar este articulo

Valdés |, GilL, Lazo L, Hermida L, Guillén G, Izquierdo A, et al. Esquemas
de inmunizacion complementaria basados en la combinacion de
una formulacion tetravalente de proteinas recombinantes y virus
vivos atenuados: estrategia vacunal contra el dengue. Anales de la
Academia de Ciencias de Cuba [Internet]. 2021 [citado en dia, mes,
afio]; 11(2):e822. Disponible en: http://www.revistaccuba.cu/
index.php/revacc/article/view/822

Anales de la Academia de Ciencias de Cuba, Vol. 11, No. 2 (2021): mayo-agosto
ISSN 2304-0106 | RNPS 2308




