Vacunas contra el virus dengue: desarrollo historico
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La Fiebre del Dengue (FD) y la Fiebre Hemorragica del Dengue (FHD) han emergido como la principal
enfermedad viral transmitida por artrépodos que afecta al hombre. Las caracteristicas de la enfermedad, la
ausencia de drogas antivirales contra la misma, el incremento en el nimero de enfermos, de paises afectados
y la dificultad para el control del vector han convertido el desarrollo de vacunas contra el dengue en una
prioridad para la salud publica mundial. Los intentos para lograr este objetivo datan de mediados del siglo
pasado para lo cual han sido exploradas diferentes estrategias. A pesar de los avances realizados al respecto
mucho queda por aclarar y definir para disponer de un inmundégeno contra el virus.
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Introduccion

La Fiebre del Dengue (FD) y su forma severa, la Fiebre
Hemorrdgica del Dengue (FHD)/ Sindrome de Choque
por Dengue (SCD) son producidas por el virus Dengue
perteneciente a la familia Flaviviridae, género flavivirus
y del cual existen cuatro serotipos; dicho virus es
envuelto, su genoma esté constituido por una molécula
de ARN de simple cadena y polaridad positiva y es
transmitido mediante un ciclo que involucra los
humanos y mosquitos del género Aedes donde el
Aedes aegypti es el principal vector (1,2).

La FHD ha sido mas comunmente reportada en
infecciones secundarias que primarias (3,4) y aunque
patogénesis ha
estudiada, la teoria mas difundida que ha tratado de

explicarla es la inmunoamplificacion dependiente de

su no sido lo suficientemente

anticuerpos, segun la cual la primoinfeccién por un
serotipo del virus es capaz de
homdloga de por vida ante infecciones por este mismo
serotipo, embargo, durante
secundarias, concentraciones subneutralizantes
dichos anticuerpos son capaces de

inducir inmunidad

infecciones
de
un

sin

reconocer
serotipo heterélogo y formar inmunocomplejos virus-
anticuerpo que facilitan la entrada del virus a la célula
diana (monocitos) a través de la unién del fragmento
Fc de la inmunoglobulina y el receptor Fc celular (5).
Ha sido planteado que durante las infecciones
secundarias los linfocitos T de memoria (CD * * y CD
8'*) de reactividad cruzada pueden activarse y conducir
a una liberaciéon de citoquinas y mediadores quimicos
que consecuentemente pueden inducir un aumento de
la permeabilidad vascular con salida de plasma vy

choque, asi como problemas en la coagulacién de la
sangre descritos en el cuadro
hemorragico (6). Factores dependientes del hospedero

y hemorragias

(3) asi como inherentes al agente viral (7) podrian estar
mayor susceptibilidad de un
individuo a desarrollar un cuadro severo.

involucrados en la

El deterioro de los programas de control del vector, la
urbanizacién no planificada, el crecimiento acelerado
de la poblacién, el incremento del trafico aéreo y la
existencia de una infraestructura de salud deteriorada
en muchos paises han conducido a que la FD y la FHD
hayan emergido como las principales enfermedades
virales transmitidas por artrépodos que afectan al
hombre (8). Se estima que en el mundo se producen
anualmente entre 50 y 100 000 000 de casos de FD y
entre 250 000 y 500 000 FHD (9). Esto unido a las
caracteristicas de la enfermedad, la ausencia de drogas
antivirales contra la misma, el incremento paulatino en
el nimero de enfermos asi
estimado para los préximos afios, no sélo en epidemias
y casos de FD y FHD sino también en el nimero de

como el incremento

paises afectados y los problemas para el control del
vector que dificultan a su vez el control y eliminacion
de la enfermedad, ha hecho que sea considerada cada
vez mas urgente la necesidad de contar con una
vacuna segura y efectiva contra el virus (10).

En el presente trabajo presentamos una actualizacién
sobre los principales candidatos vacunales que se han
desarrollado contra el virus y se abordan los principales
obstaculos que han atentado contra el desarrollo de los
mismos.
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VACUNAS CONTRA DENGUE

En 1984 fue creado, por el director general de la OMS,
un comité para el desarrollo de vacunas contra Dengue
cuyo objetivo era chequear la marcha del programa de
vacunas atenuadas que se estaba llevando a cabo y
estimular la participacion de diferentes laboratorios en
el desarrollo de vacunas contra dicho patégeno
mediante el uso de la tecnologia del ADN recombinante
(11).

Aunque varios grupos de avanzada se incorporaron al
desarrollo de tal objetivo (12) no existe todavia una
vacuna contra Dengue disponible en el mercado. Varios
son los problemas que han incidido en el desarrollo de
las mismas, entre los cuales se destacan la replicacion
insuficiente de estos virus como para formular una
vacuna inactivada econdmica, la no existencia de un
modelo animal que reproduzca los sintomas que
provoca la enfermedad en humanos y el hecho de que
para lograr una vacuna satisfactoria, ésta debe ser
tetravalente para evitar la induccion de
inmunoamplificaciéon durante infecciones subsecuentes
por serotipos heterélogos y asi minimizar el riesgo de
FHD/SCD (13). Otro factor a tener en cuenta es la
posibilidad de que surjan nuevas variantes del virus que
puedan burlar la inmunidad inducida por la vacuna (14).

Por otra parte no se cuenta con una via perfecta para
desarrollar una vacuna ya que todas las estrategias
existentes hasta el momento presentan ventajas y
desventajas.

Vacunas atenuadas

Los primeros candidatos vacunales que se obtuvieron
contra el Dengue fueron virus vivos atenuados
mediante el pase seriado de cepas de virus Dengue en
cerebro de ratéon lactante (13), estos trabajos
permitieron demostrar que con esta metodologia era
posible lograr la atenuacién (15, 16, 17) y que la
administraciéon de dichos candidatos en humanos fue
capaz de inducir inmunidad tipo especifica (18,17). No
obstante, estos trabajos de vacunas en cerebro de
ratén se abandonaron debido a la alta reactogenicidad
de las mismas (13).

El descubrimiento de la habilidad del virus de
propagarse en cultivos celulares dirigié la atencién de
los investigadores a la obtencién de vacunas atenuadas
en sustratos celulares (13). Los primeros pasos en esta
direcciéon se dieron en el Instituto Walter Reed; el
criterio que se utilizé para seleccionar las cepas como
posibles candidatos vacunales atenuados se basé en el
estudio de marcadores fenotipicos que permitieran

distinguir el crecimiento del candidato vacunal y la
cepa parental (19). Estos marcadores incluyeron:
dificultad del virus de crecer a temperaturas entre
37 °C y 39 °C, formaciéon de placas de pequeio
tamano en lineas celulares continuas de monos, y
disminuciéon de la neurovirulencia en ratones y de la
viremia en monos. En todos estos trabajos se llevé a
cabo una seleccién clonal de las cepas propuestas
como candidatos, con el objetivo de evitar la mezcla de
subpoblaciones heterogéneas de virus, garantizando asi
la existencia de poblaciones homogéneas en las
mismas (20).

El primer producto obtenido fue el PR - 159/ S-1 contra
virus Dengue tipo 2, el cual se administr6 a méas de
100 personas (21), fue moderadamente inmunogénico
(61% de seroconversién en no vacunados contra
Fiebre Amarilla) y resulté estar suficientemente
atenuado (22).

Los posteriores ensayos de candidatos vacunales
contra Dengue 4 (23), Dengue 1 (24) y Dengue 3 (25)
fueron desalentadores, pues resultaron insuficien-
temente inmunogénicos o patogénicos para los
voluntarios y los marcadores fenotipicos de atenuacién
no se mantuvieron estables.

Anos después se retomd el trabajo con la cepa de
Dengue 1 atenuada por Mc Kee y col. en 1987 (26), la
cual fue sometida a pases seriados en células de
cultivo primario de rinén de perro Beagle (RPB). Los
pases 10, 20 y 27 se utilizaron en ensayos en
humanos. La mejor seroconversion 'y menor
reactogenicidad se obtuvo con el pase 20,
proponiéndose su posible utilizacién para inmunizar a
adultos que viajan a areas con riesgo de transmision de
Dengue 1.

Marchette y col. en 1990 (27), desarrollaron otro
candidato vacunal contra Dengue 4 mediante pases

seriados sin seleccion clonal en células RPB.
Posteriormente Hoke y col., en 1990 (28) reportaron
que la aplicacion de éste en humanos indujo

anticuerpos neutralizantes en 5 de 8 vacunados.

Por otra parte, un grupo de investigadores en la
Universidad de Mahidol en Bangkok desarrollaron
candidatos vacunales a partir de virus pasados en
células RPB (Dengue 1, 2 y 4) y en células de cultivo
primario de rindn de mono verde africano (PGMK)
(Dengue 3) hasta que sus caracteristicas fenotipicas
difirieran de las del parental, estas caracteristicas
fueron: reducciéon del tamafio de placas, sensibilidad a
la temperatura, neurovirulencia en ratones y habilidad
de crecer en monocitos humanos asi como causar
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viremia en monos. Estos virus no fueron sometidos a la
seleccion clonal (13).

Estos candidatos vacunales vivos atenuados fueron
desarrollados contra los cuatro serotipos; la
administracion de preparaciones monovalentes de los
mismos a voluntarios no inmunes a flavivirus indujo en
ellos la produccién de anticuerpos neutralizantes entre
los dias 30 y 60 postinoculaciéon y la mayoria de ellos
mostré un titulo de anticuerpos neutralizantes mayor
que 1/10 a los dos afios después de haber sido
inoculados, por otra parte dichos voluntarios no
desarrollaron la enfermedad vy sélo desarrollaron
sintomas menores y de tipo transitorio (29).

La posterior aplicacion a humanos de candidatos
vacunales bivalentes (Dengue 2 y 4; Dengue 1y 4y
Dengue 1 y 2) fue capaz de inducir la produccién de
anticuerpos neutralizantes contra los serotipos
administrados hasta 6 meses posinmunizacién, de igual
forma al ser administrado el candidato trivalente
(Dengue 1, 2 y 4) se detectaron anticuerpos
neutralizantes contra dichos serotipos hasta dos afios
después de la inmunizacién. Para el caso de aquellos
voluntarios que recibieron preparaciones tetravalentes
la mayoria desarroll6 anticuerpos neutralizantes contra
los 4 serotipos y algunos sélo contra tres de ellos (29).

Los estudios de Fase | de esta vacuna se llevaron a
cabo en Estados Unidos por el Instituto Walter Reed,
los de Fase Il se realizaron en Tailandia donde se
obtuvo una alta seroconversién con un minimo de
reactogenicidad después de ser aplicada una segunda
dosis de inmunizacién. En noviembre de 1999
comenzaron a realizarse ensayos en niflos de 5 a 14
anos (29).

Alvarez y col en 2001 (30), sometieron la cepa cubana
A15 de Dengue 2 a pases seriados en células RPB
obteniéndose cambios fenotipicos en la misma como
sensibilidad a la temperatura, formacién de placas de
pequeio tamafo, reduccidn de neurovirulencia en
ratones y disminucién de efecto citopatico en lineas
celulares permisivas, este resultado es de gran
importancia en relacién con la atenuaciéon de dicha
cepa y por tanto para el desarrollo de vacunas.

Estas vacunas desarrolladas contra Dengue presentan
los mismos inconvenientes que el resto de las vacunas
vivas atenuadas, son labiles a los cambios de
temperatura, su posible reversién a la Vvirulencia,
interferencia con la infeccion natural y atenuaciéon
insuficiente. Asi como comparten sus principales
ventajas, generan una inmunidad protectora a largo
plazo y se necesita una cantidad minima de antigeno

para producir una buena respuesta protectora ya que el
virus es capaz de replicarse (31).

Vacunas inactivadas

Aunque el desarrollo de vacunas inactivadas contra
Dengue no ha sido muy explotado debido a la pobre
replicacién del virus en cultivos celulares, esta via no
ha sido completamente desechada. Putnak y col. (32)
desarrollaron un candidato vacunal inactivado contra
Dengue 2 en células de pulmén fetal de monos rhesus
y evaluaron la respuesta en ratones obteniendo altos
titulos de anticuerpos neutralizantes contra el serotipo
homélogo y proteccidén parcial en dichos ratones. Otro
candidato del mismo virus se desarrollé en células Vero
el cual indujo altos titulos de anticuerpos neutralizantes
en ratones y monos rhesus. Los ratones inmunizados
fueron completamente protegidos ante un reto con la
cepa salvaje y los monos vacunados mostraron una
significativa reducciéon en los dias de viremia al ser
retados con la cepa salvaje (33).

Empleo de vectores infecciosos

La ingenieria genética también ha sido ampliamente
utilizada para la obtenciéon de un inmunégeno contra el
virus (34). Una de las estrategias que se ha seguido ha
sido la utilizacibn de vectores infecciosos como
vaccinia y otros poxvirus relacionados para expresar
genes del virus; varios de estos recombinantes han
sido probados en animales (34).

Bray y col. en 1989 (35) reportaron la protecciéon
contra encefalitis letal en ratones inoculados con
vaccinia recombinante que expresaba el gen de la
proteina E de Dengue 4, ya fuera solo o asociado a los
que codifican para las proteinas estructurales y no
estructurales, sin embargo estos recombinantes no
indujeron respuesta de anticuerpos neutralizantes en
los ratones.

Otros autores obtuvieron respuesta de anticuerpos
neutralizantes e inhibidores de la hemaglutinaciéon en
ratones inoculados con vaccinia recombinante que
coexpresaron las proteinas prM y E de Dengue 1 (36).

Las ventajas del uso de vectores vivos en la generacion
de vacunas son la induccion de buenas respuestas
celulares y que se evitan los problemas del
procesamiento y purificacidon del antigeno inherentes a
las vacunas de subunidades proteicas (34). Uno de los
inconvenientes que tiene el empleo de vaccinia para
este fin es su capacidad potencial de causar
infecciones  generalizadas en personas inmuno-
deprimidas, lo cual ha sido mejorado con el uso de
virus vaccinia atenuado y con la introduccién de
vectores mas aceptables como los poxvirus que tienen
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un rango hospedero limitado cuya replicacién es
abortiva en especies no aviares (37); esto ha hecho
que se haya continuado trabajando con estos vectores
para el desarrollo de vacunas contra Dengue como el
virus vaccinia Ankara, altamente atenuado para
expresar el 80% de las proteinas E de Dengue 2 y 4, el
recombinante que expresaba la proteina de Dengue 4
no indujo respuesta de anticuerpos neutralizantes en
ratones, mientras que si fue inducida con el que
expresaba la de Dengue 2, este ultimo recombinante
fue capaz de inducir respuesta protectora en monos
que fueron sometidos a un reto letal (38).

Vacunas de subunidades

El camino de las vacunas de subunidades proteicas
también ha sido explorado para la expresién de
proteinas recombinantes para lo cual se han utilizado
tanto vectores procariotas como eucariotas (34).

Srivastava y col., en 1995 (39) expresaron en
Escherichia coli un segmento de la proteinas E y NS1
de Dengue 2, fusionado con la proteina A de
Staphylococcus aureus, los ratones inmunizados con
esta proteina de fusién purificada desarrollaron
anticuerpos neutralizantes e inhibidores de Ia
hemaglutinacién contra Dengue 2 y fueron protegidos
en un reto letal contra dicho virus. La expresiéon de
antigenos proteicos en vectores procariotas es
relativamente barata, pero tiene como desventajas que
no se glicosilan, la estructura terciaria de las proteinas
puede no mantenerse durante la purificacion y la
respuesta inmune inducida por ellos es pobre (14).

Sariol y col. en 1998 (40), utilizaron la levadura Pichia
pastoris para expresar la proteina E de Dengue 4
truncada en el aa 53 de su carboxilo terminal, dicha
proteina purificada tanto por cromatografia de
inmunoafinidad como por cromatografia de adsorcién
de iones metdlicos inmovilizados produjo anticuerpos
neutralizantes e inhibidores de hemaglutinacién (41).
Con el uso de este vector eucariota se puede lograr la
glicosilaciéon de la proteina a expresar, asi como una
correcta estructura terciaria (14).

La utilizaciéon de baculovirus como vector de expresion
para la produccién de antigenos de subunidades
proteicas ha permitido producir grandes cantidades de
antigeno y un correcto procesamiento de las
glicoproteinas, sin embargo estos antigenos necesitan
ser purificados y pueden no generar una buena
respuesta celular (34).

Ratones inmunizados con un fragmento de la proteina
E de Dengue 1 expresada en baculovirus produjeron

anticuerpos neutralizantes contra Dengue 1 y fueron
protegidos en un reto letal contra dicho virus (42).

La inmunizacién de ratones con la proteina E completa
de Dengue 2 expresada en baculovirus, no indujo la
produccién de anticuerpos neutralizantes contra dicho
serotipo y fueron parcialmente protegidos contra un
reto letal con el mismo (43).

Proteinas E de Dengue 2 y 3 truncadas en su carboxilo
terminal fueron expresadas en baculovirus. El suero de
ratones inoculados con cada una de ellas mostré
anticuerpos neutralizantes contra el serotipo homdlogo,
mientras que la inmunizacién con una preparacion
bivalente incluyendo ambas proteinas los indujo contra
ambos serotipos. Ante un reto con Dengue 2, la
proteina recombinante del serotipo homélogo indujo
una proteccion del 90% vy la del heterélogo una
protecciéon cruzada del 54%, por su parte la
preparacion bivalente indujo protecciéon en el 80% de
los ratones inoculados (44).

Staropoli y col., en 1997 (45) también reportaron la
produccién de anticuerpos neutralizantes e inmunidad
protectora en ratones inmunizados con proteina E de
Dengue 2 expresada en baculovirus y truncada en su
carboxilo terminal.

Kelly y col., en el 2000 (46) inmunizaron ratones
adultos con agregados multiméricos de una Proteina E
completa de Dengue 2 expresada en baculovirus y
obtuvieron altos titulos de anticuerpos neutralizantes.

Una vacuna de subunidades proteicas conteniendo el
dominio B de la proteina E de los 4 serotipos fusionado
a la proteina maltosa de E. Coli se evalud
individualmente y de forma tetravalente en ratones. El
suero de los animales inmunizados con el candidato
monovalente desarrollé altos titulos de anticuerpos
neutralizantes contra el serotipo homélogo. De igual
forma el suero de los ratones inmunizados con el
candidato tetravalente neutralizé los 4 serotipos de
dengue en el ensayo de neutralizacién por reduccién de
placas (47).

Otro candidato se desarroll6 a partir de particulas
subvirales extracelulares de dengue 2 producidas por
una linea celular de mamiferos establemente
transfectada. La inmunizaciéon de ratones Balb/c con
estas particulas subvirales indujo niveles adecuados de
anticuerpos neutralizantes (48).

Vazquez y col. en 2002 (49), evaluaron la actividad
inmunolégica de cinco péptidos sintéticos que
contenian epitopes para células B de la proteina prM de
Dengue 2 en ratones BALB/c. Dos péptidos indujeron
anticuerpos neutralizantes contra los 4 serotipos de
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Dengue. Cuatro de los mismos indujeron respuestas
proliferativas virus especificas sugiriendo la presencia
de epitopes para células T y la inmunizacién de ratones
con tres de ellos provocdé niveles significativos de
protecciéon ante un reto con Dengue 2. Este resultado
es importante para establecer la importancia de
antigenos prM y M en el desarrollo de vacunas contra
Dengue.

Virus atenuados por ingenieria genética y clonos
infecciosos de ADN

Una tecnologia de gran potencial para la obtencién de
vacunas contra Dengue es el desarrollo de virus
atenuados por ingenieria genética y de clones
infecciosos de ADN. Esta permite determinar qué
nucledtidos son los responsables de la atenuaciéon de
cepas salvajes, desarrollar lotes de vacunas atenuadas
con alta estabilidad genética, constituye una alternativa
para la obtencién de vacunas de virus atenuados por la
via clasica y alterar o reemplazar genes virales para
lograr candidatos vacunales no patogénicos vy
altamente inmunogénicos (34).

Se han construido quimeras intertipicas Dengue
4/Denguel y Dengue 4/Dengue 2, usando un clon
infeccioso de cADN de Dengue 4; la primera de ellas es
antigénicamente especifica para Dengue 1 y la segunda
para Dengue 2; las mismas se utilizaron para inmunizar
monos rhesus y se obtuvo que los inmunizados con
Dengue 4/Dengue 1 produjeron anticuerpos
neutralizantes contra Dengue 1 y hubo proteccién ante
un reto letal con dicho serotipo. Resultados similares a
los anteriores se obtuvieron en el caso de la quimera
Dengue 4/Dengue 2 y al inmunizar dichos monos con
una mezcla de ambas quimeras se produjeron
anticuerpos neutralizantes y proteccién contra ambos
serotipos, lo que sugirid que estas quimeras pudieran
ser empleadas en una vacuna tetravalente (50).

Un virus quimérico Dengue 2/Dengue 1 ha sido
construido utilizando para ello los genes que codifican
para las proteinas no estructurales de la cepa PDK 53
de Dengue 2 y los que codifican para las estructurales
de la cepa 16007 de Dengue 1. Esta quimera indujo en
ratén, mayores titulos de anticuerpos neutralizantes
contra Dengue 1 que la cepa atenuada PDK 13
derivada de la 16007. Esta quimera puede ser un
potencial candidato vacunal para Dengue 1. Con este
estudio sus autores sugieren que los clones infecciosos
derivados de la cepa PDK 53 pueden ser vectores
atenuados prometedores para el desarrollo de vacunas
quiméricas de flavivirus (51).

Un virus quimérico fue construido utilizando el cADN
infeccioso de Fiebre Amarilla al cual se le insertaron los

genes que codifican para las proteinas prM y E de
Dengue 2. La inmunizacién de monos rhesus con este
virus indujo una leve viremia que no se produjo ante un
reto con virus dengue 2 salvaje, y fue inducida
producciéon de anticuerpos neutralizantes e inmunidad
protectora ante un posterior reto (52), ademaés la
inmunizaciéon de ratones Balb/c con este candidato
indujo una respuesta especifica de células T CD8*
contra las proteinas prM y E de dengue 2, la cual
protegié dichos ratones contra una encefalitis letal por
dengue (53). Esta quimera presentd una reduccién de
la replicacién, en mosquitos A aegypis y Aedes
albopictus similar a la descrita para la cepa vacunal
17D de Fiebre amarilla (54). Recientemente Guirakhoo
y col. en 2002 (55), sometieron un candidato vacunal
tetravalente Fiebre amarilla-Dengue a reconstrucciones
genéticas y reformularon el contenido de la quimera de
Fiebre amarilla-Dengue 2 en la mezcla tetravalente. La
inmunizacién de monos con candidatos monovalentes
y tetravalente indujo altos niveles de anticuerpos
neutralizantes tanto contra las quimeras homélogas
como heterélogas en una primera dosis. La
administracion de una segunda dosis del candidato
vacunal tetravalente aumenté los titulos de anticuerpos
tanto a las quimeras homélogas como heterélogas. El
reajuste de la dosis contra la quimera Fiebre amarilla-
Dengue 2 resulté en una respuesta mas balanceada
contra las quimeras Fiebre amarilla-Denguel, 2 y 3,
pero resultd6 mayor para Fiebre amarilla-Dengue 4, lo
que sugiere la necesidad de hacer nuevos ajustes que
deberan ser probados en monos para poder definir la
formulacién éptima que sera probada en humanos.

Otro virus quimérico Fiebre amarilla /Dengue fue
construido remplazando los genes de fiebre amarilla
que codifican para las proteinas prM y E por los de
Dengue 2, la inmunizacién de ratones con este
candidato indujo respuesta de anticuerpos
neutralizantes y proteccién parcial contra un reto letal
por dengue 2 (56).

Se obtuvo un candidato vacunal contra Dengue 4 por
delecion de 30 nucledtidos en la region NTR del
genoma viral (57). Se realizé un ensayo clinico en 20
voluntarios para evaluar la inmunogenicidad vy
reactogenicidad al vacunar con una dosis Unica de
dicho candidato, obteniéndose que fue bien tolerado y
no causé enfermedad sistémica en ninguno de los
voluntarios; sélo 10 de ellos desarrollaron un rash
macular ligero y cinco una ligera elevacién en el suero
de los niveles de alanina aminotransferasa. Todos
seroconvirtieron con titulos de anticuerpos
neutralizantes mayores de siete veces en el dia 28 y
14 de ellos manifestaron viremia (58). Recientemente
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estos autores construyeron por esta via de mutacion,
un candidato vacunal contra dengue 1, el cual resulté
ser inmunogénico y estar altamente atenuado al ser
evaluado en monos rhesus (59).

Esta linea de obtencién de mutantes de delecién en la
zona 3 no codificante del genoma de Dengue ha sido
descrita por otros autores, los que han logrado
mutantes de virus dengue 1 y 2 con un rango
restringido de hospedero (60).

Generacion de estructuras semejantes a viriones

La generaciéon de estructuras particuladas semejantes a
viriones también ha sido empleada para obtener un
candidato vacunal contra Dengue. Se han obtenido
estructuras esféricas con un didmetro de 30 nm vy
morfologia semejante a la de Dengue, en las que se
comprobé la existencia de proteina E al utilizar
anticuerpos monoclonales en una inmunomicroscopia
electréonica; dichas estructuras se obtuvieron al
coexpresar las proteinas estructurales de Dengue 1 en
Pichia pastoris y fueron capaces de inducir anticuerpos
neutralizantes al emplearlas en la inmunizacién de
conejos (61).

Vacunas de ADN

Las vacunas de ADN han acaparado el interés de
muchos investigadores involucrados en el desarrollo de
vacunas contra Dengue (62). Estas vacunas brindan la
posibilidad de que las proteinas virales sean procesadas
dentro de las células hospederas, facilitan la formacién
de epitopes conformacionales y se estimula la
respuesta celular citotéxica, sin embargo, tiene como
desventajas la posibilidad de que el ADN se integre al
genoma celular, la generacién de enfermedades
autoinmunes y que se induzca una tolerancia
inmunoldégica (63).

El primer reporte de este tipo de vacuna para Dengue
fue realizado por Kochel y col. en 1997 (64), ellos
clonaron la proteina prM y 92% de la E de Dengue 2
en plasmidos de expresiéon eucariotas con los que
inmunizaron ratones en los cuales se indujo Ila
produccién de anticuerpos neutralizantes. Un aio
después Porter y col. (65) incorporaron un motivo cpG
del ADN inmunoestimulatorio a la construccién anterior
e inmunizaron ratones que fueron sometidos a un reto
letal y lograron proteccién en los mismos.

Proteccién en macacos rhesus se logré al inocular los
mismos por la via intramuscular con un candidato
vacunal de ADN que expresaba las proteinas prM y E
de Dengue 1 (66). Resultados similares se obtuvieron
al inocular monos Aotus nancymae con una
construccién de Dengue 1 similar a la anterior, estos

monos produjeron anticuerpos neutralizantes y fueron
protegidos contra un reto letal con Dengue 1 (67).

En los dltimos afios se ha logrado un mayor
conocimiento de la enfermedad y su etiopatogenia asi
como de los aspectos necesarios para lograr una
vacuna que brinde proteccién efectiva y duradera para
el virus (10). Sin embargo, la prevenciéon de la FD y
FHD dependen en gran medida del esclarecimiento de
la patogénesis de la enfermedad, de la respuesta
inmune natural a la infecciéon y de la posible diversidad
genética del genoma viral por lo que el desarrollo de
vacunas potentes y seguras, sobre todo para las
poblaciones que viven en &areas endémicas, continla
siendo un reto para los afos venideros (68).
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Dengue Fever (DF) and Dengue Haemorragic Fever (DHF) have emerged as the most important human viral diseases
transmitted by arthropod vectors. The characteristics of this disease, plus the absence of effective antiviral drugs,
the increase in the number of cases, affected countries and the difficulties for vector control have made the
development of dengue vaccines a public health priority. Since the middle of the past century many strategies have
been explored to achieve this objective. In spite of the advances in this field, there is much research to be done in
order to have available an immunogen against dengue.
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