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SÍNTESIS 
 

El desarrollo de subunidades recombinantes que contienen al dominio III de la 

proteína de la envoltura (E) de los virus del dengue (DEN) es una alternativa para el 

desarrollo de una vacuna segura contra esta entidad. En este trabajo caracterizamos 

la respuesta inmune inducida en monos por proteínas recombinantes de fusión de 

DEN 1 y DEN 2 que contienen al dominio III de la proteína E fusionado a la proteína 

P64k de Neisseria meningitidis. Se demostró que la proteína recombinante P64k-

dominio III de DEN 1 induce una respuesta inmune protectora en monos, similar a lo 

obtenido previamente para la proteína quimérica homóloga del serotipo 2  en este 

modelo. La proteína recombinante de DEN 1 (PD10) y la de DEN 2 (PD5) 

sensibilizaron al sistema inmune ante una dosis con el virus infectivo homólogo, lo 

que apoya el uso de estas proteínas recombinantes en estrategias de inmunización 

combinadas con cepas atenuadas, como una alternativa para revertir las principales 

desventajas de ambos enfoques. La respuesta de anticuerpos generada después de 

la inmunización con PD10 y PD5 en monos neutralizó a varias cepas del serotipo 

homólogo in vitro, y por tanto, las formulaciones basadas en este sitio podrían ser 

empleadas en áreas con circulación de varias variantes virales. Se confirmó también 

que los anticuerpos inducidos por PD10 y PD5 en monos se dirigen mayoritariamente 

al serotipo homólogo, lo que podría disminuir el riesgo de amplificación dependiente 

de anticuerpos después de la vacunación. Particularmente, los anticuerpos que se 

desarrollaron por la inmunización con el dominio III de DEN 1 disminuyeron la 

amplificación in vitro del virus DEN 2 en relación con los sueros de monos inoculados 

con el virus DEN 1 completo. Los resultados obtenidos en este trabajo avalan las 

potencialidades de las proteínas recombinantes de fusión P64k-dominio III de DEN 1 

y DEN 2 como futuros candidatos vacunales. 
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1. INTRODUCCIÓN 

El dengue es una enfermedad viral transmitida por vectores (mosquitos del género 

Aedes) causada por cualquiera de los cuatro serotipos del virus del mismo nombre 

(Burke y Monath, 2001). El dengue es endémico en gran parte de América y Asia y 

se estima que causa de 50-100  millones de infecciones anuales, de las cuales 

500 000 resultan en casos de fiebre hemorrágica o del síndrome de choque por 

dengue (FHD/SCD) (OMS, 2008). A pesar de los múltiples esfuerzos realizados 

por la comunidad científica internacional, aún no existe una vacuna licenciada 

contra el dengue y las medidas de prevención están dirigidas al control y a la 

erradicación del vector. 

El desarrollo de un candidato vacunal contra los virus del dengue se ha visto 

limitado por varios factores. En primer lugar, es necesario desarrollar una vacuna 

tetravalente que induzca inmunidad protectora de larga duración contra los cuatro 

serotipos del virus de forma simultánea. La inmunidad deficiente contra uno de los 

serotipos del virus dengue puede constituir un factor de riesgo para el desarrollo 

de las formas severas de la enfermedad durante las infecciones por este serotipo 

que ocurran con posterioridad a la vacunación. La hipótesis más aceptada para 

explicar este fenómeno es la amplificación dependiente de anticuerpos (ADA), que 

plantea el incremento de la multiplicación viral mediado por los anticuerpos 

heterotípicos no neutralizantes y los receptores para Fc de las células dianas 

(Halstead y Simasthien, 1970). Por tanto, la capacidad amplificadora de los 

anticuerpos inducidos por las formulaciones monovalentes frente a los serotipos 

heterólogos debe ser considerada en la evaluación de los candidatos vacunales 

contra el virus dengue. Por otra parte, no se cuenta con un modelo animal que 
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reproduzca adecuadamente los síntomas y signos de la enfermedad. Aún cuando 

los monos desarrollan una respuesta serológica similar a la de humanos, la 

viremia tiende a ser más moderada (Halstead y Palumbo, 1973; Guirakhoo y cols, 

2000; Sariol y cols, 2007). Se plantea que los monos Macaca mulatta muestran los 

niveles de infección por dengue más cercanos a los observados en humanos, sin 

embargo, debido a su disponibilidad baja, otras especies como los Macaca 

fascicularis son también empleadas (Velzing y cols, 1999; Koraka y cols, 2007b). 

Una de las limitantes de la evaluación de los candidatos vacunales en monos es el 

número restringido de animales que son empleados en los diferentes estudios, lo 

que limita el alcance de los resultados obtenidos. Es de interés, por tanto, estudiar 

las posibles limitaciones del empleo de los monos Macaca fascicularis en 

comparación con los Macaca mulatta para la evaluación de los candidatos 

vacunales contra el virus dengue. 

Además, los marcadores inmunológicos de protección para el virus dengue en los 

diferentes modelos animales y en el hombre no están totalmente esclarecidos. Los 

anticuerpos neutralizantes son considerados como el principal mecanismo de 

protección frente a la reinfección (Hombach y cols, 2007). 

Las vacunas que se encuentran actualmente en fases más avanzadas de 

desarrollo están basadas en virus vivos atenuados, obtenidos por vía convencional 

mediante pases seriados en cultivos celulares o por vía recombinante (Hombach, 

2007). Sin embargo, estos candidatos inducen reacciones adversas severas 

(entendidas como el desarrollo de los síntomas y signos de la enfermedad por 

dengue) después de la vacunación en humanos e interferencia entre los cuatro 

serotipos presentes en las formulaciones tetravalentes. Como una alternativa a los 

virus vivos atenuados se desarrollan candidatos vacunales de subunidades 

recombinantes, que constituyen una variante superior a los atenuados desde el 

punto de vista regulatorio. Las subunidades recombinantes del virus, al ser 

sistemas no replicativos, no es probable que induzcan los síntomas y signos de 

una infección por dengue después de la vacunación en humanos, no existe el 

riesgo de que sean transmitidos a los mosquitos y luego al hombre, ni de que 

reviertan al fenotipo virulento. Con el uso de una estrategia basada en sistemas no 
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replicativos se reduce también el riesgo de interferencia entre los cuatro 

componentes de las formulaciones tetravalentes, lo que asegura la inducción de 

una respuesta inmune balanceada contra los cuatro serotipos (Whitehead y cols, 

2007). 

El uso de subunidades recombinantes tiene la desventaja de que estas necesitan 

de adyuvantes para la inducción de una respuesta inmune óptima, lo que puede 

añadir toxicidad a las formulaciones finales. Además, la inmunización con 

proteínas recombinantes tiene una baja probabilidad de inducir una respuesta 

inmune celular y requiere de dosis de reactivación para mantener la respuesta 

inmune en el tiempo. Por estas últimas desventajas se pensó en el empleo de las 

proteínas recombinantes del virus dengue en estrategias de inmunización 

combinadas con vacunas vivas atenuadas. Sensibilizar al sistema inmune con 

proteínas recombinantes y luego reactivarlo con cepas atenuadas de dengue 

puede disminuir las reacciones adversas producidas en humanos por las cepas 

atenuadas y además inducir una respuesta humoral y celular duradera. Con este 

fin, las proteínas recombinantes del virus dengue desarrolladas como candidatos 

vacunales deben sensibilizar eficientemente el sistema inmune frente a la infección 

con el virus completo. 

Dentro de la estructura del virus dengue, el dominio III de la proteína de la 

envoltura (E) se identificó como una región prometedora para el desarrollo de 

vacunas basadas en subunidades recombinantes. El dominio III se encuentra 

expuesto y accesible en la superficie del virión y contiene el sitio de unión del virus 

al receptor celular (Kuhn y cols, 2002). Además, este dominio presenta múltiples 

epitopos para anticuerpos neutralizantes específicos de tipo y subtipo (Megret y 

cols, 1992; Roehrig y cols, 1998; Crill y Roehrig, 2001) y especialmente, los 

anticuerpos neutralizantes más potentes descritos contra el virus dengue 

reconocen a este dominio (Crill y Roehrig, 2001). El dominio III tiene también un 

bajo potencial para la inducción de anticuerpos de reactividad cruzada contra los 

serotipos heterólogos (Simmons y cols, 1998), que pudieran mediar la ADA 

durante las infecciones siguientes a la vacunación. Además, la integridad 

antigénica y estructural de este dominio depende de un único puente disulfuro, lo 
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que facilita su obtención en sistemas de expresión procariota como Escherichia 

coli con el establecimiento de procesos de desarrollo fácilmente escalables y 

económicos. 

El proyecto cubano para el desarrollo de una vacuna contra los virus del dengue, 

ejecutado en colaboración entre el Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kourí” y el 

Centro de Ingeniería Genética y Biotecnología, desarrolla como una de sus 

estrategias la obtención de subunidades recombinantes que contienen al dominio 

III de la proteína E de cada uno de los cuatro serotipos, fusionado a la proteína 

P64k de Neisseria meningitidis. La proteína P64k de Neisseria meningitidis es 

altamente inmunogénica y sus propiedades como proteína portadora (González y 

cols, 2000) y su seguridad (Perez y cols, 2001) se demostraron previamente en 

humanos. Hasta la fecha se demostró la inmunogenicidad de las proteínas 

recombinantes correspondientes a los serotipos 1 y 2 en el modelo de ratón 

(Hermida y cols, 2004a; Hermida y cols, 2004b) y sólo de la proteína recombinante 

del serotipo 2 en monos M. fascicularis (Hermida y cols, 2006). 

Con estos antecedentes, como continuación de la caracterización de la respuesta 

inmune generada por las proteínas recombinantes de fusión P64k-dominio III de 

los serotipo 1 y 2 en monos, en este documento nos propusimos la hipótesis 

siguiente: 
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1.1. Hipótesis 

La proteína P64k-dominio III de dengue 1 induce una respuesta inmune funcional 

en monos contra el virus homólogo y reduce el riesgo de ADA frente al virus 

dengue 2. De la misma manera que la construcción similar del serotipo 2, 

sensibiliza al sistema inmune ante el reto viral y genera una respuesta de 

anticuerpos mayoritaria contra el serotipo homólogo que es neutralizante a varias 

cepas del mismo serotipo. 
  

1.2. Objetivos 
 

1.2.1. Objetivo General 
 

• Caracterizar la respuesta inmune generada en monos por las proteínas 

recombinantes P64k-dominio III de los serotipo 1 (PD10) y 2 (PD5). 
 

1.2.2. Objetivos Específicos 
 

1. Evaluar la capacidad inmunogénica y protectora de la proteína PD10 frente al 

virus dengue 1 en dos especies de monos  

2. Determinar la respuesta inmune humoral tras el reto viral de los monos 

inmunizados con las proteínas PD10 y PD5. 

3. Determinar la reactividad cruzada de los anticuerpos inducidos por las 

proteínas quiméricas PD10 y PD5 en monos a los cuatro serotipos y a cepas 

de los virus homólogos. 

4. Determinar la capacidad de ADA de los sueros de monos inmunizados con la 

proteína PD10 frente al virus dengue 2. 
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1.3. Novedad científica  

Por primera vez a nivel mundial se demuestra que: 

• Una proteína recombinante que contiene al dominio III de la proteína E del 

virus dengue 1 es inmunogénica y protectora en monos. 

• La respuesta de anticuerpos inducida por una proteína recombinante que 

contiene al dominio III de la proteína E del virus dengue 1 reduce el riesgo de ADA 

frente a al virus dengue 2, en relación con la inmunización con el virus dengue 1.  

• Las proteínas recombinantes de fusión que contienen al dominio III de la 

proteína E de los serotipos 1 y 2 sensibilizan al sistema inmune ante el reto viral. 

• Las proteínas recombinantes que contienen al dominio III de la proteína E de 

los serotipos 1 y 2 generan una respuesta de anticuerpos neutralizante a varias 

cepas del mismo serotipo. 

1.4. Valor teórico 

• Extiende la credibilidad de las variantes de inmunógenos quiméricos que 

comprenden un fragmento de la proteína estructural del virus del dengue (dominio 

III), al demostrarse que tras su administración es posible evitar la propagación del 

virus en un modelo de monos y la sensibilización frente a la infección por un 

serotipo heterólogo. 

• Los resultados incrementan el conocimiento acerca de la inmunogenicidad de 

la región del dominio III de la proteína de la envoltura del virus dengue en monos, 

al demostrarse que la respuesta de anticuerpos inducida se dirige 

mayoritariamente contra el serotipo homólogo y que a su vez neutraliza varias 

cepas dentro de un mismo serotipo. 

• Los resultados presentados están recogidos en 4 publicaciones internacionales 

en revistas de impacto.  

1.5. Valor práctico 

• Se demuestra la utilidad de los monos M. fascicularis con respecto a los M. 

mulatta para la evaluación de las proteínas recombinantes P64k-dominio III. 

• Se demuestran las potencialidades de las proteínas recombinantes de dengue 

1 y dengue 2 como futuros candidatos vacunales contra el virus dengue. 
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2. REVISION BIBLIOGRÁFICA 

2.1. Características de los virus del dengue 

Los virus del dengue (DEN) pertenecen al  género Flavivirus de la familia 

Flaviviridae. Este género agrupa a aproximadamente 70 miembros, entre los que 

se encuentran el virus de la Fiebre Amarilla (FA) -virus prototipo- y el virus de la 

Encefalitis Japonesa (EJ) (Burke y Monath, 2001). El DEN es transmitido al 

hombre a través de la picada de la hembra del mosquito Aedes aegypti (Gubler y 

Clark, 1994). Este virus persiste en la naturaleza mediante un ciclo de transmisión 

hombre-mosquito-hombre (McBride y Bielefeldt Ohmann, 2000). 

Las partículas virales maduras son esféricas, presentan un diámetro entre 40 y 60 

nm y contienen una nucleocápsida de 30 nm de diámetro rodeada por una bicapa 

lipídica de 10 nm de espesor. Esta bicapa proviene de la membrana de la célula 

hospedera y en ella están insertadas las proteínas de la envoltura y de la 

membrana, que forman proyecciones de 7 nm de longitud en la superficie del 

virión (Burke y Monath, 2001).  

El genoma viral consiste de una molécula de ARN de simple cadena positiva, de 

aproximadamente 11 kb de longitud y 4,2 kDa de peso molecular, que posee en el 

extremo 5′ una caperuza m7G5′ppp5′A y no presenta cola poliadenilada en el 

extremo 3′ (Lindenbach y Rice, 2001). Contiene un solo marco de lectura que 

codifica para las tres proteínas estructurales: cápsida (C), envoltura (E) y 

membrana (M) (esta última se obtiene durante la maduración de la partícula viral a 
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partir del precursor denominado prM), y para siete proteínas no estructurales: 

NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B y NS5 (Chambers y cols, 1990; Lindenbach 

y Rice, 2001). En los extremos 5′ y 3′ están presentes secuencias no codificadoras 

(NCR, -del inglés- non coding region) que dirigen los procesos de amplificación, de 

traducción y de empaquetamiento del genoma viral (Lindenbach y Rice, 2001; 

Lindenbach y Rice, 2003). 

2.2. Proteína de la envoltura del virus dengue 

La proteína E tiene un peso molecular de 53 a 54 kDa y se encuentra glicosilada 

en la mayoría de los virus de esta familia. Contiene aproximadamente 500 

residuos aminoacídicos (Chambers y cols, 1990) y un dominio N-terminal anclado 

en la membrana. Presenta en su estructura 12 residuos aminoacídicos de cisteína 

que forman seis puentes disulfuros intramoleculares (Nowak y Wengler, 1987).  

La cadena polipeptídica que conforma el fragmento soluble de la proteína E se 

ensambla en tres dominios: un dominio central en hoja plegada (dominio I), una 

región de dimerización elongada (dominio II) y una tercera región tipo 

inmunoglobulina (dominio III) que constituye el dominio carboxilo-terminal (aa 303-

395) (Rey y cols, 1995; Rey, 2003). De acuerdo a la estructura del virión, el 

dominio III se encuentra expuesto (Kuhn y cols, 2002). 

La proteína E desempeña un papel esencial en la unión a los receptores celulares, 

en la fusión a las membranas de las células y en el ensamblaje de los viriones, y 

constituye el determinante antigénico principal del virus del DEN (Rey y cols, 

1995). Particularmente, el dominio III de la proteína E presenta epitopos inductores 

de anticuerpos neutralizantes específicos de serotipo y en él se encuentra el sitio 

de unión al receptor celular (Rey y cols, 1995; Crill y Roehrig, 2001; Gromowski y 

Barrett, 2007).  

2.3. Serotipos y subtipos genéticos 

Los virus que conforman el complejo dengue existen como cuatro serotipos 

diferentes que están antigénicamente relacionados y que muestran una identidad 

de secuencia de un 70% aproximadamente (Henchal y cols, 1983). A través de los 
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estudios genómicos se identificaron varios genotipos dentro de un mismo serotipo 

viral. 

Laille y cols (2004) estudiaron la secuencia del gen que codifica para la proteína E 

de 31 cepas de DEN 1 y demostraron la existencia de cinco genotipos para este 

serotipo con una diferencia del 6% en la secuencia estudiada. El genotipo I está 

asociado a cepas aisladas en Japón, Hawai y Asia, el genotipo II a cepas aisladas 

en Tailandia, el genotipo III a cepas selváticas de Malasia, el genotipo IV a cepas 

aisladas en el Sudeste de Asia, Pacífico Sur y Australia, y el genotipo V a cepas 

aisladas en América, África y el Sudeste de Asia (Laille y Roche, 2004). 

Del virus DEN 2 se identificaron cuatro genotipos con un 6% de diferencia en la 

secuencia del genoma viral que codifica para la proteína E (1 485 nucleótidos). 

Estos se clasificaron como genotipo asiático (cepas aisladas en Tailandia, Nueva 

Guinea, Bolivia, Brasil, Colombia, México y Venezuela), americano (cepas aisladas 

en México, Venezuela, Trinidad y Perú), Malasia-India (cepas aisladas en Sri 

Lanka) y oeste africano (cepas aisladas en Guinea y Senegal) (Rico-Hesse, 2007). 

Para este mismo serotipo, Twiddy y cols (2002) describieron otra clasificación 

basada también en el análisis de la región del genoma viral que codifica para la 

glicoproteína E de la envoltura viral, que divide a las cepas de DEN 2 estudiadas 

en cinco genotipos con una diferencia promedio entre ellas de 7,3%. En este caso 

los genotipos se denominaron como selvático (cepas aisladas en África y Asia), 

asiático 1 (cepas aisladas en Tailandia y Malasia), asiático 2 (cepas aisladas en 

Filipinas, Taiwán, Viet Nam, China y en Sri Lanka), americano (cepas aisladas en 

Perú, Venezuela, en el Caribe y en el Pacífico Sur), asiático americano (cepas 

aisladas en China, Tailandia, Vietnam, Brasil, Venezuela y en el Caribe), y 

cosmopolita (cepas aisladas en África, Australia, en la India y en el Sudeste 

Asiático) (Twiddy y cols, 2002). 

Del virus DEN 3 se reconocen cuatro genotipos de acuerdo al análisis de la región 

que codifica para las proteínas estructurales prM/M-E, con una diferencia en la 

secuencia nucleotídica de 6,5%. El genotipo I se corresponde con cepas aisladas 

en Indonesia, Malasia, Filipinas y en las Islas del Pacífico Sur, el genotipo II con 

cepas aisladas en Tailandia, el genotipo III con cepas aisladas en la India, Sri 
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Lanka, África y con la cepa aislada en Somoa en 1986 y el genotipo IV con cepas 

aisladas en Puerto Rico y con la cepa aislada en Tahití en 1965 (Lanciotti y cols, 

1994). 

Para el virus DEN 4 se identificaron sólo dos genotipos y las diferencias entre ellos 

en la secuencia que codifica para la proteína E son menores del 8%: el genotipo I 

para cepas aisladas en Filipinas, Tailandia y en Sri Lanka, y el genotipo II para 

cepas aisladas en Indonesia, en América Central y del Sur, en el Caribe y en el 

Pacífico Sur (Lanciotti y cols, 1997). 

2.4. Replicación viral 

Después de la inoculación del virus DEN en la piel a través de la picadura del 

mosquito Aedes aegypti, el virus se replica inicialmente en la células dendríticas 

con la subsiguiente diseminación sistémica y la infección de los macrófagos y los 

linfocitos (Marovich y cols, 2001; Kou y cols, 2008). 

El virus DEN entra a las células hospederas por endocitosis medida por un 

receptor (Clyde y cols, 2006). Sin embargo, a pesar de que el sitio de unión viral 

se identificó ya en el dominio III de la proteína E (Rey y cols, 1995), el receptor 

celular es aún una incógnita. Se postula que la primera interacción del virus DEN 

tiene lugar con elementos de unión de baja afinidad presentes en la superficie 

celular, que tienen la función de concentrar el virus, para después ser transferido a 

un segundo receptor proteico capaz de internalizarlo. Entre los elementos 

identificados que interactúan con baja afinidad se encuentran el heparán sulfato, 

una lectina de tipo C (DC-SIGN -del inglés- dendritic cell specific intercellular 

adhesion molecule-3-grabbing nonintegrin) y un homólogo de DC-SIGN, el L-SIGN 

–del inglés- lymph node specific intercellular adhesion molecule-3-grabbing 

nonintegrin (Lozach y cols, 2005). Entre los elementos que actúan con elevada 

afinidad se encuentran las proteínas de choque térmico, los proteoglicanos de 

heparán sulfato y el receptor de laminina de alta afinidad (Hilgard y Stockert, 2000; 

Moreno Altamirano y cols, 2002; Thepparit y Smith, 2004). 

Después de la internalización del virus en la célula se forman las vesículas 

recubiertas de clatrina y posteriormente los endosomas. El pH ligeramente ácido 
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de los endosomas (inferior a 6,5) provoca un cambio conformacional irreversible 

en la proteína E, donde ésta se reasocia en trímeros para dar lugar a la exposición 

del dominio de fusión (Allison y cols, 1995) y a la posterior fusión entre el virus y la 

membrana del endosoma, que provoca la liberación de la nucleocápsida viral al 

citoplasma celular (Stiasny y cols, 1996). Inmediatamente después la proteína C 

se disocia del ARN viral y comienza su traducción en los ribosomas asociados al 

retículo endoplasmático rugoso (Heinz y cols, 1994; Clyde y Harris, 2006). La 

poliproteína resultante es procesada co y postraduccionalmente por proteasas de 

la célula (peptidasas señales) y del virus (complejo NS2B-NS3) para dar lugar a 

las 10 proteínas virales (Lindenbach y Rice, 2001).  

Una vez sintetizado el complejo de replicación viral comienza la síntesis del ARN 

viral en las membranas de la región perinuclear. En este proceso el ARN (+) viral 

se transcribe en ARN (-) complementario, que sirve de molde para la obtención del 

genoma de la progenie viral (Westaway y cols, 1997; Westaway y cols, 1999; 

Lindenbach y Rice, 2003). Después de sucesivas rondas de transcripción y 

traducción comienza el ensamblaje de las partículas virales. Para ello el ARN viral 

se une a la proteína C y después pasa hacia el retículo endoplasmático rugoso, 

donde la nucleocápsida es envuelta en una bicapa lipídica que contiene a las 

proteínas prM y E como heterodímeros prM/E unidos de forma no covalente. 

Posteriormente, estas partículas son dirigidas hacia el retículo trans-Golgi donde el 

ambiente ácido favorece el clivaje del hetereodímero prM/E por una proteasa del 

hospedero; como resultado se obtiene la proteína M a partir de la proteína prM y 

se libera la proteína E. Las partículas virales maduras son liberadas de las células 

mediante un proceso de exocitosis a través de vesículas secretorias (Zhang y cols, 

2003). 

2.5. Manifestaciones clínicas de la enfermedad 

La infección provocada por cualquiera de los cuatro serotipos del virus del DEN 

puede cursar de forma asintomática, conllevar a una enfermedad benigna 

denominada fiebre del DEN (FD), u ocasionar la forma más severa conocida como 
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FHD/SCD, potencialmente fatal para quien la padece (Guzman y cols, 2000b; 

Endy y cols, 2002).  

La mayoría de las infecciones por los virus del DEN son asintomáticas o sólo 

levemente sintomáticas (Endy y cols, 2002). La mayor parte de las infecciones 

sintomáticas desarrollan FD con un período de incubación que generalmente es 

de cuatro a siete días (Sabin, 1952). La FD se caracteriza por la presencia de 

fiebre alta de inicio abrupto, cefalea severa, dolor retro-orbital, mialgias, artralgias 

y rash. La fiebre entre 38 y 39 °C se mantiene de dos a siete días, desciende 

posteriormente y reaparece al tercer día. Las pruebas de laboratorio muestran 

neutropenia con linfocitosis, en ocasiones linfocitos atípicos y las enzimas 

hepáticas pueden elevarse de forma ligera (Sabin, 1952; Souza y cols, 2004). 

Aunque las manifestaciones hemorrágicas no son frecuentes, puede ocurrir 

sangramiento gingival, hematuria e hipermenorrea (Harris y cols, 2000).  

Las manifestaciones clínicas de la FHD sin choque son semejantes a las de la FD. 

La FHD se caracteriza por fiebre, trombocitopenia, manifestaciones hemorrágicas 

y por el incremento de la permeabilidad vascular con extravasación de plasma 

(Carlos y cols, 2005). Las manifestaciones hemorrágicas de la FHD incluyen 

fragilidad capilar, petequias y sangramiento mucosal (Venkata Sai y cols, 2005). 

Un paciente es clasificado como caso de FHD cuando además de fiebre y 

hemorragia presenta trombocitopenia (≤ 100 000 plaquetas/mm3) y 

hemoconcentración (incremento del hematocrito ≥ 20%) (Nimmannitya, 1998; 

Srichaikul y Nimmannitya, 2000). En la FHD se pueden presentar trastornos 

neurológicos en los que se incluyen la irritabilidad, la depresión y la encefalitis 

(Solomon y cols, 2000). 

En el SCD se produce un deterioro súbito del paciente luego de una fiebre de 

corta duración. La temperatura desciende y entre el tercero y el séptimo día 

aparecen los signos indicadores de insuficiencia del sistema circulatorio: la frialdad 

de la piel, la congestión, la cianosis peri-labial y la tensión arterial baja (Diaz y cols, 

1988). 
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Aun cuando las cepas diferentes de los cuatro serotipos del virus muestran una 

capacidad variable para producir viremia en los pacientes de todas las edades, los 

títulos de viremia durante la fase febril de la enfermedad pueden ser altos (105-106 

ufp/mL) e incluso pueden estar afectados otros órganos como el hígado (Jessie y 

cols, 2004). En los pacientes que desarrollan la FHD/SCD la viremia es 

generalmente de 10-100 veces mayor que en los de FD (Murgue y cols, 2000; 

Vaughn y cols, 2000; Libraty y cols, 2002; Wang y cols, 2003).  

2.6. Situación epidemiológica 

La FD y la FHD adquieren cada día una importancia mayor como problemas de 

salud que afectan a numerosos países de las zonas tropicales y subtropicales del 

planeta. La enfermedad es reconocida en más de 100 países y es endémica en 

África, el Mediterráneo Oriental, el Sudeste Asiático, el Pacífico Occidental y en 

América (Guzman y Kouri, 2003). Anualmente se reportan de 50 a 100 millones de 

casos de FD y de 250 000 a 500 000 enfermos de FHD/SCD (OMS, 2008).  

2.7. Epidemias de dengue en Cuba 

La primera epidemia de dengue en Cuba, después de la segunda mitad del siglo 

pasado, ocurrió entre los años 1977-1979 por el virus DEN 1. En esta epidemia se 

diagnosticaron más de 400 000 casos clasificados clínicamente como FD 

(Cantelar de Francisco y cols, 1981). En 1981 aparece en Cuba y por primera vez 

en América la FHD. Esta epidemia, provocada por el virus DEN 2, tuvo un total de 

344 203 personas infectadas, de las cuales 10 312 desarrollaron FHD/SCD y 

fallecieron 158, de ellas 101 niños y 57 adultos (Kouri y cols, 1989). 

En el período de 1986 hasta 1996 no hubo transmisión de DEN en el país. Desde 

principios y hasta mediados de 1997 se detecta nuevamente en nuestro país el 

virus DEN 2 en el municipio de Santiago de Cuba. Los análisis serológicos 

realizados a 10 024 pacientes confirmaron la infección de 3 012 personas, con 205 

casos de FHD/SCD y 12 fallecidos (Kouri y cols, 1998). En el 98% de los casos 

graves y en el 92% de los fallecidos se comprobó la secuencia de infección DEN 

1-DEN 2 (Guzman y cols, 2000b). 
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Un nuevo brote de DEN ocurrió en el año 2000 en la provincia de Ciudad de la 

Habana, donde se aislaron como causantes a los serotipos 3 y 4. En esta ocasión, 

se diagnosticaron sólo 138 casos de FD (Guzman y cols, 2003a). En el año 2001 

se produce otra epidemia que tuvo al virus DEN 3 como agente etiológico, donde 

se diagnosticaron 14 443 personas infectadas, de las cuales 81 desarrollaron FHD 

y 3 fallecieron (Pelaez y cols, 2004). 

Durante el período 2005-2008 se observó un acortamiento entre los brotes de 

DEN en diferentes regiones del país, los que se controlaron rápidamente.  

2.8. Respuesta inmune protectora contra el dengue de acuerdo a los 
estudios realizados en modelos animales 

Actualmente no existe un modelo animal que reproduzca los síntomas y signos de 

una infección por DEN, lo que limita el conocimiento acerca de los mecanismos 

protectores y patogénicos del virus. Dos modelos animales se emplean en los 

estudios de infección por los virus del DEN: los ratones y los monos. 

Los ratones son el modelo animal más utilizado por razones prácticas de 

disponibilidad y costo. Sin embargo, su uso presenta varias limitaciones que ponen 

en duda la relevancia para humanos de la respuesta inmune inducida por los virus 

del DEN en este modelo. Las rutas de infección empleadas son fisiológicamente 

diferentes a las de la infección natural y la replicación del virus es extremadamente 

baja, aún cuando grandes cantidades de virus sean inoculadas. No obstante, la 

respuesta de anticuerpos inducida por el virus DEN en este modelo es similar a la 

observada en humanos (Halstead, 1974; Gil y cols, 2009). Asimismo, la respuesta 

de células T presenta el mismo patrón observado en la infección natural en 

humanos (Beaumier y cols, 2008). 

La capacidad protectora de la respuesta inmune inducida por el virus DEN en 

ratones se evalúa a través de un modelo de encefalitis viral por DEN. Este modelo 

no reproduce las condiciones naturales puesto que la encefalitis por DEN en 

humanos es muy rara y, además, necesita de cepas neuroadaptadas que no son 

patogénicas para humanos (Sabin, 1952). Recientemente se demostró que la 

protección frente a la encefalitis en este modelo está asociada a la respuesta de 
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células T y no a la respuesta de anticuerpos neutralizantes (Gil y cols, 2009). 

Aunque el papel de las células T CD4 y CD8+ en la protección no está bien 

caracterizado, varios estudios asocian la respuesta inmune celular con la 

protección frente a la infección por DEN (Schlesinger y cols, 1987; Lobigs y cols, 

1994; Wang y cols, 1999; Mazumder y cols, 2007; Yauch y cols, 2009). 

Recientemente, se identificaron péptidos dominantes de la proteína NS1 que son 

conservados entre los cuatro serotipos del virus y que pueden mediar la lisis 

eficiente de la células infectadas por las células T citotóxicas (Gao y cols, 2008). 

El modelo de mono, es menos empleado en los estudios de inmunidad protectora 

por su disponibilidad baja y su costo elevado. Una gran cantidad de especies de 

monos son susceptibles a la infección por los virus del DEN entre los que se 

destacan Macaca fascicularis, Macaca mulatta, Macaca fuscata, Cercopithecus 

aethiops, Erythrocebus patas, Papio cynocephalus, Cercocebus spp, Aotus spp. 

La respuesta de anticuerpos (Halstead y Palumbo, 1973; Koraka y cols, 2007a) y 

la respuesta de células T anti-DEN también es similar a la observada en humanos 

(Koraka y cols, 2007a). Sin embargo, los mecanismos mediadores de la protección 

en monos no están bien caracterizados y, por tanto, los anticuerpos neutralizantes 

son considerados como el principal marcador de inmunidad protectora en este 

modelo (Halstead y Marchette, 2003).  

De los modelos empleados para los estudios de inmunidad inducida por los 

diferentes candidatos, los monos constituyen el modelo de infección más cercano 

al humano. A diferencia del modelo de ratón, los monos desarrollan viremia 

después de la infección por DEN por lo que la protección en este modelo es 

medida de acuerdo a la reducción de la viremia después del reto viral (Yauch y 

Shresta, 2008). La eficacia de las formulaciones vacunales debe ser evaluada en 

monos antes de pasar a estudios clínicos en humanos. 

2.9. Respuesta inmune protectora contra el dengue de acuerdo a los 
estudios realizados en individuos infectados 

La respuesta inmune adaptativa contra el virus DEN tiene un papel crucial en la 

protección frente a la reinfección. Sin embargo, los mediadores exactos de esta 
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protección aún no están totalmente caracterizados. De acuerdo a los estudios 

realizados por Sabin (1952) se plantea que la infección por un serotipo del virus 

provee inmunidad protectora de larga duración contra el serotipo infectante y de 

corta duración contra el resto de los serotipos. En dicho estudio, al retar con virus 

DEN 2 a voluntarios adultos infectados dos meses antes con virus DEN 1 se 

observó protección total, mientras que la infección por el serotipo heterólogo 

nueve meses después de la infección primaria provocó manifestaciones clínicas 

leves. Sin embargo, cuando estos individuos se retaron con el virus homólogo a 

los 18 meses de la infección primaria aún resultaron protegidos totalmente (Sabin, 

1952). 

Los anticuerpos neutralizantes son considerados como el mecanismo protector 

más importante contra la infección por los virus del DEN (Hombach y cols, 2007), 

por lo que la inducción de niveles elevados de los mismos es el principal objetivo 

de los candidatos vacunales. Las principales evidencias al respecto se obtuvieron 

a partir de los estudios realizados en niños tailandeses nacidos de madres 

inmunes al virus, que resultaron protegidos frente a la infección por el DEN hasta 

los cinco meses de edad cuando aún persistían los anticuerpos neutralizantes 

transferidos a través de la placenta (Halstead y cols, 1969). Sin embargo, el papel 

de los anticuerpos neutralizantes en la protección puede variar para los diferentes 

serotipos (Hombach y cols, 2007). Un ejemplo de ello es el estudio prospectivo 

realizado también en niños tailandeses, donde la presencia de anticuerpos 

neutralizantes contra el virus DEN 3 previo a la infección se asoció con el 

desarrollo de viremia baja y enfermedad ligera, mientras que la presencia de 

anticuerpos neutralizantes no se asoció con la protección frente al serotipo 2 

(Endy y cols, 2004). Hasta el presente, no se conocen con exactitud los títulos de 

anticuerpos neutralizantes necesarios para proteger frente a la infección con cada 

uno de los serotipos, aunque se proponen valores entre 1/10 y 1/100 (Kliks y cols, 

1988; Edelman y cols, 2003; Hombach y cols, 2007).   

Los anticuerpos neutralizantes homotípicos pueden permanecer de por vida en los 

individuos luego de su infección. Tanto es así, que se detectaron niveles de 

anticuerpos neutralizantes en muestras de suero colectadas 40 y hasta 60 años 
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después de la infección (Halstead, 1974; Papaevangelou y Halstead, 1977; Okuno 

y cols, 1983; Tadano y cols, 1983; Imrie y cols, 2007). 

Además de la neutralización, los anticuerpos contra el virus DEN pueden participar 

en otros mecanismos protectotes frente a la infección. En un estudio prospectivo 

realizado en niños tailandeses, la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos 

(ADCC) detectada en los plasmas colectados previo a la enfermedad correlacionó 

inversamente con la carga viral durante la infección secundaria subsecuente por el 

virus DEN 3 (Laoprasopwattana y cols, 2007). También, la formación de 

inmunocomplejos entre la proteína E del virus DEN y los anticuerpos puede activar 

el complemento. Particularmente en los pacientes con FHD se demostró una 

disminución en actividad hemolítica del complemento durante la fase aguda de la 

infección (Nishioka, 1974), en comparación con los de FD en los que la actividad 

del complemento no se altera (Shaio y cols, 1992).  

A pesar de que existen evidencias de la capacidad protectora de la respuesta 

inmune celular en los modelos animales, los datos obtenidos de individuos 

vacunados o naturalmente infectados con el virus DEN no muestran evidencias de 

que la respuesta celular pueda ser empleada como marcador de inmunidad 

protectora (Thomas y cols, 2009). 

2.10. Papel de la respuesta inmune contra el dengue en la patogenia de la 
enfermedad 

La respuesta inmune contra el virus DEN está implicada, además, en la patogenia 

de la FHD/SCD. En este sentido, existen varias hipótesis que tratan de explicar la 

participación de los diferentes elementos de la respuesta inmune en el incremento 

de la carga viral en sangre, descrito en los pacientes que desarrollan las formas 

severas de la enfermedad (Murgue y cols, 2000; Vaughn y cols, 2000; Libraty y 

cols, 2002; Wang y cols, 2003). 

2.10.1. Papel de los anticuerpos en la patogenia de la infección por dengue 

Los estudios seroepidemiológicos realizados en Tailandia mostraron que las 

infecciones secundarias por un serotipo diferente al que causó la infección 

primaria presentan un riesgo mayor de desarrollar la FHD. La enfermedad severa 
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ocurrió en niños de 2-8 años de edad, que desarrollaron una infección secundaria, 

y en niños de 7-8 meses de edad nacidos de madres inmunes al virus del DEN, en 

los que los anticuerpos maternos estaban ya en concentraciones 

subneutralizantes (Halstead y cols, 1969; Halstead y cols, 1970). Estas evidencias 

condujeron a la hipótesis de la amplificación dependiente de anticuerpos que 

postula que durante las infecciones secundarias, los anticuerpos desarrollados 

durante la infección primaria pueden reconocer de manera heterotípica al segundo 

serotipo infectante y formar complejos inmunes que faciliten la entrada del virus a 

las células susceptibles a través de los receptores celulares para Fc presentes en 

las células B, en las células dendríticas y en los monocitos-macrófagos, dianas de 

la infección por el virus DEN. El incremento de la replicación viral durante las 

infecciones secundarias heterotípicas desencadena procesos donde participa 

activamente el sistema monocito-macrófago, que concluyen en el aumento de la 

permeabilidad vascular responsable de los síntomas severos de la enfermedad 

(Halstead y Simasthien, 1970). 

El estudio de los eventos que ocurren después de la infección del virus a las 

células facilitada por los anticuerpos, mostró que esta vía de infección modifica 

además los mecanismos antivirales intracelulares de la inmunidad innata y 

adaptativa (Chareonsirisuthigul y cols, 2007). La infección mediada por los 

anticuerpos suprime la producción de IL-12 e INF-γ, lo que conduce a una 

respuesta de células T cooperadoras tipo 2 (Th2 -del inglés- T helper 2), descrita 

en los pacientes con FHD (Chaturvedi y cols, 1999).  

Las epidemias cubanas de FHD de los años 1981 y 1997 causadas por el virus 

DEN 2 aportaron datos que apoyan la hipótesis de la ADA, donde la gran mayoría 

de las infecciones severas se asociaron a casos de infección secundaria DEN 1-

DEN 2 (Kouri y cols, 1989; Guzman y cols, 1990; Guzman y cols, 2000b). 

Hasta los años recientes el fenómeno de la ADA se había asociado 

exclusivamente a los anticuerpos inducidos por la proteína E. Sin embargo, 

recientemente se demostró que los anticuerpos contra la proteína prM pueden 

mediar la ADA e incluso se evidenció una vía de amplificación independiente de 
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los receptores para Fc, mediada por la unión específica dual de los anticuerpos 

anti-prM a antígenos propios (como la proteína de choque térmico 60) y a la 

superficie del virión (Huang y cols, 2006). Además se demostró también la 

participación de las células dendríticas maduras en la ADA, en las que la 

amplificación correlacionó directamente con los niveles de expresión de los 

receptores para Fc e inversamente con la expresión de DC-SIGN (Boonnak y cols, 

2008). 

También se postula que la ADA puede ser inhibida por la acción del factor C1q del 

complemento de manera dependiente de las subclases de inmunoglobulinas. 

Particularmente aquellas subclases que se unen con mayor avidez al factor C1q 

inducen bajos niveles de ADA (Mehlhop y cols, 2007).  

2.10.2. Consecuencias de los factores virales en la patogenia de la 

enfermedad 

Rosen (1977) planteó que la virulencia de las distintas cepas de los cuatro 

serotipos del virus del DEN puede aumentar cuando pasan repetidamente por el 

hospedero humano. De esta forma, las cepas más virulentas serían las 

responsables de las formas severas de la enfermedad. Una mutación en una 

región precisa del gen que codifica para la proteína E asegura la atenuación o el 

incremento de la virulencia de una cepa dada, por lo que la aparición de cuadros 

clínicos graves se asocia con determinadas cepas virales o mutantes de dichas 

cepas (Rosen, 1986). 

2.10.2.1. Genotipos y secuencia de infección asociados a la patogenia de la 

infección por dengue 

Los genotipos virales se relacionan con distintas presentaciones clínicas en 

humanos durante las infecciones secundarias. Las cepas de DEN 2 

pertenecientes al genotipo asiático se asocian al desarrollo de epidemias de FHD, 

mientras que en las mismas condiciones las cepas de genotipo americano 

conducen al desarrollo de epidemias de FD (Leitmeyer y cols, 1999). Las 

epidemias de DEN 2 ocurridas en Cuba en 1981 y en Perú en 1995, causadas por 

cepas de los genotipos asiático y americano respectivamente, se precedieron por 
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epidemias de DEN 1. Sin embargo, mientras que en Cuba en 1981 se produjo una 

epidemia de FHD, en Perú en 1995 ocurrió una epidemia de FD (Kouri y cols, 

1989; Kochel y cols, 2002). Se demostró que los sueros humanos inmunes a DEN 

1, colectados tanto de individuos cubanos como peruanos, neutralizan más 

eficientemente al virus DEN 2 de genotipo americano que al de genotipo asiático 

(Kochel y cols, 2002; Guzman y cols, 2007). Además, ambos genotipos (asiático y 

americano) presentan diferencias estructurales que se correlacionan con su 

virulencia y su patogenicidad. Los determinantes genéticos de severidad se 

identificaron en el aminoácido 390 de la proteína E, que afecta la unión del virus a 

la célula hospedera, en los nucleótidos del 68 al 80 del lazo de la NCR 5´, que 

están involucrados en la iniciación de la traducción del ARN viral, y en los primeros 

300 nucleótidos de la NCR 3´, que regulan la replicación viral mediante la 

formación de intermediarios (Leitmeyer y cols, 1999). También se demostró que 

las cepas de DEN 2 de genotipo americano muestran una capacidad replicativa 

menor en monocitos, en macrófagos y en células dendríticas humanas, 

comparadas con las cepas de genotipo asiático (Pryor y cols, 2001; Cologna y 

Rico-Hesse, 2003). 

El desarrollo de las formas severas de la enfermedad durante las infecciones 

secundarias se relacionó, además, con determinadas secuencias de infección. 

Durante las epidemias cubanas, la infección secuencial DEN 1-DEN 2 o DEN 1-

DEN 3 se asoció con epidemias de FHD (Kouri y cols, 1987; Guzman y cols, 

2000b; Alvarez y cols, 2006), mientras que la secuencia de infección DEN 2-DEN 

3 desarrolló cuadros ligeros en todos los casos (Alvarez y cols, 2006). Asimismo, 

en la epidemia de DEN 2 ocurrida en Tailandia en 1980, la secuencia de infección 

DEN 1-DEN 2 mostró un riesgo de desarrollo de FHD 500 veces mayor que 

cuando la infección primaria fue por el virus DEN 2. Para las secuencias de 

infección DEN 3-DEN 2 y DEN 4-DEN 2 el riesgo de desarrollo de la FHD fue 150 

y 50 veces mayor, respectivamente, comparadas con las infecciones primarias 

(McBride y Bielefeldt Ohmann, 2000). 
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2.10.3. Factores del hospedero relacionados a la patogenia de la infección 

por dengue 

Kourí y cols (1987) plantearon una hipótesis integral para explicar el desarrollo de 

las formas severas de la enfermedad en la que se incluyen factores de riesgo 

individual relacionados con la existencia de anticuerpos contra los virus del DEN, 

la edad, el sexo, la raza y las enfermedades crónicas como el asma, la diabetes y 

la siclemia; factores de riesgo epidemiológico relacionados con el vector 

(capacidad de ser transmisor y alta densidad), el intervalo entre ambas infecciones 

y la amplia circulación viral; y factores relacionados con el serotipo y la virulencia 

del agente. Esta hipótesis plantea que la presencia de los factores de riesgo 

individual en el contexto de los factores epidemiológicos y virales posibilita la 

ocurrencia de una epidemia de FHD/SCD (Kouri y cols, 1987). 

En las epidemias cubanas el asma bronquial, el color de la piel blanca y la edad se 

asociaron con las formas severas de la enfermedad (Kouri y cols, 1989; Guzman y 

cols, 1999; Guzman y cols, 2002; Gonzalez y cols, 2005). 

En varios estudios se relaciona también la genética del individuo con la protección 

o la susceptibilidad ante el desarrollo de la enfermedad por DEN, incluyendo el 

polimorfismo de los genes para los antígenos de leucocitos humanos (HLA –del 

inglés- human leucocyte antigen) (Sierra y cols, 2007; Soundravally y Hoti, 2007a; 

Soundravally y Hoti, 2007b; Soundravally y Hoti, 2008) y de otros genes no HLA 

(Loke y cols, 2002; Chaturvedi y cols, 2006a; Vejbaesya y cols, 2009).  

2.10.4. Papel de la respuesta celular en la patogenia de la infección 

secundaria por dengue  

Kurane y Ennis (1992) postularon la implicación de los linfocitos T en el desarrollo 

de la FHD durante las infecciones secundarias. La hipótesis plantea que tras la 

infección secundaria heterotípica se activan principalmente los clones de células T 

de memoria estimulados en respuesta a la infección primaria, los que generan la 

producción de una serie de citoquinas inflamatorias que participan en el desarrollo 

de la FHD/SCD (Rothman y Ennis, 1999). Más tarde se demostró que 

efectivamente las células T de reactividad cruzada activadas durante la infección 

secundaria reconocen epitopos con diferencias de pocos aminoácidos entre los 
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cuatro serotipos del DEN (los denominados APL -del inglés- altered peptide 

ligands) y que después de la activación sufren el proceso de apoptosis en el 

período agudo de la enfermedad. Estos linfocitos T de memoria no son capaces 

de proliferar ni de secretar INF-γ, por lo que se retarda la eliminación del virus y se 

incrementan los títulos virales (Mongkolsapaya y cols, 2003; Mongkolsapaya y 

cols, 2006; Dong y cols, 2007). Estos linfocitos T de memoria se detectaron hasta 

más de 20 años después de la infección primaria por DEN 1 o DEN 2 (Sierra y 

cols, 2002). 

En ratones Balb/c infectados con diferentes secuencias del virus DEN también se 

demostró que después de la infección secundaria se amplifica la respuesta de 

células T comparada con la infección primaria, y que estas células T estimuladas 

son fundamentalmente linfocitos T de memoria inducidos durante la infección 

primaria (Beaumier y cols, 2008). Recientemente estos mismos autores 

demostraron que la respuesta de células T CD4+ de memoria altera la respuesta 

de células T CD8+ de memoria a la infección secundaria, lo que evidencia la 

interacción de las diferentes poblaciones celulares en la patogenia de la infección 

secundaria (Beaumier y Rothman, 2009). 

2.10.5. Papel de las citoquinas en la patogenia de la infección por dengue 

La liberación de citoquinas inflamatorias y de otros mediadores químicos está 

implicada en el incremento de la permeabilidad vascular en la FHD (Basu y 

Chaturvedi, 2008). 

El cambio de una respuesta de citoquinas de células Th1 a una Th2 se observó en 

los casos de FHD (Chaturvedi y cols, 1999). La IL-12 tiene un efecto marcado en 

la diferenciación hacia células Th1, mientras que su ausencia cambia el balance 

hacia la producción de citoquinas de tipo Th2 (Gagnon y cols, 2002). En los 

pacientes con FD se detectaron niveles elevados de IL-12, mientras que en los de 

FHD estaba ausente (Pacsa y cols, 2000).  

Las células T reguladoras también están implicadas en la severidad de la 

enfermedad (Chaturvedi y cols, 2007), lo que se corresponde con el incremento en 
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los niveles de IL-10 y de TGF-β observado en los pacientes con FHD (Agarwal y 

cols, 1999; Green y cols, 1999; Chen y cols, 2006b). 

Por otra parte, se postula que los linfocitos T CD4+ secretan una única citoquina 

denominada factor citotóxico (FC) (Chaturvedi y cols, 1999), que induce a los 

macrófagos H2A+ a la producción de otra citoquina, el FC2. El complejo FC/FC2 

induce a los macrófagos a producir radicales libres, nitrito, oxígeno reactivo y 

peroxinitrito que regulan directamente la expresión por parte de los macrófagos de 

las citoquinas pro-inflamatorias IL-8 y TNF-α (Misra y cols, 1996a; Misra y cols, 

1996b; Chaturvedi y cols, 2006b; Basu y Chaturvedi, 2008). La IL-8 se asoció con 

el incremento de la severidad de la enfermedad y con la muerte de los pacientes 

(Raghupathy y cols, 1998). La IL-8 promueve la activación de los neutrófilos 

(Huber y cols, 1991; Mul y cols, 2000), que una vez activados participan en el 

daño endotelial a través de la liberación de proteinasas como la elastasa 

(Chaturvedi y cols, 2006b). El TNF-α puede inducir directamente la muerte de las 

células endoteliales infectadas con el virus DEN y como consecuencia el daño 

endotelial y la hemorragia (Hober y cols, 1996; Chakravarti y Kumaria, 2006; 

Chaturvedi, 2006; Chen y cols, 2006a; Shresta y cols, 2006; Chen y cols, 2007a). 

La IL-6 también se encontró en cantidades elevadas en los pacientes que 

desarrollan FHD/SCD (Chaturvedi y cols, 1999; Juffrie y cols, 2001; Chen y cols, 

2006b) y se demostró que ésta puede incrementar la permeabilidad de las células 

endoteliales (Nguyen y cols, 2004; Lin y cols, 2005; Shi y cols, 2006). Las células 

dendríticas maduras que median la ADA secretan cantidades elevadas de IL-6 y 

de TNF-α (Boonnak y cols, 2008). 

2.11.  Vacunas 

En la actualidad no existe una vacuna disponible contra los virus del DEN. La 

obtención de una formulación vacunal está limitada por la existencia de cuatro 

serotipos, el fenómeno de la ADA, la ausencia de un modelo animal que 

reproduzca adecuadamente la enfermedad, y el poco conocimiento que se tiene 

de la etiopatogenia de la misma. Los principales retos para el desarrollo de una 

vacuna son: (1) inducir inmunidad protectora de larga duración contra los cuatro 
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serotipos del virus y (2) no sensibilizar al individuo frente a una infección 

secundaria por un virus heterólogo (Hombach, 2007; Whitehead y cols, 2007).  

2.11.1. Candidatos vacunales vivos atenuados por vía convencional 

Los candidatos vacunales vivos atenuados pueden mimetizar la infección natural 

por el virus a través de la inducción de una respuesta humoral y celular durable. 

La replicación de estos candidatos debe ser baja para evitar el desarrollo de la 

enfermedad, donde los síntomas tales como cefalea, fiebre y artralgia no son 

aceptados. Asimismo, los cuatro componentes de la formulación deben replicarse 

lo suficiente como para inducir una respuesta de anticuerpos neutralizantes 

balanceada contra los cuatro serotipos. Por tanto, estas estrategias tienen el reto 

de lograr un balance entre inmunogenicidad y reactogenicidad. Es importante, 

además, que se conozcan las bases genéticas de la atenuación de los virus para 

monitorear la estabilidad genética de estos durante las fases de evaluación y 

desarrollo (Whitehead y cols, 2007). 

Hasta el momento existen dos candidatos vivos atenuados obtenidos por la vía 

convencional mediante pases seriados en cultivos celulares, que se formularon 

como vacunas tetravalentes y se evaluaron en estudios de fase clínica. El primero 

de ellos lo desarrollan científicos de la Universidad de Mahidol, Tailandia, e incluye 

cepas de los serotipos 1, 2 y 4 atenuadas en cultivos primarios de células de riñón 

de perro beagle (PDK, -del inglés- primary dog kidney); mientras que la del virus 

DEN 3 se obtuvo en cultivo primario de células de riñón de mono verde africano 

(PGMK –del inglés- primary green monkey kidney). Estos candidatos se evaluaron 

en voluntarios tailandeses como formulaciones mono, bi, tri y tetravalentes, en los 

que los anticuerpos neutralizantes se detectaron hasta dos años después de la 

vacunación (Bhamarapravati y Sutee, 2000). A partir de estos estudios y de la 

reformulación del virus DEN 3, que interfería con el resto de los componentes, se 

escogió una variante tetravalente para ser estudiada en 105 niños tailandeses no 

inmunes a DEN en un esquema de tres dosis. Después de la primera dosis la 

reactogenicidad fue moderada, sin embargo, el 5% de los niños tuvieron 

reacciones sistémicas considerables. Una vez administrada la tercera dosis del 
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esquema se obtuvo una seroconversión tetravalente entre el 85% y el 100% 

dependiendo de la formulación (Sabchareon y cols, 2004). No obstante, el virus 

DEN 3 estaba aún poco atenuado por lo que después de un intento de atenuación 

mediante purificación por placas se realizó una nueva evaluación para este 

serotipo en individuos adultos no inmunes a DEN, que reveló una reactogenicidad 

elevada (Sanchez y cols, 2006). Por esta causa se cerraron los estudios con este 

candidato vacunal. Recientemente se corroboró que los clonos infecciosos de la 

cepa atenuada de DEN 2 (PDK 53) inducen anticuerpos neutralizantes y la 

expresión de los genes de las citoquinas in vitro (Rabablert y Yoksan, 2009).  

El instituto de investigaciones del ejército de Estados Unidos (WRAIR –del inglés-

Walter Reed Army Institute of Research) desarrolla una formulación similar a la 

anterior, con la diferencia de que los virus además de haber sido atenuados en 

PDK, son producidos en células fetales de pulmón de monos rhesus. Los estudios 

en humanos mostraron que los serotipos 2, 3 y 4 eran sólo medianamente 

reactogénicos, mientras que el candidato de DEN 1 inducía fiebre y rash en el 

40% de los vacunados. Después de una dosis de las formulaciones monovalentes, 

entre el 46-100% de los individuos vacunados seroconvirtieron para cada uno de 

los serotipos, con la mayor tasa de seroconversión para DEN 1. La baja 

atenuación del serotipo 1 fue también evidente durante la evaluación de la 

formulación tetravalente, donde además el virus DEN 4 resultó sobre atenuado 

(Edelman y cols, 2003; Sun y cols, 2003). Como solución para mejorar la 

inmunogenicidad, el componente del serotipo 1 se sustituyó por una cepa con un 

número de pases superior a la anterior (del pase PDK 20 por el PDK 27), mientras 

que el del serotipo 4 se reemplazó por una cepa con menos número de pases (del 

pase PDK 20 por el PDK 6). Esta formulación vacunal tetravalente se evaluó en un 

estudio de fase clínica en niños tailandeses de seis a siete años. La vacuna 

resultó bien tolerada sin la inducción de efectos adversos serios, aunque uno de 

los voluntarios experimentó fiebre y viremia asociada al serotipo 4. Después de la 

segunda dosis seis de los siete voluntarios desarrollaron una respuesta de 

anticuerpos neutralizantes tetravalente, la que se mantuvo en cinco de ellos hasta 

diez semanas después de la segunda dosis (Simasathien y cols, 2008). Los 
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resultados del estudio de fase clínica II en 71 individuos adultos mostró 

seroconversión tetravalente sólo en el 73% de los casos después de la 

administración de dos dosis, para la mejor de las tres variantes ensayadas (Sun y 

cols, 2009). Esta estrategia constituye el candidato vacunal en desarrollo más 

avanzado actualmente. No obstante, aún en el estudio de fase clínica 2 no se 

logró seroconversión tetravalente en todos los casos después de dos dosis y se 

observaron reacciones adversas (Sun y cols, 2009), por lo que el balance entre 

inmunogenicidad y reactogenicidad continúa como un reto para esta formulación.   

Estas estrategias atenuadas presentan también la limitante de que no se conocen 

aún las mutaciones que determinan la atenuación de las cepas (Mahidol y 

WRAIR), con la excepción de la cepa atenuada de DEN 2 obtenida en la 

Universidad de Mahidol (PDK 53) (Butrapet y cols, 2000). 

2.11.2. Candidatos vacunales vivos atenuados por vía recombinante 

Los candidatos atenuados por vía molecular se desarrollan siguiendo dos 

estrategias principales: (1) la atenuación mediante la introducción de mutaciones 

seleccionadas y (2) la inserción de los genes estructurales (prM/E) en el esqueleto 

de una cepa de DEN atenuada por vía convencional (Hombach, 2007).  

Las estrategias de atenuación molecular de las cepas de DEN están limitadas por 

la poca información que se tiene sobre las bases moleculares y sobre los 

determinantes de virulencia que pueden ser dianas de la atenuación. Por tanto, las 

atenuaciones moleculares se dirigen principalmente hacia los extremos no 

codificadores que se postula están implicados en la replicación viral. Con este 

enfoque, los investigadores del Instituto Nacional de Salud de los Estados Unidos 

(NIH –del inglés- Nacional Institute of Health) desarrollaron candidatos atenuados 

de los serotipos 1 y 4 mediante la introducción de una deleción de 30 nucleótidos 

en el extremo 3’ del genoma (3’ 172-143) (DEN 1 ∆30 y DEN 4 ∆30) (Men y cols, 

1996; Whitehead y cols, 2003a). Ambos candidatos (DEN 1 ∆30 y DEN 4 ∆30) 

resultaron seguros e indujeron un balance entre el nivel de atenuación y la 

inmunogenicidad en monos y humanos (Durbin y cols, 2001; Blaney y cols, 2004a; 

Blaney y cols, 2004b; Durbin y cols, 2005; Durbin y cols, 2006a; McArthur y cols, 
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2008). Sin embargo, debido a que los candidatos similares de DEN 2 y DEN 3 

(DEN 2 ∆30 y DEN 3 ∆30) no mostraron tal balance entre inmunogenicidad y 

atenuación, decidieron realizar virus quiméricos para estos serotipos incluyendo 

los genes prM/E de los serotipos 1 y 3 sobre el esqueleto atenuado de la cepa 

DEN 4 ∆30 (DEN 2/4 ∆30 y DEN 3/4 ∆30), los que resultaron altamente atenuados 

en monos (Whitehead y cols, 2003b; Blaney y cols, 2004a). Los candidatos DEN 

2/4 ∆30 y DEN 3/4 ∆30 se combinaron con DEN 1 ∆30 y DEN 4 ∆30 en una 

formulación tetravalente que resultó altamente inmunogénica y protectora en 

monos (Blaney y cols, 2005). El candidato DEN 2/4 ∆30 se evaluó en humanos 

donde también mostró una seguridad e inmunogenicidad alta a la dosis de 103 

unidades formadoras de placas (ufp) (Durbin y cols, 2006b). Los estudios en 

humanos de la variante DEN 3/4 ∆30 están en curso actualmente y aún se debe 

evaluar la factibilidad de esta formulación tetravalente para humanos. Debido a 

que el candidato DEN 3/4 ∆30 puede resultar más o menos atenuado de lo 

deseado para humanos, anticipadamente se desarrollaron nuevas construcciones 

que contienen al virus DEN 3 completo con mutaciones adicionales al ∆30 en el 

extremo 3’, o con la sustitución del extremo 3’ por el del DEN 4 ∆30 o DEN 4. La 

evaluación de estos nuevos virus quiméricos en monos mostró un 100% de 

seroconversión y protección frente al reto viral, por lo que de fallar la evaluación 

del  DEN 3/4 ∆30 en humanos se emplearía uno de estos candidatos que 

contienen al virus DEN 3 completo para la primera formulación tetravalente 

(Blaney y cols, 2008).  

Los investigadores del Centro para el Control de Enfermedades de los Estados 

Unidos (CDC -del inglés- Control Disease Center) desarrollaron otro candidato 

quimérico tetravalente mediante la sustitución de los genes prM/E de los serotipos 

1, 3 y 4 sobre el esqueleto de la cepa atenuada de DEN 2 obtenida en la 

Universidad de Mahidol (DEN 2 PDK 53), tomando en consideración que las tres 

mutaciones que la atenúan se encuentran fuera de los genes estructurales (Huang 

y cols, 2003). Las formulaciones mono y tetravalentes se evaluaron hasta el 

momento en monos donde, a pesar de inducir una inmunogenicidad adecuada y 
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una viremia baja, se observó interferencia entre los cuatro componentes de la 

formulación (Hombach, 2007). 

Las proteínas prM y E del virus DEN 2 se sustituyeron también sobre un clon del 

virus de la EJ. El virus quimérico resultante mostró marcadores de atenuación y 

hasta el momento se evaluó sólo en ratones, donde indujo anticuerpos 

neutralizantes y protección contra el reto letal con el un virus DEN 2 (Chambers y 

cols, 2006).  

2.11.3. Candidatos vacunales vivos recombinantes 

Los genes estructurales del virus DEN se insertaron por vía recombinante en 

diferentes vectores vivos. La vacuna quimérica que se encuentra más avanzada 

hasta el momento es la que sustituye los genes PrM/E de los cuatros serotipos del 

virus DEN sobre la vacuna viva atenuada de FA (Chimerivax DEN), que se 

desarrolla por la compañía Acambis y se licencia por Sanofi Pasteur (Guirakhoo y 

cols, 2001). La evaluación de la formulación tetravalente Chimerivax DEN 1-4 en 

monos indujo anticuerpos neutralizantes, sin embargo, los animales desarrollaron 

viremias (generalmente causada por el serotipo 4) superiores a las observadas 

para otros candidatos vacunales (entre 102-103 ufp/mL) (Guirakhoo y cols, 2002). 

Recientemente se evaluó la interferencia de los cuatro componentes de esta 

formulación tetravalente en monos, donde se corroboró que los serotipos 1 y 4 

eran dominantes en la inducción de anticuerpos neutralizantes y se identificaron 

los parámetros que afectan la interferencia en este modelo (Guy y cols, 2009). La 

evaluación en humanos de la formulación monovalente Chimerivax DEN 2 mostró 

seguridad e inmunogenicidad (Guirakhoo y cols, 2006), y de acuerdo a los datos 

preliminares, la formulación tetravalente también resultó segura en humanos. No 

obstante, ésta mostró el inconveniente de que debe ser administrada en dosis 

superiores a 104 ufp, que no son aprobadas en las regulaciones vacunales 

(Whitehead y cols, 2007). También se demostró ya la seguridad de la respuesta 

inmune celular inducida por la formulación tetravalente Chimerivax DEN 1-4, tanto 

en individuos naive como inmunes a flavivirus (Guy y cols, 2008) 
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Los adenovirus son también empleados como plataforma para la expresión de las 

proteínas prM y E del virus del DEN (Holman y cols, 2007; Raja y cols, 2007). Este 

candidato se diseñó de forma tal que en un mismo vector se expresan los genes 

de las proteínas  prM y E de dos serotipos del virus DEN, por lo que la formulación 

tetravalente incluye dos vectores de adenovirus. En un primer estudio la vacuna 

tetravalente indujo anticuerpos neutralizantes y respuesta celular a múltiples 

serotipos del virus DEN en ratones (Holman y cols, 2007). La evaluación en 

monos rhesus de esta formulación tetravalente mostró la inducción de anticuerpos 

neutralizantes y de niveles significativos de protección contra los cuatro serotipos 

del virus, por lo que actualmente está siendo programada para estudios en 

humanos (Raviprakash y cols, 2008). 

La vacuna viva atenuada contra el sarampión, que es segura para humanos y que 

induce inmunidad de por vida después de una sola inmunización, se empleó como 

vector para la expresión de antígenos del virus DEN con fines vacunales. En este 

caso se expresó el dominio III de la proteína E del virus DEN 1 junto al 

ectodominio de la proteína M. Los ratones inmunizados con esta formulación 

mostraron anticuerpos neutralizantes de larga duración, específicos contra el virus 

DEN 1 (Brandler y cols, 2007). Sin embargo, aún se deben desarrollar los 

candidatos para el resto de los serotipos así como también queda por demostrar 

su capacidad protectora. 

La región que codifica para el dominio III de la proteína E se incluyó también de 

forma recombinante en una cepa de Lactococcus lactis. La inmunización de 

ratones por vía mucosal con esta cepa bacteriana recombinante indujo una 

respuesta sistémica de anticuerpos neutralizantes contra el dominio III del virus 

DEN 2. No obstante, se observó una gran variabilidad en la respuesta de 

anticuerpos entre los animales de un mismo grupo (Sim y cols, 2008).  

2.11.4. Vacunas de subunidades recombinantes 

Las vacunas de subunidades recombinantes tienen dos ventajas fundamentales 

sobre las vacunas vivas atenuadas o recombinantes: (1) son seguras debido a su 

naturaleza no replicativa y (2) pueden inducir una respuesta de anticuerpos 
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balanceada ya que una preparación tetravalente puede ser equitativamente 

inmunogénica. Entre sus desventajas están: (1) que necesitan de adyuvantes para 

inducir una respuesta inmune óptima lo que puede incrementar la reactogenicidad, 

y (2) se requieren múltiples dosis para lograr una inmunidad de larga duración 

(Whitehead y cols, 2007). 

Las proteínas del virus DEN (generalmente la proteína E), expresadas en 

diferentes sistemas, son evaluadas como candidatos vacunales de subunidad.  

Uno de los candidatos más avanzados se desarrolla por la compañía americana 

Hawaii Biotech e incluye al fragmento soluble de la proteína E (80% E) junto a la 

proteína NS1 expresadas en Drosophila S2. Dicho candidato indujo títulos de 

anticuerpos neutralizantes elevados en monos después de tres dosis y protección 

frente al reto para algunas de las formulaciones ensayadas. Actualmente este 

candidato está programado para estudios de fase clínica (Hombach, 2007). La 

evaluación del fragmento soluble de la proteína E solo (80%) también indujo una 

protección significativa en monos rhesus cuando se administró en dosis de 20 µg 

formulado en sales de alúmina (Putnak y cols, 2005).   

Debido a que el dominio III de la proteína E se identificó como inductor de una 

respuesta de anticuerpos neutralizantes específica de serotipo, diversas 

estrategias de subunidades recombinantes también están basadas en esta región. 

Inicialmente el dominio III de la proteína E del virus del DEN se expresó en E. coli 

fusionado a la TrpE (proteína del metabolismo del triptófano de E. coli). Las 

construcciones dominio III-TrpE de los cuatro serotipos reaccionaron con los 

líquidos ascíticos hiperinmunes contra el serotipo homólogo; sin embargo, tras la 

inmunización en ratones, no indujeron anticuerpos neutralizantes y tampoco 

confirieron protección frente al reto viral (Fonseca y cols, 1991). En el año 1995, 

Srivastava y cols fusionaron al dominio III de la proteína E y la proteína NS1 del 

virus DEN 2 a la proteína A de Stafilococcus aureus y lo expresaron en E. coli. 

Esta construcción genética reaccionó con los anticuerpos policlonales y 

monoclonales contra el serotipo homólogo y los ratones inmunizados con ella 

desarrollaron anticuerpos neutralizantes y resultaron protegidos frente al reto con 

el virus salvaje. No obstante, la alta afinidad de la proteína A por la IgG humana 
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limitó el posible uso de esta proteína de fusión como candidato vacunal 

(Srivastava y cols, 1995). Posteriormente, el dominio III de la proteína E del virus 

DEN 2 se expresó en E. coli fusionado a la proteína de unión a maltosa de E. coli 

(MBP, -del inglés- maltose binding protein). La evaluación inmunológica en ratones 

de la proteína recombinante dominio III-MBP desarrolló anticuerpos neutralizantes 

y protección parcial frente al reto con el virus homólogo (Simmons y cols, 1998). 

En un trabajo posterior, las construcciones correspondientes a los cuatro serotipos 

se evaluaron en una formulación tetravalente en ratones, donde se demostró el 

desarrollo de anticuerpos neutralizantes contra los cuatro serotipos del virus del 

DEN (Simmons y cols, 2001a). El estudio más reciente de esta estrategia incluye 

la evaluación de la formulación dominio III DEN 2-MBP en monos. Sin embargo, a 

pesar de que los animales inmunizados mostraron títulos de anticuerpos 

neutralizantes altos, la viremia desarrollada después del reto con el virus salvaje 

fue muy elevada (Simmons y cols, 2006). Esta estrategia pudiera tener además el 

inconveniente de que la seguridad para humanos de la MBP no se conoce. 

La estrategia cubana actual para el desarrollo de un candidato vacunal contra los 

virus del DEN (ejecutada en colaboración entre el Centro de Ingeniería Genética y 

Biotecnología y el Instituto de Medicina Tropical Pedro Kourí), de la cual es parte 

este trabajo, también está basada en la expresión en E. coli del dominio III de la 

proteína E del virus del DEN, pero fusionado a la proteína P64k de Neisseria 

meningitidis. Esta formulación tiene la ventaja de que la seguridad y la capacidad 

de la P64k como proteína portadora de antígenos ya se demostraron en humanos 

(Perez y cols, 2001). Inicialmente se obtuvieron dos variantes: (1) el dominio III de 

la proteína E de cada uno de los serotipos insertado en el extremo N-terminal de la 

proteína P64k (variante de inserción), y (2) el dominio III de la proteína E de cada 

uno de los serotipos fusionado al extremo C-terminal de la proteína P64k (variante 

de fusión) (Zulueta y cols, 2003). La evaluación de las proteínas recombinantes de 

los cuatro serotipos en ratones mostró la inducción de anticuerpos neutralizantes y 

de protección parcial para los serotipos 1, 2 y 3 (Hermida y cols, 2004a; Hermida y 

cols, 2004b; Zulueta y cols, 2006). Sin embargo, debido a la baja inmunogenicidad 

de la proteína recombinante correspondiente al virus DEN 4 se desarrolló otra 
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construcción de este serotipo que contiene al dominio III de la proteína E 

fusionado dos veces dentro de la estructura de la proteína P64k, que indujo 

protección significativa frente al reto con el virus letal en ratones (Lazo y cols, 

2009). Hasta el momento sólo las proteínas recombinantes del virus DEN 2 se 

evaluaron en monos. A pesar de que las dos variantes del serotipo 2 (fusión e 

inserción) indujeron anticuerpos neutralizantes y protección parcial frente al reto 

viral homólogo en monos, los animales inmunizados con la variante de fusión 

mostraron una reducción mayor de la viremia, por lo que se seleccionó esta 

variante para los estudios futuros del candidato vacunal (Hermida y cols, 2006).  

Otra de las estrategias de subunidades recombinantes basadas en el dominio III 

de la proteína E del virus DEN es la obtención de antígenos que contienen los 

dominios III de dos o más serotipos del virus. El dominio III de la proteína E de los 

virus DEN 2 y DEN 4 se expresó de forma soluble en E. coli como una proteína de 

fusión recombinante. Los ratones inmunizados con esta proteína bivalente 

desarrollaron anticuerpos específicos a los serotipos 2 y 4, que lograron 

neutralizar la infección del virus in vitro (Khanam y cols, 2006a). En un estudio 

posterior este grupo desarrolló una proteína quimérica tetravalente expresada en 

Pichia pastoris, donde se incluyeron los dominios III de los cuatro serotipos. Esta 

proteína tetravalente indujo anticuerpos neutralizantes y una respuesta de células 

T específica a los cuatro serotipos en ratones (Etemad y cols, 2008).  

También se desarrolló otra proteína recombinante que contiene los dominios III de 

la proteína E de los cuatro serotipos conectados de manera secuencial expresada 

en E. coli. Los anticuerpos inducidos por este candidato tetravalente protegieron al 

70% de los ratones en un ensayo de neutralización in vivo con los serotipos 1, 2 y 

4. Sin embargo, para el virus DEN 3 solo el 18% de los ratones resultaron 

protegidos (Chen y cols, 2007c). 

Recientemente se describió un candidato vacunal que contiene una secuencia 

consenso del dominio III de los cuatro serotipos del virus. Los ratones inmunizados 

con esta proteína recombinante consenso desarrollaron anticuerpos neutralizantes 

de larga duración contra los cuatro serotipos (Leng y cols, 2009).   
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El dominio III de la proteína E se expresó incluso en un vector del virus del 

mosaico del tabaco, lo que permite su obtención libre de contaminantes 

patogénicos y el procesamiento por una maquinaria eucariota. Sin embargo, a 

pesar de que la proteína recombinante obtenida mostró una antigenicidad 

adecuada, los animales necesitaron un número elevado de dosis para desarrollar 

anticuerpos neutralizantes por lo que aún se debe trabajar en mejorar la 

inmunogenicidad de las proteínas recombinantes obtenidas por esta vía (Saejung 

y cols, 2007).  

Además de los antígenos relacionados a la proteína E, la proteína C del virus del 

DEN obtenida de forma recombinante en E. coli se evaluó como candidato vacunal 

de subunidades. Los ratones inmunizados con esta proteína recombinante 

resultaron protegidos frente al reto con el virus homólogo en ausencia de 

anticuerpos antivirales. Por tanto, esta estrategia constituye una variante atractiva 

para eliminar el riesgo de la ADA después de la vacunación, que constituye uno de 

los principales retos para el desarrollo de una formulación vacunal (Lazo y cols, 

2007; López y cols, 2009).  

Hasta el momento, ningunas de las formulaciones de subunidades recombinantes 

desarrolladas se evaluó en humanos y muy pocas en monos. De las cinco 

proteínas recombinantes evaluadas en monos (Guzman y cols, 2003b; Putnak y 

cols, 2005; Hermida y cols, 2006; Simmons y cols, 2006), sólo dos de ellas 

indujeron protección significativa frente al reto con el virus homólogo, la que 

contiene al 80% de la proteína E de DEN 2 (Putnak y cols, 2005) y la proteína de 

fusión dominio III-P46k de DEN 2 (Hermida y cols, 2006). 

2.11.5. Vacunas de virus inactivado 

Las vacunas de virus inactivado presentan las mismas limitaciones que las de 

subunidad recombinante. En la actualidad la vacuna inactivada más avanzada se 

desarrolla por investigadores del WRAIR y está basada sólo en el serotipo 2 del 

virus DEN. A pesar de que los monos inmunizados con dos dosis de 5 µg de esta 

vacuna formulada en cinco adyuvantes diferentes desarrollaron anticuerpos 
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neutralizantes, estos mostraron viremia después del reto viral (Putnak y cols, 

2005). 

2.11.6. Vacunas de ADN 

La inmunización con plásmidos de ADN purificados posibilita el procesamiento del 

ADN por las células y permite la expresión de los antígenos virales codificados por 

el plásmido. La expresión de las proteínas virales in situ facilita su conformación 

correcta ya que sufren las mismas modificaciones post-traduccionales a las que 

son sometidas durante el curso de una infección natural. Sin embargo, las 

vacunas de ADN tienen la desventaja de inducir títulos moderados de anticuerpos 

neutralizantes (Raviprakash y cols, 2006; Costa y cols, 2007).  

Raviprakash y cols desarrollaron un candidato vacunal de ADN que contiene los 

genes prM y E del virus DEN 1, cuya inmunogenicidad y capacidad protectora 

después del reto viral en monos se incrementó mediante la co-inmunización con 

genes que codifican para citoquinas y para proteínas inmuno-estimuladoras 

humanas (Raviprakash y cols, 2000; Raviprakash y cols, 2003). Asimismo, la 

inmunogenicidad en ratones del candidato similar que contiene a las proteínas prM 

y E del virus DEN 2 mejoró también mediante la sustitución de las regiones 

citoplasmáticas y de transmembrana de la proteína E por las de la proteína M 

asociada a lisosomas, junto a su co-inmunización con los genes que codifican 

para las citoquinas y para las proteínas inmuno-estimuladoras humanas. Esta 

combinación permitió dirigir los antígenos hacia las vesículas lisosomales y facilitó 

la presentación del antígeno quimérico en el contexto de las moléculas del MHC 

clase II de las células presentadoras de antígenos (Raviprakash y cols, 2001). La 

formulación similar que contiene a los genes prM y E del virus DEN 3 se evaluó 

también en monos, en los que indujo anticuerpos neutralizantes y protección 

parcial frente al reto viral (Blair y cols, 2006). Estos autores desarrollaron 

formulaciones de ADN que codifican para las proteínas prM y E de los cuatro 

serotipos en una sola secuencia (Apt y cols, 2005). La evaluación de esta variante 

tetravalente en monos rhesus indujo una respuesta de anticuerpos neutralizantes 

multivalente contra los serotipos 1, 2 y 3 y protección parcial sólo frente al serotipo 
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1, por lo que deben seguir trabajando en mejorar su inmunogenicidad y su 

capacidad protectora (Raviprakash y cols, 2006). 

Actualmente está en desarrollo otro candidato de ADN basado en las proteínas 

prM y E del virus DEN, que indujo anticuerpos neutralizantes en ratones cuando 

se evaluó como formulación monovalente (Konishi y cols, 2000). La formulación 

tetravalente también indujo anticuerpos neutralizantes contra los cuatro serotipos 

en este mismo modelo (Konishi y cols, 2006). 

Otro de los candidatos vacunales de ADN en estudio está basado en el gen que 

codifica para la proteína NS1 del virus DEN 2, junto a la secuencia señal de 

secreción del activador del plasminógeno de tejidos humanos. Esta construcción 

promueve la expresión correcta de la proteína NS1 en las células eucariota y 

posibilita la secreción de NS1 en su forma dimérica. Los ratones inmunizados con 

este candidato desarrollaron una respuesta elevada de anticuerpos neutralizantes 

específicos contra el virus DEN 2 y resultaron protegidos totalmente frente al reto 

con el virus salvaje (Costa y cols, 2006a; Costa y cols, 2006b; Costa y cols, 2007).  

El dominio III de la proteína E del virus DEN también se emplea en el desarrollo de 

vacunas de ADN. Sin embargo, los animales inmunizados con las formulaciones 

mono o tetravalente desarrollaron títulos de anticuerpos neutralizantes bajos para 

los cuatro serotipos (1/10) y resultaron sólo parcialmente protegidos frente al reto 

viral (Mota y cols, 2005). 

2.11.7. Estrategias de inmunización combinadas 

Las estrategias de inmunización secuencial, que combinan diferentes candidatos, 

son empleadas para potenciar la respuesta inmune inducida por las formulaciones 

vacunales individuales contra el virus DEN.  

El primer estudio publicado al respecto incluyó la evaluación en ratones del 

candidato que incluye al dominio III de la proteína E del virus DEN 2 fusionado a la 

MBP de E.coli, en combinación con una vacuna de ADN que expresaba los genes 

prM y E de este mismo serotipo. A diferencia de la inmunización con la proteína 

recombinante o el ADN solo, que indujeron anticuerpos IgG1 e IgG2a 

respectivamente, algunas de las combinaciones empleadas lograron inducir 
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ambas subclases de IgG (Simmons y cols, 2001b). La combinación de estos dos 

candidatos se evaluó recientemente en monos, con el empleo además de un virus 

DEN 2 inactivado. Sin embargo, a pesar de que se indujeron títulos de anticuerpos 

neutralizantes elevados en este modelo, los monos inmunizados con estas 

variantes no redujeron la viremia después del reto viral (Simmons y cols, 2006). 

La inmunogenicidad del candidato tetravalente de ADN que incluye los genes prM 

y E del virus, evaluado recientemente en ratones (Konishi y cols, 2006), se 

incrementó mediante la co-inmunización con partículas extracelulares de DEN 2 o 

con la vacuna inactivada de la EJ. Estos regímenes de inmunización 

incrementaron la producción de anticuerpos neutralizantes y confirieron protección 

en los animales frente al desarrollo de viremia artificial después de la inoculación 

intravenosa con el virus DEN 2 (Imoto y Konishi, 2007).  

La inmunización en monos de partículas virales de la EJ que expresan los genes 

prM y E del virus DEN 1, combinandas con una vacuna de ADN que codifica para 

estos mismos genes, indujo la producción de anticuerpos neutralizantes y de 

protección total frente al desarrollo de viremia después del reto viral (Chen y cols, 

2007b). 

Otra estrategia de inmunización combinada incluye un adenovirus recombinante 

que expresa al dominio III de la proteína E, junto a un plásmido que codifica para 

estos mismos genes. La combinación de estos dos antígenos resultó en la 

inducción de anticuerpos neutralizantes específicos contra el serotipo 2 y de una 

respuesta de células T de tipo Th1 (Khanam y cols, 2006b). Recientemente estos 

mismos autores desarrollaron una estrategia similar pero con un adenovirus 

recombinante que expresa los dominios III de los serotipos 2 y 4 en combinación 

con un plásmido que codifica para el mismo antígeno bivalente quimérico. Los 

resultados mostraron la inducción de una respuesta de anticuerpos neutralizantes 

y de células T equivalentes para ambos serotipos, lo que demuestra la 

potencialidad de este enfoque para el desarrollo de una vacuna tetravalente 

(Khanam y cols, 2007). 

Las estrategias de inmunización que combinan diferentes candidatos son un 

enfoque reciente, para las cuales sólo se tienen evidencias en modelos animales. 
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No obstante, los resultados obtenidos demuestran que la combinación de 

diferentes inmunógenos puede revertir las principales desventajas del empleo de 

candidatos replicativos o no replicativos por sí solos, e inducir una respuesta 

celular y humoral anti-DEN duradera que simule la inmunidad inducida después de 

la infección por el virus del DEN.   
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3. MATERIALES Y MÉTODOS 

3.1. Medios de cultivo y soluciones de uso general 

3.1.1 Memgane  

Medio mínimo esencial (MEM, Gibco, EUA) con L-glutamina 2 mmol/L y 

aminoácidos no esenciales, suplementado con 10% de suero fetal bovino 

inactivado a 56°C por 1h (SFBI, Sigma, EUA) y antibióticos (penicilina 0,1 UI/mL y 

estreptomicina 0,1 mg/mL). 

3.1.2 Medio K562 

Medio RPMI (Gibco, EUA) suplementado con 10% de SFBI y antibióticos 

(penicilina 0,1 UI/mL y estreptomicina 0,1 mg/mL). 

3.1.3 Medio Vero  

Medio 199 (Gibco, EUA) suplementado con 10% de SFBI (Sigma, EUA) y 

antibióticos (penicilina 0,1 UI/mL y estreptomicina 0,1 mg/mL). 

3.1.4 Medio de recubrimiento 

MEM 2X (Gibco, EUA) suplementado con 6% de SFBI (Sigma, EUA), L-glutamina 

2 mM, carboximetilcelulosa 3 g/L y antibióticos (penicilina 0,1 UI/mL y 

estreptomicina 0,1 mg/mL). 

3.1.5 Tampón de recubrimiento 

Carbonato de sodio 15 mmol/L (Merck, Alemania) y bicarbonato de sodio 35 

mmol/L (Sigma, EUA), pH 9,5. 

3.1.6 PBS 

Cloruro de sodio 140 mmol/L, cloruro de potasio 2,6 mmol/L, fosfato monobásico 

de potasio 1,5 mmol/L, fosfato dibásico de sodio 8,5 mmol/L (Sigma, EUA), pH 7,4. 
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3.1.7 Fosfato-citrato 

Ácido cítrico 24 mmol/L, fosfato dibásico de sodio 53 mmol/L (Sigma, EUA), pH 

5,5. 

3.1.8 Solución sustrato 

Ortofenilendiamina 0,5 mg/mL (Sigma, EUA) y 0,015% de peróxido de hidrógeno 

(Merck, Alemania) diluidos en tampón fosfato-citrato. 

3.1.9 Solución de tinción 

Ácido acético 1 mol/L (Merck, Alemania), napthol blue black 1,6 mmol/L y acetato 

de sodio 166 mmol/L (Sigma, EUA). 

3.2. Líneas celulares 

3.2.1. BHK-21 

La línea celular BHK-21 clono 15 (riñón de Hámster –del inglés- baby hamster 

kidney) obtenida a partir de la línea BHK-21 clono 13 (ATCC –del inglés American 

Type Culture Collection) y donada al laboratorio de arbovirus del IPK por el Prof. 

S. B. Halstead (actualmente asesor de la Iniciativa para una Vacuna Pediátrica en 

Dengue), se empleó para el ensayo de neutralización por reducción del número de 

placas (NRNP) y para la titulación de los virus por el método de formación de 

placas. Las células se crecieron a 37 ºC en frascos plásticos de 75 cm2 con medio 

Memgane, a razón de un pase semanal de 1:8. Para estas técnicas se prepararon 

suspensiones celulares con una concentración de 2 x 105 células/mL. 

3.2.2. K562 

La línea celular K562 que proviene de un paciente con leucemia mielogénica 

crónica (donada a nuestro laboratorio por el Prof. S. B. Halstead, actualmente 

asesor de la Iniciativa para una Vacuna Pediátrica en Dengue) se empleó para los 

ensayos de ADA. Estas células se crecieron a 37 ºC en frascos plásticos de 75 

cm2 utilizando medio K562 y se mantuvieron a razón de un pase semanal de 1:8. 

Para la técnica se prepararon suspensiones celulares a una concentración de 4 x 

105 células/mL. 
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3.2.3. Vero 

La línea de células Vero (riñón de mono verde africano, ATCC, CCL-81) se 

empleó para el ensayo de aislamiento viral. Estas células se crecieron a 37 ºC en 

frascos plásticos de 75 cm2 con medio Vero, y se mantuvieron a una razón de 

pase semanal de 1:6. 

3.3. Cepas virales 

3.3.1. Cepas empleadas en la inoculación de los monos 

En la tabla 1 se muestran las cepas virales de los serotipos 1 y 2 empleadas para 

la inoculación de los monos y las tareas en las que se utilizaron. Estas cepas se 

conservaron a -70 ºC. 
 

Tabla 1. Historial de pases, lugar y año de aislamiento de las cepas empleadas en la 

inoculación de los monos y tarea en que se utilizaron 

Cepas virales Historial de pases Lugar de 
aislamiento 

Año de 
aislamiento Tarea 

DEN 1 Jamaica* 5PC6/36HT 2PVero Jamaica 1977 Reto viral con DEN 1 

DEN 2 A15 4PR 2PVero  Cuba 1981 Reto viral con DEN 2 
*donada por el Dr. Robert Shope de la Universidad de Texas, EUA, actualmente fallecido 
PC6/36HT: Pases en la línea celular C6/36 HT 
PVero: Pases en la línea celular Vero 
PR: Pases en ratón 
 

3.3.2. Cepas empleadas en los ensayos inmuno-enzimáticos sobre fase 

sólida 

En la tabla 2 se muestran las cepas virales de referencia de los cuatro serotipos 

empleadas en los ensayos inmuno-enzimáticos sobre fase sólida (ELISA). Estas 

cepas se crecieron en cerebro de ratón lactante (CRL) y se concentraron por el 

método sacarosa-acetona (Clarke y Casals, 1958). Los ELISA para la detección 

de anticuerpos totales contra cepas diferentes de DEN 2 se realizaron con cepas 

crecidas en cultivo de células (tabla 3). Todas estas cepas se conservaron a -70 

ºC. 
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Tabla 2. Cepas de referencia de los cuatro serotipos empleadas en los ELISA  

Cepas virales Historial de pases 
DEN 1 Hawai 24PR 

DEN 2 Nueva Guinea C (NGC) 24PR 

DEN 3 H87 26PR 

DEN 4 H241 25PR 

PR: Pases en ratón 
 
Tabla 3. Cepas crecidas en cultivo de células empleadas en los ELISA  

Cepas virales Historial de pases Lugar de 
aislamiento 

Año de 
aislamiento 

DEN 2 A15 4PR 2PC6/36HT   Cuba 1981 
DEN 2 I348600* PM? 5PC6/36HT Colombia 1986 

*donada por el Dr. Robert Shope de la Universidad de Texas, EUA, 
actualmente fallecido 
PC6/36HT: Pases en la línea celular C6/36 HT 
PM?: Pases en mosquitos desconocidos 
PR: Pases en ratón 

 

3.3.3. Cepas empleadas en los ensayos de neutralización y de amplificación 

dependiente de anticuerpos 

En la tabla 4 se muestran las cepas virales de los serotipos 1 y 2 empleadas en 

los ensayos de NRNP y se subrayan las cepas empleadas en la ADA. Estas cepas 

se conservaron a -70 ºC. 
 

Tabla 4. Historial de pases, lugar y año de aislamiento de las cepas utilizadas en los 

ensayos de neutralización y de amplificación dependiente de anticuerpos 

Cepas virales Historial de pases Lugar de aislamiento Año de aislamiento 
DEN 1 West Pacific*  P? 2PC6/36HT  Nauru 1974 
DEN 1 Jamaica** 7PC6/36HT Jamaica 1977 
DEN 2 A15 4PR 2PC6/36HT   Cuba 1981 
DEN 2 Jamaica** 3PM 5PC6/36HT Jamaica 1982 
DEN 2 I348600** PM? 5PC6/36HT Colombia 1986 

Las cepas sombreadas en gris se emplearon para los ensayos de ADA 
*Suministrada por el Comité de Expertos en Estandarización de Productos Biológicos de la OMS 
**donadas por el Dr. Robert Shope de la Universidad de Texas, EUA, actualmente fallecido 
P?: Pases desconocidos 
PC6/36HT: Pases en la línea celular C6/36 HT 
PM: Pases en mosquitos 
PM?: Pases en mosquitos desconocidos 
PR: Pases en ratón 
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3.4.  Proteínas recombinantes expresadas en Escherichia coli 

En el estudio se emplearon las proteínas recombinantes de fusión 

correspondientes a los serotipos 1 y 2. Como control negativo de los esquemas de 

inmunización se empleó la proteína recombinante P64k. Las estrategias utilizadas 

para la clonación, la expresión en E. coli y la purificación de las proteínas 

recombinantes se describieron previamente (Zulueta y cols, 2003). 

3.4.1. P64k 

La P64k es una proteína de N. meningitidis de 64 kDa de peso molecular, 

expresada en E. coli como un antígeno soluble (Guillen y cols, 1998). 

3.4.2. PD10 

Contiene al dominio III (aa 286-426) de la proteína E de DEN 1 (cepa DEN 1 

Jamaica)  fusionado al extremo C terminal de la proteína P64k de N. meningitidis 

(Hermida y cols, 2004a). 

3.4.3. PD5 

Contiene al dominio III (aa 286-426) de la proteína E de DEN 2 (cepa DEN 2 

Jamaica) fusionado al extremo C terminal de la proteína P64k de N. meningitidis 

(Hermida y cols, 2004b). 

3.5. Adyuvación de las proteínas recombinantes 

Las proteínas recombinantes se adyuvaron con igual volumen de adyuvante 

completo de Freund (Sigma, EUA) para la primera dosis de inmunización en 

monos y con adyuvante incompleto de Freund (Sigma, EUA) para las restantes 

dosis. 

3.6. Animales de experimentación 

En el estudio se emplearon un total de 10 monos adultos Macaca fascicularis 

(también conocidos como Macaca cynomolgus) con peso entre 2 y 4 Kg, y cuatro 

monos adultos Macaca mulatta (también conocidos como monos rhesus) con peso 

entre 5 y 7 Kg, suministrados por el Centro de Producción de Animales de 

Laboratorio. Estos animales se mantuvieron en condiciones de aislamiento en el 

bioterio del Centro de Ingeniería Genética y Biotecnología y para su manipulación 



                                                                                                                             Materiales y Métodos 

 43

se siguieron las normas cubanas para el cuidado y uso de animales de laboratorio. 

Los animales se anestesiaron por vía intramuscular con hidrocloruro de ketamina 

(5 mg/kg) antes de cada manipulación. Para la selección de los animales se 

consideraron los diferentes indicadores clínicos (hemoglobina, hematocrito, 

transaminasas, urea, leucograma, plaquetas, heces fecales) así como la ausencia 

de anticuerpos anti-DEN y anti-P64k por ELISA (como se describe a continuación 

en los acápites 3.8.1 y 3.8.2, respectivamente). 

3.7. Esquemas de inmunización en monos 

3.7.1. Evaluación de la capacidad inmunogénica y protectora de la proteína 

PD10 en monos M. fascicularis y M. mulatta  

Un grupo de monos M. fascicularis y otro de monos M. mulatta, con dos monos 

cada uno (un mono hembra y uno macho por grupo), se inmunizaron con cuatro 

dosis de 0,1 mg de la proteína PD10 adyuvada en Freund. Como controles 

negativos del experimento se inmunizaron dos monos M. fascicularis y dos M. 

mulatta con cuatro dosis de 0,1 mg de la proteína P64k adyuvada en Freund. Las 

proteínas recombinantes (PD10 y P64k) se adyuvaron con adyuvante completo de 

Freund para la primera dosis e incompleto para las restantes tres dosis. El 

volumen de inmunógeno administrado fue de 0,5 mL por vía subcutánea en la 

espalda. El esquema de inmunización realizado fue: 0, 30, 90 y 150 días, con 

extracciones de sangre 15 días después de la tercera y de la cuarta dosis con el 

objetivo de evaluar la respuesta inmune humoral.  

3.7.1.1. Ensayo de reto viral 

Dos meses después de la última dosis de inmunización, todos los animales se 

inocularon por vía subcutánea con 106 ufp de la cepa DEN 1 Jamaica (tabla 1). El 

desarrollo de la viremia se evaluó en los sueros colectados en los diez días 

posteriores al reto por aislamiento viral en cultivo de células y por transcripción 

reversa de la reacción en cadena de la polimerasa (RT-PCR -del inglés reverse 

transcription polymerase chain reaction), según los protocolos descritos en los 

acápites 3.9.1 y 3.9.2 respectivamente. 
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Para evaluar la respuesta de anticuerpos generada en los monos inmunizados con 

PD10 o P64k después del reto con el virus DEN 1, se colectaron muestras de 

suero además en los días 21, 30 y 60 posteriores a la inoculación viral.  

3.7.2. Esquema de inmunización con la proteína recombinante PD5 en 

monos M. fascicularis 

La inmunización de los animales y la capacidad inmunogénica y protectora de la 

proteína PD5 se describieron previamente (Hermida y cols, 2006). Brevemente, 

dos grupos de monos M. fascicularis adultos (con tres animales cada uno) se 

inmunizaron con la proteína PD5 o con la proteína P64k como control negativo. 

Los animales se inocularon por vía subcutánea con cuatro dosis de 0,1 mg de las 

proteínas recombinantes adyuvadas en Freund (adyuvante completo para la 

primera dosis e incompleto para las restantes) en los días 0, 30, 90 y 210, y se 

retaron con 105 ufp de la cepa DEN 2 A15 a los 45 días de la última dosis.  

La caracterización de la respuesta de anticuerpos inducida por la proteína PD5 

después de la inmunización en monos se realizó con los sueros colectados 15 

días después de la última dosis de inmunización. 

Para evaluar la respuesta de memoria de anticuerpos generada en los monos 

inmunizados con PD5 después del reto viral con DEN 2, se colectaron muestras 

de suero en los días 10, 18, 32 y 69 después de la inoculación viral. 

3.7.3. Infección de monos M. fascicularis con dos dosis del virus dengue 2  

Tres monos M. fascicularis se inocularon subcutáneamente con 104 ufp de la cepa 

DEN 2 A15 y un año después de la infección primaria, estos se inocularon 

nuevamente con 104 ufp de la cepa DEN 2 A15. Para evaluar la respuesta de 

memoria de anticuerpos generada después de dos inoculaciones con el virus DEN 

2, se colectaron muestras de suero en los días 0, 10, 15, 30 y 60 posteriores a la 

segunda inoculación viral. 

3.7.4. Sueros humanos 

Como controles del ensayo de inmunoamplificación viral se emplearon cuatro 

sueros colectados de individuos inmunes a DEN 1 (infectados durante la epidemia 

cubana ocurrida en los años de 1977-1979 y colectados 20 años después) (Kouri y 



                                                                                                                             Materiales y Métodos 

 45

cols, 1983) y a cuatro sueros de individuos inmunes a DEN 2 (infectados durante 

la epidemia cubana de 1997, Santiago de Cuba y colectados en la fase 

convaleciente de la enfermedad) (Guzman y cols, 1999). La cepa de DEN 1 que 

circuló en Cuba en el año 1977 pertenece al genotipo V del serotipo 1 (Guzman y 

cols, 2000a) y la de DEN 2 que circuló en Santiago de Cuba en el año 1997 

pertenece al genotipo asiático de este serotipo (Rodriguez-Roche y cols, 2005). 

3.8. Ensayos para la detección de anticuerpos 

3.8.1. ELISA para la detección de los anticuerpos anti-P64k en los sueros de 

mono previo a la inmunización 

Las placas de poliestireno de 96 pozos (Costar, EUA) se recubrieron con una 

preparación de la proteína P64k pura (0,002 mg/mL) a razón de 0,1 mL por pozo y 

se incubaron a 4 0C durante toda la noche. El bloqueo de las placas se realizó con 

0,15 mL/pozo de albúmina sérica bovina (BSA -del inglés- Bovine seric albumin) a 

2% en tampón de recubrimiento a 37 0C durante 1 h. Luego de dos lavados con 

PBS conteniendo Tween 20 a 0,05% (PBS-T) se adicionaron 0,1 mL/pozo de los 

sueros de mono diluidos en base dos a partir de una dilución inicial 1/100 (en PBS-

T con 2% de BSA). Se incubó a 37 0C durante 1 h y las placas se lavaron 

nuevamente con PBS-T. A continuación las placas se incubaron a 37 0C por 1 h 

con anti-IgG de mono conjugada a peroxidasa (Sigma, EUA; diluida 1/10 000) a 

razón de 0,1 mL por pozo. Después de lavar nuevamente con PBS-T se añadió 

0,1 mL/pozo de la solución sustrato, y las placas se incubaron a temperatura 

ambiente 30 minutos. La reacción se detuvo con 0,05 mL por pozo de ácido 

sulfúrico 5 m/L y se determinó la absorbancia a 492 nm.  

Criterio de positividad: Una dilución de suero se consideró positiva cuando la 

relación: absorbancia (dilución de suero)/absorbancia (PBS) fue mayor o igual a 

dos. 

3.8.2. ELISA para la detección de los anticuerpos IgG totales anti-dengue en 

los sueros de mono o de humano  

Las placas de poliestireno de 96 pozos (Costar, EUA) se recubrieron con 0,1 mL 

del anticuerpo monoclonal 4G2 (anti-proteína E de los flavivirus, ATCC) a una 



                                                                                                                             Materiales y Métodos 

 46

concentración de 0,005 mg/mL en tampón de recubrimiento y se incubaron a 37 
0C por 2 h. El bloqueo de las placas se realizó con 0,15 mL/pozo de BSA a 2% en 

tampón de recubrimiento a 37 0C durante 1 h. Posteriormente las placas se 

lavaron tres veces con PBS-T y se añadió 0,1 mL/pozo de la preparación del 

antígeno a una dilución saturante previamente establecida. Como control negativo 

de antígeno se utilizó CRL no infectado en los casos en que se empleó antígeno 

proveniente de cerebro de ratón o sobrenadante de cultivo (SC) cuando se empleó 

virus crecido en cultivo de células. Las placas se incubaron a 4 ºC durante toda la 

noche y luego de tres lavados en las mismas condiciones descritas anteriormente, 

se adicionaron los sueros diluidos al doble desde 1/250 hasta 1/512 000 en 

diluente de muestra (PBS-T con 1% de CRL o SC y 1% de líquido ascítico normal 

de ratón). Como control positivo se empleó un suero de mono (tras dos 

inoculaciones virales) o de humano (tras infección secundaria) diluido 1/2 000 en 

diluente de muestra. Después de la incubación a 37 ºC por 1 h, las placas se 

lavaron nuevamente con PBS-T y se incubaron a 37 ºC durante 1 h con anti-IgG 

de mono o de humano (según el caso) conjugada a peroxidasa (Sigma, EUA; 

diluida 1/10 000 o 1/1 000 respectivamente) a razón de 0,1 mL por pozo. Después 

de lavar nuevamente con PBS-T se añadió 0,1 mL/pozo de la solución sustrato, y 

las placas se incubaron a temperatura ambiente 30 minutos. La reacción se 

detuvo con 0,05 mL por pozo de ácido sulfúrico 5 m/L y se determinó la 

absorbancia a 492 nm.  

Criterio de positividad: Una dilución de suero se consideró positiva cuando la 

relación: absorbancia (dilución de suero frente al antígeno de dengue)/absorbancia 

(dilución de suero frente al control negativo de antígeno) fue mayor o igual a dos. 

El título de anticuerpos de cada suero se expresó como la máxima dilución del 

mismo que mostró un valor positivo.  

3.8.3. Ensayo de neutralización por reducción del número de placas 

Los sueros se diluyeron en base 10 desde 10-1 hasta 10-4 en medio de cultivo 

celular Memgane y la primera dilución se trató con cloroformo para su 

esterilización. Cada una de las diluciones de suero se mezcló con igual volumen 
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de la dilución de trabajo del virus (conteniendo 30 ufp/0,05 mL) y se incubaron a 

37 ºC en atmósfera de CO2 a 4% por 1 h. El control viral consistió en una mezcla 

de la dilución de trabajo del virus con igual volumen de medio de cultivo celular 

Memgane y se incubó en las mismas condiciones. Posteriormente, 0,05 mL de 

cada una de las mezclas virus-suero y del control viral se inocularon en 0,5 mL de 

la suspensión de células BHK-21, sembradas previamente en placas plásticas de 

24 pozos. Después de inoculadas, las células se incubaron a 37 ºC en atmósfera 

de CO2 a 4% durante 4 h. A continuación, se añadió el medio de recubrimiento a 

razón de 0,5 mL por pozo y las células se incubaron a 37 0C en atmósfera de CO2 

a 4% durante cinco días para la cepa DEN 2 A15, seis días para DEN 2 Jamaica y 

DEN 2 I348600 y siete días para DEN 1 West Pacific y DEN 1 Jamaica. Luego de 

la incubación se eliminó el medio de cultivo celular y se lavaron las monocapas 

celulares con agua corriente. A cada pozo se le añadió 0,5 mL de la solución de 

tinción. Después de 30 minutos en reposo se realizó un segundo lavado y las 

monocapas celulares se dejaron secar a temperatura ambiente.  

Criterio de lectura: El valor porcentual de reducción del número de placas virales 

con respecto al control viral se calculó según la relación: 

% de reducción = [1- (Xs/Xm)] x 100% 

En la cual: 

Xs  -- promedio del número de placas obtenido para la dilución de suero. 

Xm -- promedio del número de placas obtenido para el control viral. 

Mediante la formula anterior, a cada dilución de suero se le determinó su valor 

porcentual de reducción del número de placas virales. Estos datos se llevaron a un 

papel probit (regresión lineal) para determinar la dilución de suero que reduce en 

un 50% el número de placas virales con respecto al control viral, la que representa 

el título de anticuerpos neutralizantes del suero en cuestión. Los títulos inferiores a 

1/10 se consideran como negativos (Morens y cols, 1985; Alvarez y cols, 2005). 
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3.8.4. Ensayo de amplificación dependiente de anticuerpos 

Los sueros problemas se diluyeron en base 10 desde 10-1 hasta 10-5 en medio 

K562 y la primera dilución se trató con cloroformo para su esterilización. Cada una 

de las diluciones de suero (0,05 mL) se mezcló con igual volumen de la dilución 

del virus (multiplicidad de infección final de 0,025) en placas de cultivo de 96 pozos 

(Costar, EUA). El control viral consistió en la mezcla de la dilución de virus con 

igual volumen de medio K562. Las mezclas se incubaron a 37 ºC en atmósfera de 

CO2 a 4% por 1 h. Posteriormente se añadió la suspensión de células K562 a 

razón de 0,1 mL/pozo y las placas se incubaron a 37 ºC en atmósfera de CO2 a 

4% durante 48 h. Los títulos virales obtenidos después del ensayo de 

amplificación se determinaron por el método de formación de placas en células 

BHK-21 (Morens y cols, 1985; Alvarez y cols, 2005). 

3.8.4.1. Titulación viral mediante la formación de placas en células BHK-21 

Cada uno de los pozos de la placa de 96 donde se realizó la amplificación 

dependiente de anticuerpos se inoculó por duplicado en 0,05 mL de suspensión de 

células BHK-21, previamente sembradas en placas de 24 pozos, y luego las 

placas de 24 pozos se incubaron a 37 ºC en atmósfera de CO2 a 4% por 4 h. 

Posteriormente se añadió el medio de recubrimiento a razón de 0,5 mL por pozo y 

las placas se incubaron a 37 ºC en atmósfera de CO2 a 4% durante cinco días 

para la cepa DEN 2 A15 y 6 días para la cepa DEN 2 I348600. Luego de la 

incubación se eliminó el medio de cultivo celular y se lavaron las monocapas 

celulares con agua corriente. A cada pozo se le añadió 0,5 mL de la solución de 

tinción. Después de 30 minutos en reposo se realizó un segundo lavado y las 

monocapas celulares se dejaron secar a temperatura ambiente. 

El criterio de inmunoamplificación se estimó mediante la fórmula de Detre (Detre y 

White, 1970; Halstead y cols, 1984), donde los valores iguales o superiores a 1,96 

son considerados como positivos:  

(X1 - X0)/√(X1+ X0) ≥ 1,96 

En la cual: 
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X1: número de placas de la dilución de suero 

X0: número de placas del control de virus 
 

3.9. Detección de la viremia en los monos inoculados con el virus dengue 

3.9.1. Aislamiento viral en cultivo de células e identificación del virus 

Para el aislamiento viral 0,1 mL de las muestras de suero sin diluir, colectadas 

entre el primero y el décimo día posterior a la inoculación viral, se inocularon en 

monocapas confluentes de células Vero. Las células inoculadas se agitaron por 1 

h a 37 ºC y después se centrifugaron durante 30 minutos a 2 000 rpm y 37 ºC 

(Rodriguez-Roche y cols, 2000). Posteriormente, las células inoculadas se 

recubrieron con 1 mL de medio Vero y se incubaron a 37 ºC y 5% de CO2 durante 

siete días. La identificación viral se realizó mediante inmunofluorescencia indirecta 

con anticuerpos monoclonales específicos a los cuatro serotipos del virus DEN 

(Henchal y cols, 1982). 

3.9.2. RT-PCR 

La extracción del ARN viral a partir de las muestras de suero colectadas entre el 

primero y el décimo día posterior a la inoculación viral se realizó por el protocolo 

del Trizol LS Reagent (Gibco BRL), según las indicaciones del fabricante. La 

detección y la tipificación de los virus DEN se realizó mediante la amplificación de 

la región C-prM-M del genoma (Lanciotti y cols, 1992; Rosario y cols, 1998a). 
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3.10. Diagrama de trabajo 
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4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

4.1. Evaluación de la capacidad inmunogénica y protectora de la proteína 
recombinante de dengue 1 en monos M. fascicularis y M. mulatta 

Con el objetivo de evaluar la inmunogenicidad de la proteína recombinante de 

DEN 1 que contiene al dominio III de la proteína E fusionado a la proteína P64k de 

N. meningitidis (PD10) en un modelo cercano al humano, se inmunizaron monos 

M. fascicularis y monos M. mulatta con cuatro dosis de esta proteína adyuvada en 

Freund. Los monos M. mulatta muestran los resultados más cercanos al hombre 

de acuerdo al desarrollo de viremia y a la respuesta serológica inducida (Halstead 

y Palumbo, 1973). Sin embargo, debido a la baja disponibilidad de estos, es 

importante la validación de otras especies como los monos M. fascicularis para la 

evaluación de las proteínas recombinantes P64k-dominio III. Con el empleo de 

Freund como adyuvante perseguimos la inducción de una respuesta inmune 

óptima que permita demostrar la potencialidad de esta proteína en monos. 

Todos los animales empleados para el esquema de inmunización no presentaron 

anticuerpos previos al virus DEN o a la proteína P64k. La presencia de anticuerpos 

a la proteína portadora podría interferir en la inmunidad inducida por la proteína 

PD10.  

La inmunogenicidad de la proteína PD10 se analizó primeramente de acuerdo a la 

respuesta de anticuerpos IgG totales anti-DEN 1 detectada por ELISA en los 

sueros colectados a los 15 días de la tercera y de la cuarta dosis. Como se 

muestra en la figura 1, los animales inmunizados con la proteína PD10, tanto M. 

fascicularis como M. mulatta, mostraron títulos elevados de anticuerpos IgG 

específicos a DEN 1 a los 15 días de la tercera y de la cuarta dosis. 
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La evaluación de la respuesta de anticuerpos IgG se realizó empleando la cepa de 

referencia DEN 1 Hawai crecida en cerebro de ratón lactante. El criterio de 

selección de esta cepa fue práctico puesto que este sistema de multiplicación viral 

en cerebro de ratón es más económico en Cuba que el requerido para multiplicar 

cepas no neurovirulentas en cultivos celulares. Las cepas de DEN incluidas dentro 

de un mismo serotipo presentan una identidad de secuencia superior al 90% 

(Laille y Roche, 2004), por lo que la respuesta de anticuerpos IgG totales 

detectada por ELISA no muestra diferencias entre estas. Aún para la respuesta de 

anticuerpos inducida por el dominio III de la proteína E, que se postula es más 

específica (Simmons y cols, 2001a), se demostró que los anticuerpos IgG totales 

determinados por ELISA no diferencian entre las cepas de un mismo serotipo 

(Fleitas, 2007).  

 

 
 
Figura 1. Títulos de anticuerpos IgG anti-dengue 1 en los sueros de los monos M. 

fascicularis y M. mulatta  inmunizados con PD10. Los animales se inocularon con cuatro 

dosis de 0,1 mg de PD10 y los sueros se colectaron a los 15 días de la tercera dosis (A) y a los 15 

días de la cuarta dosis (B). Los títulos de Acs IgG se detectaron por ELISA a la cepa DEN 1 Hawai 

y se estimaron como la mayor dilución de suero que mostró un valor positivo. Se representa el 

inverso de los títulos de Acs IgG para cada animal de forma individual.  
 

La capacidad neutralizante de los anticuerpos generados en monos por la 

inmunización con PD10 se evaluó por la técnica de NRNP en células BHK-21 y 

con la cepa DEN 1 West Pacific. Esta es la cepa recomendada por la OMS para 
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los ensayos de neutralización relacionados a la evaluación de candidatos 

vacunales del virus DEN 1, para homogenizar los datos obtenidos en los diferentes 

laboratorios (Roehrig y cols, 2008). 

Las dos especies de mono inmunizadas con la proteína PD10 mostraron títulos de 

anticuerpos neutralizantes a los 15 días después de la tercera y de la cuarta dosis 

(figura 2). Esta respuesta de anticuerpos neutralizantes resultó superior en los 

monos M. fascicularis en comparación con los M. mulatta tanto 15 días después 

de la tercera como de la cuarta dosis, lo que demuestra la utilidad de este modelo 

animal para evaluar la inmunogenicidad de las proteínas recombinantes P64k-

dominio III. 

A diferencia de los anticuerpos IgG totales que no se incrementaron después de la 

cuarta dosis, la capacidad neutralizante de estos anticuerpos resultó superior para 

todos los animales independientemente de la especie (en 5,4 y 2,9 veces como 

media para los monos M. fascicularis y M. mulatta respectivamente), por lo que el 

esquema de inmunización de cuatro dosis es recomendable en este modelo 

animal. El incremento de los títulos de anticuerpos neutralizantes después de la 

cuarta dosis puede ser explicado por los procesos de maduración de la afinidad de 

los anticuerpos que ocurren en la medida que las células B sufren encuentros 

repetidos con el antígeno, y por la posterior selección de los clones más afines 

(Janeway y cols, 2005). Para las entidades virales se postula una correlación 

directa entre la afinidad de los anticuerpos y la capacidad neutralizante de estos 

(Janeway y cols, 2005). En el caso del virus dengue en particular, recientemente 

se demostró que la afinidad de los anticuerpos monoclonales correlaciona 

directamente con su capacidad neutralizante (Matsui y cols, 2009). 

Los niveles de anticuerpos neutralizantes generados después de la inmunización 

con la proteína recombinante PD10 en monos, resultaron comparables a los títulos 

promedio geométrico (TPG) de anticuerpos detectados después del reto viral en 

los monos controles (figura 3). Este resultado permite afirmar que la proteína 

PD10 induce títulos de anticuerpos neutralizantes equivalentes a los desarrollados 

frente a una inoculación con el virus DEN 1 completo.  
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Figura 2. Títulos de anticuerpos neutralizantes anti-dengue 1 en los sueros de los 

monos M. fascicularis y M. mulatta inmunizados con PD10. Los animales se inocularon 

con cuatro dosis de 0,1 mg de PD10 y los sueros se colectaron a los 15 días de la tercera dosis (A) 

y a los 15 días de la cuarta dosis (B). Los títulos de Acs Nts se evaluaron mediante NRNP a la 

cepa DEN 1 West Pacific y se estimaron como la dilución de suero que redujo en un 50% el 

número de placas virales. Se representa el inverso de los títulos de Acs Nts para cada animal de 

forma individual.  
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Figura 3. Títulos de anticuerpos neutralizantes anti-dengue 1 en los sueros de los 

monos M. fascicularis y M. mulatta inoculados con dengue 1. Dos animales de cada 

especie se inocularon con 106 ufp de la cepa DEN 1 Jamaica. Los sueros se colectaron a los 60 

días de la inoculación viral y los títulos de Acs Nts se evaluaron mediante NRNP frente a la cepa 

DEN 1 West Pacific, estimados como la dilución de suero que redujo en un 50% el número de 

placas virales. Se representa el inverso de los TPG de Acs Nts ± DS para cada grupo (n=2). 
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El presente estudio constituye el primer reporte en la literatura relacionado con la 

evaluación de una proteína recombinante del serotipo 1 en monos. Los datos 

obtenidos con formulaciones del virus DEN 1 se limitan a estrategias basadas en 

virus vivos atenuados o recombinantes y a vacunas de ADN. Los títulos de 

anticuerpos neutralizantes inducidos después de la inmunización de monos con 

una vacuna de ADN que contiene a los genes prM y E del virus DEN 1 fueron 

bajos, y aún cuando estos se incrementaron con la adición de secuencias inmuno-

estimuladoras a la formulación, los títulos máximos resultaron comparables a los 

inducidos por PD10 (Raviprakash y cols, 2000; Raviprakash y cols, 2003). Los 

títulos de anticuerpos neutralizantes generados por PD10 en monos son similares 

además a los detectados en los monos inmunizados con el candidato Chimerivax 

DEN 1, que contiene los genes prM y E de este serotipo sobre el esqueleto de la 

cepa vacunal atenuada de FA (Guirakhoo y cols, 2001), así como también a los 

estimulados por los candidatos vacunales de DEN 1 atenuados por introducción de 

deleciones en el extremo 3’ del genoma (Markoff y cols, 2002; Whitehead y cols, 

2003a; Durbin y cols, 2006a). Los títulos inducidos por PD10 en monos resultaron 

incluso superiores a los referidos para algunas de las formulaciones basadas en 

virus vivos. Este es el caso de la evaluación en monos del candidato que incluye a 

los genes prM y E del virus DEN 1 sobre el esqueleto de la cepa atenuada de DEN 

4 por deleción de 30 nucleótidos en el extremo 3’ (Blaney y cols, 2007) y de la 

evaluación en humanos de un candidato de DEN 1 atenuado por la vía 

convencional (Kanesa thasan y cols, 2001).  

Con los elementos anteriores se demuestra que la proteína recombinante PD10 

induce títulos de anticuerpos neutralizantes similares a los desarrollados por la 

infección con el virus DEN 1, y que estos anticuerpos resultan comparables a los 

referidos para los candidatos replicativos de este serotipo en monos. Los 

anticuerpos neutralizantes son considerados un mecanismo de protección 

importante frente a la infección por el virus DEN. Las principales evidencias al 

respecto se obtuvieron a partir de los estudios de niños recién nacidos de madres 

inmunes a DEN, los que resultaron protegidos frente a la infección durante los 

cinco primeros meses de edad, cuando los anticuerpos transferidos pasivamente a 
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través de la madre eran aún elevados. Sin embargo, cuando estos anticuerpos 

diminuyeron, se incrementó el riesgo de desarrollo de la forma severa de la 

enfermedad en estos niños (Halstead y cols, 1969). Además, en varias 

evaluaciones de candidatos contra los cuatro serotipos del virus DEN, los niveles 

de protección obtenidos frente al reto viral se correlacionan con los niveles de 

anticuerpos neutralizantes presentes (Bray y cols, 1996; Velzing y cols, 1999; Men 

y cols, 2000; Blair y cols, 2006; Blaney y cols, 2007). 

Para evaluar la capacidad protectora de la inmunidad inducida por la proteína 

PD10, todos los monos se retaron con 106 ufp del virus DEN 1 dos meses después 

de la última dosis. Los monos desarrollan viremia después de la inoculación del 

virus DEN, por lo que la protección en este modelo se define como la reducción de 

la viremia después del reto viral. La viremia se evaluó mediante el aislamiento del 

virus en cultivo de células y por la detección del ARN viral mediante RT-PCR, 

ambos procedimientos a partir de los sueros colectados de los monos en los 10 

días posteriores al reto viral. La protección puede ser definida en tres categorías: 

(1) protección total cuando no se detecta viremia en los monos inoculados con el 

virus, (2) protección parcial cuando el número de días virémicos se reduce en los 

monos inmunizados con PD10 con respecto a los detectados en los monos 

controles no inmunes a DEN, (3) no protección cuando los monos inmunizados 

con PD10 muestran una media de días virémicos similar a la observada en los 

monos controles. 

Como se muestra en la tabla 5, tanto los monos M. fascicularis como M. mulatta 

inmunizados con PD10 redujeron el número de días virémicos comparado con los 

monos controles inmunizados con la proteína P64k en cada caso.  
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Tabla 5. Viremia desarrollada en los monos M. fascicularis y M. mulatta después del 

reto con el virus dengue 1, estimada de acuerdo a la detección del virus por 

aislamiento viral y por RT-PCR 

Viremia después del reto viral en los díasb 
Monos Grupo Monosa 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
I           PD10 II           
I   + + +      M. fascicularis 

P64k 
II           
I +          

PD10 
II           
I  +  + +      

M. mulatta 
P64k 

II  + + + + +     
aLos grupos de monos (n=2) M. fascicularis y M. mulatta inmunizados con 0,1 mg de PD10 o de 

P64k adyuvada en Freund en los días 0, 30, 90 y 150 se retaron al día 210 con 106 ufp de la cepa 

DEN 1 Jamaica.  
bLa viremia se determinó en los sueros colectados en los diez días posteriores a la infección a 

través de la detección del ARN viral por RT-PCR (cuadros sombreados en gris) y del aislamiento 

del virus después de la inoculación del suero puro en células Vero (+).   
 

En los monos M. fascicularis inmunizados con PD10 no se detectó virus por 

aislamiento en cultivo de células y el ARN viral se confirmó sólo en uno de ellos a 

los días seis y siete después del reto viral, mientras que los monos controles 

inmunizados con P64k desarrollaron viremia durante 1,5 y 3 días, estimada por 

aislamiento viral y por RT-PCR, respectivamente. A pesar de que el ARN viral se 

detectó en ambos monos M fascicularis controles, el aislamiento viral fue negativo 

en uno de ellos. La RT-PCR presenta mayor sensibilidad y puede detectar ARN a 

partir de partículas virales no infectivas, a diferencia del aislamiento viral que 

depende de la infectividad y de la carga viral en el suero (Rosario y cols, 1998b; 

Wang y cols, 2003).    

De los monos M. mulatta inmunizados con PD10, uno resultó totalmente protegido 

mientras que en el otro se detectó viremia en un día por aislamiento viral y en 

cuatro días por RT-PCR. Los monos M. mulatta inmunizados con P64k mostraron 

un período de viremia de cuatro y cinco días detectado por aislamiento viral y por 

RT-PCR, respectivamente.  
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A pesar de que algunos autores consideran la viremia al primer día después del 

reto como el resultado de una diseminación rápida del virus (Markoff y cols, 2002), 

ésta podría representar remanentes de la inoculación viral, especialmente cuando 

el aislamiento viral y la RT-PCR resultaron negativos al segundo día (mono M. 

mulatta I). Un ciclo de replicación para el virus DEN toma alrededor de 30 horas 

por lo que no se espera la detección de viremia a las 24 horas como función de la 

replicación viral.  

Con las consideraciones anteriores se puede concluir que tanto los monos M. 

mulatta como M. fascicularis inmunizados con PD10 mostraron protección total 

frente al reto con el virus DEN 1, de acuerdo a la detección de la viremia por 

aislamiento viral, que representa directamente la presencia de partículas virales 

infectivas. El ARN viral se detectó tanto en los monos M. fascicularis como M. 

mulatta inmunizados con PD10, sin embargo, se observó una reducción notable en 

la viremia con respecto al control viral, lo que se corresponde con una protección 

parcial frente al reto viral. La RT-PCR presenta una sensibilidad mayor para 

detectar la existencia del virus en comparación con el aislamiento viral (Wang y 

cols, 2003). Sin embargo, la RT-PCR puede detectar genomas virales a partir de 

complejos inmunes no infectivos o de partículas virales defectivas. 

El empleo de sólo dos animales en cada uno de los grupos evaluados constituyó 

una limitación para estimar la protección frente al reto viral. De los monos 

inmunizados con PD10, tanto M. fascicularis como M. mulatta, uno resultó 

totalmente protegido frente al reto viral, mientras que el otro mostró viremia de 

acuerdo a la detección de ARN viral. Es importante considerar que estos monos 

funcionan como individuos diferentes, en los cuales el sistema inmune responde 

de manera también variable. El uso de pocos monos para las evaluaciones 

vacunales se reconoce mundialmente como uno de las atenuantes de los estudios 

preclínicos en este modelo. 

Resultó llamativo que dos muestras de suero positivas por aislamiento viral 

resultaron negativas por RT-PCR (M. mulatta, P64k I y II, días 2 y 4 

respectivamente), aún cuando este segundo método tiene mayor sensibilidad. 

Este hecho puede ser explicado por la inhibición de la trascripción reversa por 



                                                                                                                         Resultados y Discusión 
 
 

 59

inhibidores presentes en el suero animal, como es el caso de la hemoglobina (De 

Paula y Lopes da Fonseca, 2002), de ahí la necesidad de emplear varios métodos 

de detección para evaluar la viremia. Existen algunos datos publicados que 

también muestran incongruencias puntuales entre la detección de la viremia por 

RT-PCR y por aislamiento en cultivos celulares. En la evaluación de una cepa de 

DEN atenuada por mutaciones puntuales en el extremo 3’, se obtuvo aislamiento 

viral después del reto en uno de los monos retados con 106 ufp de DEN 1 hasta el 

día 2 por RT-PCR y hasta el día 3 mediante titulación viral por placas (Markoff y 

cols, 2002). Asimismo, en otro estudio se demostró aislamiento del virus DEN 2 a 

partir del suero de los monos controles al tercer día después del reto, sin 

detección de ARN viral (Velzing y cols, 1999).  

El presente trabajo constituye la primera evidencia de la capacidad protectora de 

las proteínas recombinantes de DEN 1 en el modelo de monos. La protección 

observada después del reto viral en los animales inmunizados con la proteína 

recombinante PD10, supera a la reportada en la mayoría de los estudios en monos 

con proteínas recombinantes de otros serotipos del virus. Este es el caso de los 

monos M. mulatta inmunizados con tres dosis de la proteína recombinante de DEN 

2 que contiene al dominio III de la proteína E del virus fusionado a la MBP de E. 

coli, que desarrollaron una viremia elevada después del reto viral estimada incluso 

por aislamiento en células Vero (Simmons y cols, 2006). De igual forma, los sueros 

de los monos M. fascicularis inmunizados con una proteína recombinante de la 

envoltura del virus DEN 2 mostraron tanto aislamiento como RT-PCR positiva 

(Velzing y cols, 1999). Aún cuando algunos de los candidatos basados en 

proteínas recombinantes indujeron protección parcial en monos, el número de días 

virémicos en estos fue superior a los que se detectaron en este trabajo en los 

animales inmunizados con la proteína recombinante PD10. En este sentido, la 

inmunización de monos M. fascicularis con una proteína recombinante de la 

envoltura del virus DEN 4 indujo protección parcial frente al reto viral de acuerdo a 

la RT-PCR, sin embargo, la media de la duración de la viremia fue superior a la 

obtenida en nuestro estudio después del reto de los animales inmunizados con 

PD10 (Guzman y cols, 2003b). Los resultados más prometedores referidos en 
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monos hasta el momento se obtuvieron con una proteína recombinante que 

contiene el 80% de la envoltura viral de DEN 2, administrada en dosis de 20 µg y 

formulada en sales de alúmina (Putnak y cols, 2005). Los monos rhesus 

inmunizados con esta variante redujeron totalmente la viremia después del reto de 

acuerdo al aislamiento viral y significativamente de acuerdo a la RT-PCR (Putnak y 

cols, 2005). 

La protección conferida en los monos inmunizados con PD10 resultó comparable a 

la obtenida previamente para la proteína quimérica homóloga del serotipo 2 en 

monos (PD5). Los monos inmunizados con PD5 resultaron también totalmente 

protegidos de acuerdo a la detección de la viremia por aislamiento viral y 

parcialmente protegidos de acuerdo a la detección por RT-PCR (Hermida y cols, 

2006). 

El análisis de los niveles de protección obtenidos en los monos inmunizados con la 

proteína recombinante PD10, en conjunto con los niveles de anticuerpos 

neutralizantes desarrollados en estos animales, indica que la neutralización 

medida in vitro no es el único marcador de protección frente al reto viral en este 

modelo. A pesar de que todos los monos inmunizados con la proteína quimérica 

indujeron anticuerpos neutralizantes, las protecciones alcanzadas fueron variables 

(dos monos completamente protegidos y dos protegidos parcialmente). Estas 

evidencias reflejan que existen otros mecanismos adicionales que median la 

protección frente al reto viral en monos, o que las técnicas de neutralización in 

vitro no reflejan exactamente este fenómeno in vivo.  

En la técnica de neutralización empleada en este trabajo se utilizan células de 

riñón de hámster recién nacido que no son dianas naturales de la infección. En un 

estudio prospectivo realizado en niños tailandeses se demostró que la correlación 

entre la presencia de anticuerpos neutralizantes anti-DEN previo a la infección y la 

protección frente a la infección subsiguiente depende de las células empleadas en 

el ensayo de neutralización (Kliks y cols, 1989). Cuando se emplearon cultivos de 

monocitos humanos frescos para el ensayo de neutralización el virus resultó 

totalmente neutralizado por los sueros de los niños que luego desarrollaron 

infecciones secundarias asintomáticas, mientras que se amplificó por los sueros 
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de los niños que desarrollaron infecciones secundarias sintomáticas. Sin embargo, 

el uso de una línea celular monocítica humana mostró amplificación del virus en 

ambos casos y ésta fue incluso superior en los niños que desarrollaban infección 

asintomática (Kliks y cols, 1989). También se demostró anteriormente que las 

cepas empleadas en el ensayo de neutralización pueden influir en los títulos de 

anticuerpos obtenidos. Se plantea que los aislamientos recientes del virus DEN 

permiten la detección de títulos mayores de anticuerpos neutralizantes específicos 

al serotipo homólogo y menores a los serotipos heterólogos, mientras que las 

cepas con un número de pases elevado en cultivos celulares detectan mayores 

títulos de anticuerpos con reactividad cruzada (Martin y cols, 2006). Por tanto, es 

necesario desarrollar nuevos métodos de neutralización que muestren mayor 

sensibilidad y que a la vez correlacionen con la protección in vivo. Uno de los 

enfoques actuales es el empleo de líneas celulares humanas transfectadas con 

DC-SIGN (molécula propuesta como receptor o co-receptor del virus) para 

incrementar su susceptibilidad, y la detección de la infección viral mediante 

citometría de flujo (Martin y cols, 2006; Hombach y cols, 2007). 

Aún cuando las condiciones de la técnica de neutralización pueden influir en estos 

resultados, no se debe descartar la participación de otros mecanismos de la 

inmunidad en la protección frente a la infección por DEN. La inmunización con 

proteínas solubles por vía sistémica estimula principalmente una respuesta inmune 

humoral, por lo que los animales inmunizados con PD10 se deben proteger a 

expensas de la respuesta de anticuerpos. Además de la neutralización, los 

anticuerpos pueden mediar otros mecanismos de la inmunidad contra el virus DEN 

como la ADCC (Falgout y cols, 1990; Laoprasopwattana y cols, 2007) y la 

activación del complemento (Yamanaka y cols, 2008). Independientemente de que 

la respuesta de anticuerpos IgG totales fue similar en los monos inmunizados con 

PD10 que resultaron protegidos de forma total o parcial después del reto, no se 

midieron otras funciones de estos anticuerpos aparte de la neutralización. La 

proteína E se expresa de forma íntegra en la membrana de las células infectadas 

por el virus DEN, lo que las hace blanco potencial de la ADCC. Se plantea que la 

ADCC puede controlar la replicación viral durante la fase temprana de la infección. 



                                                                                                                         Resultados y Discusión 
 
 

 62

En un estudio prospectivo realizado en niños tailandeses, la actividad ADCC 

detectada en los plasmas colectados previo a la enfermedad correlacionó 

inversamente con la carga viral durante la infección secundaria subsecuente por el 

virus DEN 3 (Laoprasopwattana y cols, 2007). Por otra parte, se plantea que la 

actividad del complemento controla la capacidad amplificadora o neutralizante de 

los anticuerpos anti-DEN. Recientemente se demostró que la capacidad 

amplificadora de los anticuerpos monoclonales contra los serotipos 2 y 4, en 

concentraciones subneutralizantes, se elimina por la adición de los factores del 

complemento C1q y C3. La actividad amplificadora de estos anticuerpos 

monoclonales se redujo significativamente cuando la actividad hemolítica del 

complemento se encontraba en los niveles normales (Yamanaka y cols, 2008). La 

formación de inmunocomplejos entre la proteína E del virus DEN y los anticuerpos 

monoclonales puede activar el complemento, seguido por la formación del 

complejo de ataque a membrana C5b-C9 que puede actuar directamente sobre las 

partículas virales (Yamanaka y cols, 2008). Otra de las evidencias que apoya la 

actividad del complemento en la protección frente a la infección por los virus del 

DEN, es que los pacientes con FHD presentan una disminución en actividad 

hemolítica del complemento durante la fase aguda de la infección (Nishioka, 

1974), en comparación con los de FD en los que la actividad del complemento no 

se altera (Shaio y cols, 1992). 

La inmunidad mediada por células también participa en la protección frente a la 

infección por los virus del DEN (van Der Most y cols, 2000; Gil y cols, 2009). 

Previamente se demostró la presencia de un epitopo para células T en ratones 

dentro del dominio III de la proteína E (Khanam y cols, 2006b). No podemos 

descartar la estimulación de una respuesta de células T efectoras por la proteína 

PD10, debido a que la formación de agregados por las proteínas recombinantes se 

asocia a la inducción de una respuesta de linfocitos T citotóxicos en ratones 

(Speidel y cols, 1997). Similar a lo demostrado para PD5 (Lopez y cols, 2004), la 

proteína PD10 también forma agregados por la presencia de cisteínas libres en la 

estructura de la proteína P64k. 
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El estudio con la proteína recombinante PD10 permitió evaluar, además, la utilidad 

de los monos M. fascicularis en comparación con los M. mulatta de acuerdo al 

desarrollo de viremia después del reto viral con el virus DEN 1. La viremia en los 

monos M. mulatta resultó similar a la previamente publicada para el virus DEN 1 

en esta especie, donde ésta varía de 2,8 a 7 días en dependencia de la cepa viral 

empleada, de la historia de pase de la misma y de los métodos de detección 

utilizados (Guirakhoo y cols, 2002; Eckels y cols, 2003; Guirakhoo y cols, 2004a; 

Guirakhoo y cols, 2004b; Simmons y cols, 2006; Blaney y cols, 2007; Freire y cols, 

2007). A pesar de que en el experimento con DEN 1, los monos M. mulatta fueron 

más susceptibles a la infección que los monos M. fascicularis, la viremia en estos 

últimos se redujo debido a que el virus infectivo no se detectó en uno ellos. No 

obstante, de acuerdo a los resultados obtenidos en este trabajo, los monos M. 

fascicularis y los M. mulatta arrojaron conclusiones similares en cuanto a la 

inmunogenicidad y a la capacidad protectora inducida por PD10. La especie M. 

fascicularis se empleó previamente de manera satisfactoria para la evaluación de 

proteínas recombinantes de la envoltura de DEN 2 (Velzing y cols, 1999) y DEN 4 

(Guzman y cols, 2003b), para la evaluación de virus quiméricos FA-DEN 

(Guirakhoo y cols, 2004a) y encefalitis equina venezolana-DEN (Chen y cols, 

2007b), así como para la evaluación de virus vivos atenuados (Koraka y cols, 

2007b). Tomando en consideración los elementos anteriores y el hecho de que la 

disponibilidad de los monos M. mulatta en Cuba es limitada, la especie M. 

fascicularis puede ser empleada para las evaluaciones de las proteínas 

recombinantes P64k-dominio III. 

Los resultados de este acápite demuestran que la proteína recombinante de DEN 

1 P64k-dominio III (PD10), similar a lo previamente demostrado para su homóloga 

del serotipo 2, induce una respuesta de anticuerpos neutralizantes en monos M. 

fascicularis y M. mulatta comparable a la generada por el virus DEN 1 completo. 

Se demuestra, además, la capacidad protectora de la inmunidad inducida por la 

proteína PD10 en ambas especies de mono, a través de la reducción de la viremia 

después del reto con el virus salvaje.  
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4.2. Respuesta inmune humoral en los monos M. fascicularis 
inmunizados con las proteínas recombinantes PD10 y PD5 tras el 
reto viral homólogo 

Para considerar el uso de las proteínas recombinantes de DEN 1 y DEN 2 en 

estrategias de inmunización combinadas con cepas atenuadas de DEN, se evaluó 

la respuesta inmune humoral inducida después del reto viral en los monos M. 

fascicularis inmunizados con PD10 y PD5, como una evidencia de la capacidad de 

estas proteínas de sensibilizar al sistema inmune ante una dosis con el virus 

infectivo. La proteína PD5, similar a la proteína PD10, indujo anticuerpos 

neutralizantes y protección frente al reto viral en monos M. fascicularis (Hermida y 

cols, 2006). En este estudio se toma el virus infectivo como modelo de una dosis 

de virus vivo atenuado, candidatos actuales en desarrollo por la competencia. Se 

colectaron muestras de suero de los monos inmunizados con PD10 y PD5 

después del reto con los virus DEN (DEN 1 o DEN 2 respectivamente) a intervalos 

de tiempo. La respuesta inmune humoral se estudió de acuerdo a la detección de 

anticuerpos IgG totales por ELISA y de su capacidad neutralizante mediante 

NRNP. 

En la figura 4 se muestra la respuesta de anticuerpos IgG detectada después del 

reto viral con DEN 1 en los animales inmunizados con PD10 o con P64k. Los 

niveles de anticuerpos IgG anti-DEN 1 generados después del reto viral en los 

animales sensibilizados con PD10 fueron elevados, mientras que los animales 

inmunizados con la proteína P64k mostraron títulos inferiores. En el momento de 

la detección de los niveles máximos de anticuerpos (día 21 post reto) los títulos 

resultaron 16 veces superiores en los animales sensibilizados con PD10, con 

respecto a los detectados en los que recibieron P64k. La capacidad neutralizante 

de los anticuerpos inducidos después del reto viral en los monos inmunizados con 

PD10 también se reactivó eficientemente (tabla 6). Los monos sensibilizados con 

PD10 mostraron títulos de anticuerpos neutralizantes 12,7 veces superiores a los 

detectados en los monos inmunizados sólo con P64k, a los 60 días del reto con el 

virus DEN 1. Además, los títulos de anticuerpos neutralizantes detectados en los 

monos inmunizados previamente con PD10 se mantuvieron constantes entre los 
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días 30 y 60 después del reto viral, lo que evidencia la duración en el tiempo de la 

respuesta inmune inducida.  
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Figura 4. Títulos de anticuerpos IgG anti-dengue 1 detectados en los monos M. 

fascicularis inmunizados con PD10 después del reto viral con dengue 1. Los monos 

se inocularon con cuatro dosis de 0,1 mg de PD10 y se retaron con 106 ufp de la cepa DEN 1 

Jamaica a los dos meses después. Los Acs IgG se detectaron por ELISA a la cepa DEN 1 Hawai 

en las muestras tomadas periódicamente después del reto viral y se estimaron como la mayor 

dilución de suero que mostró un valor positivo en el ELISA. Se representa el inverso de los TPG de 

Acs ± DS para cada grupo (n=2). 
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Tabla 6. Títulos de anticuerpos neutralizantes anti-dengue 1 detectados en los 

monos M. fascicularis inmunizados con PD10 o P64k después del reto con el virus 

dengue 1 

Días después del reto 
Grupo mono 

# 0 9 21 30 60 
I <10 400 9000 2200 1100 
II 54 250 3400 1300 10000 PD10 

TPG 16 316 5532 1691 3317 
I <10 <10 <10 100 1000 
II <10 <10 <10 31 68 

M. fascicularis 

P64k 
TPG <10 <10 <10 56 261 

Los monos se inocularon con cuatro dosis de 0,1 mg de PD10 y se retaron con 106 ufp de la cepa 
DEN 1 Jamaica dos meses después. Los títulos de Acs Nts se detectaron por NRNP a la cepa 
DEN 1 West Pacific en las muestras tomadas periódicamente después del reto viral y se estimaron 
como la dilución de suero que redujo en un 50% el número de placas virales. Se representa el 
inverso de los títulos de Acs Nts para cada mono y los TPG de Acs para cada grupo. 

 

Para el serotipo 2, la respuesta de anticuerpos generada ante el reto viral en los 

monos inmunizados con la proteína PD5 o P64k se evaluó en comparación con los 

monos M. fascicularis que recibieron una dosis del virus DEN 2 y que se retaron 

con el mismo virus. Como se muestra en la figura 5, los niveles de anticuerpos IgG 

totales detectados por ELISA en los monos sensibilizados con PD5 se 

incrementaron rápidamente después del reto con el virus DEN 2 y a los 32 días, 

cuando se detectaron los títulos mayores, estos resultaron 32 veces superiores a 

los detectados en los animales controles inmunizados con P64k. Los anticuerpos 

neutralizantes también se reactivaron después del reto viral en los animales 

inmunizados con PD5 (tabla 7). Los títulos de anticuerpos IgG totales y los 

neutralizantes estimulados después del reto viral con DEN 2 fueron similares entre 

los monos inmunizados con PD5 (figura 5, tabla 7) y los inoculados con dos dosis 

del virus DEN 2 (figura 6, tabla 8). Con estos resultados se demuestra que la 

proteína recombinante P64k-dominio III del serotipo 2 sensibiliza al sistema 

inmune frente a la infección por el virus tan eficientemente como la inoculación de 

una dosis de virus DEN 2 infectivo. 
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Figura 5. Títulos de anticuerpos IgG anti-dengue 2 detectados en los monos M. 

fascicularis inmunizados con PD5 después del reto viral con dengue 2. Los monos se 

inocularon con cuatro dosis de 0,1 mg de PD5 y se retaron con 105 ufp de DEN 2 A15 a los 45 días 

después. Los títulos de Acs IgG se evaluaron por ELISA a la cepa DEN 2 NGC en las muestras 

tomadas periódicamente después del reto viral y se estimaron como la mayor dilución de suero 

que mostró un valor positivo en el ELISA. Se representa el inverso de los TPG de Acs ± DS para 

cada grupo (n=3). 
 

Tabla 7. Títulos de anticuerpos neutralizantes anti-dengue 2 detectados en los 

monos M. fascicularis inmunizados con PD5 o P64k después del reto con el virus 

dengue 2 

Días después del reto 
Grupo mono#

0 10 18 32 69 
I <10 78 250 160 72 
II 16 22 460 78 24 
III 22 1280 2600 108 124 

PD5 

TPG 12 130 669 110 60 
I <10 <10 <10 <10 100 
II <10 <10 <10 <10 50 
III <10 <10 <10 <10 60 

M. fascicularis 

P64k 

TPG <10 <10 <10 <10 67 
Los monos se inocularon con cuatro dosis de 0,1 mg de PD5 o P64k y se retaron con 105 ufp de la 
cepa DEN 2 A15 a los 45 días después. Los títulos de Acs Nts se detectaron por NRNP frente a la 
cepa DEN 2 A15 en las muestras tomadas periódicamente después del reto viral y se estimaron 
como la dilución de suero que redujo en un 50% el número de placas virales. Se representa el 
inverso de los títulos de Acs Nts para cada mono y los TPG de Acs para cada grupo. 
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Figura 6. Títulos de anticuerpos IgG anti-dengue 2 detectados en los monos M. 

fascicularis después de la segunda inoculación con el virus dengue 2. Los monos 

(n=3) se inocularon con 104 ufp de la cepa DEN 2 A15 y un año después estos monos se 

infectaron nuevamente con 104 ufp de la cepa DEN 2 A15. Los títulos de Acs IgG se detectaron por 

ELISA a la cepa DEN 2 A15 en los sueros colectados periódicamente después de la segunda 

inoculación viral y se estimaron como la mayor dilución que mostró un valor positivo. Se representa 

el inverso de los TPG Acs ± DS. 
 

Tabla 8. Títulos de anticuerpos neutralizantes anti-dengue 2 detectados en los 

monos M. fascicularis después de la segunda inoculación con el virus dengue 2 

Días después del reto 
Grupo mono 

# 0 10 15 30 60 
I 54 200 280 150 150 
II 28 190 350 260 56 
III 92 250 500 400 150 

M. fascicularis DEN 2 

TPG 52 212 366 250 108 
Los monos (n=3) se inocularon con 104 ufp de la cepa DEN 2 A15 y un año después estos monos 
se infectaron nuevamente con 104 ufp de la cepa DEN 2 A15. Los títulos de Acs Nts se detectaron 
por NRNP a la cepa DEN 2 A15 en los sueros tomados periódicamente después de la segunda 
inoculación viral y se estimaron como la dilución de suero que redujo en un 50% el número de 
placas virales. Se representa el inverso de los títulos de Acs Nts para cada mono y el TPG de Acs 
para cada grupo. 
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Los animales inmunizados con PD5 mostraron una reactivación menor de la 

respuesta de anticuerpos después del reto viral en comparación con los 

inmunizados con PD10. Sin embargo, la viremia detectada por RT-PCR en los 

grupos retados con DEN 1 o DEN 2 fue similar con un día como media para los 

monos previamente inmunizados con PD10 (como se muestra en el acápite 1) o 

PD5 (como se publicó previamente, Hermida y cols 2006). Además de la 

naturaleza del serotipo, la principal diferencia entre estos dos grupos fue la dosis 

de virus infectivo empleado en el reto viral, con 106 ufp para DEN 1 y 105 ufp para 

DEN 2. Por tanto, es posible que la magnitud en que se reactiva la respuesta de 

memoria ante la dosis con el virus infectivo dependa de la dosis viral del inóculo, 

aún cuando la viremia en los monos no se incrementó con el uso de 106 ufp. 

Previamente se demostró que la inoculación de dosis virales elevadas de DEN 1 

en monos (104-106 ufp) no incrementa el número de días virémicos sino que sólo 

hace que la detección de ésta sea más temprana (Markoff y cols, 2002). Para el 

serotipo 2 también se demostró que la inoculación de dosis virales entre 103-105 

ufp provoca viremias con duraciones similares, y que con la dosis viral más baja 

sólo se retarda el desarrollo de la viremia (Martin y cols, 2009).  

El hecho de que las proteínas recombinantes PD10 y PD5 induzcan protección 

parcial en monos de acuerdo a la detección de ARN viral por RT-PCR y que por 

tanto el virus aún se replique a bajos niveles en estos animales, puede 

considerarse una ventaja para su uso en estrategias de inmunización combinadas 

con cepas atenuadas. La protección parcial se asocia al desarrollo de una 

respuesta de anticuerpos de memoria fuerte después del reto viral en los monos 

inmunizados con proteínas recombinantes de la envoltura del virus DEN (Velzing y 

cols, 1999; Guzman y cols, 2003b; Putnak y cols, 2005). Sin embargo, cuando la 

viremia se reduce totalmente por lo general no se desarrolla una respuesta de 

memoria de anticuerpos, de acuerdo a los estudios de inmunización secuencial de 

DEN en monos (Halstead y cols, 1973). Asimismo, la posibilidad de reactivar la 

respuesta de anticuerpos a los dos meses de la última inmunización con las 

proteínas recombinantes permite el empleo de esquemas condensados que 

reduzcan el tiempo entre las dosis de inmunización. La inmunización con 
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candidatos atenuados requiere del empleo de dos o más dosis para lograr una 

respuesta inmune tetravalente y estas deben estar espaciadas por al menos seis 

meses para lograr la reactivación eficiente de la respuesta inmune (Sabchareon y 

cols, 2004; Guy y Almond, 2008; Simasathien y cols, 2008). En estos seis meses 

entre la primera y la segunda dosis, los individuos vacunados presentan 

anticuerpos a DEN pero esta respuesta no es protectora frente a los cuatro 

serotipos, por lo que son sensibles a desarrollar la forma severa de la enfermad en 

caso de infección por DEN. Por tanto, es fundamental el establecimiento de 

estrategias de inmunización que reduzcan este período de sensibilización. Al 

mismo tiempo, la inmunidad inducida por las proteínas recombinantes puede 

disminuir las reacciones adversas provocadas por las cepas atenuadas de DEN en 

humanos, que constituyen la principal limitante de estos candidatos en los estudios 

de fase clínica (Whitehead y cols, 2007).  

Las estrategias de inmunización que combinan candidatos basados en sistemas 

replicativos y no replicativos se emplean para inducir una respuesta inmune 

humoral y celular balanceada. Los antígenos proteicos son procesados por las 

células presentadoras de antígenos profesionales y presentados a los linfocitos T 

asociados primariamente con las moléculas MHC clase II que activan linfocitos T 

CD4+ asociados principalmente con una respuesta inmune humoral. Por el 

contrario, los sistemas replicativos se procesan por la vía endógena de las células 

presentadoras de antígenos y se presentan en el contexto de las moléculas MHC 

clase I que estimulan fundamentalmente una respuesta inmune mediada por 

células (Janeway y cols, 2005). Por tanto, la combinación de las proteínas 

recombinantes P64k-dominio III, dirigidas principalmente a la inducción de una 

respuesta de anticuerpos neutralizantes, con cepas atenuadas de dengue puede 

estimular además una respuesta inmune efectora mediada por células. 

La inducción de una respuesta humoral y celular balanceada a través de la 

combinación de proteínas recombinantes que contienen al dominio III de la 

proteína E con vacunas de ADN se demostró previamente en el modelo de ratón. 

La proteína recombinante que contiene al dominio III de la proteína E del virus 

DEN 2 fusionado a la MBP de E.coli se evaluó en ratones en combinación con una 
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vacuna de ADN que expresa los genes prM y E de este mismo serotipo. A 

diferencia de la inmunización con la proteína recombinante o con el ADN solo, que 

indujeron anticuerpos IgG1 e IgG2a respectivamente, algunas de las 

combinaciones empleadas lograron inducir ambas subclases de IgG (Simmons y 

cols, 2001b). Sin embargo, la combinación de estos dos candidatos en monos, y 

además de un virus DEN 2 inactivado, no mostró resultados satisfactorios. Los 

monos inmunizados con las diferentes combinaciones de proteína recombinante 

dominio III-MBP, ADN o virus inactivado no redujeron significativamente la viremia 

ante el reto con el virus DEN 2 (Simmons y cols, 2006). Otra de las estrategias de 

inmunización secuencial publicadas incluye la combinación de un adenovirus 

recombinante que expresa al dominio III de la proteína E, junto a un plásmido que 

codifica para estos mismos genes. La combinación de estos dos antígenos resultó 

en la inducción de anticuerpos neutralizantes específicos contra el serotipo 2 y de 

una respuesta de células T de tipo Th1 en ratones (Khanam y cols, 2006b). Luego 

estos mismos autores desarrollaron una estrategia similar pero con adenovirus 

recombinantes que expresan los dominios III de los serotipos 2 y 4 en combinación 

con un plásmido que codifica para el mismo antígeno bivalente quimérico. Los 

resultados mostraron la inducción de una respuesta de anticuerpos neutralizantes 

y de células T equivalentes para ambos serotipos en ratones, lo que apoya la 

potencialidad de este enfoque para el desarrollo de una vacuna tetravalente 

(Khanam y cols, 2007). También se evaluó en ratones un candidato tetravalente 

de ADN, que incluye los genes prM y E del virus, co-inmunizado con partículas 

extracelulares de DEN 2 o con la vacuna inactivada de la EJ (Konishi y cols, 

2006). Estos regímenes de inmunización incrementaron la producción de 

anticuerpos neutralizantes y confirieron protección en los animales frente al 

desarrollo de viremia artificial después de la inoculación intravenosa con el virus 

DEN 2 (Imoto y Konishi, 2007). No obstante, la efectividad de estos esquemas de 

inmunización combinados aún debe ser demostrada en monos como el modelo 

animal más cercano al humano.  

La única estrategia de inmunización secuencial descrita en monos hasta el 

momento con resultados satisfactorios se basó en el empleo de partículas virales 
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del virus de la encefalitis equina venezolana, que expresan los genes prM y E del 

virus DEN 1, combinadas con una vacuna de ADN que codifica para estos mismos 

genes. Los monos inmunizados con este régimen de inmunización desarrollaron 

anticuerpos neutralizantes y redujeron totalmente la viremia después del reto viral 

(Chen y cols, 2007b). No obstante, ninguno de los enfoques de inmunización 

secuencial publicados hasta el momento se basa en la combinación de proteínas 

recombinantes con cepas virales atenuadas de DEN.  

El dominio III de la proteína E, expresado como una proteína recombinante en 

Drosophila S2, se empleó con anterioridad para reactivar la respuesta inmune 

inducida en ratones por el candidato que emplea a la vacuna del sarampión para 

la expresión del dominio III de la proteína E fusionado al ectodominio de la 

proteína M del virus DEN 1 (MV-EDIII-EctoM) (Brandler y cols, 2007). Como 

resultado, los ratones inmunizados con MV-EDIII-EctoM en el día cero e 

inoculados seis meses después con la proteína recombinante que contiene al 

dominio III de DEN 1 incrementaron significativamente los títulos de anticuerpos 

IgG totales y neutralizantes al virus DEN 1 (Brandler y cols, 2007). Estos datos 

muestran que el dominio III de la proteína E puede también reactivar la respuesta 

de memoria de anticuerpos a DEN. 

Los resultados de este acápite demuestran la capacidad de las proteínas 

recombinantes P64k-dominio III de DEN 1 y DEN 2 de sensibilizar el sistema 

inmune ante la infección por el virus DEN. Estas evidencias apoyan el uso de 

esquemas de inmunización combinados que sensibilicen al sistema inmune con 

las proteínas recombinantes y lo reactiven con cepas atenuadas, como estrategias 

para incrementar la duración de la respuesta inmune inducida por las proteínas 

recombinantes y para implementar esquemas de inmunización más cortos y 

seguros con las cepas atenuadas. 
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4.3. Reactividad cruzada de los anticuerpos inducidos por las proteínas 
quiméricas PD10 y PD5 en monos M. fascicularis a los cuatro 
serotipos y a cepas de los virus homólogos 

 

4.3.1. Capacidad neutralizante de los anticuerpos inducidos por PD10 y PD5 

en monos frente a cepas de genotipos diferentes  

Teniendo en cuenta que los anticuerpos neutralizantes son considerados el 

principal marcador de inmunidad protectora para los virus del DEN (Hombach y 

cols, 2007), la inducción de una respuesta de anticuerpos neutralizantes amplia 

debe ser uno de los objetivos principales de los candidatos vacunales. Existen 

algunas evidencias de que la respuesta de anticuerpos a un genotipo del virus 

DEN no siempre es neutralizante contra el resto de las cepas de este serotipo. 

Previamente se demostró que la antigenicidad y la inmunogenicidad de las 

contrucciones genéticas que contienen al dominio III de la proteína E fusionado a 

la proteína P64k varían en dependencia de los cambios aminoacídicos en esta 

región (Zulueta y cols, 2006). De dos construcciones genéticas de DEN 3 (dominio 

III-P64k) desarrolladas con cepas que muestran cuatro variaciones aminoacídicas 

en la región correspondiente al dominio III, sólo una de ellas indujo niveles 

significativos de anticuerpos neutralizantes y de protección frente al reto 

intracraneal con el virus infectivo en ratones (Zulueta y cols, 2006). Por otra parte, 

los anticuerpos neutralizantes inducidos por la infección natural de humanos con 

cepas de DEN 3 de genotipo III mostraron un menor reconocimiento frente a 

cepas del genotipos IV de este serotipo (Alvarez y cols, 2008). Los estudios 

realizados con anticuerpos monoclonales también demostraron que cambios 

específicos en aminoácidos correspondientes al dominio III de la proteína E 

resultan en la pérdida de la unión de los anticuerpos monoclonales neutralizantes 

(Lin y cols, 1994; Hiramatsu y cols, 1996; Sukupolvi-Petty y cols, 2007). Además, 

se demostró que la capacidad neutralizante de los anticuerpos monoclonales 

depende de la virulencia de las cepas y que específicamente las cepas más 

virulentas resultan menos neutralizadas (Falconar, 2008). 
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Para demostrar que las proteínas recombinantes de DEN 1 y DEN 2 inducen una 

respuesta inmune humoral contra diferentes genotipos de estos serotipos, se 

evaluó la capacidad neutralizante de los anticuerpos inducidos por PD10 y PD5 en 

los monos M. fascicularis, frente a diferentes cepas de los serotipos 1 y 2, 

respectivamente. Los títulos de anticuerpos neutralizantes inducidos por las 

proteínas recombinantes se compararon con los inducidos después de la infección 

de los virus DEN 1 y DEN 2 en los monos M. fascicularis.  

En la figura 7 se presentan los TPG de anticuerpos neutralizantes detectados en 

los grupos de monos M. fascicularis inmunizados con la proteína recombinante 

PD10 o inoculados con el virus DEN 1, frente a dos cepas de DEN 1 que 

pertenecen a los genotipos IV y V de este serotipo, de acuerdo a la clasificación 

descrita previamente (Laille y Roche, 2004). Los títulos de anticuerpos 

neutralizantes inducidos tanto frente a la inmunización con la proteína PD10 como 

a la infección por el virus DEN 1, mostraron un grado elevado de reconocimiento 

frente a los dos genotipos estudiados del serotipo 1.  

El grupo de animales inoculados con el virus DEN 1 mostró TPG de anticuerpos 

neutralizantes ligeramente superiores frente a la cepa DEN 1 Jamaica que fue la 

empleada para la inoculación de estos animales. En este caso los TPG de 

anticuerpos a la cepa Jamaica fueron 1,7 veces superiores a los obtenidos frente a 

la cepa DEN 1 West Pacific. Sin embargo, los títulos de anticuerpos neutralizantes 

desarrollados en los animales inmunizados con la proteína PD10 resultaron 7 

veces superiores frente a la cepa de genotipo IV, a pesar de que el dominio III que 

contiene esta construcción genética se corresponde con la cepa DEN 1 Jamaica 

(genotipo V). A diferencia de la infección con el virus DEN 1, donde la proteína E 

completa contribuye a la inducción de anticuerpos neutralizantes, en la proteína 

PD10 influyen sólo los sitios antigénicos del dominio III. Los dominios III de las 

cepas DEN 1 Jamaica y DEN 1 West Pacific difieren por una sustitución de 

isoleucina por treonina en la posición 359 de la proteína E (Laille y Roche, 2004). 

La treonina de la posición 359 es un residuo conservado entre los serotipos 1, 2 y 

3, y específicamente los mutantes de DEN 2 de treonina por isoleucina en la 

posición 359 disminuyeron la afinidad de unión de anticuerpos monoclonales a 



                                                                                                                         Resultados y Discusión 
 
 

 75

este sitio (Sukupolvi-Petty y cols, 2007). Recientemente Volk y cols (2007) 

demostraron que la afinidad de unión de los anticuerpos monoclonales contra el 

dominio III está relacionada a la carga y a la hidrofobicidad de los aminoácidos que 

conforman los epitopos. Los estudios con anticuerpos monoclonales también 

demostraron que las mutaciones que implican cambios estructurales y bioquímicos 

dentro de los sitios antigénicos del dominio III correlacionan con diferencias en la 

afinidad de unión de los anticuerpos y en la capacidad neutralizante de estos 

(Matsui y cols, 2009). La sustitución de treonina-359 en DEN 1 West Pacific por 

Isoleucina-359 en DEN 1 Jamaica resulta en un cambio de un aminoácido polar a 

uno no polar, lo que pudiera disminuir la afinidad de unión de los anticuerpos 

neutralizantes a este sitio y explicar el menor reconocimiento por neutralización de 

la cepa DEN 1 Jamaica.  
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Figura 7. Títulos de anticuerpos neutralizantes en los sueros de los monos M. 
fascicularis inmunizados con PD10 o inoculados con el virus dengue 1 frente a 
cepas de dos genotipos del serotipo 1. Los monos se inmunizaron cuatro dosis de 0,1 mg 

de PD10 (PD10, n=2) o se inocularon con 106 ufp de la cepa DEN 1 Jamaica (DEN 1, n=2) y los 
sueros se colectaron a los 15 días de la cuarta dosis o a los 60 días de la infección, 
respectivamente. Los Acs Nts se evaluaron por NRNP frente a las cepas DEN 1 West Pacific 
(genotipo IV) y DEN 1 Jamaica (genotipo V). Se representa el inverso de los TPG de Acs Nts ± DS 
para cada grupo, estimados como la dilución de suero que redujo en un 50% el número de placas 
virales. 
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Seguidamente se evaluaron los anticuerpos neutralizantes en los sueros de los 

monos inmunizados con PD5 o inoculados con el virus DEN 2, frente a cepas de 

los genotipos asiático y americano de este serotipo de acuerdo a la clasificación 

descrita previamente (Rico-Hesse, 2007). Como se muestra en la figura 8, tanto 

los sueros de los animales inmunizados con PD5 como los de los animales 

infectados con DEN 2, mostraron TPG de anticuerpos neutralizantes elevados a 

las tres cepas estudiadas. 
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Figura 8. Títulos de anticuerpos neutralizantes en los sueros de los monos M. 

fascicularis inmunizados con PD5 o inoculados con el virus dengue 2 frente a cepas 

de dos genotipos del serotipo 2. Los monos recibieron cuatro dosis de 0,1 mg de PD5 (PD5, 

n=3) o 105 ufp de la cepa DEN 2 A15 (DEN 2, n=3) y los sueros se colectaron a los 15 días de la 

cuarta dosis o a los 60 días de la infección, respectivamente. Los Acs Nts se evaluaron por NRNP 

a las cepas DEN 2 A15, DEN 2 Jamaica (ambas de genotipo asiático) y DEN 2 I348600 (genotipo 

americano) y los títulos se estimaron como la dilución de suero que redujo en un 50% el número de 

placas virales. Se representa el inverso de los TPG de Acs Nts ± DS para cada grupo. 

 

Los TPG de anticuerpos neutralizantes a la cepa DEN 2 A15 (cepa empleada para 

la inoculación de los animales) en los monos inoculados con el virus DEN 2 

resultaron 1,8 y 2,6 veces superiores a los obtenidos frente a las cepas DEN 2 

Jamaica e I348600 respectivamente, lo que evidencia un comportamiento similar 

al observado en los animales inoculados con el virus DEN 1. Sin embargo, los 

monos inmunizados con PD5 mostraron TPG de anticuerpos neutralizantes cuatro 
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veces superiores a la cepa de genotipo americano, a pesar de que la construcción 

genética de esta proteína se realizó con la cepa DEN 2 Jamaica. Aún cuando las 

diferencias en los TPG de anticuerpos a las tres cepas en los animales 

inmunizados con PD5 fueron menos marcadas que las detectadas en los animales 

inmunizados con PD10, los resultados muestran un patrón similar para ambas 

proteínas recombinantes en este modelo animal.  

A partir de los estudios realizados en monos y en humanos, se postuló que las 

cepas de DEN 2 de genotipo americano pueden ser neutralizadas más fácilmente 

que las de genotipo asiático por la inmunidad homotípica y heterotípica, y esto se 

relacionó a la menor patogenicidad de las cepas americanas durante las 

infecciones secundarias heterotípicas (Kochel y cols, 2002; Kochel y cols, 2005). 

Particularmente, los sueros de monos inoculados con una cepa de DEN 2 de 

genotipo asiático muestran títulos de anticuerpos neutralizantes superiores frente a 

la cepa de genotipo americano a los 90 días de la infección (Kochel y cols, 2005). 

Tras la infección natural por DEN 2 en humanos, los títulos de anticuerpos 

neutralizantes resultan significativamente superiores frente a las cepas de 

genotipo americano comparados con los obtenidos frente a las cepas asiáticas 

(Kochel y cols, 2002). En la región correspondiente al dominio III de la proteína E, 

los genotipos asiático y americano muestran un cambio en el aminoácido 390 de 

asparagina por aspartato que se correlaciona con la virulencia de estas cepas 

(Leitmeyer y cols, 1999). El aminoácido 390 está localizado en la superficie lateral 

del dímero de la proteína E que contiene residuos que determinan la virulencia de 

varios flavivirus (Rey y cols, 1995; Leitmeyer y cols, 1999). El residuo E-390 está 

localizado en una región altamente hidrofílica y se conoce que la carga de los 

residuos influye en la unión de los anticuerpos a los sitios antigénicos (Volk y cols, 

2007). Aún cuando la asparagina y el aspartato tienen el mismo valor en cuanto a 

hidrofobicidad, el cambio de un aminoácido neutro en el genotipo asiático a uno 

ácido en el americano pudiera incrementar la neutralización del virus. 

La capacidad neutralizante de los anticuerpos inducidos en humanos por el 

candidato vacunal quimérico FA-DEN 2, que contiene los genes prM y E del 
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serotipo 2 sobre el esqueleto de la cepa atenuada de FA, también se evaluó frente 

a cepas de varios genotipos de DEN 2 (Guirakhoo y cols, 2006). Los títulos de 

anticuerpos detectados a los 30 días de la inmunización resultaron similares a las 

cepas de genotipo asiático y americano. Sin embargo, los títulos de anticuerpos 

neutralizantes a una de las cepas asiáticas y a la americana disminuyeron 

significativamente a los seis meses de la inmunización (Guirakhoo y cols, 2006), lo 

que evidencia la necesidad de evaluar la capacidad neutralizante de los 

anticuerpos a cepas diferentes en el tiempo. 

Los resultados obtenidos en este acápite demuestran que los anticuerpos 

neutralizantes inducidos por las proteínas recombinantes PD10 y PD5 reconocen 

cepas de genotipos diferentes, aún cuando algunas cepas resultaron neutralizadas 

más eficientemente que las cepas vacunales homólogas.  
 

4.3.2. Reactividad cruzada de los anticuerpos IgG totales inducidos por 

PD10 y PD5 en monos a los cuatro serotipos del virus 

Los niveles de anticuerpos de reactividad cruzada desarrollados después de la 

vacunación constituyen un aspecto de importancia ya que estos pudieran 

amplificar las infecciones naturales posteriores a la vacunación (Guzman y cols, 

1991). Para evaluar la reactividad cruzada de los anticuerpos inducidos por las 

proteínas recombinantes PD10 y PD5 después de su inmunización en los monos 

M. fascicularis, se detectaron los títulos de anticuerpos IgG totales a los cuatro 

serotipos del virus mediante ELISA. Los títulos de anticuerpos de reactividad 

cruzada inducidos por las proteínas recombinantes se compararon con los 

inducidos después de la infección de los virus DEN 1 y DEN 2 en los monos M. 

fascicularis. Los anticuerpos se evaluaron mediante la técnica de ELISA, teniendo 

en consideración que la misma es capaz de mostrar los índices mayores de 

reactividad cruzada de manera semicuantitativa.  

En la figura 9 se muestran los títulos de anticuerpos a los cuatro serotipos 

detectados por ELISA en los sueros de los monos inmunizados con PD10 o 
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inoculados con el virus DEN 1. Los títulos de anticuerpos inducidos después de la 

inmunización con la proteína recombinante PD10 resultaron superiores al serotipo 

homólogo (DEN 1), mientras que en los monos infectados con DEN 1 estos fueron 

similares a los cuatro serotipos.  
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Figura 9. Títulos de anticuerpos IgG a los cuatro serotipos en los sueros de los 

monos M. fascicularis inmunizados con la proteína recombinante PD10 o infectados 

con el virus dengue 1. Los monos recibieron cuatro dosis de 0,1 mg de PD10 (n=2) o 106 ufp 

de DEN 1 Jamaica (n=2) y los sueros se colectaron a los 15 días de la cuarta dosis y a los 60 días 

de la inoculación viral, respectivamente. Los Acs IgG se detectaron por ELISA a los cuatro 

serotipos (DEN 1-DEN 4) y los títulos se estimaron como la mayor dilución que mostró un valor 

positivo. Se representa el inverso de los TPG de Acs ± DS por grupo.  

 

Los monos inmunizados con la proteína PD5 mostraron un comportamiento similar 

al observado con la proteína PD10 (figura 10). Los títulos de anticuerpos inducidos 

por PD5 resultaron superiores frente al serotipo 2, mientras que los títulos de 

anticuerpos inducidos por el virus DEN 2 fueron similares a los cuatro serotipos. 
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Figura 10. Títulos de anticuerpos IgG a los cuatro serotipos en los sueros de los 

monos M. fascicularis inmunizados con la proteína recombinante PD5 o infectados 

con el virus dengue 2. Los monos recibieron cuatro dosis de 0,1 mg de PD5 (n=3) o 105 ufp de 

la cepa DEN 2 A15 (n=3) y los sueros se colectaron a los 15 días de la cuarta dosis y a los 60 días 

de la inoculación viral, respectivamente. Los Acs IgG a los cuatro serotipos (DEN 1-DEN 4) se 

detectaron por ELISA y los títulos se estimaron como la mayor dilución que mostró un valor 

positivo. Se representa el inverso de los TPG de Acs ± DS por grupo. 

 

Este estudio constituye la primera evaluación de la reactividad cruzada de los 

anticuerpos inducidos por las proteínas recombinantes basadas en el dominio III 

de la proteína E en el modelo de monos. Las evidencias previas sobre la 

especificidad elevada de la respuesta inmune inducida por el dominio III de la 

proteína E provienen de la evaluación en ratones de los candidatos vacunales 

basados en este sitio (Simmons y cols, 1998; Simmons y cols, 2001a; Khanam y 

cols, 2006a; Khanam y cols, 2007). Los primeros datos de este tipo se obtuvieron 

de la evaluación de las proteínas recombinantes dominio III-MBP, donde los títulos 

de anticuerpos inducidos en ratones por cada una de las proteínas 

correspondientes a los cuatro serotipos resultaron al menos cuatro veces 

superiores al serotipo homólogo (Simmons y cols, 2001a). Un antígeno bivalente 

de DEN, que contiene a los dominios III de los serotipos 2 y 4 fusionados de 

manera secuencial, indujo también una respuesta de anticuerpos altamente 

específica a estos dos serotipos en ratones (Khanam y cols, 2006a). Además de la 
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inmunización con proteínas recombinantes, se demostró que la combinación de un 

adenovirus recombinante que expresa los dominios III de DEN 2 y DEN 4 como un 

antígeno bivalente, seguida por la estimulación con un vector plasmídico que 

expresa el mismo antígeno, induce títulos de anticuerpos significativamente 

superiores a los serotipos 2 y 4 en ratones (Khanam y cols, 2007). 

La respuesta de anticuerpos inducida por las proteínas recombinantes PD10 y 

PD5 en el modelo de ratón también resultó altamente específica al serotipo 

homólogo (datos no mostrados). Los títulos de anticuerpos inducidos por estas 

proteínas fueron significativamente superiores frente a los serotipos homólogos en 

cada caso. Sin embargo, mientras que los títulos de anticuerpos a los serotipos 

homólogos fueron similares en el modelo de ratón y en el de mono, los niveles de 

anticuerpos con reactividad cruzada fueron superiores en el modelo de mono. 

Teniendo en cuenta que la dominancia antigénica es específica de cada especie, 

es posible que las diferencias entre ambos modelos puedan ser explicadas por las 

formas de procesamiento antigénico por parte del sistema inmune en cada una de 

ellas. 

Los resultados obtenidos en este acápite demuestran que las proteínas 

recombinantes PD10 y PD5 inducen una respuesta de anticuerpos mayoritaria 

contra los serotipos 1 y 2, respectivamente. No obstante, por la significación que 

pudieran tener los anticuerpos con reactividad cruzada en el desarrollo de las 

formas severas de la enfermedad durante las infecciones posteriores a la 

vacunación, la implicación de estos en la ADA debe ser estudiada.  
 

4.4. Capacidad amplificadora de los sueros inmunes a dengue 1 frente a 
cepas de dengue 2 de los genotipos asiático y americano 

En las infecciones naturales en humanos, la inmunidad previa a DEN 1 constituye 

un factor de riesgo para el desarrollo de la FHD frente una infección siguiente por 

cepas de DEN 2 del genotipo asiático (no así para el genotipo americano) 

(Guzman y cols, 1991; Kochel y cols, 2002; Guzman y cols, 2007); mientras que la 

inmunidad a DEN 2 no está asociada al desarrollo de enfermedad severa durante 

las infecciones siguientes (Alvarez y cols, 2006). Para analizar la posible 
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participación de los anticuerpos de reactividad cruzada inducidos por la proteína 

PD10 en los monos M. fascicularis en la amplificación de las infecciones siguientes 

a la vacunación, se evaluó su capacidad amplificadora frente a cepas de DEN 2 de 

los genotipos asiático y americano, en células monocíticas humanas (K562). Los 

niveles de amplificación obtenidos con los sueros de los animales inmunizados 

con la proteína PD10 se compararon con los alcanzados por los sueros de los 

monos M. fascicularis que se infectaron con DEN 1, así como también con sueros 

humanos inmunes al virus DEN 1 para los cuales se conoce su capacidad 

amplificadora frente a DEN 2. Como control negativo de amplificación se 

emplearon sueros humanos inmunes a DEN 2, los cuales no deben amplificar la 

infección homotípica. 

Inicialmente evaluamos el reconocimiento de los sueros inmunes a DEN 1 

específicamente a las cepas DEN 2 A15 y DEN 2 I348600 por ELISA. 

Anteriormente se demostró que los anticuerpos inducidos por la inmunización con 

la proteína PD10 o por la inoculación con el virus DEN 1 reaccionaban de forma 

cruzada con el virus DEN 2 por ELISA pero con la cepa DEN 2 NGC. Como se 

muestra en la figura 11, todos los sueros inmunes a DEN 1 mostraron títulos de 

anticuerpos IgG totales anti-DEN 2 A15 y anti-DEN 2 I348600 superiores a 1/5 

000.  

Antes de los ensayos de amplificación viral también se determinaron los títulos de 

anticuerpos heterotípicos neutralizantes a las cepas DEN 2 A15 y DEN 2 I348600 

en los sueros inmunes a DEN 1 de mono y de humano, para confirmar las 

diluciones en que estos se encontraban en concentraciones subneutralizantes. 

Como se muestra en la figura 12, en los sueros de monos inmunizados con la 

proteína PD10 (que muestran una respuesta de anticuerpos neutralizantes 

altamente específica al serotipo homólogo) y también en los sueros de monos 

inoculados con el virus DEN 1, los títulos de anticuerpos neutralizantes frente al 

virus DEN 2 de ambos genotipos son menores a 1/10. Los sueros humanos 

mostraron títulos de anticuerpos neutralizantes sobre el límite de detección frente 
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a la cepa de genotipo asiático (1/10) y ligeramente superiores frente a la cepa de 

genotipo americano. El hecho de que las cepas de genotipo americano son 

neutralizadas a niveles mayores que las asiáticas por parte de los anticuerpos anti-

DEN 1 se observó previamente en los sueros de pacientes infectados 

primariamente por virus DEN 1 durante la epidemia de Perú de los años 1990-91 

(Kochel y cols, 2002) y en los sueros de monos Aotus nancymae infectados 

experimentalmente con el virus DEN 1 (Kochel y cols, 2005). No obstante, ya a la 

dilución 1/100 todos los sueros se encontraban en concentraciones 

subneutralizantes. 
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Figura 11. Títulos de anticuerpos IgG a las cepas DEN 2 A15 y DEN 2 I348600 en los 

sueros inmunes a DEN 1. Los monos M. fascicularis recibieron cuatro dosis de 0,1 mg de 

PD10 (PD10, n=2) o 106 ufp de DEN 1 Jamaica (DEN 1-M, n=2) y los sueros se colectaron a los 15 

días de la cuarta dosis y a los 60 días de la inoculación viral, respectivamente. Los sueros 

humanos se colectaron de individuos inmunes a DEN 1 a los 20 años de la infección (DEN 1-H, 

n=4). Los Acs IgG se detectaron por ELISA a las cepas DEN 2 A15 y DEN 2 I348600 y los títulos 

se estimaron como la mayor dilución que mostró un valor positivo. Se representa el inverso de los 

TPG de Acs ± DS por grupo. 
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Figura 12. Títulos de anticuerpos neutralizantes a las cepas DEN 2 A15 y DEN 2 

I348600 en los sueros inmunes a DEN 1. Los monos M. fascicularis recibieron cuatro dosis 

de 0,1 mg de PD10 (PD10, n=2) o 106 ufp de DEN 1 Jamaica (DEN 2-M, n=2) y los sueros se 

colectaron a los 15 días de la cuarta dosis y a los 60 días de la inoculación viral, respectivamente. 

Los sueros humanos se colectaron de individuos inmunes a DEN 1 a los 20 años de la infección 

(DEN 1-H, n=4). Los Acs Nts se evaluaron por NRNP a las cepas DEN 2 A15 y DEN 2 I348600 y 

los títulos se estimaron como la dilución de suero que redujo en un 50% el número de placas 

virales. Se representa el inverso de los TPG de Acs Nts ± la DS para cada grupo. Los títulos de 

Acs Nt < 1/10 se consideran negativos. 

 

La ADA se realizó con los sueros inmunes a DEN 1 diluidos entre 1/10-1/100 000. 

Sin embargo, estos amplificaron la infección por las cepas de DEN 2 en el rango 

de 1/100-1/1000, lo que apoya las referencias previas acerca de que la 

amplificación es dependiente de la concentración de anticuerpos (Adams y cols, 

2006). Ninguno de los sueros ensayados amplificó la infección por DEN 2 a la 

dilución 1/10 que se aproxima a las condiciones in vivo, todos los que amplificaron 

lo hicieron 1/100 y algunos de los que amplificaron 1/100 lo hicieron también 

1/1000. De acuerdo a los títulos de anticuerpos detectados en los sueros inmunes 

a DEN 1 frente a las cepas de DEN 2, estos amplificaron de 1-2 Log por debajo del 

límite de detección por ELISA y a su vez en concentraciones subneutralizantes. 

Como 1/100 resultó la dilución óptima de los sueros inmunes a DEN 1 para la 
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amplificación de las cepas de DEN 2, esta se empleó para comparar la ADA entre 

los diferentes grupos (figura 13).  

Los sueros de los animales inmunizados con PD10 mostraron una capacidad 

inmunoamplificadora baja únicamente frente a la cepa de genotipo asiático, a 

diferencia de los sueros de monos inoculados con el virus DEN 1 que mostraron el 

doble de la amplificación a esta misma dilución frente a ambos genotipos (figura 

13). Aún cuando se obtuvieron niveles bajos de ADA a altas diluciones (1/100) de 

los sueros de los monos inmunizados con la proteína PD10, los niveles de 

amplificación resultaron similares a los observados para los sueros humanos 

homotípicos (DEN 2-H). En este caso, los sueros inmunes a DEN 2 representan la 

menor amplificación esperada, puesto que la infección por un serotipo del virus 

induce protección de larga duración frente al serotipo homólogo (Sabin, 1952). Por 

tanto, si los anticuerpos inducidos por PD10 muestran los mismos niveles de 

amplificación que los anticuerpos anti-DEN 2, estos no deben ser potencialmente 

sensibilizantes frente a una infección heterotípica por DEN 2. 

La amplificación del virus DEN 2 por los sueros homotípicos a concentraciones 

subneutralizantes se demostró previamente en células K562 con anticuerpos 

monoclonales (Goncalvez y cols, 2007). La amplificación diferencial del genotipo 

asiático por los sueros humanos anti-DEN 2 puede estar dada por la capacidad de 

los anticuerpos de neutralizar a títulos mayores las cepas de genotipo americano 

(Kochel y cols, 2002; Kochel y cols, 2005; Guzman y cols, 2007). 

El hecho de que el virus DEN 2 de genotipo asiático, y no el de genotipo 

americano, sea amplificado de manera diferencial por los sueros de monos 

inmunizados con PD10 pudiera estar directamente relacionado con las diferencias 

aminoacídicas existentes entre los dominios III de estos dos genotipos (Leitmeyer 

y cols, 1999). Previamente se demostró que la introducción de determinadas 

mutaciones en la secuencia aminoacídica de la proteína E del virus DEN 4 modula 

los niveles de ADA mediante la disminución de la afinidad de unión de los 

anticuerpos (Goncalvez y cols, 2007).  
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Figura 13. Capacidad amplificadora de la replicación viral de los sueros de los 
monos M. fascicularis inmunizados con PD10 o infectados con dengue 1 frente al 
serotipo 2. Los monos recibieron cuatro dosis de 0,1 mg de PD10 (PD10, n=2) o 106 ufp de DEN 
1 Jamaica (DEN 1-M, n=2) y los sueros se colectaron 15 días tras la cuarta dosis y a los 60 días de 
la infección, respectivamente. Los sueros humanos se colectaron de individuos inmunes a DEN 1 a 
los 20 años de la infección (DEN 1-H, n=4) y a DEN 2 (DEN 2-H, n=4) en la fase convalesciente. 
La ADA se realizó en células K562 con los sueros diluidos 1/100 frente a la cepa DEN 2 A15 
(genotipo asiático) (A) y DEN 2 I348600 (genotipo americano) (B). El virus se tituló por formación 
de placas en células BHK-21 y la ADA se estimó por la fórmula: (X1 - X0)/√(X1+ X0) ≥ 1,96 (X1: # de 
placas en la dilución de suero, X0: # de placas del control de virus). Los valores ≥ 1,96 se 
consideran como positivos. Se representa el promedio de ADA ± DS por grupo.  
 

A diferencia de los sueros de los monos inmunizados con PD10 que no 

potenciaron la infección por DEN 2 cuando se ensayaron a diluciones bajas (1/10), 

los sueros de niños inmunizados con una vacuna tetravalente atenuada 

inmunoamplificaron a la dilución 1/12 que se aproxima a las condiciones in vivo 

(Guy y cols, 2004). Previamente se demostró que los anticuerpos inducidos tras la 

infección por el virus DEN están dirigidos principalmente contra el dominio II de la 

proteína de la envoltura (Lai y cols, 2008; Crill y cols, 2009). Los anticuerpos 

amplificadores se unen principalmente al dominio II de la proteína E y no al 

dominio III (Crill y Roehrig, 2001), lo que puede explicar las diferencias en la 

capacidad amplificadora de los anticuerpos inducidos por las proteínas 

A B 
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recombinantes basadas en el dominio III de la proteína E y por los virus vivos 

atenuados.  

Por otra parte, resulta interesante discutir que los sueros de monos y humanos 

con infección primaria por DEN 1 mostraron niveles de amplificación viral elevados 

tanto para el genotipo asiático como para el americano. Como referimos 

anteriormente, las epidemias severas de FHD/SCD se asociaron a la infección 

secuencial DEN 1-DEN 2 de genotipo asiático y no de genotipo americano 

(Guzman y cols, 1991; Kochel y cols, 2002; Guzman y cols, 2007). Los resultados 

obtenidos sugieren que la diferencia en la severidad de la enfermedad por ambos 

genotipos durante las infecciones secundarias, no está sustentada por la 

capacidad de los anticuerpos anti-DEN 1 de amplificar uno u otro genotipo de DEN 

2 en particular. Los estudios previos demostraron una capacidad replicativa mayor 

para las cepas del genotipo asiático en las células dendríticas y monocíticas 

humanas comparadas con las cepas de genotipo americano (Cologna y Rico-

Hesse, 2003). A su vez, las cepas de DEN 2 de genotipo americano son 

neutralizadas in vitro por la inmunidad a DEN 1, a diferencia de las de genotipo 

asiático (Kochel y cols, 2002; Kochel y cols, 2005; Guzman y cols, 2007). Todos 

estos elementos unidos a nuestros resultados sugieren que las manifestaciones 

clínicas diferentes de estos dos genotipos del virus DEN 2 durante las infecciones 

secundarias, están asociadas a la capacidad de estos de replicarse en las células 

humanas y de ser o no neutralizados por la inmunidad heteróloga, y no a la 

habilidad de ser amplificados por los anticuerpos heterotípicos. 

Los resultados obtenidos en este acápite apoyan las ventajas de las proteínas 

recombinantes que contienen al dominio III de la proteína E como formulaciones 

que pueden disminuir el riesgo de ADA durante las infecciones naturales que 

pueden seguir a la vacunación. Además, por primera vez se obtienen evidencias 

de que los anticuerpos inducidos tras la infección por el virus DEN 1 pueden 

amplificar la infección tanto de cepas del genotipo asiático como americano del 

serotipo 2. 
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5. DISCUSIÓN GENERAL 

Una vacunal ideal contra el DEN debe inducir protección contra los cuatro 

serotipos del virus, proveer inmunidad protectora de larga duración y, además, 

evitar la inducción de efectos adversos significativos después de la vacunación.  

Los candidatos vacunales que se encuentran actualmente en fases más 

avanzadas de desarrollo están basados en la obtención de cepas atenuadas o de 

virus vivos recombinantes. La ventaja principal del empleo de virus vivos es la 

inducción de una respuesta inmune humoral y celular duradera, que simule a la 

infección natural por los virus del DEN. Hasta la actualidad dos vacunas 

tetravalentes atenuadas se evaluaron en estudios de fase clínica II, ambas 

obtenidas por pases seriados en células de riñón de perro beagle (Bhamarapravati 

y Sutee, 2000; Edelman y cols, 2003; Sabchareon y cols, 2004). También se 

evaluó ya en humano de forma monovalente un candidato atenuado obtenido de 

forma recombinante, obtenido a través de una deleción de 30 nucleótidos en la 

región 3’ no codificadora (Durbin y cols, 2005; Blaney y cols, 2006; Durbin y cols, 

2006a). Sin embargo, estos candidatos provocaron los síntomas y signos de una 

infección por DEN después de la vacunación en humano e interferencia entre los 

cuatro componentes en el caso de las formulaciones tetravalentes, por lo que el 

desarrollo de vacunas vivas atenuadas enfrenta actualmente el reto de obtener un 

balance entre inmunogenicidad y reactogenicidad. El candidato recombinante que 

incluye los genes prM/E de los cuatro serotipos sobre el esqueleto atenuado de la 

cepa vacunal de FA, que es la estrategia viva recombinante más avanzada, 

también se evaluó en humano pero sólo de forma monovalente (Guirakhoo y cols, 

2006).   
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Las vacunas recombinantes de subunidades tienen dos ventajas principales sobre 

las atenuadas que las hacen superiores desde el punto de vista regulatorio: 1) la 

seguridad debido a que no es posible la reversión al fenotipo virulento ni la 

inducción de los síntomas y signos propios de una infección por DEN, 2) pueden 

inducir una respuesta de anticuerpos balanceada debido a que los cuatro 

componentes de la formulación pueden ser equitativamente inmunogénicos. 

Ninguna de las vacunas recombinantes de subunidades en desarrollo se ha 

evaluado en humanos y de los estudios en monos, sólo el candidato que incluye al 

80% de la proteína E del serotipo 2 indujo protección frente al reto viral (Putnak y 

cols, 2005). Las evidencias acumuladas en años recientes identificaron al dominio 

III de la proteína E como una región crítica para el desarrollo de subunidades 

vacunales. Este dominio constituye un blanco fundamental de anticuerpos 

neutralizantes (Crill y Roehrig, 2001), lo cual concuerda con su participación en la 

unión al receptor celular de las células diana (Kuhn y cols, 2002). La estrategia 

evaluada en este trabajo está enfocada precisamente en la fusión del dominio III 

de la proteína E de DEN 1 y DEN 2 a la proteína P64k de N. meningitidis, cuyas 

propiedades como proteína portadora y su seguridad se demostraron previamente 

en humanos (González y cols, 2000; Perez y cols, 2001). 

Teniendo en cuenta que la inmunogenicidad de las proteínas recombinantes P64k-

dominio III de los serotipos 1 y 2 se demostró previamente en el modelo de ratón 

(Hermida y cols, 2004a; Hermida y cols, 2004b), y que la proteína de DEN 2 

también se evaluó en monos M. fascicularis (Hermida y cols, 2006), en el presente 

trabajo nos propusimos como primer objetivo evaluar la proteína recombinante 

correspondiente al serotipo 1 en monos. En esta ocasión se consideró el uso 

comparativo de dos especies de monos, M. fascicularis y M. mulatta. Los 

resultados demostraron que la proteína recombinante que contiene al dominio III 

de la proteína E del virus DEN 1 fusionado a la proteína P64k de N. meningitidis es 

inmunogénica y protectora en monos, lo que constituye el primer estudio en este 

modelo animal de proteínas recombinantes del virus DEN 1.  

Los datos obtenidos respecto a la inmunogenicidad y a la capacidad protectora de 

la inmunidad inducida por la proteína de DEN 1 resultaron similares en monos M. 
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mulatta y M. fascicularis, lo que valida el uso de estos últimos para la evaluación 

de las proteínas recombinantes dominio III-P64k, en comparación con los monos 

M. mulatta que son considerados como el mejor modelo para los estudios de 

infección por el virus DEN. Aún cuando los monos M. fascicularis se emplearon 

con anterioridad para la evaluación de inmunógenos contra el virus DEN (Velzing y 

cols, 1999; Guzman y cols, 2003b; Koraka y cols, 2007a; Koraka y cols, 2007b), 

estos no se habían comparado con los M. mulatta. La comparación de ambas 

especies de monos también valida el estudio previo realizado en monos M. 

fascicularis con la proteína recombinante del serotipo 2. 

Una vez completados los estudios de la inmunogenicidad y de la capacidad 

protectora de las proteínas recombinantes de los serotipos 1 y 2 en monos, se 

caracterizó la respuesta inmune humoral inducida por ellas en este modelo. 

Primeramente se estudió la respuesta de anticuerpos desarrollada después del 

reto viral en los animales inmunizados con estas proteínas recombinantes. Los 

resultados mostraron que las proteínas PD10 y PD5 sensibilizan eficientemente al 

sistema inmune ante la infección por los virus DEN 1 o DEN 2, respectivamente. 

Además, se demostró que la proteína PD5 sensibiliza al sistema inmune ante la 

infección con el virus DEN 2 tan eficientemente como una dosis del propio virus. 

Estas evidencias apoyan el uso de estas proteínas recombinantes, además de por 

sí solas, en estrategias de inmunización combinadas con cepas atenuadas. La 

combinación de las proteínas recombinantes P64k-dominio III con cepas 

atenuadas podría revertir las principales desventajas de ambos enfoques. Si bien 

se demostró que las proteínas recombinantes de DEN 1 y DEN 2 inducen una 

respuesta inmune protectora en monos, la duración de esta respuesta en el tiempo 

así como la inducción de una respuesta inmune celular son aún atenuantes de 

este tipo de estrategia. La utilización de estrategias de inmunización que combinen 

vacunas de subunidades recombinantes con vacunas atenuadas puede 

incrementar la duración de la respuesta inmune en el tiempo, favorecer la 

inducción de una respuesta celular y a la vez evitar el desarrollo de las reacciones 

adversas severas, que constituyen una de las principales desventajas de los 

candidatos basados en cepas atenuadas. 
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También evaluamos la reactividad cruzada de los anticuerpos inducidos por las 

proteínas recombinantes PD10 y PD5 en monos M. fascicularis, enfocada 

inicialmente a la capacidad de estos anticuerpos de neutralizar cepas de 

diferentes genotipos de cada serotipo. Teniendo en cuenta que los anticuerpos 

neutralizantes son considerados el principal marcador de inmunidad protectora 

para los virus del DEN (Hombach y cols, 2007), la inducción de una respuesta de 

anticuerpos neutralizantes amplia debe ser uno de los objetivos principales de los 

candidatos vacunales. Los resultados obtenidos demostraron que los anticuerpos 

neutralizantes inducidos por las proteínas recombinantes PD10 y PD5 están 

dirigidos contra cepas de diferentes genotipos, lo que avala su empleo como 

formulación vacunal en regiones con circulación de diferentes variantes virales.  

El empleo de enfoques basados en el dominio III de la proteína E para el 

desarrollo de vacunas tiene como una de sus ventajas la inducción de una 

respuesta de anticuerpos específica al serotipo homólogo, y por tanto, la 

disminución del riesgo de la ADA durante las infecciones naturales siguientes a la 

vacunación. Sin embargo, los estudios previos de la especificidad de serotipo de la 

respuesta de anticuerpos inducida por proteínas recombinantes que contienen al 

dominio III de la proteína E se realizaron en ratones (Simmons y cols, 1998; 

Simmons y cols, 2001a; Khanam y cols, 2006a; Khanam y cols, 2007). Con estas 

consideraciones se evaluó la reactividad cruzada de los anticuerpos inducidos por 

PD10 y PD5 a los cuatro serotipos del virus DEN en el modelo de mono. Los 

resultados obtenidos demostraron que las proteínas recombinantes PD10 y PD5 

inducen una respuesta de anticuerpos mayoritaria contra los serotipos 1 y 2, 

respectivamente. No obstante, los niveles de anticuerpos de reactividad cruzada 

inducidos por las proteínas recombinantes en monos fueron superiores a los 

detectados anteriormente en el modelo de ratón, por lo que su implicación en la 

ADA debe ser estudiada. 

Debido a que las infecciones primarias por el serotipo 1, y no por el serotipo 2, 

seguidas de infecciones secundarias por el virus DEN 2 constituyen un factor de 

riesgo para el desarrollo de epidemias de FHD (Guzman y cols, 1991; Alvarez y 

cols, 2006), se evaluó particularmente la capacidad amplificadora de los 
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anticuerpos inducidos por la proteína recombinante del serotipo 1 frente al virus 

DEN 2. Los anticuerpos generados contra la proteína recombinante del serotipo 1 

mostraron niveles bajos de amplificación frente al virus DEN 2 y sólo a altas 

diluciones de suero, a diferencia de la capacidad amplificadora referida para 

sueros de niños vacunados con formulaciones tetravalentes atenuadas de DEN, 

que muestran amplificación a diluciones de suero que simulan las condiciones in 

vivo (Guy y cols, 2004). Los niveles de amplificación obtenidos para los sueros de 

monos vacunados con PD10 fueron similares a los observados para sueros 

humanos homotípicos, que representan la menor amplificación esperada. 

Los resultados obtenidos en este trabajo avalan las potencialidades de las 

proteínas recombinantes de fusión P64k-dominio III de DEN 1 y DEN 2 como 

futuros candidatos vacunales. La proteína recombinante del serotipo 1 induce una 

respuesta inmune protectora en monos y disminuye el riesgo de la ADA frente al 

virus DEN 2. Las proteínas recombinantes de DEN 1 y DEN 2 sensibilizan al 

sistema inmune ante la infección por el virus DEN, e inducen una respuesta de 

anticuerpos mayoritaria contra el serotipo homólogo y a la vez neutralizante a 

varios genotipos del serotipo homólogo. 
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6. CONCLUSIONES 

1. La proteína recombinante que contiene al dominio III del virus DEN 1 fusionado 

a la proteína P64k de Neisseria meningitidis es potencialmente inmunogénica y 

protectora en monos M. fascicularis y M. mulatta frente al reto viral homólogo. 

2. Las proteínas PD10 y PD5 generan una respuesta de memoria de anticuerpos 

antivirales que se activa tras el reto con el serotipo homólogo. 

3. Los anticuerpos que se generan tras la administración de las proteínas 

recombinantes PD10 y PD5 en monos neutralizan a varias cepas del serotipo 

homólogo. 

4. La respuesta inmune humoral generada por las proteínas PD10 y PD5 en 

monos se dirige mayoritariamente al serotipo homólogo. 

5. Los anticuerpos generados por la inmunización en monos con la proteína PD10 

reducen la ADA frente al virus DEN 2 in vitro que se detecta tras la inoculación 

con el virus DEN 1. 
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7. RECOMENDACIONES 

1. Evaluar las proteínas recombinantes con otros adyuvantes o proteínas 

inmunomoduladoras de posible uso en humanos. 

2. Ampliar la evaluación de la capacidad amplificadora de los anticuerpos 

inducidos al resto de los serotipos. 

3. Medir la respuesta celular y el perfil de citoquinas tras la inmunización con 

las proteínas recombinantes en monos. 

4. Desarrollar esquemas de inmunización que combinen las proteínas 

recombinantes PD10 y PD5 con cepas atenuadas de la competencia. 
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