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RESUMEN

El complejo de los cuatro flavivirus del dengue es transmitido principalmente por el mosquito
Aedes aegypti. Se han atribuido epidemias a la actividad de A. albopictus, A. polynesien-
sis y a varias especies del complejo A. scutellaris. Los factores de riesgo que determinan la pro-
babilidad de enfermar o morir por dengue estan relacionados tanto con el huésped (caracteris-
ticas genéticas, estado inmunitario, forma de vida y condiciones de salud, saneamiento basico
de la vivienda y abastecimiento de agua potable) como con el virus (variabilidad genética de
cepas entre y dentro de los serotipos, diferente capacidad patégena y distribucion geogréafica).
A pesar de la falta de conocimiento sobre la inmunobiopatologia del dengue, se han hecho im-
portantes avances para conseguir una respuesta inmunitaria protectora con virus atenuados y
con antigenos obtenidos por medio de tecnologias recombinantes. Desde los afios 40, se ha in-
tentado desarrollar vacunas contra el dengue. La inmunidad que se adquiere por infeccion na-
tural es especifica para cada serotipo y se han documentado infecciones por tres serotipos dife-
rentes en la misma persona, por lo que probablemente sea necesaria una vacuna tetravalente.
En voluntarios se han probado vacunas contra los cuatro serotipos que han sido inmunogenas
y seguras. Aunque las vacunas con virus atenuados son prometedoras, son necesarios nuevos
estudios sobre su eficacia y seguridad. Actualmente estan en curso estudios para producir va-
cunas contra el virus del dengue mediante tecnologias de ADN recombinante y otras técnicas
de biologia molecular, utilizando como antigenos proteinas estructurales (principalmente la gli-
coproteina E) y no estructurales. Con el mismo propésito se han usado varios vectores de ex-
presion, como Escherichia coli, baculovirus, virus de la vacuna y virus de la fiebre amarilla.
Lamentablemente, no se han obtenido resultados satisfactorios en el hombre. La necesidad de
desarrollar vacunas eficaces contra el dengue tiene especial importancia si se toma en cuenta la
magnitud del problema de la transmisién de los cuatro serotipos en el mundo. La inmunizacién
efectiva contra el dengue contribuird a su prevencion y la relacion costo-beneficio sera positiva.
El hecho de que el dengue endémico afecte a nifios de corta edad hace necesaria su inmuniza-
cion, aprovechando la oportunidad que ofrece el Programa Ampliado de Inmunizacion.

El dengue, que constituye un grave
problema de salud publica en regiones
tropicales y subtropicales, es una enfer-
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medad infecciosa aguda caracterizada
por fiebre bifasica, cefalea, dolor en
varias partes del cuerpo, postracion,
erupcion cutanea, linfadenopatia y leu-
copenia. En las formas graves o compli-
cadas los pacientes presentan una en-
fermedad febril caracterizada por
alteraciones de la hemostasis e incre-
mento de la permeabilidad vascular
que, en algunas ocasiones, puede cau-
sar choque hipovolémico. Existen cua-
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tro serotipos de virus del dengue
(DEN-1, DEN-2, DEN-3, y DEN-4), con
numerosas cepas en todo el mundo. En
1998 el dengue era la enfermedad tro-
pical mas importante después de la
malaria, con un ndmero estimado de
100 millones de casos de dengue “cla-
sico”, 500000 de dengue hemorragico
(DH) y 25 000 muertes por afio (1, 2). A
pesar de que las estrategias tradicio-
nales de control del principal vector,
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Aedes aegypti, han mostrado gran efica-
cia, la organizacién de programas per-
manentes sustentados por la partici-
pacion social para el manejo integrado
del ambiente y el control del vector
sigue siendo un objetivo importante (3).
El desarrollo de vacunas y su empleo
combinado con el control del vector de
la enfermedad ofrece la posibilidad de
prevenir o eliminar las epidemias en el
ser humano (4). Ademas de las consi-
deraciones inmunoldgicas para obtener
la mayor eficacia y seguridad de las va-
cunas en los seres humanos, para la in-
munizaciéon universal hay que tener
en cuenta la factibilidad industrial, el
propésito de las nuevas vacunas y el
tiempo deseado de proteccion, a fin de
simplificar los esquemas de inmuniza-
cién. Se ha otorgado prioridad a la bus-
queda de formulaciones de inmunoé-
genos que sean compatibles con estos
objetivos y se esperan cambios signifi-
cativos a corto plazo en los programas
de prevencion (5).

En la actualidad se dispone de di-
versos enfoques metodoldgicos para
producir vacunas contra virus: virus
vivos atenuados, virus completos inac-
tivados o subunidades viricas, vecto-
res viricos recombinantes, péptidos,
proteinas recombinantes y vacunas de
ADN. Sin embargo, la eficacia de una
vacuna depende en gran medida de la
inmunobiologia de la infeccion virica
en cuestién y de la tecnologia disponi-
ble para el tipo de antigeno seleccio-
nado. En este articulo se presentan los
resultados de estrategias recientes, con
el objetivo de que el lector en general,
y el salubrista en particular, dispongan
de informacion actualizada para juz-
gar el grado de desarrollo de las vacu-
nas contra el dengue.

LA RESPUESTA INMUNITARIA
Y LAS ESTRATEGIAS PARA
DESARROLLAR VACUNAS
CONTRA EL DENGUE

La busqueda de solucién a los pro-
blemas relacionados con las causas y la
patogenia del DH se ha analizado
desde el punto de vista epidemiolo-
gico desde los afios 70. Las hipotesis
incluyen la mutacién o seleccién del
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virus, el efecto sinérgico de infecciones
dobles con dos serotipos del virus del
dengue o con el virus del dengue y
otro agente infeccioso aun no identifi-
cado, o infecciones dobles por virus
del dengue que ocasionen una recom-
binacién o mezcla fenotipica de virus
gue origine cepas mas virulentas. La
sensibilizacién del huésped humano
por infecciones previas puede ser tam-
bién un factor determinante del sin-
drome de choque o del DH (6), como
se demostré en Cuba, en 1997, durante
la segunda epidemia de dengue por el
virus DEN-2, genotipo Jamaica. La in-
feccidn secundaria fue uno de los prin-
cipales factores de riesgo de DH y se
observé la posibilidad de contraer DH
tras una infeccion secundaria 16 a 20
afios después de la primoinfeccion (7).
La transmision de la enfermedad y la
frecuencia de las epidemias causadas
por multiples serotipos en Asia han
aumentado la circulacion de los virus
hacia otras regiones, dando por resul-
tado un aumento dréstico del dengue
epidémico, la hiperendemicidad (co-
circulacion de varios serotipos) y la
emergencia del DH en las islas del Pa-
cifico, del Caribe y en los paises de
Centroamérica y Ameérica del Sur. En
menos de 30 afios, tanto los paises tro-
picales de América como las islas del
Pacifico pasaron de no tener dengue
a tener un problema importante de
dengue/DH en 1998 (8). La eficacia de
una vacuna contra el virus del dengue
depende de que la intensidad del esti-
mulo permita obtener un alto nivel de
anticuerpos neutralizantes (9), consiga
proteger durante largos periodos de
tiempo a las personas vacunadas y no
represente un riesgo para la salud, ya
sea por la produccién de viremia o por
la induccion de anticuerpos no neutra-
lizantes que potencien infecciones sub-
secuentes por virus heterélogos (10).
La respuesta inmunitaria celular
desempefia un papel critico en las in-
fecciones viricas en general, y en el
dengue en particular, ya que los linfo-
citos T (LT) son activados por la infec-
cion in vivo, primero los LT CD4*, du-
rante el periodo de viremia, y después
los LT CD8*. La activacién de los LT
in vivo puede contribuir a controlar la
fase aguda de la infeccion (11). Para la

produccion de vacunas eficaces y se-
guras contra los virus del dengue es
requisito sine qua non conocer bien la
respuesta inmunitaria in vivo en la fase
aguda de la infeccion.

La complicacion més grave de la in-
feccion, el DH, parece ser mediada
inmunolégicamente y podria ser de-
sencadenada por los LT citotdxicos es-
pecificos para los virus del dengue,
junto con las caracteristicas genéticas
del hdesped humano (12). También es
probable que esos LT citotoxicos especi-
ficos sean importantes para la recupera-
cion de la infeccion. Es indispensable
disponer de mayor informacién sobre la
respuesta de los LT citotéxicos con me-
moria para determinar la diversidad de
la respuesta a los virus del dengue y
para identificar las proteinas inmuno-
dominantes. Para eso, Mathew et al.
(13) usaron leucocitos mononucleares
de sangre periférica (LMSP) de volunta-
rios sanos que habian recibido vacunas
monovalentes con virus vivos atenua-
dos de los cuatro serotipos. Los donan-
tes mostraron proliferaciéon de LT espe-
cificos para el virus del dengue y para
otros flavivirus probados. Se generaron
LT citotdxicos a partir de los LMSP esti-
mulados de todos los donantes y en la
mayoria de los casos estudiados se de-
mostré actividad de los LT citotoxicos
CD8* especifica frente al virus del den-
gue. Aungue no de manera uniforme,
los LT citotoxicos CD8* reconocieron
las proteinas no estructurales NS3 y
NS1.2A y la proteina E (de la en-
voltura). Todas las células de los donan-
tes reconocieron NS3 0 NS1.2A y en un
donante que habia recibido DEN-4 se
encontraron por primera vez LT cito-
téxicos contra la proteina pre-M (pre-
cursora de la membrana) en cultivo po-
liclonal. La respuesta de LT citotoxicos
usando LMSP puede ser tanto seroespe-
cifica como de reaccién cruzada. En un
donante la respuesta de LT citotdxicos
especifica para las proteinas E, NS1.2A,
y NS3 fue restringida por HLA-B44.
Para otros tres donantes los potenciales
alelos de restriccion de la proteina NS3
fueron B38, A24, 0 B62 y B35.

Estos estudios indican que la res-
puesta de los LT CD8* citotoxicos hu-
manos tras la inmunizacién con un se-
rotipo de virus del dengue son diversas
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FIGURA 1. Organizacion gendmica del virus del dengue y sus proteinas estructurales y no estructurales
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Proteinas estructurales: C — de la capside; preM — premembrana; M — de la membrana, y E - de la envoltura.

Proteinas no estructurales: NS1, NS2A/B, NS3, NS4A/B y NS5

y dirigidas contra varias proteinas.
Aungue se ha sugerido que se conside-
ren las proteinas C (de la capside),
preM, E, NS3 y NS1.2A para el disefio
de subunidades de vacunas contra el
dengue, habria que confirmar la pre-
sencia de otros inmundgenos igual-
mente importantes.

Los avances en las técnicas de bio-
logia molecular han permitido caracte-
rizar mejor el genoma del virus del
dengue y definir regiones antigénicas
en proteinas estructurales (C, preM y
E) y no estructurales (por ejemplo:
NS3y NS1.2A) (figuras 1y 2). En el ser
humano, la respuesta inmunitaria con-
tra el virus del dengue es variada y
esta dirigida frente a diversos epitopos
de las proteinas viricas. Estos epito-
pos, especificos para cada serotipo,
pueden utilizarse para el disefio y crea-
cion de una vacuna polivalente que
proteja contra los cuatro serotipos y
garantice su calidad (13).

La proteina E es el componente mas
abundante de la envoltura del virion y
en ella residen las propiedades biolégi-
cas mas importantes del virus, como la
union al receptor celular o los epitopos
que definen el serotipo y el tropismo
celular. Los anticuerpos dirigidos con-
tra la proteina E son los primeros en
ser detectados en la infeccidn por virus

del dengue y los antigenos de esta pro-
teina son los responsables de la res-
puesta inmunitaria de mas larga dura-
cion. Al igual que la proteina E, las
proteinas C y M han sido probadas en
la inmunizacidn de ratones y son capa-
ces de proporcionarles proteccién

frente a la exposicion a dosis letales de
virus del dengue (14). Los anticuerpos
neutralizantes dirigidos contra la pro-
teina E pertenecen al isotipo 1gG2a.
Los anticuerpos no neutralizantes, lla-
mados “facilitadores”, pertenecen a
otro isotipo aun no identificado.

FIGURA 2. A) Proceso de maduracion de las proteinas estructurales del virus dengue den-
tro de la célula huésped. La proteina preM mantiene estable a la proteina E. B) Desarrollo
de la particula virica completa, madura e infecciosa. La conformacion final del virion ex-
tracelular contiene los epitopos antigénicos funcionales
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Las proteinas no estructurales, como
NS1 y NS3, son capaces de inducir
una respuesta inmunitaria protectora en
modelos murinos y, como no estan aso-
ciadas con particulas viricas libres, no
existe el riesgo de que la infeccion sea
potenciada por anticuerpos facilitado-
res. Esta caracteristica las hace buenas
candidatas para ser incluidas en el de-
sarrollo de vacunas contra el dengue.

A continuacidn se hace un resumen
de los avances conseguidos en el de-
sarrollo de vacunas contra el dengue
con virus atenuados, expresion de an-
tigenos del virus del dengue en leva-
duras, vacunas con virus inactivados,
vacunas recombinantes y vacunas de
ADN.

Vacunas con virus atenuados

No es fécil producir una vacuna con-
tra el virus del dengue con virus ate-
nuados. Con la subatenuacion, los
virus pueden conservar su virulencia
y con la sobreatenuacion la respuesta
inmunitaria es escasa en términos de
seroconversion. Existen varios agentes
inmunizantes candidatos con virus ate-
nuados derivados de distintas cepas.
En un estudio comparativo de la totali-
dad de las secuencias de nucleétidos
de la cepa original West Pac 74 y de sus
derivadas 45AZ5 PDK-O, virulenta, y
45AZ5 PDK-27, candidata a vacuna
atenuada, Puri et al. (15) sugirieron que
los cambios de nucleétidos observa-
dos, a pesar de alterar las propiedades
bioldgicas del virus, podrian no ser im-
portantes para la atenuacién. En el caso
de la cepa atenuada PDK-53, la compa-
racion de la secuencia de aminoéacidos
con la cepa original DEN-2 16681 mos-
tr6 cambios a lo largo del genoma.
Estos cambios incluyeron C por T en la
region 5’ no traducida, Asp por Val en
preM?, Gly por Asp en NS1%, Leu
por Phe en NS2A8! Glu por Val en
NS320 y Gly por Ala en NS4A’, ade-
més de tres mutaciones silenciosas. En
los ensayos in vitro se observo que la
mutacion Glu-Val en NS3?%0 afecta a la
capacidad replicativa del virus, que
presenta placas mas pequefias y difu-
sas, e incrementa su sensibilidad a la
temperatura, pero estos factores no son
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FIGURA 3. Virus quimérico VETG/DEN-4 (virus de la encefalitis transmitida por garrapatas/

dengue-4)
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determinantes importantes para la ate-
nuacion del virus PDK-53 en ratones
lactantes (16). Una vacuna con virus
atenuados DEN-2 (cepa 16681 PDK
53), administrada por via subcutanea a
dosis de 10* unidades formadoras de
placa, demostro ser altamente inmuné-
gena, ya que los 10 voluntarios recep-
tores desarrollaron anticuerpos inmu-
nizantes que persistieron dos afios (17).
En otro estudio se evalu6 en Macaca
fascicularis la seguridad de la cepa ate-
nuada PGMK 33 (DEN-3), derivada de
la cepa 16562 DEN-3, para su uso
como vacuna. No se observaron dife-
rencias entre los efectos de los virus
originales y los vacunales y se con-
cluyé que ninguno de los dos es neu-
rovirulento para estos monos (18).
Gagnon et al. (19) analizaron la res-
puesta de los LT CD4* de un donante
gue habia recibido una vacuna experi-
mental con virus DEN-4 vivos atenua-
dos. Los resultados obtenidos indica-
ron que el paciente presentaba una
respuesta de LT CD4* con memoria di-
rigida frente a la proteina C y sugieren
que esta respuesta es dominante no
solo in vitro a nivel clonal, sino tam-
bién en la respuesta de los cultivos po-
liclonales. Como estudios anteriores
han indicado que la respuesta de los

LT citotoxicos a la infeccion por virus
del dengue parece estar dirigida parti-
cularmente contra las proteinas de la
envoltura (E) y la proteina no estructu-
ral NS3, estos resultados fueron los
primeros en indicar que la proteina de
la capside del virus del dengue tam-
bién es diana de la respuesta inmuni-
taria antivirica de los LT.

Otra forma de atenuar la patogenia
del virus del dengue consiste en la
produccion de quimeras, substitu-
yendo secuencias que codifican algin
factor virulento por los genes homalo-
gos de un virus que no contenga en
su genoma dichas secuencias. Asi, por
ejemplo, Pletnev y Men (20) produje-
ron una quimera sustituyendo los
genes correspondientes del virus
DEN-4 por los genes de las proteinas
estructurales del virus de la encefalitis
transmitida por garrapatas (VETG). La
quimera VETG/DEN-4 (figura 3) se
utilizo para crear clonas infecciosas de
ADN con las que se inmunizaron rato-
nes por via intraperitoneal y se ob-
servO que no presentaron ninguna de
las caracteristicas de neurovirulencia
asociadas con el VETG. Se han discu-
tido ampliamente las implicaciones de
estas observaciones para el desarrollo
de una vacuna con virus vivos atenua-
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dos quiméricos que contengan genes
del virus del dengue.

Chen et al. (21) construyeron una
guimera DEN-3/DEN-4 que contiene
los genes C-preM-E de DEN-3 y ex-
presa especificidad antigénica contra el
virus DEN-3 en ratones. Se produjeron
dos cambios de aminoacidos Thr-
Leu*® y Glu-Lys*® en estos virus qui-
méricos, los cuales son analogos a los
cambios que, en ratones, confieren
neurovirulencia a DEN-4 y DEN-2, res-
pectivamente. Ademas, la inoculacion
intracerebral en el raton lactante revel6
que la mutacion Glu-Lys*® en la qui-
mera es neurovirulenta, mientras que
su contraparte silvestre de DEN-3 no
lo es. También se ha empleado ADN
complementario de longitud completa
de DEN-4 para construir un virus qui-
mérico viable DEN-1 o DEN-2 con
antigenicidad especifica que contenga
las proteinas estructurales C-preM-E
de DEN-1 o DEN-2, sustituyendo los
genes correspondientes de DEN-4 (22).
Esos virus quiméricos pueden ser usa-
dos para expresar antigenos especifi-
cos para cada serotipo en una vacuna
tetravalente de virus quiméricos para
uso en seres humanos.

Expresion de antigenos de virus
del dengue en levaduras

Un abordaje distinto para expresar
proteinas estructurales del virus del
dengue con el fin de producir particu-
las pseudoviricas (PPV) consiste en
utilizar los sistemas de expresion en
levaduras. Las ventajas de estos siste-
mas estan relacionadas con la facili-
dad de produccion y la seguridad de
los antigenos derivados de levaduras
para su uso farmacolégico o en vacu-
nas. Fujita et al. (23) demostraron que
la proteina E del virus de la encefalitis
japonesa expresada en Saccharomyces
cerevisiae es capaz de estimular la pro-
duccién de anticuerpos neutralizan-
tes. En el caso del virus del dengue,
Sugrue et al. (24) utilizaron Pichia pas-
toris para generar PPV utilizando las
proteinas estructurales (C-preM-E)
de DEN-1. Los resultados de este tra-
bajo demostraron que la expresién de
las proteinas estructurales de DEN-1

en Pichia pastoris permitié generar
PPV similares a los viriones y que las
caracteristicas bioquimicas y bioldogi-
cas de las proteinas expresadas son si-
milares a las de las proteinas nativas;
ademas se demostré que estas PPV
son inmunogenas y capaces de esti-
mular la producciéon de anticuerpos
neutralizantes.

Vacunas con virus inactivados
y vacunas recombinantes

Putnak et al. (25, 26) exploraron la
factibilidad de una vacuna purificada
e inactivada producida en células
Vero. A partir de una cepa candidata
para vacuna de DEN-2 se cultivaron
los virus, que fueron purificados e
inactivados con formalina al 0,05% a
22 °C. En ensayos de inmunizacion en
ratones y Macaca mulatta con dosis tan
bajas como 0,15 mg (con un refuerzo) y
0,25 mg (con 2 refuerzos), respectiva-
mente, se demostré que las vacunas
purificadas e inactivadas son inmuné-
genas en ambos modelos animales. Se
indujeron altos titulos de anticuerpos
neutralizantes anti-DEN-2 y, en el caso
de los ratones, estos quedaron protegi-
dos completamente al ser expuestos al
virus homologo. En los monos vacuna-
dos se elimin6 o redujo el periodo de
viremia después de la exposicion.

El empleo de subparticulas viricas
recombinantes representa otra opcion
para el desarrollo de vacunas contra el
dengue a base de virus vivos inactiva-
dos o atenuados. Para establecer la
combinacion mas inmunégena, Fon-
seca et al. (27) crearon cuatro virus de
la vacuna recombinantes que expresa-
ban diferentes porciones del genoma
del virus DEN-1 (C-preM-E-NS1-
NS2A-NS2B; preM-E; preM-E-NS1-
NS2A-NS2B, y NS1-NS2A). Los dos
virus recombinantes productores de
proteinas preM y E en ausencia de C
indujeron la sintesis de formas extrace-
lulares de E in vitro y cuando se inocu-
laron a ratones indujeron la produc-
cion de anticuerpos neutralizantes e
inhibidores de la hemaglutinacion
contra DEN-1. Los otros dos virus de
la vacuna recombinantes no produje-
ron formas extracelulares de E ni indu-
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jeron respuesta inmunitaria especifica.
Estos resultados, que demuestran la
importancia de la coexpresion de las
proteinas preM y E para inducir la
producciéon de anticuerpos neutra-
lizantes e inihibidores de la hemaglu-
tinacién para su posible uso en una
vacuna contra el virus del dengue,
apoyan los estudios previos sobre el
disefio de vacunas con flavivirus-virus
de la vacuna.

Staropoli et al. (14) crearon un bacu-
lovirus recombinante que produce la
proteina E del virus DEN-2. La pro-
teina recombinante se purifico a partir
del sobrenadante de los cultivos de cé-
lulas del insecto Spodoptera frugiperda
infectadas con el baculovirus recombi-
nante. Los ratones inoculados con la
proteina E purificada mezclada con hi-
dréxido de aluminio como adyuvante
mostraron una respuesta inmunitaria
humoral IgM e IgG (IgGl, IgG2a e
IgG2b), con anticuerpos neutralizan-
tes, similar a la obtenida tras la inmu-
nizacion con virus DEN-2 purificados
e inactivados. Los ratones que recibie-
ron la proteina purificada recombi-
nante presentaron buena proteccion
contra 200 dosis letales medias de
virus DEN-2. Esta estrategia parece
prometedora para la produccion de
particulas proteinicas inmundgenas,
especialmente proteinas de los cuatro
serotipos de virus del dengue, y el de-
sarrollo de una nueva generacion de
vacunas.

Srivastava et al. (28) expresaron en
Escherichia coli un fragmento de gen
que codifica 204 aminoéacidos de la re-
gion C-terminal de la proteina E y 65
aminoacidos de la porciéon N-terminal
de la proteina no estructural NS1 de
DEN-2, como proteina de fusién con
proteina A estafilocdcica. La proteina
recombinante de fusion se purificéd y
se analiz6 para evaluar su antigenici-
dad e inmunogenicidad, asi como su
capacidad para proteger a los ratones
contra la exposicion letal a virus DEN-
2. La proteina reaccioné con anticuer-
pos monoclonales y policlonales anti-
DEN-2. Los ratones inmunizados
produjeron anticuerpos anti-DEN-2
gue se demostraron mediante pruebas
de inhibicién de la hemaglutinacién y
neutralizacion, y fueron protegidos
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contra la exposicion letal a virus DEN-
2 inoculado por via intracraneal.

Es importante conocer el tipo de
subclases de inmunoglobulinas que se
generan después de la inmunizacién
con vacunas contra el virus del dengue,
ya que la inmunizacion de ratones con
virus vivos origina una respuesta pre-
dominantemente de 1gG2a, que puede
ser la mas eficaz para resistir exposi-
ciones futuras. Smucny et al. (29) mi-
dieron las respuestas especificas de las
diferentes subclases de IgG en ratones
BALB/c inmunizados con virus vivos
0 con una proteina E recombinante
parcialmente purificada de DEN-2.
Las respuestas de las distintas subcla-
ses de IgG tras la inmunizacién con
virus vivos presentaron el siguiente
orden de magnitud 1gG2a > IgG1 >
19G2b > 1gG3, y tras la inmunizacién
con proteina E recombinante, 1gG1 >
1gG2a > IgG2b > 1gG3. Los niveles de
casi todas las subclases (excepto IgG1)
y los niveles de anticuerpos neutrali-
zantes fueron mayores con los virus
vivos que con la proteina E recombi-
nante. Después de purificar las cuatro
subclases de IgG por cromatografia, la
fraccion 1gG2a mostré la mayor activi-
dad neutralizante. Los resultados de
este trabajo indican que la inmuniza-
cién con virus vivos y con la proteina
E recombinante induce un patron dis-
tinto de subclases de IgG, son compa-
tibles con estudios realizados con otros
virus y proteinas viricas y podrian
tener implicaciones para el desarrollo
de nuevas vacunas eficaces contra el
dengue.

El gen que codifica la glucoproteina
E de la envoltura del virus DEN-2 se
cloné en un baculovirus (virus de la
poliedrosis nuclear de Autographa cali-
fornica). El virus recombinante conte-
nia el gen entero de la proteina E pre-
cedido por 38 nucleétidos de la regién
C-terminal de preM y seguido por los
83 primeros nucle6tidos de la proteina
NS1. Cuando se expreso en células de
Spodoptera frugiperda (Sf 9), se obtuvo
aproximadamente 1 mg de antigeno E
recombinante por 10° células. Este an-
tigeno fue reconocido por anticuerpos
policlonales anti-DEN-2 y por anti-
cuerpos monoclonales neutralizantes
especificos frente a DEN-2. A pesar de
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haberse producido titulos < 10 de anti-
cuerpos neutralizantes de reduccion
de placa contra virus DEN-2, los ra-
tones BALB/c vacunados se inmu-
nizaron parcialmente y se redujo su
morbilidad y mortalidad tras la ex-
posicién intracraneana a virus DEN-2
virulentos (30).

Por ultimo, se han utilizado virus de
la vacuna recombinantes que contie-
nen proteinas del virus del dengue
para evaluar la respuesta de los LT
CD4* citotéxicos en donantes inmuni-
zados con prototipos de vacunas.
Green et al. (31), demostraron que las
clonas de LT CD4* citotoxicos de san-
gre periférica de un donante inmuni-
zado con una vacuna experimental
contra el virus DEN-1 reconocen, espe-
cificamente o en reaccion cruzada con
DEN-3, epitopos de las proteinas NS1
y NS2a. Ademés, los resultados del
analisis de la restriccion por el com-
plejo mayor de histocompatibilidad
mostraron que las clonas especificas
estan restringidas por HLA-DR1 y las
de reaccion cruzada por HLA-DPwa3.
Estos resultados indican que las pro-
teinas NS1 y NS2a, al igual que las
proteinas C, E y NS3, contienen epito-
pos que son reconocidos por LT CD4*
especificos contra el virus del dengue
Yy, por lo tanto, deben ser consideradas
en el disefio de una vacuna.

Vacunas de ADN

Las vacunas de ADN representan
una técnica novedosa que expresa an-
tigenos in vivo para estimular la res-
puesta inmunitaria humoral y celular.
Estas vacunas promisorias se han
probado en modelos experimentales,
principalmente en animales de labora-
torio, desde 1993. Esas pruebas han in-
cluido la inmunizacion contra diversas
enfermedades producidas por virus,
bacterias y protozoos. En el caso del
virus del dengue, Kochel et al. (32)
evaluaron la respuesta inmunitaria
humoral contra el virus DEN-2 en ra-
tones inmunizados con plasmidos que
contienen los genes de preM y de 92%
de la proteina E de DEN-2 (cepa de
Nueva Guinea C). Los resultados mos-
traron que los ratones inmunizados

produjeron anticuerpos capaces de
neutralizar el virus in vitro. En un se-
gundo estudio, Porter et al. (33) eva-
luaron la capacidad protectora de esta
vacuna de ADN utilizando un modelo
de exposicion letal intracerebral en ra-
tones. Ademaés, examinaron el efecto
inmunoestimulante de los motivos
CpG presentes en el plasmido pUC19
sobre la respuesta humoral. Los resul-
tados revelaron que los motivos CpG
incrementan significativamente la res-
puesta de anticuerpos a pequefias
dosis (3,1 pg) de la vacuna y que 60%
de los ratones coinmunizados con la
vacuna y con pUC19 sobrevivieron
después de la exposicion. Estos estu-
dios ilustran que la inmunizacion con
ADN es un abordaje viable para el
desarrollo de una vacuna contra el
dengue y que los motivos inmunoesti-
mulantes CpG podrian servir para re-
ducir la dosis minima requerida de
vacuna necesaria para producir una
respuesta de anticuerpos.

CONCLUSIONES

Sobre la base de los avances actuales
en el conocimiento de la patogenia de
la infeccion/enfermedad, deben defi-
nirse prioridades y trazarse estrategias
para acelerar el desarrollo de agentes
inmunizantes seguros, eficaces, esta-
bles y accesibles que prevengan la neu-
rovirulencia, el sindrome de choque y
las manifestaciones hemorragicas del
dengue y otras flavivirosis. En este
sentido, las vacunas deben inducir una
respuesta inmunitaria que tenga las si-
guientes caracteristicas;

= producir anticuerpos citoliticos o no
liticos blogueantes de la replicacién
del virus,

= activar LT especificos,

= estimular la secrecion de citoquinas
para suprimir la replicacion del virus,

= neutralizar y eliminar los virus ex-
tracelulares y las toxinas,

= ayudar a la diferenciacion, expan-
sién y maduracion de los LT citoto-
xicos y de los linfocitos B,

= englobar, procesar, fragmentar y
presentar péptidos a los receptores
respectivos del complejo mayor
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de histocompatibilidad (MCH | y
MCH II), y

< no inducir LT citotoxicos ni citoqui-
nas de estas células que actien a favor
de la infeccion por virus del dengue.

La diseminacion de los cuatro sero-
tipos del virus del dengue ha aumen-
tado la incidencia notificada de DH.
Con 2,5 mil millones de habitantes en
riesgo, deben acelerarse los esfuerzos
para desarrollar una vacuna segura y
eficaz contra el dengue. Pueden apren-
derse las lecciones que sobre pato-
genia nos dan los estudios clasicos en
el campo y trasladarlos al contexto ac-
tual del conocimiento de la epidemio-
logia molecular del virus del dengue.
El disefio de vacunas con subunidades
0 con virus completos llama particu-
larmente la atencion sobre el feno-
meno de la potenciacidon dependiente
de anticuerpos y, en general, de la in-
munopotenciacion de la enfermedad.
Deben hacerse mayores esfuerzos para
comprender las bases de la patogenia
del DH, a fin de diseminar el conoci-
miento sobre la proteccion contra la in-
feccion por el virus del dengue y sobre
la recuperacion de la enfermedad pro-
ducida por el mismo (34).

Para obtener la vacuna contra el
dengue es necesario identificar anti-
genos que produzcan inmunidad pro-
tectora para toda la vida y contra los
cuatro serotipos del virus. Deben con-
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siderarse las diferentes estrategias,
desde la atenuacion convencional del
virus hasta las vacunas de segunda ge-
neracion (inmunizacion con proteinas)
y tercera generacién (inmunizacion
con ADN), las proteinas estructurales
de envolturay de membranay las pro-
teinas no estructurales NS1 y NS3. A
pesar de los avances realizados, aln se
necesita informacién sobre la pureza,
estabilidad, seguridad, presentacion,
via de administracion y proceso de
produccion, control y garantia de la
calidad, antes de disponer de un pro-
ducto final eficaz durante la primera
década de este siglo (35).

Las estrategias actuales para la inmu-
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tro serotipos. El reto consiste en usar
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Se han probado en voluntarios po-
sibles vacunas contra los cuatro sero-
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atenuados son prometedoras, son ne-
cesarios nuevos estudios sobre su efi-
cacia y seguridad. Lamentablemente,
todavia no se han obtenido resultados
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Las vacunas con ADN pueden indu-
cir intensas respuestas humorales y ce-
lulares sin adyuvante adicional. Estu-
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ABSTRACT  The four serotypes of dengue flaviviruses are transmitted mainly by the Aedes aegypti
mosquito, and some epidemics have been attributed to Ae. albopictus, Ae. polynesiensis,
. o and various species of the Ae. scutellaris complex. The risk factors involved in dengue
Development of Immunizing mortality and morbidity are related to the human host (genetic characteristics of in-
ag ents ag ainst dengue fected persons; lifestyles, immune status, and health conditions of people; basic sanita-
tion of dwellings; and water supply) and to the virus (genetic variability between and
among serotypes, different pathogenicities, and geographic distribution). Notwith-
standing the lack of knowledge of the immunopathobiology of dengue fever, important
advances have been made in terms of a protective immune response, using attenuated
dengue viruses or antigens produced by means of recombinant technologies. Efforts
have been made since the 1940s to develop dengue vaccines. Immunity acquired from
natural infection is specific for each serotype, and as many as three different serotype
infections have been reported in one individual. For this reason, a tetravalent vaccine
may likely be needed. Candidate vaccines against the four serotypes have been tested
in volunteers and have proven to be immunogenic and safe. Although attenuated live
virus vaccines are promising, more study is needed regarding their effectiveness and
safety. Currently, several studies are ongoing to develop dengue vaccines using anti-
gens from structural proteins (particularly E glycoprotein) and nonstructural proteins,
with recombinant DNA technology and other biomolecular technologies. With the
same goal, various expression vectors are being used, including Escherichia coli, bac-
ulovirus, vaccinia virus, and yellow fever virus. Unfortunately, no satisfactory results
have been obtained in humans. The need for effective dengue vaccines is great, given
the serious worldwide problem of the transmission of the four serotypes. Effective im-
munization against dengue would contribute to its prevention, with a positive cost-
benefit relationship. Endemic dengue affects young children, and they should be im-
munized through the Expanded Program on Immunization.
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