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1. Resumen 

La fiebre por dengue (FD) y sus manifestaciones graves: Fiebre Hemorrágica por 
Dengue (FHD) y el Síndrome de Choque por Dengue (SCD), es considerada la 
enfermedad viral transmitida por vector más importante a nivel mundial. A pesar de los 
esfuerzos, actualmente no existe una vacuna que pueda ser usada en humanos. El 
presente trabajo tiene como objetivo analizar el uso de la inmunización con DNA, para 
inducir la producción de anticuerpos protectores contra el virus dengue (VD) en un 
modelo de ratón; usando como antígeno al Dominio 111 (DIII) de la proteína de Envoltura 
(E) de los cuatro serotipos del VD. La región del DIII de la proteína E (aa 297-394), se 
amplificó por PCR y se clonó en el plásmido pcDNA 3. La expresión del DIII se 
analizó mediante ensayos de transfección transitoria en células COS-7 empleando 
anticuerpos monoclonales para cada serotipo. Los plásmidos obtenidos y purificados se 
emplearon para inmunizar ratones BALB/c con diferentes concentraciones, en forma 
individual o con diferentes dosis de una combinación tetravalente. La presencia de 
anticuerpos específicos contra el VD se analizó por ELlSA. Los ensayos de protección 
se llevaron a cabo en células BHK-21 mediante el ensayo de inhibición del efecto 
citopático (ECP), así como también, en ratones lactantés retados intracranealmente con 
virus dengue-2. Los resultados mostraron que el DIII de cada uno de los serotipos se 
expresó correctamente en las células transfectadas; aproximadamente un 70-80 % de 
las células fueron positivas, mientras que las células tratadas con el vector vacío fueron 
negativas. Se observó que la inmunización en forma individual con los plásmidos con 
el DIII induce la producción de anticuerpos específicos contra el serotipo 
correspondiente; el título de anticuerpos anti-dengue no se incremento en forma 
significativa con los refuerzos administrados usando la misma dosis de plásmido. 
Cuando se inmunizó con la mezcla tetravalente, se observó la inducción de 
anticuerpos contra los cuatro serotipos, esta respuesta fue dosis-dependiente 
obteniéndose títulos similares a la inmunización individual cuando se usó la misma 
concentración de DNA. En los ensayos de inhibición del ECP, los resultados mostraron 
títulos de anticuerpos neutralizantes de 1: 1 O, tanto en los ratones inmunizados en forma 
individual como con la combinación tetravalente, sin embargo el efecto protector de 
estos anticuerpos en los ensayos en ratones lactantes fue distinto, obteniéndose un 43 
% de protección cuando se inmunizó en forma individual, mientras que cuando se 
inmunizó con los 4 plásmidos se alcanzó un 87 % de protección. Los resultados de este 
trabajo muestran que el DIII del VD puede ser usado como antígeno para inducir la 
producción de anticuerpos contra el VD mediante inmunización con DNA. Estos 
anticuerpos son específicos y neutralizantes; se demostró que se puede obtener 
mejores niveles de protección cuando se inmuniza con la mezcla tetravalente. 
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2. Introducción 

La fiebre por dengue (FD) es un problema de salud pública a nivel mundial, se 

estima que millones de casos ocurren anualmente y la mayoría de las personas que 

viven en zonas endémicas se encuentra en riesgo de contraer la enfermedad (Monath, 

1994; Gubler, 1995) (Figura 1). El agente etiológico de la FD es el virus dengue (VD) 

que incluye cuatro serotipos, Den-1 al 4 (Rosen, 1999). El VD pertenece al género 

Flavivirus de la familia Flaviviridae y es transmitido al humano mediante la picadura del 

mosquito vector Aedes sp. (Gubler, 1995). 

El VD causa la enfermedad viral transmitida por vector más importante a nivel 

mundial (WHO, 1997), yen años recientes el número de casos de fiebre clásica o fiebre 

por dengue (FD), así como de sus manifestaciones más severas: la fiebre hemorrágica 

por dengue (FHD) y el síndrome de choque por dengue (SeO) se han incrementado 

notablemente, en parte debido a la falla en las estrategias de control, basadas 

principalmente en el control del vector (Monath, 1994; Gubler, 1995; WHO, 1997; 

Rosen, 1999). 

A pesar de los esfuerzos, en la actualidad no se cuenta con una vacuna o droga 

para controlar la enfermedad, aun cuando se han desarrollado exitosamente vacunas 

contra otros flavivirus como el virus de la fiebre amarilla (FA), el de la encefalitis 

japonesa (EJ) y el de la encefalitis transmitida por garrapatas (ETG) (Barrett, 1997(a); 

Barrett, 1997(b); Barrett, 2001; Kinney, 2001; Halstead, 2002; Pugachev, 2003). Sin 

embargo, se han llevado a cabo diversas aproximaciones metodológicas para 

desarrollar una vacuna contra el VD, que incluyen el uso de virus vivos atenuados 

(Men, 1996; Bhamarapravati, 2000; Durbin, 2001; Kanesa-thasan, 2001; Rothman, 

2001; Monath, 2002), virus quiméricos (Pletnev, 1992; Guirakhoo, 2001; Huang, 2003), 
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Países/áreas en riesgo de transmisión de dengue. 2006 

Figura 1. Mapa de la distribución de los países en riesgo de transmisión de 

dengue y dengue hemorrágico (www.denguenet.com; último acceso 

Mayo, 2007). 

antígenos recombinantes y vacunas basadas en el uso de virus como vectores 

(S rivastava , 1995; Simmons, 1998; Stephenson, 1998; Men, 2000; Simmons, 2001 (a); 

Simmons, 2001 (b», más recientemente, se han desarrollado candidatos a vacuna 

basados en el uso de DNA desnudo (Kochel, 1997; Porter, 1998; Konishi, 2000; Kochel, 

2000; Puttikhunt, 2003; Raviprakash, 2003). En el diseño de una vacuna contra el VD 

es necesario tomar ciertas consideraciones, ya que en aquellas personas infectadas 

con VD y que sufrieron una infección previa con un serotipo distinto, existe el riesgo de 

desarrollar FHD/SCD debido a la presencia de anticuerpos de reacción cruzada 

inducidos en una primera infección; esto es conocido como la teoría de la facilitación 
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inmunológica (FI) (Halstead, 1970), por tal razón, una vacuna eficaz debe ser capaz de 

inducir una respuesta inmune protectora contra los cuatro serotipos. 

3. Epidemiologfa 

La fiebre por dengue constituye un importante problema de salud pública mundial, 

donde más de 2 mil millones de personas están en riesgo de contraer la enfermedad. 

El mapa de distribución de la enfermedad a nivel mundial se relaciona con la 

distribución del vector el mosquito Aedes aegypti (Ae. aegypt/) (Figura 2). Se estima 

que en las regiones endémicas se reportan anualmente más de 100 millones de casos 

de FO, de los cuales, 250 mil casos corresponden a FHO (WHO, 1997). 

I Distribución del dengue en el mundo 

o Areas Infestadas con Aedes aegypli 
• Areas con Aedes aegypti '1 con actiVidad epidémica de dengue 

CDC 
Figura 2. Relación entre las áreas infestadas con Ae. aeiiypti' y casos de 

dengue en el mundo (www.cdc.com; ultimo acceso Mayo, 2007). 
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Los primeros casos de FHD fueron descritos durante epidemias de dengue clásico 

en Australia en 1897, en Grecia en 1928 y en Formosa en 1931 (Jonson, 1967). En 

1954, en Manila ocurrió una epidemia de fiebre hemorrágica conocida como Fiebre 

Hemorrágica Filipina, que posteriormente se demostró, había sido causada por los 

serotipos 3 y 4 de dengue. Posteriormente la FHD fue descrita en diversos países del 

Sur Este Asiático, por ejemplo, en China la enfermedad fue reportada por primera vez 

en 1985 (Burke, 1988) y en el caso de las Américas, casos esporádicos de FHD se 

presentaron durante los años 70 y la primera epidemia fue reportada al inicio de los 80 

(Halstead, 1989). 

Los cuatro serotipos pueden causar FHD y SCD; en Tailandia, el serotipo 2 estuvo 

asociado predominantemente a estos síndromes hasta los años 80 cuando los 

serotipos 3 y 4 aparecieron como serotipos importantes (Burke, 1988). En América, en 

los países de Cuba, Venezuela y Brasil las epidemias de FHD ocurrieron cuando una 

cepa específica del serotipo 2 fue introducida 3 o 4 años después de una epidemia por 

Den-1. La secuencia de los serotipos infectantes, el intervalo entre las infecciones y las 

diferencias en la virulencia de las cepas pueden ser determinantes importantes de los 

patrones clínicos y epidemiológicos de la fiebre hemorrágica por dengue (Halstead, 

1989), sin embargo, la falta de un modelo animal ha impedido aseverar o refutar estas 

preguntas, no obstante, existen evidencias experimentales con respecto a la capacidad 

replicativa del virus y diferencias en el genoma, que sugieren que factores asociados al 

propio virus pueden contribuir a la patogénesis de la FHD (Rico-Hesse, 1990). 

El incremento en la incidencia y prevalencia de la enfermedad se deben 

principalmente a: A) El rápido crecimiento de la población mundial y del número de 

nuevos criaderos del vector; B) El crecimiento de las poblaciones del mosquito vector 
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Ae. aegypti y; C) Incremento de los movimientos poblaciones debidos principalmente al 

mejoramiento de los medios de transporte, lo cual facilita el contacto de hospederos 

virémicos con el vector (Monath, 1994). En áreas donde diversos serotipos del virus 

dengue se transmiten existe una mayor probabilidad de que se presenten los cuadros 

severos de la enfermedad, ya que se ha observado que segundas infecciones con un 

virus heterólogo es un factor de riesgo para FHD y SCD. Esta observación está basada 

en la teoría de la facilitación inmunológica (Halstead, 1970; 1988), la cual ha sido 

descrita ampliamente para el virus dengue y para otros flavivirus (ver sección 9 más 

adelante). 

Los factores ambientales juegan un papel muy importante en la evolución de las 

enfermedades virales, principalmente en aquellas enfermedades zoonóticas donde el 

virus es transmitido por un vector y un ejemplo es la FD. El dengue es una de las 

enfermedades de más rápida emergencia en las regiones tropicales del mundo con 

millones de casos ocurriendo cada año. Por ejemplo en Puerto Rico, en los primeros 75 

años de este siglo se presentaron 5 epidemias por dengue, sin embargo en los últimos 

12 años el país ha experimentado 6 epidemias. De la misma forma países como Cuba, 

Brasil, Bolivia, Paraguay, Ecuador y Nicaragua han reportado grandes epidemias en 

menos de 50 años (Gubler, 1993; Monath, 1994; Gubler, 1995). Diversos serotipos han 

estado involucrados en estas epidemias y actualmente los cuatro serotipos circulan el 

las Américas, lo cual representa un mayor riesgo para la aparición de casos 

hemorrágicos, de hecho actualmente se reportan más de 3000 casos de FDH cada año. 
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4. El vector 

Una de las razones para que el dengue sea considerada una de las principales 

enfermedades emergentes o reemergentes en la actualidad, tiene que ver con el 

control del vector, el mosquito urbano Ae. aegypti (Figura 3). Principalmente en los 

países en vías de desarrollo, las densidades de mosquito se incrementan debido a 

que los programas de control han sido insuficientes, debido a la falta de recursos 

económicos principalmente (Gubler, 1993); aunado a esto, el mosquito tigre del 

Sureste Asiático A. albopictus ha sido importado a América. Los hábitos de ambas 

especies son complementarios, mientras que Ae. aegypti ocupa sus nichos 

tradicionales dentro de las casas, A. albopictus se instala cerca en las zonas 

boscosas o con vegetación. Además de la emergencia de casos de dengue por las 

condiciones antes expuestas existe también el riesgo de la reemergencia de la fiebre 

amarilla, ya que si los programa de control del vector (que es el mismo para dengue 

que para fiebre amarilla: Ae. aegyptl) fallan, las condiciones serían favorables para la 

transmisión de este virus (Monath, 1994). 

Perteneciente al subgénero Stegomyia, Aedes a egyp ti, es una especie que se 

originó probablemente en África, donde existen formas selváticas y domésticas 

mientras que en las Américas solo se encuentran estas últimas. La distribución del 

vector se restringe a las regiones tropicales y subtropicales, entre las latitudes 35° 

norte y 35° sur. Sin embargo, ha sido posible observar insectos hasta los 45° de 

latitud norte durante las estaciones calidas (OPS, 1995). La distribución de Ae. 

aegypti, está también limitada por la altitud, aunque generalmente no se encuentra 

por encima de los 1,000 metros, se ha observado a 2,121 metros en la India y a 

2,2000 metros en Colombia, donde la temperatura anual media es de 1 rc. 
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MOSQUITO ADULTO 

Figura 3. El virus dengue es transmitido por la picadura de hembras de mosquitos del 

subgénero Stegomyia. El principal vector es Aedes a egyp ti; una vez infectados los 

mosquitos permanecen así de por vida. Los mosquitos también pueden transmitir 

al virus de forma transovarica a su descendencia. 

(www.prefeítura.unicamp.br/prefeitura/CA/DENGUE/AEDES2.gif; último acceso 

Mayo, 2007). 

La densidad del vector y los factores que determinan la exposición al mosquito 

hembra infectado, es lo que determina el grado de transmisión de la enfermedad. Los 
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hábitos domésticos de Ae. aegypti aseguran que las infecciones se den dentro y 

alrededor de las viviendas humanas. Se ha observado que donde existen casos de 

dengue se han encontrado de 10 a 20 hembras por habitación, de las cuales del 5 al 

10 % se encuentran infectadas (lIkal, 1991). El comportamiento del mosquito 

comúnmente presenta periodos interrumpidos de alimentación, lo que le permite 

alimentarse de sangre en múltiples ocasiones y en posiblemente diferentes 

individuos, lo cual contribuye a la rápida transmisión del dengue y a la naturaleza 

explosiva de las epidemias (Ko, 1992). 

Una de las razones en el incremento de la incidencia de casos de dengue a nivel 

mundial, tiene que ver con un incremento en la densidad de Ae. aegypti, provocado 

por la incontrolable expansión de las poblaciones humanas. En las últimas dos 

décadas el continente americano fue re-invadido por Ae. aegypti (Figura 4), lo que ha 

resultado en grandes epidemias y en el establecimiento de los cuatro serotipos en 

muchas áreas donde el dengue es endémico (Ehrenkranz, 1971; Gubler 1993; 

Gubler,2002). 

Como se mencionó antes, otras especies de Aedes pueden transmitir al virus, 

jugando un papel importante ella transmisión de la enfermedad. Aedes albopictus fue 

introducido al continente americano a Brasil y a los Estados Unidos en el año de 

1985 y desde entonces se ha reportado el aislamiento de virus dengue en esta 

especie, sin embargo la importancia epidemiológica en la transmisión de la 

enfermedad, no ha sido estudiada adecuadamente (Gubler, 1993, Monath, 1994). 

12 



19305 1970 2002 

Figura 4. Distribución de Aedes aegypti en el continente Americano desde los 

años 30 hasta el 2002. La re-invasión del continente por el mosquito 

vector ocurrió a finales de la década de los 70 y a principios de la de los 

80 debido principalmente al colapso de los programas de control y al 

incremento en los criaderos de larvas debido a la urbanización. (Gubler, 

2002, OPS/OMS, 2002) 

5. El virus 

El virus dengue se clasifica dentro del género Flavivirus de la familia Flaviviridae 

(del latín flafus que significa amarillo) y forma parte de los más de 500 miembros del 

grupo de los arbovirus (virus transmitidos por artrópodos). Dentro de los arbovirus, los 

patógenos más importantes están comprendidos entre las familias de virus de RNA : 

Togaviridae, Bunyaviridae, Rhabdoviridae y Flaviviridae (Karabatsos, 1985; Francki, 
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1991). Estos virus al tener genomas de RNA, que son más plásticos y adaptables 

debido a la tasa de mutaciones, pueden haber sido favorecidos hacia una transmisión 

mediada por artrópodos, ya que se necesitan periodos alternados de replicación entre 

hospederos vertebrados e invertebrados, lo que incrementa la posibilidad de acumular 

mutaciones que le confieran un fenotipo con mayor adaptación a sus distintos 

hospederos (Holland, 1991; Monath, 1996). Las epidemias más severas causadas por 

arbovirus han sido causadas por togavirus, alfavirus, flavivirus y bunyavirus. El virus de 

la fiebre amarilla, fue el primer flavivirus al cual se le comprobó una transmisión por 

artrópodos en el año de 1900 (Monath, 1988) y fue hasta el año de 1907 que el dengue 

fue reconocido como una enfermedad viral y desde entonces continúa siendo la causa 

principal de epidemias en la mayoría de las regiones tropicales y sub-tropicales del 

mundo, donde se encuentra el vector (mosquito del género Aedes). La distribución del 

dengue incluye las Américas, África, Asia y el Sureste del Pacífico, donde millones de 

personas son infectadas anualmente (Baldridge, 1989; Monath, 1994). 

El virus dengue es esférico de aproximadamente 50 nm de diámetro (Figura 5a), 

es un virus envuelto con un genoma de RNA de una sola cadena de polaridad positiva 

de aproximadamente 11 kb, que contiene una región cap en el extremo 5' pero carece 

de una secuencia poli-A en su extremo 3'(Rice, 1989; Lindenbach, 2001). Las regiones 

5'y 3'no traducidas (de 120 y 500 nt de largo, respectivamente) son esenciales para la 

replicación y traducción eficente del RNA viral. La traducción del genoma resulta en la 

síntesis de un único precursor poli-proteico que contiene a las proteínas virales en el 

orden: C-prM/M-E-NS1-NS2A12B-NS3-NS4A14B-NS5 (Figura 5b), donde C corresponde 

a la proteína de la cápside, M a la proteína de membrana y E a la proteína de envoltu-
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a 

RNA (+) ORF Único 

b 
COOH 

Poliproteína Única 

Figura 5. Estructura del virión y del genoma viral. (a) representación del virión 

maduro en base a la estructura atómica de la proteína E, donde se muestran 

los dominios I (rojo), 11 (amarillo) y 111 (azul). (b) estructura del genoma del 

virus dengue. Las proteínas estructurales se encuentran codificadas en el 

extremo 5', mientras que las no estructurales en el 3'. 
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ra, todas estas proteínas estruCturales que conforman al virión maduro. La 

nomenclatura NS es utilizada para las diversas proteínas no estructurales que son 

usadas para la amplificación y expresión del genoma viral. La poli-proteína viral es 

procesada tanto por proteasas virales como de la célula huésped para dar como 

resultado final a las proteínas virales. La proteína prM, que es el precursor para la 

proteína M, junto con las proteínas E y NS1 son translocadas al lumen del retículo 

endoplasmático donde su región amino-terminal es generada mediante la acción 

enzimas de la célula huésped. La región carboxilo-terminal permanece anclada a la 

membrana (Rice, 1989; Lindenbach, 2001). La región amino-terminal de la proteína 

NS4B también es procesada por proteasas celulares. Por otro lado, la proteasa viral 

NS2B/NS3, que pertenece a la familia de las proteasas serin tripsin-like, lleva a cabo la 

mayoría del procesamiento de las proteínas NS restantes del virion, así como la forma 

madura de la proteína e (Yamshchikov, 1993; Amberg, 1999). Lá proteína e 

interacciona en el citoplasma con el RNA genómico naciente para formar la 

nucleocápside, los viriones inmaduros son formados entonces en el lumen del retículo 

endoplásmico y transportados hacia la superficie celular a través de la vía exocitosis. 

Durante este proceso las proteínas prM, E y NS1 son glicosiladas. La proteína prM es 

cortada para producir su forma madura (no glicosilada) poco antes de que los virus 

sean liberados, mediante la acción de una furina celular (Stadler, 1997). Existe la 

hipótesis de que la proteína prM tiene la funcion de proteger a la proteína E de cambios 

conformacionales (irreversibles) que pueden ocurrir durante el paso de los viriones 

inmaduros a través de los compartimientos celulares de naturaleza ácida (Lindenbach, 

2001). La proteína prM se dobla rapídamente y es requerida para el doblamiento 

apropiado de la proteína E, lo que sugiere un papel de tipo chaperona (Lorenz, 2002). A 
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diferencia de lo que sucede en células de mosquitos, en células de mamíferos la 

proteína NS1 se localiza de forma intracelular y se piensa que juega un papel en el 

proceso de síntesis del RNA viral (Mason, 1989; Muylaert, 1997). 

La glicoproteína E está presente en la superficie del virus y tiene diversas 

actividades biológicas. Participa en el ensamblaje del virión, induce la síntesis de 

anticuerpos neutralizantes, permite la unión a las células (fusión membranal) y la 

hemoaglutinación de eritrocitos (Rey, 1995; Lindenbach, 2001). No es de extrañar que 

mutaciones en esta proteína tengan efectos dramáticos en la patogénesis viral. La 

proteína E de los flavivirus es variable en ciertos dominios y muy conservadas en otros, 

los doce residuos de cisteínas en la proteína que forman enlaces disulfuro están 

altamente conservados. La proteína E de dengue está glicosilada, sin embargo, el papel 

que juegan los residuos N-glicosilados permanece sin esclarecerse completamente. La 

identificación de los epítopes neutralizantes de la proteína E del virus dengue es 

importante desde el punto de vista del diseño y desarrollo de una vacuna contra la 

enfermedad (Rey, 1995; Lorenz, 2002). Epítopes lineares de la proteína E han sido 

utilizados en experimentos de inmunización, sin embargo, la inducción de anticuerpos 

neutralizantes parece ser que depende mucho de la conformación nativa de la proteína. 

En base a la proteína E del virus transmitido por garrapatas (TBE), se identificaron 3 

dominios antigénicos, mediante el uso de anticuerpos monoclonales, estos son los 

dominios A, B y e (Heinz, 1981). Recientemente se determinó la estructura 

tridimensional de la proteína E (la fracción soluble) y se determinó que el monómero 

está compuesto por tres dominios, 1, 11 y 111 que corresponden a los dominios e, A y B 

descritos anteriormente (Rey, 1995) (Figura 6). En el caso del VD (Den-2) se ha 

demostrado que los determinantes antigénicos de neutralización se encuentran en el 
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a 

Domino I Domino 11 

b 

Figura 6. Representación del homodímero que forma la proteína de envoltura de 

los flavivirus en base a su estructura a nivel atómico. En (a) se muestra una 

vista frontal mientras que en (b) se presenta una vista lateral. Los dominios 

que conforman a cada proteína se muestran en rojo (dominio 1), amarillo 

(dominio 11) y azul (dominio 111). (Rey, 1995). 
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dominio III (Henchal, 1982; Roehrig, 1998; Crill, 2001). Este dominio está compuesto 

por poco menos de 100 aminoácidos de la región carboxilo terminal de la proteína E y 

su estructura terciaria en forma de barril P formado por 7 laminas P antiparalelas le 

confiere una estructura similar a una inmunoglobulina. Esta forma globular en el virión 

hace que este dominio sobresalga más que cualquier parte de la proteína. Por otro lado 

se ha observado que la reactividad de anticuerpos neutralizantes contra esta región 

dependen de su conformación estructural, dada por el único enlace disulfuro del 

dominio (Rey, 1995). 

Se ha sugerido que el dominio 111 participa en la unión al receptor celular (Rey, 

1995), y se ha reportado que los anticuerpos neutralizantes en sueros de pacientes 

infectados con VD bloquean la unión del virus a su receptor en células Vero (He, 1995). 

Por otro lado los epítopes tipo o subtipo-específicos se encuentran en los dominios 111 y 

1, mientras que los epítopes de reacción cruzada con flavivirus se localizan en el 

dominio 11 (que es el que se encuentra más expuesto en el monómero) (Rey, 1995). 

La variabilidad genética del virus dengue ha sido estudiada de diversas formas, 

la secuenciación de nucleótidos de regiones parciales o del gen entero de la proteína E 

ha sustituido a las técnicas tradicionales de "fingerprint de RNA", hibridizaciones RNA­

DNA, el análisis unidimensional con RNasa T1 . (Kerschner, 1986), la hibridación con 

sondas de cONA (Blok, 1989) y el uso de anticuerpos monoclonales. 

Todas estas técnicas tienen ciertas desventajas como son el uso de radioisótopos, 

el alto costo, el tiempo que se necesita para obtener los resultados, la necesidad de 

grandes cantidades de virus, entre otras, que las hacen imprácticas en estudios de 

epidemiología molecular del virus dengue (Kerschner, 1986). 
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El estudio de asociaciones filogenéticas basadas en el uso de secuencias de 

nucleótidos, ha permitido la clasificación de los virus dengue en diversos "genotipos", 

los cuales generalmente se correlacionan con el origen geográfico de la cepa viral 

(Rico-Hesse, 1990). Esta clasificación genotípica ha sido de gran utilidad para 

determinar el origen y dispersión de las epidemias, ya que el análisis de los genotipos 

virales en una misma región geográfica puede permitir saber si un genotipo es 

autóctono o ha sido introducido de otra región endémica. Este procedimiento de 

introducción de cepas virales genotípicamente diferentes, puede llevarse a cabo por 

hospederos virémicos o por mosquitos infectados, debido a los grandes movimientos 

poblacionales que actualmente se realizan, gracias a la modernización de los medios 

de transporte (Rico-Hesse, 1997). 

Las diferencias clínicas entre FD y FHD han sido ampliamente estudiadas desde el 

punto de vista inmunológico pero poco a nivel molecular. Los factores que determinan 

el amplio rango de manifestaciones clínicas de la enfermedad no están bien 

comprendidos (Rico-Hesse, 1997). Como se mencionó con anterioridad, la teoría de la 

facilitación inmunológica, ha sido postulada como la causa de las formas severas de la 

enfermedad, sin embargo, a pesar del gran número de infecciones secundarias en 

regiones endémicas, sólo una pequeña proporción de personas infectadas progresan 

hacia FHD. Otros elementos que pueden jugar un papel en el desarrollo de la 

patogénesis de la enfermedad son los factores virales. En el caso de Den-2, se han 

descrito varios subtipos genéticos o genotipos (Rico-Hesse, 1990), y se ha podido 

correlacionar la circulación del denominado genotipo asiático con el incremento en el 

número de casos de FHD en el continente americano (Leitmeyer, 1999). La introducción 
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del genotipo asiático en el hemisferio occidental ha desplazado rápidamente al genotipo 

americano autóctono. 

6. Diagnóstico 

El alto impacto en la salud pública que representa la fiebre por dengue hace 

necesaria una mejor calidad en la atención médica. Uno de los mayores retos de esta 

enfermedad es el poder reconocer a tiempo y de manera adecuada las características 

clínicas de la enfermedad, sobre todo en niños que puedan desarrollar el síndrome de 

FHD (Halstead, 2002). 

El diagnóstico clínico diferencial se hace más complicado en aquellos casos de FD 

y FHD donde las manifestaciones clínicas son menos severas, donde es ml,.Jy 

complicado diferenciarlos de muchas otras enfermedades virales. Debido a que estos 

caso de FHD ligera pueden evolucionar a cuadros más severos, es importante tener un 

diagnóstico temprano y acertado (Cao, 2002). La organización mundial de la salud, ha 

publicado los lineamientos para el diagnóstico y manejo de infecciones por dengue 

(WHO, 1997). Una de las pruebas que puede utilizarse para la definición de caso clínico 

de FHD es la de torniquete. Esta prueba refleja tanto la fragilidad capilar como la 

trombocitopenia y se considera positiva cuando se observan 20 o más petequias en un 

área de 2.5 cm2
. En individuos con piel clara, esta prueba representa un buen indicio 

de la enfermedad, sin embargo, la utilidad de esta prueba en el diagnóstico certero de 

FHD necesita ser reconsiderada en base a los resultados de trabajos que indican que 

esta prueba no es muy efectiva para diferenciar casos de dengue clásicos y FHD (Cao, 

2002). En un estudio donde se analizaron 1136 niños vietnamitas, se evaluó la 

sensibilidad y especificidad de esta prueba de manera prospectiva. Los resultados 
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mostraron que la prueba de torniquete tiene solo un 41.6 % de sensibilidad, a pesar del 

94.4 % de especificidad. Los valores predictivos positivos y negativos fueron de 98.3 % 

Y 17.3 %, respectivamente. Solamente en el 5 % de los casos existía información 

adicional de sangrado, lo que ayudo a un mejor diagnóstico. En general, las 

conclusiones de este traóajo fueron que el torniquete es útil como una prueba de 

"screening" pero no debería formar parte de la definición de caso de FHO. Un valor 

positivo con esta prueba debe tomarse en cuenta para implementar una observación 

más cercana del paciente, pero un valor negativo no excluye el desarrollo de la 

infección y una progresión hacia un cuadro severo (Cao, 2002). 

Para el aislamiento viral se dispone de diversas técnicas: a) inoculación de ratones 

lactantes por via intracerebral, en los cuales la infección ocasiona parálisis y otros 

signos de alteración del sistema nervioso central; b) el uso de líneas celulares tanto de 

mamíferos como de mosquitos (Ve ro , LLCMK2, BHK-21 y C6/36, Ap-61 , 

respectivamente) y c) la inoculación intratoráxica de mosquitos A. albopictus y 

Toxorynchites amboinensis (WHO, 1975, 1997). 

Por otro lado, la identificación del virus se puede hacer mediante técnicas 

inmunológicas, así como moleculares. El virus puede ser identificado por 

inmunofluorescencia indirecta (IFI) usando anticuerpos monoclonales contra cada 

serotipo (Henchal, 1982; 1983). Sin embargo el procedimiento para identificar al virus 

en cultivos celulares o mosquitos infectados pude llevar de días hasta semanas y no 

siempre es exitoso, debido a las pequeñas cantidades de virus viables presentes en el 

inóculo inicial de varios días, por lo que fue necesario desarrollar una metodología que 

pueda llevarse a cabo de manera rápida con una sensibilidad y especificidad suficiente 

para tener un uso clínico y epidemiológico. Con el desarrollo de la amplificación de 
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DNA mediante la reacción en cadena de la polimerasa (PCR por su siglas en inglés), 

facilitó el desarrollo de ensayos mediante el uso de la enzima transcriptasa reversa (RT 

por su siglas en inglés) para el diagnóstico del virus dengue (Lanciotti, 1992; Seah, 

1995; Chien,2006) 

Con respecto al diagnóstico serológico, existe el problema de la reactividad 

cruzada, debido a que dentro de los flavivirus muchos antígenos están compartidos o 

son muy similares. Esto sucede en las regiones endémicas donde los cuatro serotipos 

del virus dengue circulan, además de otros arbovirus como el del virus de la encefalitis 

Japonesa (Halstead, 2002). Sim embargo se han desarrollado diferentes ensayos de 

ELlSA. Estos sistemas son económicos, rápidos y relativamente fáciles de implementar 

(Innis, 1989; Kuno, 1991). El ensayo de ELlSA de captura de IgM constituye uno de los 

sistemas más importantes y útiles en diagnóstico y vigilancia del dengue ya que la 

detección de IgM es indicativo de una infección activa o reciente (Blacksell, 2006). 

También se han desarrollado sistemas de cromatografía de fase sólida para la 

detección de IgM e IgG en suero de pacientes, la cual permite tener un diagnóstico en 5 

minutos con una sensibilidad y especificidad del 99 y 96 %, respectivamente (Sathish, 

2002; Abhyankar, 2006). 

Finalmente, se cuenta también con la prueba de neutralización por reducción de 

placas, la cual constituye un ensayo sensible y específico que permite la detección de 

anticuerpos neutralizantes (Russell, 1967[a]; Russell, 1967[b]). 

7. Tratamiento 

Las recomendaciones para el tratamiento de pacientes con dengue, sobre todo en 

aquellos con FHD/SCD, fueron hechas originalmente por la OMS en 1975 (WHO, 1975) 
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debido al marcado incremento en la morbilidad y mortalidad asociados con casos de 

FHD en el sureste asiático en los años 60. 

Por muchos años ha existido la controversia sobre cuál es el mejor método para la 

reconstitución de líquidos en pacientes con shock, ya sea con el uso de soluciones 

cristaloides o coloideas. Este debate es de particular importancia para los pacientes con 

seo, debido a la permeabilidad vascular. Aunado a esto, muchos de los pacientes con 

seo viven en regiones de difícil acceso por lo que la atención medica especializada en 

hospitales adecuadamente equipados, queda fuera de su alcance (Ngo, 2001). De 

forma alternativa al uso de coloides y cristaloides, en las últimas 2 décadas se han 

desarrollado soluciones sintéticas coloideas, de las cuales algunas pueden ser de 

relevancia para el uso en el manejo de pacientes con seo. Las soluciones gelatinosas 

se encuentran ampliamente distribuidas y actualmente se han usado también de forma 

empírica en algunos centros de salud en el mundo (Lan, 1995). 

8. Prevención y control 

Los programas de control del dengue están basados principalmente en el control 

del mosquito vector, sin embargo, es imposible sostener una única estrategia, que es 

además costosa y vertical. Actualmente se tiende a la descentralización tanto a nivel 

central como local. Se busca una mayor colaboración con los sectores de salud, con 

otras esferas gubernamentales, con organizaciones no gubernamentales (ONGs), así 

como también con la comunidad en general para el diseño, integración e 

implementación de programas de control adecuados donde se involucren diferentes 

estrategias de control: ambiental, biológico y químico (OPS/WHO, 1997). 
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Los esfuerzos de educación están orientados hacia aumentar el interés y los 

conocimientos de las personas sobre Ae. aegypti y el dengue. De acuerdo con este 

enfoque, la participación de la comunidad en el control de Ae. aegypti y otras 

actividades de salud tiene como objetivo máximo no sólo el control del dengue, sino, el 

desarrollo de la comunidad en si, haciendo énfasis en aspectos relacionados a la 

autosuficiencia y la planificación, todo esto en respuesta a las necesidades expresadas 

por la propia comunidad. 

Otra estrategia de control utilizada es la del saneamiento del medio ambiente, 

entendiéndose esto como cualquier modificación que impida o reduzca al mínimo la 

propagación de vectores o el contacto hombre-vector-organismo patógeno. El control 

de Ae. Aegypti en Cuba y Panamá a comienzos de este siglo se basó principalmente en 

este principio y númerosos programas en las Américas están retornando a este 

conjunto fundamental de tácticas. El saneamiento del medio ambiente es también parte 

del conjunto de medidas que se están aplicando actualmente para el control de Ae. 

Albopictus en los Estados Unidos. Muchas de estas medidas son aplicables en las 

regiones en las que el dengue es endémico (OPS/wHO, 1997). 

Dentro de las actividades para el control de vectores se encuentra la reducción y/o 

reciclaje de desechos sólidos que actúan como criaderos de mosquitos. Estas 

actividades no sólo protegen la salud pública si no que también contribuyen a la 

conservación del medio ambiente. 

Con respecto al control químico, su uso para el control de Ae. Aegypti se 

estableció a principios del siglo XX. En la primera campaña contra la fiebre amarilla 

realizada en Cuba y Panamá, además de los programas de limpieza, los criaderos 

fueron rociados con petróleo y las casas tratadas con piretrina en polvo. Cuando se 

25 



descubrieron las propiedades insecticidas del DDT el la década de los 40, este 

compuesto se convirtió rápidamente en el método principal empleado en los programas 

de erradicación de alcance continental de Ae. Aegypti. Cuando comenzó a surgir la 

resistencia al DDT en la década de los 60, ya se habían desarrollado insecticidas 

organofosforados y algunos de ellos, como el fenitón, el malatión, el fenitrotión y el 

temefós empezaron a usarse sucesivamente. En la actualidad se tiende a limitar el uso 

de los productos químicos para el tratamiento de contenedores que no puedan ser 

eliminados o tratados de otra forma y para situaciones de emergencia (OPS/WHO, 

1997). 

9. Respuesta inmune y anticuerpos facilitadotes 

La infección por el VD causa un amplio espectro de trastornos clínicos que van 

desde el cuadro clásico de FD (que se caracteriza por fiebre bifásica intermitente, 

escalofríos, cefalea, mialgias y artralgias), hasta las formas más severas de la 

enfermedad FHD/SCD y la muerte (Halstead, 1970; Rosen, 1999; Halstead, 2002). La 

fiebre por dengue se asocia con trombocitopenia y los pacientes frecuentemente 

experimentan pequeñas hemorragias, particularmente epistaxis; también se ha 

observado que pacientes enfermos con dengue y que presentan alguna patología 

gastrointestinal pueden sufrir hemorragias (Tsai, 1991). La aparición de las formas 

severas de la enfermedad FHD y SCD, parece estar asociada a factores que involucran 

al propio virus (cepa viral) y al hospedero (Figura 7). Actualmente poco es lo que se 

conoce acerca de la patogénesis de la enfermedad (Rosen, 1989; Rothman, 1999; 

Halstead, 2002). Las formas severas de la enfermedad FHD y SCD se presentan más 
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frecuentemente en niños del continente asiático con una frecuencia de muertes en un 

rango entre el 0.5 al 10%, dependiendo mucho esta cifra de la experiencia y de la 

Asintomático 

Factores 
Inmunológico 

~ Dengue 
---,. Clásico 

Factores 
Virales 

Fiebre 
Hemorrágica ~ 
por Dengue 

Síndrome 
de 

Choque 

Figura 7. Desarrollo de las formas, severas de la enfermedad. A partir de un caso 

asintomático, diversos factores pueden provocar que el paciente progrese 

hacia cuadros de fiebre hemorrágica, choque o incluso la muerte (Monath, 

1996). 

capacidad de manejo de este tipo de pacientes por parte del personal médico (Figura 8) 

(Shepard,2004). 

En el desarrollo de la patogénesis de FHS/SCD, tanto la respuesta humoral como 

la celular están involucradas. La proteína E del virión es el blanco principal para la 
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producción de anticuerpos neutralizantes específicos (Roehrig, 1998; Crill, 2001). Datos 

cristalográficos de la proteína E indican que previamente al evento de internalización, la 

dengue 
clásico 

Figura 8. Dinámica de la infección por dengue. Ejemplo de porcentaje de 

casos por dengue que progresan hacia las formas severas de la 

enfermedad, en este caso en Sureste Asiático (Shepard, 2004). 

proteína forma homodímeros en posición cabeza-cola a lo largo de la superficie del 

virion de forma paralela a la membrana de la envoltura viral. Los epítopes de 

anticuerpos dirigidos contra la proteína E se encuentran localizados principalmente en 

la cara externa del dímero (Rey, 1995). La exposición del virus a condiciones de pH 

ácido, como son aquellas encontradas en los endoso mas después de la internalización 

del virus, resulta en cambios conformacionales irreversibles donde el dímero pasa a 

formar trímeros, lo que se piensa es un pre-requisito para la fusión de las membranas 

28 



virales y del endosoma celular que da como resultado final el desnudamiento del virus y 

la transferencía del genoma viral a la célula infectada (Heinz, 2001). 

Se ha observado que el virus dengue se replica en altos títulos en células 

mononucleares de sangre periférica (PBMC, por sus siglas en inglés), siendo los 

monocitos la población celular más permisible a la infección. Se ha observado que en 

una infeccíón secundaria por VD, los anticuerpos inducidos en la primer infección 

(anticuerpos de reacción cruzada-no neutralizantes o anticuerpos en concentraciones, 

donde la neutralización no ocurre), forman complejos con el virus, los cuales son 

tomados de forma más fácíl por las células blanco que expresan receptores para Fc 

(Fcy), tales como monocítos o macrófagos, iniciándose la replicación del virus dentro de 

la célula, más que su eliminación (Halstead, 1989; Morens, 1994). Este fenómeno 

denominado facílitacíón inmune, se ha hipotetizado que ocurre in vivo durante 

epidemias donde se presentan casos de FHS/SCD, y en este sentido, se ha 

demostrado que anticuerpos contra el VD inducídos en una infeccíón previa por el virus 

dengue, pueden unirse a un nuevo serotipo en una segunda infección, pero no 

neutralizarlo. 

Se ha observado en pacientes con seo, que existen bajas cantidades de virus, 

pero grandes niveles de anticuerpos neutralizantes, así que, además al fenómeno de 

facilitacíón inmunológica la particípacíón de la respuesta inmune celular es importante 

en el desarrollo de las fases severas de la enfermedad (Kurane, 1992). 

La activacíón de células T juega también un papel en el desarrollo de la 

inmunopatología de la enfermedad. Clonas de reacción cruzada de células T CD4+ 

secretan interferón y (IFN-y) cuando son estimuladas in vivo, promoviendo un 
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incremento en la expresión de receptores Fc en macrófago, incrementando la infección 

mediada por anticuerpos facilitadores. Estos datos correlacionan con la presencia de 

altos niveles de IFN-yen sueros de pacientes con dengue y con FHD/SCD (Kurane, 

1989; Kurane, 1994). 

Los niveles en suero de moléculas solubles que están involucradas en la 

activación de linfocitos T como, son CD4 solubles, IL-2, receptor para IL-2 soluble, e 

IFN-y. se ven incrementadas en pacientes con FHD/SCD en comparación con los casos 

de dengue clásico, y lo mismo sucede con células CD8 (Kurane, 1991). Clonas de 

células T CD4+ y CD8+ establecidas en una infección primaria por dengue pueden ser 

estimuladas y secretar citoquinas y otros factores solubles para destruir extensivamente 

los macrófagos infectados. Esta actividad lítica puede ser aumentada por la regulación 

positiva mediada por elementos MHC inducidos por los altos niveles de IFN-:y presentes 

en pacientes con dengue clásico o con FHD/SCD. Los macrófagos infectados al ser 

lisados por las células T liberan grandes cantidades de mediadores de shock, de esta 

forma, la misma respuesta inmune que elimina al virus, también puede inducir el estado 

de shock (Bukowski, 1989; Kurane, 1991). Estas observaciones referentes a la 

participación de la respuesta inmune celular en la inmunopatogénesis de FHD/SCD se 

esquematizan en la Figura 9. 
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Figura 9. Resumen de la participación de elementos de la respuesta inmune que 

pueden estar involucrados en la patogénesis de las formas severas de la 

infección por dengue, FHD y SeD (Monath, 1996). 
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10. Vacunas 

(Algunas secciones de este apartado son parte (con algunas modificaciones) de los 
artículos: 

• Lopez-Antuñano FJ, Mofa J. Desarrollo de agentes Inmunizan tes Contra el 
Dengue. Rev Panam Salud Pública/Pan Am J Public Health; 20007(5):285-291. 

• Mofa J, Acosta M, Argotte R, Mendez A, Figueroa R, Ramos C. Induction of 
protective antibodies against dengue virus by tetravalent DNA immunization of 
mice with domain 111 of the envelope protein. Vaccine; 2005 16;23(26):3469-76. 

• Mofa J. Vacunas de DNA: inducción de la respuesta inmune. 2007. Enviado a la 
revista Salud Pública de México. 

y que han sido incluidos como Anexo 1, Anexo 11 y Anexo 111, respectivamente). 

Uno de los acontecimientos más importantes en la historia de la medicina es la 

vacunación; el desarrollo e implementación de esquemas cotidianos de' inmunización 

han permitido controlar exitosamente muchas enfermedades, e incluso han permitido la 

erradicación mundial de la viruela (CDC, 1999) y ha probado ser la estrategia más 

exitosa en términos de costo-beneficio (Kurstak, 2002), sin embargo, las enfermedades 

infecciosas continúan siendo una de las causas principales de muerte en el mundo. Se 

estima que alrededor del 25 % del total de muertes anuales en el mundo 

(aproximadamente 15 millones) son causadas por agentes infecciosos (Morens, 2004), 

no solamente por la aparición de nuevos patógenos, como el virus Ebola, el virus de la 

inmunodeficiencia humana (VIH) o el coronavirus asociado al síndrome respiratorio 

agudo severo, SARS (por sus siglas en inglés), si no también, debido a la re-

emergencia de microorganismos causantes de enfermedades con altas tasas de 

morbilidad y mortalidad como las pandemias de influenza, la fiebre del Oeste del Nilo, la 

fiebre por dengue o el cólera (Kurstak, 2002; Morens, 2004), Por otro lado se 

encuentran también otras enfermedades emergentes como el paludismo, que se 
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asocian al incremento en la resistencia del parásito a los fármacos, o a los insecticidas 

usados para controlar a los vectores que la transmiten al humano (Morens, 2004). Para 

estas y muchas otras enfermedades no existe en la actualidad fármacos o vacunas, sin 

embargo muchos de los esfuerzos actuales se enfocan en la investigación y desarrollo 

de nuevos tratamientos o vacunas que sean eficaces y seguras. 

La prevención y control de la FD/FHD se ha basado casi exclusivamente en el 

control del vector, sin embargo, la eficacia de estos métodos está sujeta a situaciones 

de índole económico-político. Además del costo, en términos económicos, hay que 

tomar en cuenta el costo por el deterioro del medio ambiente debido al uso de 

insecticidas. Por estas razones, actualmente una de las prioridades, es el desarrollo de 

una vacuna segura y eficiente contra el dengue (WHO, 1997). 

Durante más de 50 años se ha llevado a cabo un gran número de investigaciones 

con el fin de desarrollar una vacuna contra el dengue. Sin embargo a la fecha no existe 

una vacuna eficiente (Halstead, 2002). Dos de los principales problemas que han 

retrasado el desarrollo de una vacuna eficaz contra el dengue son, la falta de un modelo 

·animal y la necesidad de generar, con una sola vacuna, una respuesta inmune 

protectora contra los cuatro serotipos, esto debido a la posibilidad de la participación de 

la respuesta inmune en el desarrollo de las formas severas de la enfermedad (Hatstead, 

2002; Jacobs, 2003; Stephenson, 2005). 

El éxito de la vacuna contra la fiebre amarilla, la cual esta basada en el uso de 

virus atenuados, se relaciona con la capacidad del virus vacunal de replicarse en el 

huésped de forma similar al virus parental y de inducir una respuesta inmune tanto 

humoral como celular de larga duración contra diversos antígenos. En base a lo anterior 

se piensa que el desarrollo de una vacuna viva atenuada contra dengue, representa 
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una de las mejores estrategias y no es de sorprenderse que en la actualidad seis de 

las vacunas en etapas avanzadas de desarrollo, estén basadas en el uso de virus vivos 

atenuados (Barrett, 2001; Halstead, 2002; Jacobs, 2003). 

Se han empleado distintas estrategias para desarrollar vacunas tetravalentes vivas 

atenuadas contra el dengue. Dos de estos candidatos a vacunas han sido elaboradas 

usando técnicas virológicas clásicas, en las cuales los cuatro serotipos del virus dengue 

son pasados varias veces en cultivos de células no humanas hasta desarrollar un 

fenotipo de atenuación deseado (Jacobs, 2003). Una de estas vacunas fue desarrollada 

por el grupo de la universidad de Mahidol en Bangkok y está patrocinada por Aventis 

Pasteur, Lyon, Francia. En esta vacuna, los virus Den-1, 2 Y 4 fueron atenuados por 

pases en cultivos primarios de células de riñon de perro (PDK, por sus siglas en inglés), 

mientras que para Den-3, la atenuación se logró mediante pases en células de riñon del 

mono africano verde (células Vero) (Bhamarapravati, 1997). En los experimentos donde 

se administraron dos dosis de la vacuna en niños de 3-14 años de edad, se observó 

que el rango de seroconversion, medido por anticuerpos neutralizantes fue del 80-90 % 

(Bhamarapravati, 2000). De forma colateral, el grupo del Instituto Walter Reed Army, 

USA, desarrollo bajo el patrocinio de GlaxoSmithKline, Rixensart, Bélgica; una vacuna 

tetravalente, atenuada también mediante pases de los 4 serotipos en células PDK, pero 

con un pase adicional en células fetales de pulmón de monos rhesus (FRhL, por sus 

siglas en inglés). En un estudio en 50 voluntarios se administraron dos dosis de la 

vacuna y se observó que los vacunados desarrollaron anticuerpos neutralizantes de 

forma similar a la vacuna de Aventis Pasteur (80-90%) (Edelman, 2003). 

Aunque estos resultados son prometedores, se han presentado problemas de 

interferencia en la replicación entre los serotipos, dando como resultado un desbalance 
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en la respuesta inmune, induciendo una protección parcial, lo que finalmente podría dar 

como consecuencia el desarrollar las formas graves de la enfermedad, mediada por 

anticuerpos facilitadotes. Adicionalmente, la posibilidad de que las cepas vacunales 

reviertan a un fenotipo virulento mediante mutaciones o recombinación con virus 

silvestres, es también un motivo de preocupación (Seligman, 2004; Stephenson, 2005). 

Una alternativa molecular para la generación de vacunas vivas atenuadas se basa 

en el uso de clonas infecciosas. A partir de un esqueleto de cDNA de un flavivirus 

atenuado, los genes estructurales prM y E pueden ser substituidos con los genes 

correspondientes de cada serotipo. Los virus atenuados se generan mediante la 

transfección de células con RNA viral obtenido mediante la transcripción in vitro a partir 

de cDNA. Los virus obtenidos, que solamente difieren en los genes estructurales antes 

mencionados son mezclados para producir la vacuna tetravalente (Jacobs, 2003). 

El esqueleto de cDNA de varios virus ha sido usado para generar virus quiméricos. 

Se ha empelado una cepa de Den-2 adaptada a cultivo celular (Huang, 2003), virus 

Den-1 y Den-4 atenuados mediante ingeniería genética (Durbin, 2001; Markoff, 2002; 

Whitehead, 2003) y la cepa vacunal 17D del virus de la fiebre amarilla (Guirakhoo, 

2001; 2002). 

Por otro lado, otro tipo de candidato a vacuna que se ha explorado son las 

conocidas como vacunas de sub-unidades. En el caso del virus dengue, se han 

reportado vacunas de sub-unidades basadas en el uso de proteínas no estructurales, 

particularmente la proteína NS1. La proteína NS1 es blanco de la respuesta tanto 

humoral como celular en la infección natural por el virus dengue (Green, 1997). Debido 

a que la proteína NS1 es un a proteína no estructural, es decir no forma parte de las 

partículas virales (sin embargo es expresada en la superficie de células infectadas), la 
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convierte en un antígeno atractivo ya que los anticuerpos contra esta proteína no 

podrían mediar la facilitación inmune. Sin embargo existen reportes donde se implican 

a anticuerpos anti- NS1 en la patogénesis de la FHD (Lin, 2002; 2005), por lo que se 

pone en entre dicho su utilidad para generar una vacuna tetravalente contra el virus 

dengue. 

Recientemente se ha explorado el uso de las vacunas de DNA para desarrollar 

candidatos a vacunas contra el dengue. Una serie de observaciones al inicio de la 

década de los 90 demostró que con DNA desnudo (plásmidos) es posible transfectar 

células in vivo (Wolff, 1990), posteriormente se reportó que es posible inducir una 

respuesta humoral contra el antígeno codificado en el plásmido transfectado 

(Tang,1992), pero no fue si no hasta 1993, a partir del reporte donde se demostró que 

se puede inducir una respuesta inmune protectora contra un reto letal con el virus de la 

influenza en ratones inmunizados con DNA (Ulmer, 1993), que se estableció 

firmemente el concepto de lo que se conoce hoy como vacunas de tercera generación o 

vacunas de DNA (Waine, 1995). Posteriormente, númerosas publicaciones demostraron 

que diversos antígenos (de bacterias, virus, parásitos o de origen tumoral) codificados 

en plásmidos pueden provocar una respuesta inmune en diversos modelos animales 

(Lewis, 1999; Babiuk, 2000). 

Las vacunas de DNA, también conocidas como vacunas genéticas, vacunas de 

ácidos nucleicos o vacunas de DNA desnudo, entre otros términos, emplean una 

metodología relativamente simple que ha abierto una nueva era en la vacunología, con 

un alto potencial tanto como vacunas profilácticas, así como vacunas terapéuticas 

(Srivastava, 2003). Todo esto se debe a que combina muchas de las características 

deseables de las vacunas tradicionales, pero ofrece muchas ventajas con respecto a 
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éstas, como son: a) su seguridad en términos de no usar organismos vivos, b) su 

capacidad de inducir una respuesta inmune celular y humoral, d) la facilidad de 

modificar los antígenos codificados en los plásmidos (ver más adelante), e) un menor 

costo cuando se producen a gran escala y f) una vida media mayor, por lo que se tiene 

una mejor estabilidad en cuanto a la temperatura de almacenamiento y transporte, 

permitiendo prescindir de la cadena fría utilizada en las vacunas convencionales 

(Shedlock, 2000). 

La unidad funcional de las vacunas de DNA son los vectores en los cuales son 

insertados los genes que codifican para las proteínas de interés; estos vectores son 

plásmidos bacterianos. En la figura 10 se esquematizan los elementos que componen 

un plásmido típico para su uso como vector en la vacunación con DNA. Los plásmidos 

bacterianos son moléculas de DNA circular que se autoreplican de forma extra 

cromosomal en las bacterias y han sido utilizados ampliamente para la expresión de 

proteínas en sistemas de mamíferos (Kowalczyk, 1999). La capacidad autónoma de 

replicación de estos plásmidos permite su amplificación en cultivos de bacterias 

transformadas (Babiuk, 2000; Shedlock, 2000). Los genes codificados en estos 

plásmidos se encuentran bajo el control de promotores, generalmente de origen viral, 

como el del citomegalovirus humano (CMV), el virus del sarcoma de Rous (RSV) o el 

virus de simio 40 (SV40). Los promotores son secuencias cortas de DNA a la cual se 

unen diversos factores de transcripción que ayudan a guiar y activar a las polimerasas, 

estos factores transcripcionales se encuentran activos constitutivamente en la mayoría 

de las células eucariotas. 
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Poli-A 

pDNA 

Figura 10. Representación esquemática de un vector típico de vacunas de DNA. 

El plásmido contiene una región con el promotor (CMV), adyacente al gene 

que codifica para el antígeno de interés (GI), seguido de la señal de poli­

adenilación. El vector incluye las regiones que corresponden al gen de 

resistencia a antibióticos (Res), en este ejemplo, a la ampicilina (Amp) y al 

origen de replicación en bacterias (OR). 

En la actualidad el promotor más frecuentemente usado es el CMV (Babiuk, 

2000; Reyes-Sandoval, 2001). Seguido del promotor se encuentra el gen de interés, 

que a su vez está seguido por una señal de poli-adenilación, por ejemplo: la región no 

traducida 3' del gen de la hormona bovina del crecimiento (BGH-3'-UTR), que contiene 

las secuencias apropiadas para estabilizar los transcritos del gen de interés. Todo lo 

anterior se encuentra insertado en el esqueleto de un plásmido bacteriano, con un 
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origen de replicación y diversos genes de resistencia a antibióticos, como son la 

ampicilina o la kanamicina, lo que permite su selección en cultivos de bacterias 

transformadas (Kowalczyk, 1999). Un elemento importante en los plásmidos es la 

presencia de motivos CpG bacterianos, que poseen propiedades inmunomoduladoras y 

que representan un elemento adjuvante intrínsico (Reyes-Sandoval, 2001; Huygen, 

2005). 

El sitio de inoculación, así como la forma en que el DNA es liberado en el 

organismo, juegan un papel importante en el éxito para inducir una respuesta inmune; 

se sabe que únicamente del 1-10% del total del DNA inoculado es procesado 

adecuadamente para expresar la proteína de interés (Watts, 1999; Reyes-Sandoval, 

2001; Huygen, 2005). Las rutas de inoculación que han sido empleadas incluyen la piel, 

el músculo esquelético y las mucosas. Dependiendo del modelo animal que se emplee, 

el antígeno usado y la metodología para inocular el DNA es el grado de efectividad 

(Watts, 1999; Reyes-Sandoval, 2001; Huygen, 2005). Con respecto a la forma de 

inocular el DNA, la inyección es el método más usado ya que no requiere de 

entrenamiento especializado y su bajo costo en comparación con el uso de lo que se 

conoce como pistola génica (gene gun) que implica un costo elevado y hace improbable 

su uso en esquemas másivos de vacunación (Babiuk, 2003). Sin embargo, y a pesar de 

su mayor costo, esta ultima metodología produce los mejores resultados; la inoculación 

de DNA con este sistema emplea al DNA acoplado a esferas de oro o tungsteno que 

son bombardeadas hacia la dermis y capas subdérmicas con la ayuda de helio 

comprimido (Watts, 1999; Babiuk, 2003; Huygen, 2005), lo que permite la directa 

transfección de las células blanco. Esta metodología permite usar mucho menos DNA 

en comparación con la inyección con jeringa ya que es aproximadamente 100 veces 
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más eficiente (Babiuk, 2003). Finalmente, una forma no invasiva es la ruta de las 

mucosas, debido a que muchos de los patógenos tienen como vía de entrada las 

mucosas, el inducir una inmunidad protectora en éstas, representa la mejor estrategia 

(Watts, 1999). 

El DNA que es introducido por la piel, es tomado principalmente por 

queratinocitos (por ejemplo cuando se usa la pistola génica), mientras que cuando se 

usa la inyección intramuscular, éste es tomado por células de músculo esquelético. Sin 

embargo se ha demostrado que el DNA es captado también por células presentadoras 

de antígeno profesionales (APCs, por sus siglas en inglés), siendo éstas, las únicas 

capaces de activar a las células del sistema inmune mediante la presentación de la 

proteína (Reyes-Sandoval, 2001). Estas células pueden capturar el DNA directamente 

por la inoculación (transfección) o pueden tomar el antígeno de otras células, como las 

de músculo esquelético o los keratinocitos, mediante fagocitosis, mecanismo 

denominado "presentación cruzada" (Kowalczyk, 1999; Srivastava, 2003; Huygen, 

2005). 

En el caso de la inmunización con vacunas de DNA, una vez que el plásmido es 

introducido en la célula, éste es translocado al núcleo donde se inicia la transcripción 

del transgene, posteriormente los transcritos son llevados al citoplasma donde son 

traducidos. Las proteínas recién sintetizadas son procesadas y presentadas al sistema 

inmune y pueden inducir una respuesta inmune de larga duración tanto a nivel 

humoral como celular. Básicamente es a través de los mismos mecanismos implicados 

en la respuesta inmune inducida por las vacunas tradicionales o la infección natural 

(Kowalczyk, 1999; Reyes-Sandoval, 2001). 
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Las proteínas exógenas. que son endocitadas o fagocitadas (presentación 

cruzada, en la inmunización con DNA) entran a la vía endosomal donde son 

degradadas en pequeños péptidos de 12-25 aminoácidos que posteriormente son 

asociados con moléculas del complejo principal de histocompatibilidad (MHC) de clase 

11 y translocados hacia la superficie de la célula donde son presentados y se unen a sus 

correspondientes receptores (TcRs) en los linfocitos T cooperadores (CD4+); lo que 

tiene como consecuencia su activación y expansión (Tang, 1992; Shedlock , 2000; 

Huygen , 2005). 

Por otro lado, las proteínas que son sintetizadas de novo (transfección, en la 

inmunización con DNA), son degradadas en el proteosoma en péptidos de 8-10 

aminoácidos que son transportados hacia el retículo endoplásmico, mediante un 

sistema especializado de transporte que emplea proteínas transportadoras (TAPI y 

TAPII), una vez en el retículo son asociadas a moléculas de MHC clase 1. Los péptidos 

de gran afinidad con su respectiva molécula de MHC I son estabilizados y entran en la 

vía secretoria, con lo que alcanzan la superficie celular, y al igual que con los complejos 

MHC II-péptido, estos encuentran sus respectivos TcRs, pero en este caso, en la 

superficie de los linfocitos T citotóxicos (CD8+) para inducir su activación (Tang, 1992; 

Waine, 1995; Shedlock ,2000). 

De esta forma la unión del complejo MHC-péptido y TeR, en las APCs y linfocitos 

T, respectivamente, provee de lo que se conoce como la señal 1 de la activación de los 

linfocitos T. Sin embargo, esta señal 1 es insuficiente para generar una buena 

respuesta inmune y es necesario de una segunda señal para la completa activación de 

los linfocitos CD4+ y CD8+ . (Kowalczyk, 1999; Reyes-Sandoval, 2001; Srivastava, 

2003). La señal 2 es inducida mediante moléculas co-estimuladoras presentes en la 
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superficie de las APCs (mayoritariamente células dendríticas [CD]), como las proteínas 

de la familia B7. Previamente a esto, las CD necesitan de una señal para su activación 

inicial y maduración, esta señal denominada señalO, o señal de alarma, es inducida por 

ciertas citocinas inflamatorias, proteínas de choque térmico (HSP) o los motivos CpG 

presentes en el DNA bacteriano. El resultado de la señal O es la sobre-expresión de 

moléculas del MHC y ca-estimuladoras en su superficie, favoreciendo posteriormente, 

el proceso de presentación de antígeno (señal 1). En esta etapa, las CD activadas 

cambian su morfología y perfil de expresión de receptores para quimiocinas, dejando la 

periferia y migrando hacia los ganglios linfáticos donde participan en la activación de 

linfocitos T y B inmaduros (Tang, 1992 ; Shedlock, 2000; Reyes-Sandoval, 2001). 

Posterior a la etapa de activación se inicia la etapa efectora, los linfocitos T 

activados dejan los ganglios linfáticos hacia la periferia siguiendo un gradiente de 

quimiocinas hasta llegar al lugar donde son requeridos y tras la unión de sus TcRs con 

los antígenos expresados en el contexto de MHC apropiado comienzan su etapa 

efectora mediante la secreción de substancias tóxicas como las perforinas (células 

CD8+) o de interleucinas con actividad inflamatoria como el INF-y (células CD4+) (Tang, 

1992 ; Shedlock, 2000; Reyes-Sandoval, 2001). 

Por otro lado, los linfocitos B son activados mediante su receptor (BcR) por los 

antígenos que son sintetizados y secretados o presentados en la superficie de las 

células que fueron transfectadas en la inmunización con el DNA. Cuando se trata de 

antígenos que nos son secretados o presentados en la supercifice celular, la respuesta 

humoral es menos eficiente, sin embargo, es posible que el antígeno pueda ser tomado 

por las APCs mediante la fagocitosis de células transfectadas en estado apoptótico y 

42 



presentadas en el contexto de MHC 11 (Huygen, 2005). Posteriormente, aquellos 

linfocitos B activados cambian de isotipo; las secuencias que codifican para la región 

variable de las inmunoglobulinas sufren hipermutación y las clonas con un receptor con 

mayor afinidad por el antígeno son seleccionadas y se expanden. Los linfocitos B 

activados, eventualmente se diferencian hacia células de memoria o a células 

plasmáticas, éstas últimas pueden: a) continuar sintetizando anticuerpos, o b) pueden 

establecerse en la medula ósea y continuar también produciendo anticuerpos; por lo 

tanto es posible encontrar anticuerpos presentes en el suero y en mucosas por largos 

periodos (Reyes-Sandoval, 2001; Huygen, 2005). En la figura 11 se esquematizan las 

posibles rutas para la presentación de antígenos tanto a linfocitos B como T y su 

activación para realizar su acción efectora. 

El uso de vacunas basada en la inmunización con DNA es una herramienta 

prometedora para el desarrollo de vacunas contra flavivirus. Esta aproximación 

metodológica ha sido empleada para desarrollar candidatos contra enfermedades 

causadas por flavivirus como son la encefalitis de San Luís, la encefalitis de primavera­

verano de Rusia, la encefalitis de la Europa Central, la fiebre por dengue, la encefalitis 

del Valle de Murray, la encefalitis Japonesa y la fiebre del oeste del Nilo (Chang, 2001). 

Los candidatos a vacunas de DNA contra dengue han utilizado los genes que 

codifican para las proteínas prM y E, que han demostrado ser inmunogénicas en 

modelos animales, induciendo una protección parcial o total cuando se retan con el 

serotipo heterólogo (Kochel, 1997; Porter, 1998; Kochel, 2000). Debido a que la 

vacunación con DNA da como resultado la síntesis intracelular de los antígenos, la 

presentación de los mismos vía MHC clase I es la predominante, favoreciendo la 

respuesta inmune celular. Sin embargo, no se conoce de manera certera la contribución 
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Figura 11. Posibles rutas de presentación de antígenos y activación de linfocitos B y T 
en la vacunación con DNA. (1) El plásmido es introducido al organismo y en las células 
transfectadas (una célula somática o una célula presentadora de antígeno profesional 
(APC, por sus siglas en ingles), este es translocado al núcleo, donde se produce el 
mRNA. (2) El mRNA es traducidos en los ribosomas y la proteína es: (3) secretada o (4) 
procesada en el proteosoma. Los productos son transportados a través del retículo 
endoplásmico y el aparato de Golgi donde se acoplan a moléculas del complejo mayor de 
histocompatibilidad clase I (MHC 1) (5). (6) Las proteínas solubles son fagocitadas por las 
APCs, procesadas en los endosomas donde se acoplan a moléculas del complejo mayor 
de histocompatibilidad clase 11 (MHC 11). Las proteínas codificadas en los plásmidos 
pueden también ser tomadas vía fagocitocis de células transfectadas en estado apoptótico 
(7). (8) Las APCs con los antígenos adquiridos por la transfección o por fagocitosis, 
migran hacia los órganos linfoides secundarios donde son presentadas a los linfocitos T 
cooperadores (Th) en el contexto de MHC 11 (9) o por "presentación cruzada" (ver texto) en 
el contexto MHC I a los linfocitos T citotóxicos (Te) (10). Los linfocitos S son activados por 
vía su SeR por las proteínas presentadas en la superficie de las APCs o por proteínas 
liberadas al medio debido a apoptosis o lisis de las APCs (11). Los linfocitos Th activados 
estimulan a los Te y a los S (12), favoreciendo la sobre expresión de moléculas de 
superficie (co-estimuladoras), así como también el cambio de isotipo. Los linfocitos 
activados migran hacia la periferia donde llevan a cabo su actividad efectora (13). 
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de cada uno de los brazos de la respuesta inmune adaptativa, en la protección a largo 

plazo en las infecciones por dengue en humanos, pero se cree que la respuesta 

humoral juega un papel predominante (Jacobs, 2003). La tecnología de las vacunas 

basadas en. DNA permite la co-administración de moléculas que pueden actuar como 

inmunomoduladores para mejorar cualitativa y cuantitativamente la respuesta inmune, 

esto incluye a los candidatos a vacunas de DNA contra el virus dengue. En el caso de 

Den-2 se diseño una vacuna con el gene de la proteína E fusionada con la proteína de 

membrana asociada a lisosomas (LAMP, por sus siglas en inglés) (Raviprakash, 2001). 

La proteína LAMP señaliza a la proteína E para ser transportada hacia los 

compartimentos lisosomales, donde es degradada y queda accesible para ser cargada 

en las moléculas MHC clase 11, esto con la intención de favorecer la respuesta de 

células T CD4+. En experimentos hechos en ratones, el antígeno de fusión fue capas 

de inducir una mejor respuesta de anticuerpos neutralizantes, en comparación con la 

proteína nativa. Adicionalmente la respuesta se pudo mejorar aun más co­

administrando el gene que codifica para el factor estimulante de colonias de 

granulocitos y monocitos (GM-CSF, por sus siglas en inglés) (Raviprakash, 2001). 

El desarrollo de técnicas de inmunización con DNA ha dado pie al diseño de 

nuevas estrategias para la administración de vacunas vivas atenuadas en forma de 

DNA o RNA "infeccioso", Se ha observado que con menos de un nanogramo de RNA 

(transcrito in Vitro) del virus TBE, que ha sido atenuado mediante deleciones, es posible 

inducir una respuesta inmune protectora después de ser administrado mediante una 

pistola génica en modelo de ratón (Mandl, 1998). Posteriormente, usando el mismo 

virus como modelo se construyó un candidato a vacuna de RNA, usando un replicón 

que contiene toda la información necesaria para establecer la maquinaria de replicación 
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en la célula huésped, mimetizando la infección por el virus. Sin embargo, se 

introdujeron modificaciones en la región que codifica para la proteína de la cápside, 

impidiendo de esta forma el ensamble de partículas virales infecciosas y a la vez 

promoviendo la secreción de partículas sub-virales no infecciosas que estimulan la 

producción de anticuerpos (Kofler, 2004). 

Debido a que las vacunas de DNA representan una estrategia prometedora, en el 

presente trabajo se utilizó esta aproximación metodológica para diseñar y probar un 

candidato a vacuna contra el virus dengue en un modelo de ratón, para lo cual se 

desarrollo la siguiente: 
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11. Hipótesis 

El DIII de la proteína E del virus dengue juega un papel importante en la unión al 

receptor celular y en la inducción de anticuerpos protectores. Estas características lo 

convierten en un blanco ideal para ser usado como antígeno en un esquema de 

inmunización con DNA desnudo, para inducir una respuesta inmune protectora contra 

los cuatro serotipos del virus dengue, sin tener que usar al gene o a la proteína E 

completa o en conjunto con otras proteínas del virus. Con el empleo de únicamente la 

región que contiene los determinantes para anticuerpos neutralizantes se evitaría la 

inducción de anticuerpos de reacción cruzada, eliminando de esta forma la posibilidad 

de inducir las formas graves de la enfermedad mediada por anticuerpos facilitadores. 
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12. Objetivo general 

Analizar la respuesta inmune humoral específica contra el virus dengue, inducida 

mediante la inmunización con DNA en un modelo de ratón, utilizando plásmidos que 

contengan la región que codifica para el dominio 111 de la proteína de envoltura de cada 

serotipo del virus, así como evaluar la capacidad de protección de los anticuerpos 

inducidos con los plásmidos individuales o en una formulación tetravalente en un 

modelo de infección en cultivos celulares y en el modelo de ratón lactante. 
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13. Objetivos específicos 

13.1. Diseñar y construir plásmidos que contengan la región que codifica para el 

dominio 111 de la proteína de envoltura del virus dengue. Se diseñará una construcción 

para cada serotipo (Den-1, Den-2, Den-3 y Den-4). 

13.2. Diseñar y construir un plásmido tetravalente que contenga las cuatro regiones 

que codifican para cada uno de los dominios 111 de la proteína de envoltura de los virus 

Den-1 a Den-4. 

13.3. Analizar la expresión in vitro del dominio III clonado en los plásmidos, en cultivo 

de células CaS-7. 

13.4. Evaluar la capacidad de inducir anticuerpos específicos contra el virus dengue, de 

cada una de las construcciones que contienen al dominio 111, en un modelo de ratón, 

mediante un esquema de inmunización con DNA desnudo. 

13.5. Evaluar la capacidad de inducir anticuerpos específicos contra el virus dengue, 

mediante la inmunización con un esquema tetravalente, usando diferentes 

concentraciones de los cuatro plásmidos que contienen al dominio 111 de cada serotipo 

del virus dengue. 

13.6. Medir la capacidad inhibir el efecto citopático en cultivos de células, de los 

anticuerpos contra el virus dengue, inducidos mediante la inmunización con plásmidos 

con el dominio 111. 

13.7. Evaluar la presencia de anticuerpos protectores, inducidos con la inmunización 

con plásmidos con el dominio 111 del virus dengue, en un modelo de infección en ratones 

lactantes. 
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14. Materiales y métodos 

14.1. Virus, células e inmunofluorescencia indirecta (IFI) 

Los virus prototipo Den~1, Den-2, Den-3 y Den-4 (cepas Hawai, New Guinea C, H87 

y H241, respectivamente) fueron mantenidos en cultivos de células de riñon de mono 

verde africano (células Vero) a 3ic con 5 % de CO2 , usando medio mínimo esencial 

(MEM) suplementado con 10 % de suero fetal bovino (SFB) y un cóctel de antibióticos­

antimicóticos. 

Las células se crecieron en monocapa en frascos de cultivo de 25 y 75 cm2 y 

cuando alcanzaron un 80-90% de confluencia se infectaron a una multiplicidad de 

infección (MOl, por sus siglas en inglés) de 0.01-0.1 partículas formadoras de placas 

(PFU, por sus siglas en inglés) por célula; el serotipo fue confirmado mediante el uso 

del ensayo de inmunofluorescencia indirecta (IFI) (Henchal, 1982), usando los 

anticuerpos monoclonales D2-1F1-3 para Den-1, 3H5 para Den-2, D6-8A1-12 para 

Den-3 y 1 H1 O para Den-4. Los virus prototipo y los anticuerpos monoclonales (mAb's) 

fueron donados amablemente por el Dr. D. Gubler (Centers for Disease Control and 

Prevention, Fort Collins, Co. USA). 

Para el ensayo de IFI, las células infectadas se cosecharon de 7-14 días post­

infección. La monocapa se desprendió con tripsina-EDTA (0.05%), las células se 

lavaron dos veces con solución salina balanceada de Hank y la pastilla final se 

resuspendió en medio MEM. Las células se gotearon en portaobjetos con teflón y se 

fijaron con acetona fría durante 20 mino Posteriormente se agregó el anticuerpo 

monoclonal correspondiente (diluido 1 :50) y se incubó 1 hr. a 37°C en una cámara 

50 



húmeda. Las células se lavaron 2 veces con PBS en agitación y se agregó el segundo 

anticuerpo (anti-ratón acoplado a fluoresceína) a una dilución de 1 :200 y se incubaron 1 

hr. a 37°e en una cámara húmeda. Finalmente, las células se lavaron 2 veces como se 

describió anteriormente y las laminillas se montaron usando una solución de glicerol al 

90% en PBS. La florescencia se analizó utilizando un microscopio de 

inmunofluorescencia y contraste de fases. 

Los sobrenadantes de las células infectadas fueron colectados y usados como 

stocks virales para la extracción de RNA. Los Virus fueron también concentrados y 

purificados mediante gradientes de sacarosa (Putnak, 1996) para ser usados como 

antígeno en los ensayos de ELlSA. 

Para la purificación del virus, los sobrenadantes de células infectadas se 

congelaron a -70o e hasta su uso posterior. Una vez descongelados, los sobrenadantes 

se concentraron con sulfato de amonio, posteriormente se agregaron a gradientes de 

sacarosa (20%-65%) y se ultracentrifugaron a 27,000 RPM durante una hora. Se 

colectó la interfase y se agregó a un nuevo gradiente de sacarosa (20%-55%) y se 

centrifugó a la misma velocidad pero el doble de tiempo. La banda correspondiente al 

virus purificado (aproximadamente 1.16 de densidad-37 % sucrosa) se colectó y se 

guardó a -70o e hasta su uso. 

14.2. Diseño de Oligonucleotidos 

Los oligonucleotidos usados como iniciadores para amplificar el dominio 111 de cada 

serotipo del VD se diseñaron usando el programa Oligo 4.0 (Nacional biosciences, 

Playmouth, Min; USA), basados en las secuencias publicadas de los virus prototipo 

Den-1, Den-2, Den-3 y Den-4 (GenBank: X76219, M29095, M93130 Y S66064, 
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respectivamente). La secuencia para los sitios de restricción, las secuencias Kozak y el 

ATG inicial fueron incluidas en el diseño de cada oligonucleotido. La secuencia de cada 

oligonucleotido quedó de la siguiente manera: 

Dengue 1 

D1domlll-up 

5' - CCC GGG GGC GGC CGC GGC ATG GCG CTG ACT TTA AAA GGG ATG TCA-3' 

D1domlll-dw 

5' - GGC CCC CTC GAG CTT GAA CCA GCT TAG TTT CAA AGC-3' 

Dengue 2 

D2domlll-up 

5' -CCG GGG GGA TCC GCC ATG GCG CTA CAG CTC AAA GGA ATG TCA TAC TCT -3' 

D2domlll-dw 

5' -GGC CCC GAA TTC CTT AAA CCA GTT GAG CTT CAA-3' 

Dengue 3 

D3domlll-up 

5' - CCG GGG GAA TTC GCC ATG GCG TTG AAA CTC AAG GGG ATG AGCTAT -3' 

D3domlll-dw 

5' - GGC CCC GAT ATC CCT GT A CCA GTT GAT TTT CAG-3' 

Dengue 4 

D4domlll-up 

5' -CCG GGG AAG CTT GCC ATG GCG TTG AGA ATT AAG GGA ATG TCA-3' 

D4domlll-dw 

5' -CCC CGG GGT ACC CCT GAA CCA ATG GAG TGT T AA-3' 
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Para la construcción correspondiente al virus dengue 1, las secuencias 

subrayadas corresponden a los sitios Not I y Xho 1, respectivamente, para dengue 2 

corrresponden a BamH I y EcoR 1, para dengue 3, a EcoR I y EcoR V y finalmente 

para dengue 4, corresponden a los sitios Hínd 111 y Kpn l. La región con las secuencias 

Kozak y el ATG inicial se muestran sombreadas en gris. Estos oligonucleotidos 

amplifican un producto de un tamaño aproximado de 330 pb. 

14.3. RT -PCR y PCR. 

Para los ensayos de reverso-transcriptasa (RT), se extrajo RNA total a partir de 

células infectadas con Den-1 y Den-3, usando isotiocianato de guanidina y fenol­

cloroformo como se ha reportado previamente (Rico-Hesse, 1990). El RNA se 

resuspendió en agua destilada y la reacción de RT se llevó a cabo a 37°C por 1 hr en 

un volumen de reacción de 10 fll (5 mM MgCb, 500 mM KCI, 100 mM Tris-HCI, pH 8.3, 

1 U/fll de inhibidor de RNAasa, 2.5 U/fll de reverso transcriptasa MuLV, 400 flM de 

nucleótidos (Perkin Elmer, Norwalk, CT), y 1.2 flM del primer "reverse" (dw). 

Un microlitro de la reacción de RT o 10 ng de DNA de plásmido (ver a 

continuación) fue usado para la amplificación mediante la reacción en cadena de la 

polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés). El volumen de reacción para PCR fue de 

100 fll (500 mM KCI, 100 mM Tris-HCI, 200 flM de dNTP's, 1.5 mM MgCb, 2.5 U DNA 

polimerasa (Amplitaq; Perkin Elmer, Norwalk CT) y 0.5 flM de los primers "forward" (up) 

y dw. La reacción se llevó a cabo con un paso inicial de desnaturalización a 94°C 

seguida de 35 ciclos de amplificación: desnaturalización (94°C, 30 seg), alineamiento 
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(54°C to 58°C, 30 seg), y extensión (72°C, 30 seg), finalmente un paso de extensión 

final a 72°C, por 10 mino 

Los productos amplificados se analizaron en geles de agarosa al 1 % teñidos con 

bromuro de etidio (1 Ol-lg/mL) en un transiluminador de luz UV. 

14.4. Construcción de los plásmidos con el dominio 111 

Para facilitar la clonación del 0111 en el vector pcONA 3 (invitrogen), los 

oligonucleotidos se diseñaron introduciendo sitios para las enzimas de restricción 

contenidos en la secuencia de la región múltiple de clonación del vector. En este 

plásmido la expresión del gene clonado bajo el control del promotor del citomegalovirus 

(CMV) (Figura 12). 

La región que codifica para el 0111 de los virus Oen-1 (nt 1794-2096) y Oen-3 (nt 

1802-2107) fue amplificada por RT-PCR a partir de virus obtenidos de cultivos celulares 

infectados (ver arriba), mientras que para Oen-2 (nt 1801-2108) y Oen-4 (nt 1812-2114) 

se amplificó por PCR usando como molde a los plásmidos pKT2.4 y P5'-2, 

respectivamente. 

El plásmido pKT2.4 contiene la secuencia de nucleótidos que codifica para las 

proteínas estructurales de la cepa New Guinea C (NGC) de Oen-2 y fue donado por el 

Dr. R. Padmanabhan (Georgetown University, USA). El plásmido P5'-2 codifica para el 

gene de la proteína de envoltura de Oen-4, y fue donado por el Dr. C.J. Lai (National 

Institute of Allergy and Infectious Oiseases; NIH, USA). La figura 13 muestra la 

estrategia general de clonación del dominio 111 en el vector. 
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Figura 12. Clonación del dominio 111 de la proteína E de los virus dengue en 

el plásmido pcDNA 3. Se diseñaron oligonucleotidos que contenían 

sitios adecuados para la clonación en este vector, de acuerdo a la 

secuencia de cada serotipo. De esta forma cada dominio 111 fue 

clonado en los sitios indicados en al figura. 
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Figura 13. Estrategia general para la clonación del dominio 111 de cada 

serotipo del virus dengue. (a) el cONA que se empleó como templado 

se obtuvo de RNA obtenido de células infectadas o plásmidos con el 

gene E clonado (ver texto), a partir de este templado se amplificó el 

dominio III de todos los serotipos (b) y se clono en el vector 

correspondiente (C). 

Los productos amplificados fueron purificados a partir del gel de agarosa 

utilizando el kit Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega). Los productos 

purificados se cortaron con las enzimas correspondientes y fueron ligados al vector 

(previa digestión con las enzimas correspondientes). Posteriormente, la reacción de 
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ligación se utilizó para transformar bacterias DH5 ex (GIBCO) mediante electroporación. 

Las bacterias transformadas fueron seleccionadas en medio con antibiótico y las 

colonias obtenidas se analizaron por PCR para determinar la presencia del dominio 111. 

Las clonas seleccionadas fueron amplificadas en 2 mL de medio LB con antibiótico y el 

plásmido recombinante fue obtenido mediante un ensayo de "miniprep" para checar el 

inserto mediante el análisis de patrones de digestión. Una vez que las colonias 

recombinantes fueron analizadas por PCR y patrones de digestión con las enzimas de 

. restricción correspondientes, las clonas seleccionadas fueron amplificadas en grandes 

volúmenes (50-100 mL de medio LB con antibiótico) y los plásmidos obtenidos, 

designados pDIII-D1, pDIII-D2, pDIII-D3 Y pDIII-D4 fueron purificados con el Kit 

EndoFree de Qiagen (Qiagen Inc, USA), resuspendidos en un volumen adecuado (en 

PBS esteril) y almacenados a -20°C hasta su uso posterior. 

14.5. Ensayos de transfección 

Para evaluar la expresión del dominio 111 recombinante, se realizaron ensayos de 

transfección transitoria en células COS-7 con los plásmidos pDIII-D1, pDIII-D2, pDIII-D3 

Y pDIII-D4, usando como control al vector vacío. Estos ensayos se llevaron a cabo 

mediante el empleo de lípidos catiónicos (Lipofectamine 2000, Invitrogen/Life). 

Las células se cultivaron en medio Dulbecco's Modified Eagle (DMEM) con 10 % 

de SFB sin antibióticos a 37°C, 5 % CO2 . El día anterior a la transfección las células 

fueron desprendidas con tripsina, como se mencionó anteriormente, y fueron 

sembradas en cajas de cultivo de 24 pozos a una densidad de 1 x105 células/pozo, de 

tal forma que estuvieran en un 80-90 % de confluencia el día de la transfección. 
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La transfección se llevó a cabo agregando a la monocapa 100 111 de medio de 

cultivo que contenía una mezcla del plásmido (0.8 Ilg) Y el reactivo lipofectamine (2 Ill). 

Las células se mantuvieron por 48 hrs y posteriormente se analizaron mediante IFA 

usando los mAb's correspondientes como se describió anteriormente. 

14.6. Inmunizaciones y obtención de suero 

Para evaluar la capacidad de los plásmidos, que contienen al dominio 111 del 

virus dengue, de inducir anticuerpos específicos, se inmunizaron grupos de ratones 

Balb/c (6-8 ratones/grupo), hembras de 6-8 semanas de edad. Para evaluar los 

plásmidos de forma individual, se utilizaron 100 Ilg de cada una de las construcciones 

diluidas en 100 111 de PBS estéril, mientras que para las formulaciones tetravalentes se 

utilizaron 3 grupos de ratones que fueron inmunizados con una mezcla de los 

plásmidos, usando 25 (T25), 50 (T50) or 100 (T100) Ilg de cada construcción. La 

cantidad total de DNA inyectado fue 100, 200 Y 400 Ilg para cada grupo 

respectivamente. Los grupos control fueron inmunizados con 100, 200 o 400 Ilg del 

plásmido pcDNA 3 vacío. 

Las inmunizaciones se llevaron a cabo mediante una inyección por ruta 

intramuscular (1M) en la tibia de ambas extremidades anteriores, empleando una jeringa 

de insulina. Los plásmidos fueron administrados al día O y se les dio 2 refuerzos con la 

misma cantidad de DNA los días 15 y 30, en estos días y 2 semanas posteriores al 

último refuerzo se colectaron muestras de sangre de la vena central de la cola o por 

punción cardiaca, a partir de estas muestras se obtuvo el suero que fue congelado a -

70ce hasta su uso posterior. 
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14.7. Detección de anticuerpos por ELlSA 

Para detectar anticuerpos específicos contra el virus dengue, se utilizó la técnica 

de ELlSA como ha sido reportado con anterioridad (Innis, 1989). Se utilizaron placas de 

96 pozos que se sensibilizaron con los antígenos específicos de cada serotipo del virus 

dengue (virus purificado por gradiente de sacarosa) a 4°C durante toda la noche, 

después de 3 lavados con PBS-0.05% Tween 20 (PBS-T), las placas se bloquearon 

con una solución al 1 % de albumina sérica de bovino (BSA, por sus siglas en inglés) 

en PBS-T, durante 2 hrs a 37°C en una cámara húmeda. Posteriormente, los sueros 

previamente diluidos (1: 100) en PBS fueron agregados por triplicado e incubados 1 hr a 

3rC en una cámara húmeda, posteriormente las placas se lavaron 3 veces y se 

agregó el segundo anticuerpo, anti-ratón conjugado a peroxidasa diluido 1 :200 y las 

placas se incubaron 1 hr a 3rC en una cámara húmeda. Después de 3 lavados se 

agregó el substrato (0-phenylenediamine/H20 2 en buffer de citratos 0.05 M). La placa 

se incubó durante 30 minutos a temperatura ambiente y la reacción fue detenida 

usando H2S04 1 M. 

Todos los sueros obtenidos de los anima/es inmunizados con los plásmidos 

individuales o con las formulaciones tetravalentes se probaron individualmente contra 

los 4 antígenos virales y los resultados se graficaron como la media de la densidad 

óptica (DO) para cada grupo de ratones para cada tiempo analizado. 
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14.8. Ensayos de protección en células BHK-21 y ratones neonatos 

El suero de los ratones inmunizados con las construcciones individuales o con la 

combinación tetravalente fueron empleados para analizar la presencia de anticuerpos 

neutralizantes en contra de Oen-2 usando un ensayo en cultivo celular y en un modelo 

de protección en ratones lactantes. Para el ensayo en cultivo celular se adaptó el 

ensayo de inhibición del efecto citopático (ECP) reportado para el virus de la polio 

(Edevag, 1995; WHO (b), 1997) en células de riñón de hámster (BHK-21). Las células 

se crecieron y mantuvieron en botellas de cultivo de 75 cm2 con medio MEM usando 4 

% de SFB y antibióticos en una incubadora a 37°C / 5 % CO2 , posteriormente, el día del 

ensayo se despegaron como se describió previamente y se transfirieron a placas de 96 

pozos a una densidad de 1 x 104 células por pozo. 

Las muestras de suero colectadas de cada grupo de ratones inmunizados con 

las construcciones del dominio 111 se utilizaron para elaborar "pools" que fueron a su vez 

empleados para preparar diluciones dobles seriadas, empezando a 1 :5. Estas 

diluciones se mezclaron 1: 1 con una suspensión de virus Oen-2 de la cepa NGC que 

contenía 100 LOso (dosis infectiva media), la mezcla se incubó 1 hr a 3rC. 

La solución virus-anticuerpo se agregó a las placas de 96 pozos y se incubaron 

a 3rC/ 5 % CO2 . Las placas fueron observadas diariamente para detectar ECP. El 

criterio para determinar el punto final del ensayo fue cuando el grupo control (solo virus) 

presento ECP en el 100 % de las células. Los títulos de neutralización se expresaron 

como la dilución máxima del suero a la cual se inhibe el 50 % del ECP. 

Los ensayos de protección se llevaron a cabo en ratones Balb/c lactantes. Se 

utilizó una suspensión de virus con 100 MLOso (mouse lethal dose) que se mezcló 1: 1 

con el suero correspondientes a los grupos de ratones inmunizados con las diferentes 

60 



construcciones o formulaciones tetravalentes. La mezcla virus-suero se incubó 1 hr a 

37°e y posteriormente se inoculó vía intracraneal (le), cada grupo se observó 

diariamente y los datos de mortalidad fueron registrados. El grupo control consintió en 

ratones inoculados con la mezcla de virus más el suero obtenido de los ratones 

inmunizados con el plásmido vacío. 

14.9. Análisis estadístico 

Los datos obtenidos en los experimentos de ELlSA fueron analizados usando la 

prueba de T de student, mientras que en los ensayos de protección en ratones 

lactantes, se usó la prueba exacta de Fisher. Todos los análisis estadísticos se 

realizaron usando el programa estadístico SPSS 10.0 (SPSS, Inc., ehicago IL, USA). 

15. RESULTADOS 

15.1. Obtención de los plásmidos recombinantes 

Los plásmidos individuales fueron construidos amplificando la región que codifica 

para el dominio 111 de cada uno de los serotipos del virus dengue. eomo se mencionó 

anteriormente en el caso de Den-1 y Den-3, el RNA viral obtenido a partir de células 

infectadas con el serotipo correspondiente fue utilizado como molde en los ensayos de 

RT-peR. En ambos caso se amplificó una banda del peso esperado (Figura 14 a). Los 

productos amplificados fueron extraídos del gel, purificados y clonados como se 

describe en la sección de materiales y métodos para obtener los plásmidos pDIII-D1 y 

pDIII-D3. Para los serotipos Den-2 y Den-4, los plásmidos pKT2.4 y P5'-2 fueron 

usados como molde para amplificar del dominio 111. Al igual que para Den-1 y 3 los 

61 



productos amplificados fueron clonados para obtener los plásmidos pDIII-D2 y pDIII-D4 

(Figura 14 b). 

330 pb 

a Den-1 Den-3 

330 pb ----+ . 

b Den-2 Den-4 

Figura 14. Amplificación de los dominios 111 del virus dengue. Para los 
Den-1 y 3 el dominio 111 se amplificó a partir de células infectadas (a), 
mientras que para Den-2 y 4, este se amplificó a partir de plásmidos 
(ver texto). Los productos amplificados fueron separados en geles de 
agarosa al 1 % Y teñidos con bromuro de etidio. El marcador de peso 
molecular es: 1 Kb plus DNA ladder de Invitrogen. 
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Inicialmente se diseñó la construcción de un plásmido tetravalente, mediante la 

subclonación de cada uno de los fragmentos del dominio 111 en un solo plásmido. Sin 

embargo esto no fue posible, solo fue posible sublconar tres fragmentos (Figura 15). 

Después de clonar los fragmentos que correspondían al los dominios 111 de los 

serotipos 4, 2 Y 3, la inserción del dominio 111 de Den-1 resultaba en una aparente 

situación toxica para las bacterias, ya no se obtenían bacterias recombinantes. Por lo 

anterior se decidió suspender los experimentos para el plásmido tetravalente y usar 

mezclas de los cuatro plásmidos individuales en los ensayos de inmunización (ver más 

adelante). 

1 2 3 

l1li 990 pb 

660 pb -----+ 

Figura 15. Construcción del plásmido divalente y tetravalente. Digestión del 
plásmido con la construcción divalente Den-4/Den-2 (carril 2) y del plásmido 
con la construcción trivalente Den-4/Den-2/Den-3 (carril 3). La banda de 
mayor peso molecular corresponde al vector linearizado. El marcado de peso 
molecular es: 1 Kb plus DNA ladder de Invitrogen (carril 1). 
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15.2. Análisis de la expresión del dominio 111 recombinante 

Para determinar la capacidad de las construcciones de expresar correctamente 

al dominio 111, se llevaron a cabo ensayos de expresión en células COS-7 

trasnsfectadas con los plásmidos pDIII-D1, pDIII-D2, pDIII-D3 Y pDIII-D4. Los resultados 

mostraron que la mayoría de las células (70-90 %), mostraban una señal positiva 

evidenciada por el reconocimiento específico con los MAb's. En todos los casos las 

células se cosecharon 48 hrs post infección y fueron procesadas como se describe en 

materiales y métodos para analizar la expresión del dominio 1111 mediante el ensayo de 

IFI. En el caso de Den-1 el anticuerpo monoclonal usado fue D2-1F1-3 (Figura 16A), 

para Den-2 se usó el anticuerpo 3H5 (Figura 168), el anticuerpo D6-8A1-12 para Den-3 

(Figura 16C) y el anticuerpo 1H10 para Den-4 (Figura 16D). Células transfectadas con 

el plásmido pcDNA 3 vacío fueron usadas como controles negativos en todos los 

experimentos. 

15.3. Respuesta de anticuerpos contra el virus dengue 

Los resultados del análisis de los sueros obtenidos de los ratones inmunizados 

con cada uno de los plásmidos que expresan el dominio 111 (100 ).1g), mostraron que 

estos fueron capaces de inducir una respuesta de anticuerpos serotipo-específica. 

Cada grupo de sueros fue probado contra los cuatro antígenos de los diferentes 

serotipos del virus dengue; el reconocimiento del antígeno por el suero proveniente de 

los ratones inmunizados con el plásmido que contenía el dominio 111 homólogo, fue 

estadísticamente significativo (p<0.0001). 
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Figura 16. Ensayos de transfección en células CaS-7. La expresión del dominio 

111 de Den-1 por fluorescencia usando el anticuerpo monoclonal D2-1 F1-3 se 

muestra en A), para Den-2 en B), para Den-3 en C) y para Den-4 en D). En 

todos los caso se muestran las imágenes en fluorescencia y la imagen 

correspondiente en campo claro. El control negativo esta indicado con N. 
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Figura 16. Continuación. 
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El suero de los ratones inmunizados con el plásmido pDIII-D1, fue positivo en el 

ensayo de ELlSA con el antígeno (virus completo) (Figura 17), en este caso, el suero de 

este grupo experimental fue el que presentó la respuesta más baja (densidad óptica) y 

se observó reactividad con antígenos de otros serotipos, sobre todo con el de Den-4, 

sin embargo, como se mencionó antes, la especificidad contra el antígeno de Den-1 

fue estadísticamente significativa. En el caso del grupo inmunizado con el plásmido 

pDIII-D2, la respuesta fue más robusta contra su antígeno correspondiente (Figura 18), 

siendo este grupo junto con los inmunizados con el plásmido pDIII-D4 (Figura 20), los 

que presentaron las respuestas más elevadas por ELlSA. Finalmente el suero de los 

ratones inmunizados con el plásmido pDIII-D3, también presentó una buena respuesta 

de anticuerpos específica contra el antígeno de Den-3 (Figura 19). Al igual que en el 

caso del grupo inmunizado con el plásmido pDIII-D1, en este grupo se observó la 

presencia, aunque mínima, de anticuerpos de reacción cruzada, pero en este caso 

contra el antígeno de Den-1. En general, la respuesta de anticuerpos en los ratones 

inmunizados de forma individual con las construcciones del dominio 111, fue similar. Se 

observó que no hubo diferencias significativas en la respuesta de anticuerpos anti­

dengue medida por ELlSA, entre la inmunización inicial y los refuerzos administrados 

con intervalos de 15 días. Los resultados del análisis de la respuesta de anticuerpos, 

contra el virus dengue, inducidos mediante el esquema de inmunización con las 

formulaciones tetravalentes T25, T50 Y T100, mostraron, en todos los casos, que la 

inmunización con la mezcla de los cuatro plásmidos puede inducir la producción de 

anticuerpos contra los cuatro serotipos del virus dengue. La respuesta observada en 

este caso, y a diferencia de la inmunización con los plásmidos de forma individual, fue 

dosis-dependiente. 
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Figura 17. Presencia de anticuerpos específicos contra el virus dengue serotipo 1. 

El suero de ratones inmunizados con la construcción pDIII-D1 (azul), pDIII-D2 

(amarillo), pDIII-D3 (verde) y pDIII-D4 (naranja) se analizaron por ELlSA 

usando como antígeno al virus Den-1. En el eje de las X se muestran los días 

post-inmunización en los cuales se tomaron muestras de sangre para 

obtener el suero y el número (n) de individuos en cada grupo inmunizado 

está indicado. 
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Figura 18. Presencia de anticuerpos específicos contra el virus dengue serotipo 2. 

El suero de ratones inmunizados con la construcción pDIII-D1 (azul), pDIII-D2 

(amarillo), pDIII-D3 (verde) y pDIII-D4 (naranja) se analizaron por ELlSA 

usando como antígeno al virus Den-2. En el eje de las X se muestran los días 

post-inmunización en los cuales se tomaron muestras de sangre para 

obtener el suero y el número (n) de individuos en cada grupo inmunizado 

está indicado. 
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Figura 19. Presencia de anticuerpos específicos contra el virus dengue serotipo 3. 

El suero de ratones inmunizados con la construcción pDIII-D1 (azul), pDIII-D2 

(amarillo), pDIII-D3 (verde) y pDIII-D4 (naranja) se analizaron por ELlSA 

usando como antígeno al virus Den-3. En el eje de las X se muestran los días 

post-inmunización en los cuales se tomaron muestras de sangre para 

obtener el suero y el número (n) de individuos en cada grupo inmunizado 

está indicado. 
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Figura 20. Presencia de anticuerpos específicos contra el virus dengue serotipo 4. 

El suero de ratones inmunizados con la construcción pDIII-D1 (azul), pDIII-D2 

(amarillo), pDIII-D3 (verde) y pDIII-D4 (naranja) se analizaron por ELlSA 

usando como antígeno al virus Den-4. En el eje de las X se muestran los días 

post-inmunización en los cuales se tomaron muestras de sangre para 

obtener el suero y el número (n) de individuos en cada grupo inmunizado 

está indicado. 
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Cuando se inmunizó con la formulación T25, se pudo detectar anticuerpos contra 

los cuatro serotipos (Figura 21), sin embargo el título de anticuerpos fue muy bajo, en 

comparación con las respuestas obtenidas con los plásmidos individuales. La respuesta 

fue mejorando cuando se aumento la dosis de cada plásmido en la formulación T50 

(Figura 22) hasta llegar a niveles similares a los de la vacunación individual cuando se 

uso una mezcla de plásmidos con una concentración de 100 ¡.tg c/u (Figura 23). En 

todos los casos, las respuestas de anticuerpos contra dengue fueron estadísticamente 

significativas (p<0.0001) y de forma similar a la inmunización individual, no se 

observaron diferencias significativas en el título de anticuerpos cuando se administraron 

los refuerzos. 

15.4. Evaluación de anticuerpos protectores 

Una vez que se comprobó que la inmunización con plásmidos que contienen al 

dominio 111 de los cuatro serotipos del virus dengue, ya sea en forma individual o 

tetravalente, pueden inducir la producción de anticuerpos específicos de serotipo, se 

decidió evaluar la capacidad protectora de estos anticuerpos contra la infección por el 

virus dengue 2 en cultivos de células BHK-21 y en el modelo de ratón lactante. Las 

células BHK-21 son muy sensibles a la infección y además desarrollan un efecto 

citopático ECP muy marcado, caracterizado por el cambio en la morfología celular y el 

desprendimiento de la monocapa; lo anterior ocurre en la mayoría de las células en la 

monocapa en un periodo de 5-7 días a un MOl de 0.001 PFU/célula. 
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Figura 21. Inducción de anticuerpos específicos contra el virus dengue en ratones 

inmunizados con la formulación tetravalente T25. El suero de los ratones 

inmunizados con 25 /lg de cada plásmido que contiene el dominio 111 de los 

cuatro serotipos (100 /lg totales) se analizaron por ELlSA utilizando como 

antígeno al virus Den-1 (azul), Den-2 (amarillo), Den-3 (verde) y Den-4 

(naranja). En el eje de las X se muestran los días post-inmunización en los 

cuales se tomaron muestras de sangre para obtener el suero y el número (n) 

de individuos en cada grupo inmunizado está indicado. 
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Figura 22. Inducción de anticuerpos específicos contra el virus dengue en ratones 

inmunizados con la formulación tetravalente T50. El suero de los ratones 

inmunizados con 50 Ilg de cada plásmido que contiene el dominio 111 de los 

cuatro serotipos (200 ¡..tg totales) se analizaron por ELlSA utilizando como 

antígeno al virus Den-1 (azul), Den-2 (amarillo), Den-3 (verde) y Den-4 

(naranja). En el eje de las X se muestran los días post-inmunización en los 

cuales se tomaron muestras de sangre para obtener el suero y el número (n) 

de individuos en cada grupo inmunizado está indicado. 
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Figura 23. Inducción de anticuerpos específicos contra el virus dengue en ratones 

inmunizados con la formulación tetravalente T100. El suero de los ratones 

inmunizados con 100 ¡..tg de cada plásmido que contiene el dominio 111 de los 

cuatro serotipos (400 ¡..tg totales) se analizaron por ELlSA utilizando como 

antígeno al virus Den-1 (azul), Den-2 (amarillo), Den-3 (verde) y Den-4 

(naranja). En el eje de las X se muestran los días post-inmunización en los 

cuales se tomaron muestras de sangre para obtener el suero y el número (n) 

de individuos en cada grupo inmunizado está indicado. 

75 



El modelo de ratón lactante, representa una de las pocas alternativas para 

evaluar protección contra la infección por el virus dengue, ya que como se mencionó 

antes, no existe un modelo animal adecuado. La cepa NGC del virus dengue serotipo 2, 

produce una mortalidad en el 100 % de ratones neonatos (1-3 días de nacidos) cuando 

son inoculados intracranealmente con el virus. 

Para llevar a cabo estos ensayos se emplearon los sueros obtenidos (Dos 

semanas después del último refuerzo) de los ratones inmunizados con el plásmido 

pcDIII-D2 y con las combinaciones tetravalentes. 

Los ensayos de inhibición del ECP usando sueros obtenidos de los ratones 

inmunizados con la construcción T25, mostraron títulos de protección de 1:5 mientras 

que el suero de los ratones inmunizados con las construcciones pcDIII-D2, T50 y T100 

tuvieron un título de 1: 1 O. En la figura 24, se muestran los resultados obtenidos con el 

suero de los ratones inmunizados con la formulación T1 OO. 
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Figura 24. Inhibición del efecto citopático (ECP) en células BHK-21. El suero de los 

ratones inmunizados con la formulación tetravalente T100, se diluyó 1 :5- 1 :80 

(indicado), se incubó con virus Oen-2 (100 L050) y se inoculó en cultivos de 

células (ver texto). El efecto citopático se monitoreó diariamente y el experimento 

se paró cuando el ECP se observó en el 100 % de las células control (+). El 

control negativo (-) fueron células sin infectar y el grupo control (GC) fueron 

células inoculadas con virus y suero de ratones inmunizados con el plásmido 

vacío. 
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En los ensayos en ratones lactantes, cuando se empleó el suero de los ratones 

inmunizados con 100 /lg de la construcción pcDIII-D2, se observó un promedio de 

sobrevivencia del 43 %, mientras que con el suero de los ratones inoculados con la 

construcción T50 se obtuvo un 50 %. El mayor porcentaje de protección se obtuvo 

cuando se empleó el suero de los ratones inmunizados con la construcción T100, que 

fue 87 % de sobrevivencia, esta última fue estadísticamente significativa (p=0.016). El 

resumen de estos resultados junto con el título de anticuerpos protectores observado en 

los ensayos de inhibición de ECP se muestran en al figura 25. 
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Figura 25. Ensayos de protección en ratones lactantes. El suero de los ratones 

inmunizados con la formulaciones tetravalentes T50 (verde) y T100 (gris), así 

como con la construcción individual pDIII-D2 (azul) se emplearon para incubarlos 

con virus Den-2 e inocular ratones neonatos por ruta IC (ver texto). La 

sobrevivencia se monitoreó diariamente y el porcentaje se muestra en el eje de las 

Y. El título obtenido por inhibición de ECP se muestra en paréntesis y el número 

(n) de ratones en cada grupo está indicado. La diferencia entre la protección en el 

grupo T100 con respecto a los demas fue estadísticamente significativa (p=0.016). 

El grupo control fue el suero de ratones inmunizados con el plásmido vacío (rojo). 

79 



16. Discusión 

Las vacunas de ONA diseñadas contra flavivirus han evolucionado rápidamente 

en los últimos años, proporcionando con esto una estrategia promisoria para entender 

aspectos fundamentales involucrados en la inducción de una respuesta inmune 

eficiente contra estos virus. Sin embargo, y a pesar de los esfuerzos por desarrollar 

vacunas basadas en la inmunización con ONA, virus vivos atenuados, virus quiméricos 

o proteínas recombinantes, en la actualidad, no existe una vacuna disponible contra el 

dengue. La inmunización con ONA desnudo ha sido investigada usando principalmente 

los genes estructurales prM-E (Kochel, 1997; Kochel, 2000; Chang, 2001) mientras que 

para otros flavivirus se han utilizado otros genes de proteínas no estructurales como 

NS1 y NS3. (Chen, 1999; Chang, 2001; Puttikhunt, 2003). 

Se sabe que la proteína E, es el antígeno viral más importante y se ha reportado 

que la proteína prM es necesaria para su correcta expresión e inmunogenicidad 

(Kinney, 2001; Lorenz, 2002; Pugachev, 2003). No obstante, también existen trabajos 

donde se reportan candidatos a vacunas basados en proteínas recombinantes que 

contienen únicamente al 0111 de Oen-2. Estas vacunase han probado ser exitosas para 

inducir anticuerpos neutralizantes y protección en el modelo de ratón (Simmons, 1998; 

Simmons, 2001). 

En el presente estudio reportamos el uso del 0111 de los cuatro serotipos del virus 

dengue como un candidato a vacuna basada en inmunización con ONA para inducir 

anticuerpos neutralizantes y protección en ratón. 

La correcta expresión de cualquier proteína recombinante depende de su 

conformación nativa, lo cual es un requisito indispensable para el desarrollo de una 

vacuna de ONA eficiente (Chang, 2001). En este estudio se generaron plásmidos con el 

80 



DIII de los cuatro serotipos del virus dengue que fueron capaces de ser expresados de 

manera correcta en las células transfectadas ya que los epítopes fueron reconocidos 

por anticuerpos monoclonales; estos epítopes, inducen anticuerpos neutralizantes 

(Roehrig, 1998). La inmunización con estas construcciones individuales, indujo una 

respuesta de anticuerpos específica después de una primera inmunización. Los ratones 

a los que se les administró un refuerzo con la misma cantidad de DNA, incrementaron 

el título de anticuerpos, sin embargo, no se observaron incrementos con refuerzos 

posteriores. El pico máximo en el título de anticuerpos se observó después de dos 

semanas posteriores a la primera inmunización, esto para Den-2 y Den-3, mientras que 

para Den-1 y Den-4 fue hasta dos semanas después del primer refuerzo. 

Los títulos de anticuepos en los ensayos de ELlSA para. Den-2, obtenidos en 

este estudio, son similares a los reportados con la vacunación con el DIII recombinante 

de Den-2 (Simmons, 1998). Estos resultados demuestran que el DIII por si solo es 

inmunogénico, capaz de inducir anticuerpos como sucede cuando se emplea el gene E 

o los genes prM-E (Kochel, 1997; Porter, 1998; Konishi, 2000; Kochel, 2000; Puttikhunt, 

2003; Raviprakash, 2003). 

Para analizar el uso del DIII en forma tetravalente, se emplearon combinaciones 

de los 4 plásmidos. Se observó una respuesta de anticuerpos que fue dosis­

dependiente. Únicamente cuando se empleó la dosis máxima (T100), se obtuvieron 

títulos similares a la inmunización con los plásmidos individuales. No existieron 

diferencias significativas en la respuesta de anticuerpos (serotipo-específicas) en los 

ratones inmunizados con cualquiera de las dosis empleadas. Aun cuando se 

emplearon grandes concentraciones de DNA, no se observaron efectos adversos en los 

grupos de ratones que incidieran en la respuesta de anticuerpos. Sin embargo, este 
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fenómeno en el cual la respuesta de anticuerpos es dosis-dependiente, como se ha 

reportado para otros virus (ehow, 1997; eazeaux, 2002), la gran cantidad de ONA 

empleado para inducir anticuerpos neutralizantes constituye una desventaja, por lo que 

es probable que la respuesta inmune inducida por los plásmidos con el 0111 pueda ser 

optimizada mediante la modificación de ciertas variables como son la ruta de 

inmunización, la forma de liberación del antígeno o la inclusión de moléculas 

adyuvantes. Esto permitirá usar concentraciones menores de ONA sin afectar la calidad 

de la respuesta inmune (Babiuk, 2003). 

En los ensayos de neutralización en células BHK-21 y de protección en ratones 

lactantes, se empleó una cepa de Oen-2 adaptada a ratón, debido a su gran virulencia y 

capacidad de inducir Eep en estas células, así como la alta mortalidad producida en los 

ratones neonatos inoculados por vía le. Los títulos de protección obtenidos con la 

construcción pcOIlI-02 y con las formulaciones T50 y T100 (1:10 para todos), no 

correlacionaron con los datos de protección en el modelo de ratón lactante (43%, 50%, 

Y 87%, respectivamente), sin embargo, existe una correlación entre la cantidad de ONA 

inoculado y los datos de protección, es decir, a mayor cantidad de ONA mayor 

sobrevivencia de los ratones. Es posible que los anticuerpos neutralizantes, no sean las 

únicas moléculas presentes en el suero de ratones inmunizados, que están jugando un 

papel en la protección. Otras moléculas, tales como citoquinas o quimiocinas que 

pueden ser inducidas por dinucleótidos no-metilados (motivos epG) presentes en el 

ONA plasmídico. Los motivos epG pueden directamente activar a macrófagos, 

monocítos, células dendríticas e inducir la secreción de IL-12, IL-6 e INF-y (Klinman, 

1996). Los plásmidos incorporados por las APes puede ejercer su actividad adyuvante 
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mediante los CpGs a través de la interacción con receptores intracelulares tipo TolI, por 

ejemplo el receptor tipo TolI 9 (TLR-9 por sus siglas en ingles), que se encuentra 

presente en la superficie de los endosomas tempranos (Huygen, 2005). El DNA 

bacteriano interacciona con el TLR-9 mediante el motivo de seis bases compuesto por 

el CpG no metilado, flanqueado por dos purinas en el extremo 5' y dos pirimidinas en el 

extremo 3'(GACGTT). A diferencia de lo que sucede en las células dendríticas 

humanas, donde únicamente las células de origen plasmocitoide expresan TLR-9; en el 

ratón, todas las células dendríticas lo expresan. La presencia de motivos CpG en la 

gran cantidad de DNA empleada en la formulación T100 (400/-1g), pudo inducir la 

producción de altos niveles de IL-12, IL-6 e INF-y, contribuyendo con los anticuerpos 

neutralizantes a la protección observada en los ratones retados con Den-2. 

La inducción de anticuerpos específicos contra los cuatro serotipos del virus 

dengue, nos indica que el dominio 111 expresado en las construcciones fue presentado 

de manera adecuada a los linfocitos B. Sin embargo solo podemos especular la forma 

en la cual el antígeno llega al receptor de estos linfocitos, ya que en el diseño de las 

construcciones no se incluyó ninguna señal para llevar estos antígenos a la superficie 

de las células transfectadas, o para ser excretados. Es probable que las proteínas 

hayan sido liberadas de las células transfectadas mediante lisis celular, o ser 

transportadas a los ganglios linfáticos y posteriormente excretadas por' las propias 

APCs (Figura 11). 

Por otro lado, el dominio 111 debe contener epítopes que sean presentados por las 

APCs en el contexto de MHC clase 11, para ser presentados a las células T 
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cooperadoras, activarlas y de esta forma inducir la secreción de interleukinas que 

estimulen de forma adecuada a los linfocitos B (Figura 11, números 9-12). 

Para evaluar la presencia de epítopes de células Tc en la secuencia del dominio 

III de los cuatro serotipos del virus dengue, se llevó a cabo un análisis para predecir la 

presencia de epítopes de células T cooperadoras presentados por el MHC 11, para lo 

cual se usaron programas que utilizan algoritmos basados en matrices cuantitativas 

obtenidas a partir de bases de datos que contienen secuencias de péptidos que se 

unen o no a más de 50 alelos de MHC II estudiados (Singh, 2001). Los resultados de 

este análisis se muestran en la Tabla 1. Para todos los serotipos del virus dengue, se 

encontraron regiones en el dominio III que tienen una gran afinidad por moléculas de 

MHC 11 de distintos alelos. Para cada serotipo se escogieron los péptidos con el mayor 

puntaje (score) usando dos distintos programas (Tabla 1), lo que indicaba la mayor 

probabilidad de unión. 

De forma interesante se observó que para los cuatro serotipos existe un péptido 

en la posición 86 del dominio 111 (87 en el caso de dengue 3), con gran afinidad para 

varios alelos (Figura 26). Debido a que se ha reportado que la región del dominio 111 que 

corresponde a este péptido puede estar involucrado en la unión al receptor celular (Crill, 

2001), se hizo un modelaje de la estructura tridimensional del dominio 111 de los cuatro 

serotipos del virus dengue para ubicar de forma precisa, mediante el 

programa SWISS-MODEL (Schwede, 2003; Jürgen, 2004) disponible en 

http://swissmodel.expasy.orgI/SWISS-MODEL.htmly los resultados fueron refinados 

usando el programa POV-Ray disponible en el sitio: 
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Tabla 1. Predicción 1 de epítopes en el dominio 111 del virus dengue, que pueden unirse 
con alta afinidad a moléculas MHC clase 11. 

Serotipo Péptido Posición2 Alelos MHC 11 

YVMCTGSFK 8 
VMCTGSFKL 9 HLA-DRB1*0101¡ *0401; 

VLVQVKYEG 29 *0421; *0703; *1301; *1327; 
*1328. 

VKYEGTDAP 33 
Dengue 1 

YIVVGAGEK 86 HLA-DRB5*0101; *0101 

LQLKGMSYS 1 
YSMCTGKFK 8 HLA-DRB1*0305; *0309; 

VVKEIAETQ 17 *0401; *0402; *0405; *0408; 
*0410; *0421; *0426; *0801; 

IVIRVQYEG 29 *0802; *0804; *0806; *0813; 
Dengue 2 YEGDGSPCK 35 *0817; *1101; *1128; *1301; 

FEIMDLEKR 46 *1305; *1321; *1327; *1328. 
VNPIVTEKD 63 
YIIIGVEPG 86 HLA-DRB5*0101; *0105. 

IIGVEPGQL 88 
YAMCLNTFV 8 
FVLKKEVSE 15 HLA-DRB1*0306; *0307; 

Dengue 3 LKKEVSETQ 17 *0308; *0311; *0401; *0408; 
*0426; *0801; *0817; *1107. 

IVIGIGDKA 87 
IGIGDKALK 89 
LRIKGMSYT 1 HLA-DRB1*0305; *0306; 

IEIRDVNKE 46 *0307; *0308; *0309; *0311; 

VVGRIISST 56 *0401; *0405; *0408; *0801; 

YTNSVTNIE 69 
*0802; *0804; *0806; *0813; 
*0817; *1101; *1128; *1304; 

Dengue 4 

YIVIGVGDS 86 *1305; *1307; *1321. 
IVIGVGDSA 87 

1.- La predicción se llevó a cabo usando los programas ProPred (www.imtech.res-in/raghava/propred/) y 
HLAPred (www.imtech.res.in/raghava/hlapredlindex.html). 

2.- Posición en la secuencia del dominio IIl. 
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http://www.povray.org. Los resultados se muestran en la Figura 27 y corroboraron que 

este péptido corresponde a un "loop" externo en el dominio 111, mismo que ha sido 

implicado en la unión al receptor celular, ya que anticuerpos dirigidos contra esta región 

bloquea la unión a células Vero (Crill,. 2001). En otro trabajo, se reportó que 

anticuerpos dirigidos contra un péptido localizado en la misma región en el dominio 111 

de la proteína E del virus dengue 2, bloquea la unión a células de mosquito (C6/36), 

pero no en células BHK-21 (Hung, 2004). 

Estos resultados muestran que esta región en el dominio 111 del virus dengue 

constituye además de un epítope de células B, también un epítope de células T, capaz 

de unirse a diferentes alelos del MHC 11, lo que lo convierte en un blanco atractivo en el 

diseño de vacunas contra el dengue. 

En este análisis de predicción de epítopes, se observó también que el dominio 111 

contiene epítopes que se predicen pueden unirse a moléculas del MHC clase 1 (datos 

no mostrados). Sin embargo, en nuestros experimentos para evaluar el efecto de la 

inmunización con los plásmidos con 0111 sobre la respuesta inmune celular, no fue 

posible detectar proliferación en células obtenidas del bazo de los ratones inmunizados. 

Es probable que la población de linfocitos T pueda ser escasa en el órgano analizado, 

por lo que la sensibilidad del ensayo no fue suficiente para poder detectarlas. Es 

probable que se puedan obtener mejores resultados si se emplean linfocitos obtenidos 

de los ganglios más cercanos al sitio de inoculación del ONA. Sin embargo, también 

se ha sugerido que los epítopes de células T citotóxicas pueden estar presentes en 

otras proteínas tales como la proteína C (Konishi, 2000). 
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80 90 100 
Den-1: EKPVNIEAEP PFGENYIVVG AGEKALKLSW FK 
Den-2: DSPVNIEAEP PFGDSYIIIG VEPGQLKLNW FK 
Den-3: EEPVNIEAEP PFGESNIVIG IGDKALKINW YR 
Den-4: NSVTNIELEP PFGDSYIVIG VGDSALTLHW FR 

Figura 26. Alineamiento de la secuencia de aminoácidos correspondiente a la 

región común a los cuatro serotipos del virus dengue, que contiene el 

péptido de unión al MHC 11. 
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Figura 27. Modelo tridimensional del dominio 111 de los cuatro serotipos del virus 

dengue, donde se muestra el péptido de unión al MHC 11. 
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Los resultados presentados en este trabajo, demuestran que el 0111 puede ser 

usado como candidato a vacuna de ONA, para inducir la producción de anticuerpos 

neutralizantes y protección contra el virus dengue en el modelo de ratón lactante, y 

representa el primer reporte de un candidato a vacuna de ONA tetravalente. 

Posteriormente, otro candidato a vacuna tetravalente contra el virus dengue 

basado en inmunización con DNA fue reportado (Konishi, 2006). En este trabajo 

se utilizaron cuatro plásmidos que contenían los genes que codifican para las 

proteínas prM/E de los cuatro serotipos. La inmunización de ratones con la 

mezcla de estos cuatro plásmidos indujo la producción de anticuerpos 

neutralizantes y células de memoria contra los cuatro serotipos. 

Como se mencionó con anterioridad, el domino 111 del virus dengue 

contiene distintas características biológicas que lo posicionan como un antígeno 

atractivo para el diseño de vacunas. Entre estas características podemos 

mencionar que su doblaje independiente de los otros dominios (1 y 11) en forma de 

inmunoglobulina le confiere una gran estabilidad y su posición en la proteína E 

permite estar accesible para el reconocimiento de anticuerpos o para la unión al 

receptor celular. Además muchos de los determinantes para anticuerpos 

específicos y neutralizantes se encuentran en este dominio. 

El dominio 111 ha sido empleado como proteína recombinante para inducir 

anticuerpos contra el virus dengue (Simmons, 1998; Khanam, 2006a) y aunque 

resulta difícil comparar los resultados de estos trabajos y el presente estudio por 

la naturaleza del antígeno, las formas de inmunización y de evaluar los 

anticuerpos neutralizantes, los resultados en conjunto sirven para señalar, como 

se mencionó anteriormente, que el dominio 111 puede inducir una respuesta de 
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anticuerpos específicos y neutralizantes, de la misma forma que cuando se 

emplean a la proteína E o prM/E, pero disminuyendo la probabilidad de inducir 

anticuerpos de reacción cruzada. 

Recientemente, el dominio 111 del virus dengue 2 ha sido empleado para la 

construcción de un adenovirus recombinante. En conjunto con un plásmido que 

expresa el mismo dominio se ha empleado de manera exitosa para inducir una 

respuesta inmune tanto humoral como celular en un modelo murino, empleando 

una estrategia de inmunización/refuerzo con el adenovirus recombinante y con 

DNA, respectivamente (Khanam, 200Gb). 

Este mismo grupo ha reportado, con una estrategia similar, la construcción 

de un adenovirus recombínate y un plásmido que expresan una proteína 

quimérica, compuesta por dominio 111 de los virus dengue serotipos 2 y 4 unidos 

covalentemente (Khanam, 2007). En este trabajo se logro inducir anticuerpos 

neutralizantes, así como una respuesta celular contra ambos serotipos. 

La estrategia del uso del dominio 111 como un candidato a vacuna, también 

ha sido explorada para otros flavivirus como el Virus del Oeste del Nilo (WNV, por 

sus siglas en inglés). En un trabajo reciente se construyó un dominio 111 

recombinante del WNV y en conjunto con DNA bacteriano (motivos CpG) se 

inmunizaron ratones, logrando la inducción de altos títulos de anticuerpos 

neutralizantes, específicos contra el WNV. También se observo una respuesta 

celular en los experimentos de proliferación. 

Lo anterior, en conjunto con los resultados de este trabajo ponen de 

manifiesto que el uso del dominio 111 del virus dengue, representa un candidato 

atractivo para el desarrollo de una vacuna. Sin embargo, se requieren estudios 
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adicionales para evaluar la capacidad protectora de este candidato tetravalente contra 

los otros seorotipos del virus dengue. 

Al igual que en el trabajo con el adenovirus recombinante (Khanam, 2007), el 

presente candidato a vacuna tetravalente, podría ser usado en combinación con 

proteínas recombinantes expresadas en bacterias o con adenovirus o virus vaccinia 

recombinantes para mejorar la respuesta inmune, tanto humoral como celular. 

Finalmente, es importante señalar que es necesario estandarizar los 

procedimientos para evaluar cualquier candidato a vacuna, para de esta forma 

tener mejores herramientas de comparación. Un de los obstáculos para lograr 

este objetivo es la falta de un modelo animal para la fiebre por dengue. 

Recientemente se reporto que la infección del ratón inmunodeficiente-diabético 

(NOD/SCID), transplantado con células progenitoras hematopoyéticas, derivadas 

de cordón umbilical humano, con el virus dengue 2; desarrolla síntomas clínicos 

característicos de la fiebre por dengue como son la fiebre, rash y la 

trombocitopenia (Bente, 2005). Estos resultados sugieren que este modelo de 

ratón puede ser una herramienta muy útil para la evaluación de vacunas. 
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17. Conclusiones 

1. Se diseñaron y construyeron plásmidos que expresan al dominio !ti de 

los cuatro serotipos del virus dengue. 

2. Se determino que el dominio 111 de los cuatro serotipos se expreso 

correctamente en células COS-7 transfectadas con los plásmidos 

correspondientes. 

3. Se indujo una respuesta de anticuerpos específica contra el virus dengue 

inmunizando ratones con las construcciones individuales que expresan 

al dominio 111 de los cuatro serotipos del virus dengue. 

4. Se emplearon formulaciones tetravalentes para inducir anticuerpos 

específicos contra los cuatro serotipos del virus dengue. 

5. La inmunización de ratones con las construcciones individuales o con 

las formulaciones tetravalentes, estimuló la producción de anticuerpos 

neutralizantes. 

6. Los anticuerpos inducidos con la inmunización con las construcciones 

individuales o las formulaciones tetravalentes, protegen contra el reto 

letal en el modelo de ratón lactante. 
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18. Perspectivas 

1. Construir un plásmido tetravalente que exprese una proteína quimérica que 

contenga al dominio 111 de los cuatro serotipos del virus dengue. 

2. Optimizar las dosis de DNA usado para inmunizar ratones, mediante el 

empleo de distintas estrategias para la inoculación del DNA como son la 

pistola génica. 

3. Mejorar la respuesta inmune tanto humoral como celular mediante el 

empleo de una estrategia de inmunizaciónl refuerzo, utilizando proteínas o 

virus recombinantes. 

4. Evaluar el uso del dominio 111 como candidato a vacuna en el modelo de 

ratón NOD/SCID. 
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'"dCL'6 h'" l'au, In\:"~ PI'(':>('IlUln una VII­

¡'d'liki.ldd rd .ri! '.:H';¡· Ii'ri/wl¡ J 101 

.:dll'ra,I'lIh'i ,f<..'!,j Il',·fJHYi\J: .. h (, IfIn.­

tllenl.,' 110:- b !'CTrtiHJbtlLd.",J \ir.,·"bl 

".¡\P,:, FII ,JJ~llIl'I'" "}(¡.C,'tr!lH', 1)1 lid, " il (1-

';",1' 1:1""1'1' hqIlIV"["'llü",',:" FX1SlvlI' lht-

tr', :""j{,¡q>':;:' ,1<- \'IIIL> .kl d¡"np,lh' 
(IJFi''.j- L UE'J-2, LIP·;":;' v 1 )E\j-tl , ('ir, 
!JI Lllh'[" :Cid", '''[)ir> ',in u ".II! .,:·lllLL 11'111" EII 

EI!I;" (.[ .-leen)..;'.\1': "ld L '1Ifértll."l,,1 trll­
pk:'! Jlld':> 1l1l~:<,rt.;HW' dC''['HIC'i d ... · b 
1I¡;¡j,<"ri<.l. ",',:11 \In llllLll> 1" ('~"llfIH,JU ,k. 
101) Illillon.<i de 'ir;,..., ¡k, {k·u!!.lH 'de',­

Sic", :¡(H) 0011 ,:k 'kll':,.!II(· IletnotTúJ",kU 

IDH:¡ \' ti 1)(111 111'.1'.'1 Lc..··. 1""1 "1"l i , íl. 21 ,\ 

fJi"'iU • k ,,¡U' 1.1'" ';:'SrJ'lh ¡!2'k,~, ft',:;chdn­
IVllc~', 11",· ',,\.'Idro[ d. [ 1'1 í:1)',:q.,,¡j \.",'1<'1, 



.'\f~dt'5 ¡¡{:g~pU. llnft l(I{\..\.trnd;_~ gr"IJl (,tlca­
('L¡. L~ urgrUlt/.di V'jt:l eh! pn\~Lüll;J~, I·H.~r­
HhUh.>lÜ,¿'".,. "..,us1.f: lit.-J'.k~":., rh.H' Id paflh:J­

j-lilf"I' \11 "','H ¡¡,tI r':lL1 j' 1 HLllLjU ill""nldo 

>:'1",1 n1111'¡"1l1f' Y ,,1 "'lllrnl ,1,,·1 \(,c!t:'r 

~~,I~lh:: ~í(.'ndq un obi<,tlvu lfljFh)fL2trtJv en 
El "j,"',illldJu ,Ir \'t,,,'um,~, y :,u "Inr,k", 
"'.'JIlbirh\(lf) e, 11'1 ,el ':'>1'11 1'<:..1 ¡J,A '.;., ,((,r dv 
b ,nfi·flTH·'''¡'.[(.1 '."i··, (' 1;', I ",··.t1:'IIKL"J dp 
pi ... ".:nlr n ,·lilllllldl ["'" ,·ph.kITu¡b ,,'11 ,.1 
":er hIUJldll':' íll ,.\d¡·uu·· ,lo, I,,~ cun',I' 

1 krc:1('h:.Il!,,:,:3. innHltl;,;.I(jF)t"J~~. F;;¡il"-."t f',hh'J)ür 

hl IHd\'üt' d'l".,,,i.·' " ,,,·,,,"1 ".Lid ,.:""];.1" Vd­

¡·"11d'· UJ L", ,,,'1".'" Illlnullv, ]':.11" b IIl· 

rnUJll/.;j( ¡nD lllll,.,'j·;¡d 1 iU} ,['.le' I"IH'I' 

"11 cuern .. ) L, L'lCtibilíd,H.l LIldqsl.ríúL !.I 
Jlrc'p(~<;;;,H(I dr· 1w ... IHlf'va:\ \:'>:1('llrCi~~, y ~"I 

111'lnpu .Jl:S«.l(.1iJ ;;.1 .. l"f{~h ~ (i~:,I1. ti fin f-h .. 
~'.Il11l'ltfí,';'tf [r .. , e"Cjlklll,h ,1" II\lltll!''';;:'\­

"1011. S,,:· hd "1.1 '¡.c.d,·k pli.u],:I,,,j ., b LII'" 
'11" ' •. '1". d,,' i()fllH' 1;".li\II',", de- ilm1UJlll­

-sc,n1h 1.1111: SI..',:OI ,'·)nlr<ltll~k).::.:; {(."JO ',.'~")hp ... 

c.d .. 'J';-.t I\'í J .... ~~' <..,(, ("-.pen".ln ~'. ;:u nbi t !"" ·:-¡.s:nill~ 

(,ltJ\·~)· ... a (,(Wk~ 1.ddzJ3 ~:tl l~~~-. j!l'JJ:L'r,,)IHdS 

dl' l!l r'-v\'nr l',)!i L).) 

En LI ,), llt . .[idnd "'" dr:'j.!o!l(' de di· 
\\. r':;CI~, ~:,'lÜitqll(\ tJw(()dc.!l.ügl{u:~ ptlla 

prt.J1.hwll \'d,:qlld';. rOlitr;:1 \'·'ll"\.h· \'lfH ..... 

\;:1."".,-(/::., ;t.h.Jll1~I.JU~:" \'h'~I':; c':HrqJi"'t(j':-. \J1:1("­

t1\:dclu~, >,) -:';HI''''llnkL.Jdf~··, \'Lrk"I'~,. ',TctT¡-

1'1-''"'-, \'H le·:)"' ... tn~"}nlbHj"Hd¡'~ p •. ',} !udv:) , 
IH'J,r~'ltt;J" jj~,'!.xrnbin.::J.llI.U;~ y \'d~.tll~,~P;' ·de 
.-\f )~< SUJ l. HI1.\,)rgn Id. ,~:-fk,),·'i;.{ ,;-1;- ~nl,:( 

\'i· 1111;' ,J,'pfem::k' "'11.,-:1"'11 1I.¡.lid" "L· 1:0 
innllJl'I.Aúolp81.1 d~, la jnfc'ccb:\n VlrlCd 

;'11 c\.\,·,rln¡¡ y d,. 1,.1 he Il(l[o.c;ín d [spum­

j.k· I'ald ,,1 !JI'" d,· i.lIt1Jp'··I1() ·;.'·I<-«io-
11."b. Fl! (',1" .:il'll, Id.,.,., ITr"''''IH",1L k", 
1',''::-.t.llt .. :ll.I" ... ."~, (Ir 1:···.1"U."t.f0\!2,i . .l,·,.1'--""11!111\ '''. «l.lt 

.,1 ,.,!:.íeU"u ,l<,:. 'lit" el 1""'1.'.11 ' .. 11 .c!,.!t¡ ¡;:tI. 
'c', I ',,]uLn';:1;, v" I'<uli, uLu' ,1 ,,;.[,H)I 1;L',:;n 
i."·I~· frJi"(:,rrn,:wlI'q¡ ül UL.1h.'·H'l..~ {hH"ü J'IfZ-

8 . ..11 .,1 :~r." 1" '.L ,[¡ .. ;..;en .. I", ,1" ['l." "''''.'''­

U_J'-' ')IHI",;l ¡; 11.IFfI2,lh' 

LA I<FSPUFST\ JN!\[UNIlARIA 
y LAS I:SmXrrCL\S PU.:A 
DES\RI{OLL\R \i\CUN.\S 
CONTHA El IH'NeVE 

1...1 hl·I"illi •. ·'¡".k s,,,,, .. , í¿·n i\ Ir;:' PlIt-

1··I,.¡n;,,, r.,I,j( U"llddn:; ,·"tI ["" '.-.:IU." .... Ó \'1.:, 
1'¡\1i"g"lli;:¡ dr 1 ! JH .;:, lt" ,llLtli/ddo 
d,·,···.I·J ti plHIln d •. VI"I.d. ('l'kk'minl,,­
ei. ,'. d, .. ,s(!..c k·" ;.lÚO, in L.," I'l!.,,,,,,,·,h 
1I1'.h'\·'.I\ L, 1I11l1,,/j')jl '.1 -" .. 1,; ,'Unll ,Id 

vil lt", r.'1 'iA~~('I.o ',-l1h·t pieu {k:- in1~"t'(ivJJC;~, 

d"I!J,,·, ,on d"s ",·r"tip"'. d,·¡ ';IlTIS .1.,1 
'];.lil",.h' r, "un d ,,'Inl:'- del ,k·llplIi.· :C' 

"IT" ,¡g"lIle ml"'(Í"';(j ;Il'nl nn !,.¡"IIl¡fl­

(.;K.k, lrtfl;!¡"{ h:1I1v· ... doL:·k~:> Pii]" ..... iru.'~ 

del Ch:'Il:S}H' Ilue Cn'dboltljJPH una n·~('CHrl­
LIjJh.1'.'i~~:n d UH:!Zl·Ja rt::n!!hpl~:,l d·/" \'inl~i 

'¡tI!''' ,'n,~IlI'" c('1,a"., 111·:\" YiIU["lHi",. Lel 

'k.ll ,,¡l'iI¡ ¡;k í/,n eli' 1 11\ k·;",,,,¡.;1 In IfTI" Il(, 

por mku;j'.'JJ<."· T'r>'\'w~ I.>lh.le :"'1 l:Jm-

1.,i.:n un lad.>{ ,1"I"llIilfWJlk ,_1,,1 ,,:in' 
drmlh.' 'l. • lit .... 1 l .... , ([r.[ DH (tiJ. "lil".' 
,\{. ~.k'rnu'"l r(~ Fh C:u 1 .. <1, en 1997 dtJ.fant(­
L, ·,.')'!.ll1 "J.:, 'T,ídvll'lw de ,h'ng¡1( r,,~r ,.] 
vinJs nr:-,}-2 ;JPlluripu JilllLlIU Ll ill­
t:xdón )'<"l.Illdarta fLF" une, ,1,· h'i pi in­
ri¡):T:k-s 1':.(1<-.,,; (J,-, fI"Sgc' (].. L¡H y ",f' 

,,1 ".".'1 vi) 1;1 ['I(,,,[I,IIíd, .. 1 .-1" ·>.Hlt[';¡Pf [)H 
!¡¡¡.:' "IU infH'c'íón ;;"'.un'.J.Ht.:., 16 a 211 
<üio.,;> .J'··~'+':'H('~~< (1: 10:1. 1)r'lnv'il1f~,·,~_t'h"n ~'Tj 

L, Il,Jm,mi::lr,n d,' h¡ ::tll, 1 ",,-:dad \' la 
[fI:>cur'l)l'.'in {"k·o hr.) f 1..1-"1(k'1I JL:1'-' (ni h/.Jdd:-: 

I"jl lJlflltil,h':, 5\'rolÍF"ó ;'·Ol .. \',1:.1 ha'l 
,.tlm .... 'nl"H!o:, li\ "Irtul..vi;)fl d,.' k" ',il'll"· 

J.ch. l., ¡ ,rr',·, rf.Lí(}rJ"·~ llaudo pUl' F"¡]­

~ddu un aurrll'nrr :- f Iri:t::~n('n del dPI IgU( 

L lt'tp,'j¡,.I'!.J'JIlI,H¡l\.1 ku· 
.,' 11'0 I ]o.(·íón dv '\'\Id-:"."/:-. ·· . .,.¡'f;,.111Y/:..;.J L'! 
iH¡"'rG1,H 1(ln ,Iel DH '.'11 1:;1:> ¡,d:.h elel 1".:.\­
(JI'[(:. '.k,1 t.al íl,,· \. '11 k,:;. ['(tu'.", ..1, 
Cf1 IÜfll.,UOt·ricd y .·\lnf d(ü (kl 'Sur EII 

Hh:j 10\ dt.· .:~q ¡¡}'t-,/''l- LjilÍrt lc:~.:¡ rÚI,,,(?~;'1.ru­

pÚ\ik"., (lo- ,,·:\IIl·\rk .. I. ,e·lli"', la, bl:!" rk,¡ 
P~Ktf:'JI_'_l- r7>:f, .. ,.::tl"lI-U ("I(~ I\() h~~lwr (h."I)gJ~¡''' 

d tUiI. f ,m I't'obklth't impiAldllk ,h· 
,;J\..Il,~\H,/r)~1 ~'n l')~-IN f,S). L>j t::ft(JKL1 r..hA 

una \tF [lIld ;)1'11'"(';.:1 ~,I vinr .... de,1 dl:'¡I:L;U~? 

'¡'r·"wh' (¡, 'jllF' [;.1 Il:lh'lr,1\ 1.",1 dx .. l ' .. "r 1-

IW'¡" pnnlll:t ()bl"!'''!l 1.111 .,.dl .. , 111\',.1 dI..' 
dJJtiClh:"'q'.,()-:;" fl"..'utLdiI:)llh .. (!.~:(. (drni,!..:,1 

I'H,I')J'f oIL1l'c,fJli' kll'pll'" 1./1'1 ir.;:los ,j,' 

1"v'tlqln I 1 .. 1' .... r,·,·r·..,'Jfvl~"'" \'-:wlJ.t1"'i"b ..... : T 11" 

H'I"[' ·,."liI.-. UII1H."·.g .. ·, IFI]'.) 1:) '<.!mJ .\'-' 
''''·.11'''1' l"l"lodlll'"iún ·!J.\·irvnlk, pOI 
L .. 1111 111''( ["'11;1; ;¡¡ilF Il' fJ>'''':' JV' JiI.'\>ll' __ j-

1iZ»)Jll<~v ... ''11.1(' p-C.tH 11 i('n lnf, ' "'JOlICS »I1L­
s.(:~nhnh"'" 11-1.1-1' \TJI'U.., LwU.'Jfd/:"l.:,U<': (In! 

L.' r'-'l"'I':' ,1 ... IltlIHlnil·.lI LI ·,',luL" 
,.k"'·'l'IF'tl·¡a fUI]",!,,,1 'llfwn,jJ Ii!, 111-

1u 1 J~:Ih"'· "\,lrjl d" .. t:'tL ;.:.!,\'·lh:;rtdT ;, ~:'n .¿:,j 

dHll"lh: • I1 p ... ,ni' '.tI;\!. y" '1\'" [,,, 1ul!',,­

('il;;', l ,LT;· ,<>n d' ¡ 1 ',',h1, ", 1"'1' [;, inf,,­
':'.l;;'1i ji! '·lF.'!, ]'1 ¡m' fi' [.:.~ Lr CUt,· ,,1,,· 
¡tUlk· J 1 "'J wd .... , '.1<- "'¡r"JI JlD \. ,].: :,pw:,. 
1,,..., LI e J'tH; LI 'V.tl\,Y 1',;-11 ,¡, lu:, LT 
in l:jh,~ p* l·: d..-' ,"(;'j dTil.H lir ~l r. j q lrrn.kn Ll 

1·:1'," .1.'!,d.1 \.),·j'1 IlIh'(· ¡".II ·[1\ Pdl'd 1.1 

pnJChli't tÓI t th! v',:'!rUfu'~, (,f]CZ¡C¡:;,$ \,< ~~,(.,­

J2;lInY.; .' .'HHfa kY:l 'v'H'tI.':· ,·k·} dr>n;:;Ih' r·:; 

t\'¡!Hha~.) ~ÜV~ ql.l;t naO tf.",tl"lt)i:¿ f IJ"I;''1"t Jtl 

n"i'¡!UCSLI ¡IHll'miLlfLl ti! )'."'i) "l.lla L,~/, 

lIgu'¡.:, (1,· la 'inh·/'{]<·'II. 

I.rl ('(Hnpli..(.í:..lc11'Jfl HEl>" gTa1",~" dc b IU­

ji·"I(:II ... 1 1)1 J rur,·;.·,. :,ul rw di,.I\'" 
innlllno](,gl\·¿1I1wnr,· y Iy)dflil h' .. ·r dr-­
~",:JI(",,-IJ:'Tk'.t:, V"I k,~ LT '·Jl(,TL'Xlt',."" ')".-

1.''-''. a·Í<:<.:h I':))'C( [,,;> \·ÍlII~'. lid ""'glll.', 

pll¡t~\ ,'fJJI I-x:. j·dl::l('I.fn~:>Ü{,"n·', ::!!'n{{ícas 
,[',1 1,\1(:"'1"":..1 hUllK,n,,, i1¿1 Talllbi;:·\j .. ', 

['F-1nhle qll1 '· .. ·h LT "'ÜCJf()KI":-;', ("1 .. l· 
fí· .. · ,e '>1'.:'11, [lllpUrluttk;, 1'¡t[;I LI 1I , up<:r.,­

di,n 0.1\' );) inf,wciun [" lli,]bl"'·lIc,n.hk' 
di· ..... 11nnJ I 1 j(~ nHI\\:>r lnh::;.rnUh ión 501:-.n::- 1.:1 

n;"'I'ilo.·;",I'" ,.lo ["':. LT . l1n[n~;wc':; ,"'JI JlI'" 

nillri,':l rk.H·~·' (-J,,:'t.<:J JfJlt"Lif Li d"Í\'t~r\h.l·id ,1..:' 
In 1';.':'1"1<,·,1:1 el !,:)<: V1I!1'·; , .. 1<,1 1.1,; rl,;.!.I\!· 

p<11'n ü:k:'nl tf¡-t·i.H kv ... pi (Itein;)~~. u Hftl tnn­

.11,JlIÚI .. Hik'c.,. 'PúLi (5.;1. S-·lnI h·,·\ .... · ('r ¿ti 
1) 31 ll"',d1 (lB k-~. hJ.Il.:H~ .~-:- 1Ih~ndHl.lc1c.,::.n(·,") 

,Ir, sdng]'i' 1".'lif'· r]r .. , dJ\lSFr .,¡ .... "']'!llti-

1'1']8 '~+jn,,'-, <¡tI(' bnL·JH.H H'::CJI,id{l- "'i:-:h'.UrU·') 

frlutv"",'Y';tlc !lLtF.'~ COII \·;11 tl~~ VI> .. :():::: are rtl.l·,l­

,1Q-;;; (,Jr.. Io:~~ !·u;..tll(1 ~\,:.H}i·lp'J'; Lc<" dnndJI-

1.(", I n"ISU (ti njj PI ditr'L:i'JiHl {J.. tI ¡"'T"" 
'It" 11', J')I' .. , ,,1 '.Ülh ,[',1 dVIIglIC \. [<\1':, 

, ...• U',~, 11:.I.'d·V¡¡·ll" pr¡.,b .•. ·,,!c,,;. S ... g' .... rf.'! .. II\ilí 
LT '¡V.ol;,X)OY': de purnf .. 1<.., be, 1.\ 1 ";P ,",11' 

ml'¡dC.h~, ck' I..,d,)"; [.h dOl'ldlilU., '.' ¡'JI L, 
rnayut id di. k?.; t'ó".o~, (-:-studiór..!tó ~~:I ~ I~,­

n Hhl ,<, ;i! ti. '. li.];v] •.. 1" h)~i. LT '.ljU¡;;Xj.'f; 

['UN ·.·.,I,'¡'ÜI'<l rnTIF 'íl ';fl'!", eI,·1 ,.klí­

;..!,th' ;.\tIIUp h'·· llü d,:;:, n kHh .1';.1 lHül j ,n t ..... 

lo'·' LT ('lt':'VJX1(i'l'." el);;.!-.l f, '\"J)(ld'rfon 

LJ'" ~~r{~tl·tlk'l·"; n~'>, ~~·'.:.trl.H:ttH';.lk~-, I\?r~ 

1\'SI i:':\. v 1;.1 I'n+'llJd E {,I,· ki .:'11-

vn!tm.:I\ '['ce,,","', 1,,,., ':,.du LI'·: . .J, [,.".,.1,,, Idll' 

t~:'5 r('~~'OnOLl(:r'}l'l ·~..J>:-;::i {'. >~:~L2:\ '\ 1'1) 10j 

.. :1"'11;.1111." ,.pl'" l¡abE' recil '11 k, r:'F.I\.!-l ". 
('1 "lt"(WrI:L':'Yf<YlI I·~'\.'i· jl1'ill1"1 1 V¡-:"l. l,'[' ,: ll~'t-

1.:·>Xl¡·'··;~ .f:1.lulr,,[ Lj lA·(Jt..:U 1;) ph.-?d fr'h"­

("IJf:')i)fd d,> Ll Hwnd)L·J.II,J~ vl1 (·Ilbt\,".;'> j11)­

Iwlonal LíJ pr·-··\~·.pq"'· ... Lt .:1.:' LI { 1J111nXI1'!h 

,,,,,,,ndnL\·ISP pUH 1,:· 5é·i 1.1l'I1'.:··;, 1::" ',.!,,'" 

dtK¿~ <:Ol"nr:} <.h.'· n<l(j:k~n ·:.l!,l.!d··h.l En HII 

dnrtdrH'k.' Id r<'~·.:;.rJ'.h:.'··~l.d I,j,.' I.T i, Ifl")·lJlX1((r'.; 

... ·'1 ¡;', ¡rl';' ¡,..,ni kh f'rot"II"".·" E. I\S 1 ¿,\. 
;',;:':J rtl( r,·\tIIJlg¡,l" I"ir 11LA-l-jl¡ 

l\'ft! r:,rr(r-;:¡ rtW~ (J(,tLlllh·'", 1,,):, ... pul.( IK Ink·s 

;.kle·..; .[" n ,'.lr·LcI·,n \.1<.' 1" pr"j"lIk' [\'.:'; 
rllej"nn B:18, :\2-1. o BG¿ .... Ir.;-; 

E,lO) .... ,tlHlius HtJí';.1I1 fI'."" b 1",,·· 
1.11":,,,,-, ,k ¡"': L1 (, DR' "lt"rnXk"" l.". 
fftdl"l((7;. rr;J~:' Le! itIlHI.JJtlf.,WU 'I~ I'~;,n tUI ~.:.r:·­

['AIIJ(' d," ",'¡nh dd ,kn:';I. 1" .";'.111 ,,·J¡V'!"";Li 

111 



FIGURA 1, org;miz~,ción genómiea de! virus del dengue y sus proteínas estructur;)les y no estiuctUI"3!es 
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!.11 r1.f2)j L:1.:-:> UJfli.rd \"~H'j,)'~, pr j nt'nLt~¡ 

AII 11 el 1 11.' 'cA,' h~1 Sll;=\crkl" ',(tiC t'msük­
I\Tl LIS [>p,v'lII,f, e rck la ,.ap',hk·\, 

('l",z"L E. :\S:-; \' >'<;12;\ pi'I'.1 ,~l db"l't'f 

•.. k ',uhlmllLII JI" .. d, "', . .,. lIi'L,Ó C(·rJlLJ ,,1 
dVll!..'} h:, I,,,hría ql.lv r{lnt1rllLlf la ['ll"-

5·J:,t'n 1.-.1 de· J dpv..:. Jnnu ltH"':g~th.,"" l;J.1 kd­
lfll tih.' ILlqy,-.rHHlh<) 

Ln'" .:'v.JJlc .. ·c; ' . .'11 hh 1'" 1 m;,ts de hÍf.,l­
k'p'i" lIloL,,...,, lar han )JeIIIJltílk, C,II·.)I·k­

IIZ .. 11 IIII'jl)1 el g':lh,n", \J, 1 VÍlII'i. \.'k·1 
,klJ):!lh \' r1."·nldr n:·,ginlk.·::~ ;Jnu)::,~!~:cni. ~·r'., 

<'11 j)¡"I,;"ínrl'" "<:\IIFPIt,,j,,,, I( , 1'1'«('\1 \' 
[1 JlIt, "f.¡ IIU\il'dl,.::, '. pe\' "'1',1111 dfl 

:.; ¡<SI ;0',\' 11\.:<;' 11 ¡"'. I ',' ¿). F 11 ' I·:,{,l' 
hnn Idfh:\ la n ··"~I '1 h' ')1~'1 U11 [ttl IÚLU Id ,~ <"'1't­

na ".] 'c nI!:> ,]pt ,j.·I1,":'h' ('~, '".n.".!;" " . 
• :,.t..; dll'lgl,k, JI" 1111..' .11\'('[>, • .>', V¡'i1npc,s 
d, j;b pn'il o ]Jli'I5 vírl(.,!', [,(,l.,,;, ,'pirn­
Fu J::<. f'~'lJ! ~f.lij ('~}::, 1:,;.,11'-(1 (- "H IoJ ~("r(rUI)Q. 

jl!H\dcll 1 ¡¡ji i:! :11:S", Pil!d ,! .11'"" iin v (,('0-

"'hq¡ Ih· IJtL! "',:'dcund polii/alelrh" ~PH¡ 

PI i lU 'lo;! ,; ~ d JIra k~~~ I,'!, ';Jt l u ::>(Tof lp~ t::; \' 

P,:-'L.HltlCC.' '.11 ( é'¡ ícbd i J'H 
Li.! 1"1'",1,,:'111' F r"z (·1 ,"I"ILJ,nl'lpll\\, HU', 

,,1 ItlI "Lil'lk d" Iil (,.'nvc'¡\ura ,k,1 yj¡ íllll \ . 

• ,1"1 .. :lln I",.,j, 1"1í lt61'r,,,pi.·c!,,,:k,:,, L,jologl­
,',"S IU,lb iI 111 ','!ldl IIP". i.kl \'irIl5. "-,Jlli) L, 
I.ItUÚ" , .. 1 n', ('l'''-A ¡"JuL,,' kh' pIH.iF'J' 

'ji" ,kf¡""1l p] IA"f"tlp'· \' 1,1 in:'F,bJlll'J 
1'0'11.11.11' Lu" dllll,'W'I]",h dU·J¡:W.l()5- cCln­

ITU 1 .. 1 pl(Al'ln¡1 E s,.>n lu". I/ríllh.'f"" HI 

';tr I h·t('rtJdl j ..... !o:~n Lt il}f('~ ctúll p'Jf .... :Jfth 

cf·:.l dC'ng¡ V'~ y 1·-::.,-:" <".11Ü:i,L}, Il()~~ I:h:: 0;:...L1 t.,r{)­
[.. IIU ',(i·tI 1<: •• ,. r,spons".1 ,j .... de l.;. 11.;­

I"JC3L:' Illlllllliílnna d('lll;:"" kll""',:' dllJ(I­
(Viii i\J l.sn;.! 'p 1'.' "', prohllkl E, k,,·: 
pu·)1t Il'Ih r \' ;\1 I",n ,I,l" ¡.ü ,'¡'"d'h OJl 

la lIJlllIHlÍzacinn d¡.~· LdurH:~ y :-'un {':ap~'I­
(:''':., !.h.' 1'1"'I"cl·cifilhllk'." ¡.ilell.!:. I .. 'j·.', 11 

fó:: JIl'¡: d 1" ",xr',!""',jr ¡UII ;J '.l'úlc, k,t.il,.·, de 
"ini:, d,J d,. "¡l,IIi" r 14) L'I\, ;ulrú'l.Ierl}o:3 
ll"utralll"II·¡j¡,:. di!' íg¡,II.", , ,Hlttd Lj 1'1'" 
1('ln,1 E pr'lfl'lk" .• 11 .:.1 ¡",'Irpo Ig(,::a 
LJi', ÚI1IÜLH'jlIU, ti" llé·",IIL:í]I¿UJlII " .. 11.." 
rmv'l,,'" "f;"('ilil'"dr,r" , P,:l'l."Il(·u·n .1 

,.I/TI) hUlÍpU "lln JI" I,J ntil.I·, .• ·.JI..Iu. 

FIGURA 2. Al Proceso d~ m;;¡,dur;;ción de las proteín;\$ estructurales del vinJS dengue den­
tr,o de 13 célula huésped. La prOle!n" pr~M m~nlíen! estable;; la protein~ E. 8) De$~rrollo 
de 1;) p;lr\ícu]a vírica completa, mJdurJ. e infecciosa, La c,onforn~~cjón fi n~1 del v]rión e;.;:­
trac~lul3r contiene fas ~pitopos ;l.n!íg~nicos funcionales 



L;',~~, r ... rüH··tn,J'~ no f>~~nTKtUJ~tks, nnnc> 

f\ISl y NS:>, >-,úi) (;XIXHU~~, (J.; 1tJChKJl 

tU Id I ("~VtJe'"itd ÜUJHlIlIÜJI JH proted(~r,:) o:'n 

Iltüfklu'i mUIÜI'Y;: y. {0.1110 no c'~,I,,¡n ·;'1''-;0-

~'j,'I(L6 \.011 l)drt.I(:lllt.~+.,. \:·¡ll.:.'~l.~ 111){·(.>\ ne, 
(!Xlq .. ~ \.::1 rif"~:~n de qut:' Id 'inh'Tdou ~fJ~ 
poh 'lli .Íi.vif, 11(11' .:1.1 ltktl\' I PiI-,. Ú11·i1ít.::ldo­
I~~'~::', E~:"td - .. ,ll,](C1>':'1·J.':.;tlc,.1 LJ~:::' ~h":.~·' l)t){"l'Id~~ 

1\HldH.LI[·.6 F,JF~ :~.;",!r lth.lI.LÍtl,:l"!> (rt (1 d~?­

",dnnll,> de ,\wtlH¿¡:., (UnlF" 1:1 ,IenguC', 
1'\ "fJiHUHu¡'''lón :~f' lL'tl'~': ull i t·'·.;urrv:.'Jt 

I .. h: hr'') ~F'(Uk'ü$ ('(HlS'·~.L:l.tido:;: ';'11 ¡:;,l ~Ji':-

· .. nrrotk,~ de 1:,V'tln:rlS contra .... 1 -:.kf¡gn\~ 
j'dll \'ínI X

\ dh'nUdLkl':,>,': :'"q>lf, .... L:1J rL· ,JfI­

Út!dIU'"> di.>l vtnts (kl dPll,l;:tW (>ll k~\'ú­

dllr::~'.;, \¿l(ltll;¡t;:> t,:,n \."írll'-, tnaCLl\'~h~l,:j,:>, 

";,.'1([11)<:1.') i~·<(lrIlVlrL'\nIY'" ,\/ vaCLWkl~ t+' 
.\nN 

\"u t·.:~. LII il pro -,' lunr [H 1\1 " .. -\\\'(11'1'" (OU­

tLJ ti vir!'!';: dvl {h-'nJ~:.tIV tün '<.:inL:< dlJ.'­

tHldd·.:,'", ('()Jl la ~,Hbnt~~'lijLj\ 11 ~11. k;.:; 

' .. :ints pued1'li (:,Jj·~··.'l\·,·lr ':,11 \'iruh'Il" u 

y . un b :~,·.,hl\'.Dtr'lIluciún LJ n'~~+~ljf :')1-.1 

irJllIHniLJI J,) ~'<:, I·~'.'<d.':;n ;',[ l l:prn~.inn-~, Ili' 

~z·f·'ro! flll\'t.'{::j-j·;:;¡·1 Exhtt'tl VnfJo.~< iJgefth;~ 

Ü [ln~ Iniz:,;;.n.lf( '., ,·:.'H~th-:1Jul~:;: (on Vlru~, v.Jr(~­

ull.~~drl~ d,;:'d\'.<.td(J~. ,k di·~.lii!hl:J (\,'!"Y: 

EH lID c';tl[dIlJ('r:'I[lJ>dL·:IÚ\\.~ d~: ht I·.·tah­

~lh'i d~~ 1..'1':, <:,(,Clh>:llcL-b d~·, nlwk'/:d'j(hv~ 

J1'~ LJ fVp" ,wl,sin¡::t1 \\i''':'~~1 P(l'~' 7,·1 }~d(, 'SI. 1\ 

(kIT'.'~~ld..t:-- 4:;:\Z:; PD[(-~) \,.ltllk."11tU.. -\' 

4[;>\Z:; Pl ;¡<-~i L-¡nd .. L,,1;¡ d \\)n.'I"-, 

;:tj¡~'lJu<¡{.b.Plln(·'t ,,,d. (l~,l (~tl2:~5ri('r¡'HlqtH:1 

L,~ I,!lnLifh d~' ntJ"'k(Hidu~,, Uh'i,C·l"·.;l­

di.')>'::'. a 1,le~~,dt di' dllxl,lJ 1.,,-;. pl'opll'd.y:k:') 
L,.;.,lupl' H~ del yin 1-;. ,Iudriun L"h;' ,,:>¡~'r uH­

tlllfunt~::~~ p-dld la~jh'FlIl·,Y~ón E11d (;\',,() 

~ JI! 1;.1 ,'f pa ;,H{'HllarLI F[)J\-~'i:1, 1,.'1 ~ orn¡:kl­

¡',.'u·lId) .1,> 1.:1 ~'_('U1PllfjD ,'.1(> JiI01 I{l.i;'l.( ¡,L:, .... 
o '.1, Lo o ',1<' o.'ri:J:ill.d nE>'-~ n,¡,rlJ tH""',­

fr \).I1ul i tll·", .. I,~ h.1t',~11 <kd F(:HL,ntd 

E~Jf),:,.I',~JllLl'y~ llH.lU:,.:('l'(Jll (: por T un!-:'I 

{\:?PJOl 1 .j: n~> tli..kiJ lQ ... JJ /~:~ p p':or 1'/aJ !,TI 

pl'~,>d:':'J_ Cl} pUl' J\sp ('fI ?;SlS"l LT'~'U 
r" ,,. PI 'o, .. 11 >S¿\ ISI e lu pe,r \ .... ,1 ,. il 
\:S:~,nl1 \ Cly P(U' Ah ·:.IJ f\JS4/\n. a(h.~­
JlI.,V":' d~:=- rtC7; IllUl.i:VV."liP~ '\iI,. ndC:"".l" F li 
L/-· -'lI'-,)l,:'j"; }n vHro '.;t.' !!h"cJvü que b 
l'!I( leh k'lll 1,: .. lt1-Val "1) ;'~JS:::::So iJf~,<ta ;,1 j',l 

"'I,"n.ldud r"plír.:dlv" d., 1 "·uus. (1'''' 
l)l\·'.,enr'~1 l.:ld/':v1,;:, llhl'~ pcqtl\':Útl':-, y dlfu­
·~iJ'l F l})l'Tdw,.'lFla ... 1.1 S(.'lh,lbih~.Lvl .l Ll 

h:'ntl"":L:d(ll'..:L PI:.l'! ¡:~-st(h I.:h t{>JP~':' n{,~ 9)'1'1 

FIGURA 3. Virus quimerico VETO;OEN-4 ~I/frus d .. l~ ~ncsf~I¡lis transmitida por g~rr;¡p~tas! 
dengue-4j 
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1 

dd"Jl1l1ndllt,y:;, lItq.J(Jl't.,llll' '~ I uI d IJ ,)Lv­

nn,l(:ÍOJ1 dc·] \'Hll<:, PUK-'-<:, efl Id1ow,<, 

LH:t,:':1I1h:<,. i}{i'l LhM \···.1· Illld. 1'>'11 \'l1lj'·~ 

_1I':>IlI.I.:Hb" DE":-¿ í, \'[<1 J ¡¡¡¡in Pl)1\ 
'"<;¡i. YlrnHlbT1d~hl p,.Jr \:'Ía '~tlbulr.drh\¡ a 

,]".,]':, ,L· ¡n' iln"L"j"",: rUITII,ldorw< ,J, 

pLI.( ,1 d·. 111' ¡'-.¡¡r(~, ..... (.[ dlL,ulwnk l1HHIJlF,-

E'" I U 'jOC k,'" JI) \DI'"ll"""', i\'o,c¡.:-

1'(JI'f'::, {ulkll'CJil "HH j.~ j h 1 t 1(·"1;, inrnu-

[ÍL""~~'lnft'S(pl0 p·I';"-J.'~.lP:r-AI ,ln::,ul"l;-:~ 1.l7}, 
[IJ n(re- W:..ill.'Jro J", J'\',.\hv;· "n \1~1{:if'.1 

f.:tt,;dr.clad"- L:l ~.·<U:llt id,~.j(.l de t~ )J.~J Id .tI~-

1",,,..I,I\,l\II\ T' iI íF?'i-'ll .kTh:.d.\d, 
b ·:¡u 1(.:,(:,2 1 '11':\-3. palC' HJ. u'·,· 
,'IlH~; \'dl ~1I1") >¿tj '"e "b::,f'l\..'dlnn d1ff­
lJ:.1 H.·M.) VIIU" In·; 1:1 ',\·c1:0<;", .;::1,,:. lu\ \:lru~" 

{·,'rl~lli~d.,'" ~' I.u~, \\;f1.'LJltuIF ~-, :,' ';(1 ':':("0-

~ JU_t'l~l (jl 1\ nln¡;:'ulv> d,.:' J.:»i . j.;;,.-. ~H_, lj': Ij­

¡·y,,:lniL"rd i \ r:J(,l ·,"' ... tu,-;< [w líl'· ... ,l8,1 

C-"lgll'dl '.'1 ,:d 119) jll.:dl/,HI)H t~t H:~.­

l''', ,t, d. J,',,:. LT CI}F d, "", ]"""",,,, 
qU(~ hal)la t" .. ·~ dq-Jr" un.) \',.11 Wl i l'xlwo­
¡fl('ntal (-un VLl'lh UL>.f-,1 \'j"\'q' .... ·~d"liU~t­

,Ic:,~ Lo", f(:,c;\I!f,lIhv; <tbt,,'JIJ11lj'v. Ultlll'~l­

I~>n i,pJ(, t:1 J.ld' L'rl1, Itn,~ ... qll;,d!.¡ lHLl 

Jl'';-,pw:>'.:;ln eh., r T CI}f )'1 '11 JlhlWlfld dl­

ngl,.Lt1td11 t " d I'~ r·[o'H-:·'II1:.) (, \' ·~.U~ll 1"11 

'lH,' e'~,ttl lT:~IAI\-sltJ \":;~ 11, IJlHIUnl' Il~'" 

',iJk ;;! '·Hn.' ;'1 11I\,.v;1 j·k-I",d "-l'n(', LIIO-

1 ;11'n {~j [ 1] n>~J II H:<;'(':'I dt> 1.1'-,1 (,lt 1\ ~ ,<, Ilf'¡­

Ilc¡"trúd~,.',-, ((¡In;,; '·,~~~hHlw·'·", dlll.\·ji,II"l, 

km i"diu'..!'" 'l'h' L, r, "I'",.",t;¡ ,Ir· Ir,''< 

1 

LT (ilfd':.\:ICU<;· ~:t ti In 11:: 1:'; 11 JlI pi 11' virl1:; 

dl~J d.;·,tI,QtI(· pi.JJ ~:n: >'>".C1f -llrl.;gkl.:1 l}ar1J­

,·Idatrnnrl.:,: ';')'!Jl[I',::1 b'~' r'tCH:pin)',~ d~·.' la 
"II\'d!tur¿, ;J',. .... la F'ulo'",,, no ,",Iruou­
Ld :;'-';S>·l e\h"I"., r\~" .. 1I1Ll! IfV':: fw<r~n, h::,.:) 
pt illR:1 c"" I:H lndlfnr <1.1.I(~~ L~, pl'l.1h:·ínn d ... 
h, ''''1'\''],. del \'h'o'" dd (k[IRU", 1.,..,11-

b¡-.n f'.'<':¡ dkOJd .Je 1",1 1(~~-·t~\k'jL.:j HH)HJJIl­

I )rí .. , "nlÍ'.'in(::; d,·l,,,, LT 
(~il.l f"lllla di:' dlJ::-lnklf ln ¡.r;tt'!.';'·'tJl;) 

dd \lflJ.'> dl.1 .I'.'u:;:ph> 1or'!";i-l',!1 í,'IE la 
pro,1IF'(101i 111 (JlJlIlIl..'rd'~, -:-.uL'-.1It[J­

,>') th'll-: no;: '1111' ('.)\:lilb·,)J·! atS.llH 

\111' .... lI'l.!k-fHO ]J(¡f I·í;"; C;,:lh"-.. lHlllJ<:ln-­
g('~~ (L ¡¡JI \, IIlh -'lU': nn ,:lnu0Hg-ü ~,"Il 

~:11 PC'\I'lllhl. tll(hZl~~ ;)~'I (1<.:1'1·:1'.1' .... :\\1 1'111' 

'T 1111'[;', P¡' tIJ,"" \' \1,·n i !Ift prrí, ¡, 'i('­
r~ql llfkl 'j'1ltHl'j I "II'vJJll1\::(tl.L,· hj:" 

,:..!~,,~ J!l"'-> ('·c',n~"::-:'Fl·'l1JÜ.llt,,,,, ..-Id '\ In 1' .. 

L+~i'<-,t jl(lr lo'" }_~~,Tr(5 <1, h~:· jJt ~,ll,,·ilJ\:.h 

1'~fJtil'f"r:·.J, '.., el. I ~"Inh- df" Lt ""Il(I'f:dl1l''-. 

tLHbIlHUd.J lUir l;dJIar-':lIds. (\:ETC), LJ 
'1llitl,,·r.1 VET!" l:P,J-,! ¡n",or, , :';] ',f' 

1f[¡lir'c, [.<Ji';'! -':1 j'dr (·tcnld'; trÚH ll()'~~n'::' dr" 

,:\U..t< 1 tHI L\'" 'IU'~:'.'" lnnp¡ni:--',.ll" n[ nHD­

n·') ji"IJ \'t,1 nll.l'apel'iruw:\:~l '\ ",( {;h­
~,':'l\:lj 'V" 111' IH('-'>lllar'lfl nill.t..;"UILf d·,-" 
lo!::. <,.111',(-.:1'1::11';1'; ~::r(' IlIlll\)\dfIILJ~jj.:I 

w-;JJqd-ll" ;,'.;'11 (1 VTTC, ~~(. !t::ril dl,,'I.I­

lId·, ,111 q .. h.)JJl¡ 1111" l.y, illlj dH-:tl(Ch lj'Il"" d~: 

t,·.,ta'--. i',lrv'p,',Wl',nl:";-:: 1}··.~ld 1:.'1 dl···.:,ll'IuHn 

l:h' Ufl.l ;':.wljfJ,l «Al ';Inl'"! \t\fti~ lit, 101,1-
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do'~ q(litIJérk()\ que c-ontl::np,dll h~··Ir· .. 'i­

del \-'Ü'II' .... ,.1.-,1 deHbtP:, 
('IH::.n f'l al f2J:. <con:~,h'q\'rron und 

qlllllk'L':l DEI\·¡-:'; DE'<-,I 't"" ''',1,(1''11(' 

k .. ~ ,~}'JH"S ( -preA.J-E ,j,. rH::i'-·:<'i ex­
]H'(":'u 1:'~+lt,,(ifkh.:-lw::1 '-HltJ.~I: I)it'd ():ntra (,t 
\:"il u'.,. 1)F\%<1 en rdluhf:'~· S~:.· rWddulf.'l"<JIl 

,k-q j d;nbí"~,, ,L, iHnino"ítid,,:, Thr­
l.Jl1 iJ).\, {,I~(_Ly,-;;·hl(; ,"I1 (-:~lu-.) \"il'u:.- <'lUJ­

llJl 1'11. o"" .!I.b · ... Hf.lks c\fnt ;;.mn Ini....'.~·:·~. ~I k~, ... 
E.'dnILjj~'''' Cpl'~'\ VIl f,jl(,r¡.." .... , i»Jllí':.'l{'n 

IWllnY·. u Ukl R'i-:t.1 DE><-,l \. rn::-.l-2 r,',,-;­

P'\l l~V,)Ítl: nk .-\dcrnn::~ L illij(·(tLwj¡"'ll 

JfttLJI-vr=::.'hr<.'d ('.1'1 f,f 1 dh.-'I t Llf't"dlltt' 1\'\'1·111 

qlw tI llHltüt'lón Llu-L~.,:s'l,.!\j f'n id (t'-J~­

Iw:ra f''-.'¡ n':.'Hh'\ Indc'uu_. HW··l1t1'.J.~< epI\.' 

'~,j~ ("orj[.ri~rt;·d·t.;··) 'db.\·'":-:::;i:r,· dt.' DFN-:> l'1l"J 

],,) ("" "Lln'lbh:~ll '~ .. t- hd I·lnpl":<·:~do _,\.Ur-< 
C(IHJp.lj'lllc'fil.-:a'l'> dI'. IOllg1lUd (ofllpL:1i.1 

'.k DE»I par.'. ¡ nlL',trllir IllL ·,'ÍL"h quí­
.Ill,.', .. hl <'k,Lk [)Ef<-l IH~'~,;-¿, nn 
;'llJlj;J.t·II¡'·Hl1.~J ""Fh'Clf1c.:1 '111(,' \:vnt\::·u8;J 
las ·prnh-IIt...-r;:> .. "~tnl(lUhtk<.; (.-pr4:,tvl-E 
,j, UEN-I DFN-¿, '<,USIÍPIVi'Lhlo IVi 

:J;·'·'IV·.'~, ( I H l', :-'¡:'I.q Idú'uJ ¡:.~~ <.1-:-.' l,;Lr--:-·1 ",.::ll 
[o..;{/c; YltlP.., 'luilli~'flt"Il\ Pl.h.:,·dr'n '~I'r U'?: .. )-

11,)'·: pncl I xpr-: .)df m~rig< nc·o'~ v1P~"'1.·lfi­

("I"~ püLl ;; •. vLJ ':~ r"üpo ¡:'tl I.Lll.d ·'.'.;.11:IWW 

letc:I .... ·dlt!·l1k lk \.-Ínt;:;¡ qllll~lPrF>':~ jJi-tfU 

H::-:/ (H '-J 1'1>5 hllfltdn··:.":-l., 

FxpJYsion rlJ' jlitíg"'flIh eh> vinl' 
,kl dellgU(' 1'11 k\"lI.1ma, 

1.111 "lt .. ',rd .. 1ji> ,h"rín{l~l l~.ILl pX.pn;'~,Jr 

In.!!, 11 LIS, 0~..,frtl(hJI.;tlc~~ ,kl \'ÜU';, d< l 
d"llA'''' (On e[ fm dé' [11 "dll' .. i{ P,:UH tI­

Lr'- 1~·,.r",t!t;II)vJrkd'S ,:F'P\'¡ 1.:UHSl-:"¡I·· t 11 

utd 1. .... II l.!'~ (.isu·~nu~;. <1,-. «\pr-,;' ';:10! 1 1'J t 

k\"Ddut -Ir.., L'l:-:' \"':"IIL1]U'j (.k .. ,,":,Ie.) )r'\t~<-

1ft;)"; • ·,e.m n hKlflll:H.L:t:-:> c:,-n tI t')'.'d~­

oIad (k ¡',H ,dll' " 1"11 \' I"~".é',,,jd,:ld d,." 
L,:-:> ,.lntig·'llti'" dj'IIT'.;.ulos d- k'\·d.~.Jur-t-r'''; 

jli.lr,.l :.,Ii liS .... La lli~H \'¡J-flgJI"(J t j 1.'11 Vd(u­

fU';, hljiLl ',l ,d <::{~ ,letW;'-1I,~1rOn qql;­

Ll ]JI ¡;11-itld E "kl \ ¡rus ck 1'1 f WJ::f ... llHb 
J.qt~:tll.'~.:l ,·'XIH.-.,-:..,;t,la {.'ll 

(t~u''¡'l':a¡'''' Cd.p.dZ el(· \·:·sflrnn!-a¡- la ['fiJ­

E hh ~ inn de dlrlto.u'TPCo\ IP':~IJn ahr'uJ­
rp>, En f,j U~S,) de] \'lrl)'-) dr<l (k~l\SqC, 
\~Ugll:k ,'.:\ :d ¡..:4; t"ljby~,jl\'n .F'idúa IC~t~'­
r.~¡l'" l'~ll'.) Pf:'fh"l,,:;)r PP\·' IlfdLt.Hltd,.:' Id"" 
pi o1""JI j'P" ',··'~H ll( 1I.lL,dt --" fe -prr\,-[-E'I 

,j.,1)I'''';-1 Lo" ('('s,t1tad"" de (';;1<' I},L­

h;Jj~" dO!"ln"'.¡:LH'i)l\ -qur· ti 1,~xlJH..'~~,lun .. h .. 
[,:", 1" ,,1"11'1,:6 ",slnKIllL'<'I],'" ·.L [;1'>:-1 

(eH F'khia i-¡;t:''í.I.Jrb jJ'¿~I.lnlth";' ~':IH~rdl 

PPV ';'lntilan:'~~. ,) k,'~ \.·'tfP.tW.''::. y (IUt L)~::. 

Ulrnft':J r..,l.jC~J~ ... bic"luirnh kb -:: l.¡uk~gi­

~'n.';;:'; dv las l)tutf~lfla; (Xprf's~ld<':l~' ~~I:nl c;;:,;t_ 

lllj[::lH:-S a hn-:;. l.k- la\> IfroV·lrLt~. I!dlP;:;(" 

,) •. :kUL'l.(..- ·'it··l Ck'llif/",lrfJ fpk (·sl.y.~ r'pv 
:-:,Uli 'ltlllllllh~~}·n~h· \: t"ap¡ü:<::~~~, ,t" ~.:\ti­

In!ll-ar l,J l~l"rldjlu.ión ~k :1111.1 •. jh:~rpo~ 

J,I·'1)tlcJlixJ1Ir:""'; 

V,\tttH'I' fOil \'iru~ lrkKl¡\'ado., 
\'d(UnaS reCOtllbir~altttk,\ 

Pi d nnk d ~.d (2:; ¿i:;'~ t?xF,lí 'f-,H"JI"I l~t 

Lidll.1iHdad d, lJ1j~1 \';ltlllIU plJIJllCnda 

e hLJ~tj"\'¡lIld 1.11\.!t:.:h.h:kLl {~fJ !'t"hdn-l., 

'\{('·ro, /\ pdftÚ '.:.h: un .. '¡ c."pa (\:11)1 h(ht~t 

J-u.rn V~:WUIL:.l ·.k PEf'\;-L \'llhi\'dl\)fI 

kt"< i, lftts', 'PJf,' fÚt-'>l'Cdl punJ"ll'ac!¡"" 

ÍJw.- [iV'l.h.k,,~ ~:I.'U f,')l1l1a]ina n.] u.n.::;'.~,'. ¡i 

22 üt , EII ,.'[J: .. ,J-"~.'J.., di," hHrnnll"i,dLH.:ÍI ~'It 

fdl"Qn<':·.., \' ~\hV:1t'a úJilh!ru¡- l'qH dI i~"h, t.Hi 

h·~¡f.l'~' CDnlO 0 .. 1:. III,E! {i" (ttJ 1 JI""! ro:·.'hv· I,/t li Y 
(1 2) rn~ ~CUll :: f({q.'C/c;..-;:! 1'1:0\'-:[-', d.i .... a­

Ilh'tlk' \1::' I.:k,tntt~~tro.\ Ipl': 1í-:1~ \'dl lITI·.JS 

IH lfl!'l': .:v.1r·; ,,' Intv .. tl\';b 1'1:::-' ').flII lllrnUlló­

g~"0lkr\ ~ JI ,Illlb~r--. lI)".;ldl)<.~ dlllllhlk,::> Si 

inC[l!jCft'Hl ;lhu'-'! ljl~lln;;. ..J¡: dl1tic!tPrpu",:< 

fwtlllak'?,;ü)rr·<: ~¡llt'j-UE><-..:: \", t.'l! (,1 {- .. ¡'-u 

~Iv )¡I'; rate,n(:;:·, ~,>,::L>"', ,pt,'~Jd;'(\l! pr"JI/'}-;l­
(I()"\ l·nnlpl~·.'t,·Al"!U··litll ;,)1 ',<~:1r *: .. ':q:.llf·\lj·I.~; ,,:11 

.. Hie~, lvnnok.'pn En k,''t Hl'.JnVi, \··a<."Ofjd­

do:.\ ,·tintin.) f) I (·,.:h.IJU c·l p~'rw{,kf (j.:." 

VlCClnld ~ k',,],u,' .;. ~ It· b ~'<·q.!f:.~~>h:)1 ~11 

El unpl,'" ,1>, q¡]'F.H'l;'·"L.", viri,,-,,' 
f"\'·)l'rll'~ll,ill~'·'; l':l,n\'::=J>IIt .. ~ {'ffi-t .'.:'p' h"II 

j"í,'ILI L-I '.k,::>dfI"(;·lk~,..k -,/;1(1 ffkl". ',t'lHL'¡ 1'1 
~ h:uptL": ,1 t/,x~¡: d-, \--ínr.:. ... .-iV03 tIlde! t\ ;1-

d!J'~ o ;:lh-.'·ljud,I,~,- Pn,l ~':;It:lhl •. 'L\1r Id 

~ (¡ntlqhH l("n !lIÓ\ ilUlIlJlV"-'P·:¿·.'IU [-IlU­

)f"'I:j ",t ,:d (27! ':f··.-m··ti {tLlrr(~ \ JI jI'" (k~ 

lo) Vd(.ll1ld tl-.'1·{IJt11.:'ln.Lllh"S qtt.·, ~'Xpl ',.\'J­

h:Yll djr~1)f Ilt~":, p~HI l'H)C· ... 1 h·¡ ,!.:~'I~:·n)a 

,"Id "¡¡OC ll[\'-I {C-p,;:·.·i-L-Y~;1-
,'\,,':-.':,:, \-,\:,~::'Ll ¡;ji',\!-E,' pr<J~\l-T<\,-'.Sl'­

;\',Sl;\-;'\,/S::?B. ~,' ; .. \¡~s; -;\~.S-2_,\i Lv", d(,"', 
~"ll·U~-c t~·'(olnUilhtlft-l.\~:; prÜdll-fI~'l-,'; .j.-. 

1")1";".-1·," indS ] 11'('\ ¡ .E <; • .'1'1 ~J) 1·..,ll~·1( L'"! (h··< ~ 

III{btjr'lOI! L.l~,.iIU.v.;h. Ij(. ["",nlf.¡<' ,·XLld.{I·:­

IUhH\'<., (]f;' F in Firm ,-v (uand.:, .... ",' jl1f~, 11-

htf·:¡n <l ¡- .. lll'I-II": ... 1I1,'hll';:I"tJl ld prodlH­

- Ion d~' .)nllcoelp'Js nl:ljll;lll(",~lll((><; t 

n.Jdhi,J,.,·l"I.'~ ,It- 1..1 hi'jlk(~.duUil,J(I.',n 

\ {;>lItr.:l I)[¡\j"-l Lu::, Gt¡,h dLt~:' \- 101 ... · j It" 
Id \ ,h:Hl"U rt">ColnLliruntv':, IF) pn>dl.ll~:·-

1 (,:'tj ¡. 'rn'j':I<;, (·xtr·;l( <,luL-.ft,,>- ~JI:~ E lit lll'.lo-

i·:·;H.H~ f..:-:,;rHH-.'.'d.a tfUIHlll1t.-IIIV) (:\P~h.jf1C:J 
E~,tc,q n,v)lllr.-:kL ... ~~. f.1J:J(' (klnl.l,;·')r.n~Jl h 
JtUPI:)J'LlIl.:'Lt ,.11.' LJ (I<?xpr(,'\i~)n lIt' !tI;'" 

pr-()l('uü1S pn-LJ } E P,)I'..\ 'Ji1docír ti 
pn ... HJlh.(Í·:Ht dc' aJitku;;.qli,:"~~ fHflltra­

[IZilntv" .' ínlhih,,:kn,', de 1" [Ji tlLLgltL­
t.iW·H.lt.;n p .. Jfa ·!)U pO·:-.lble IhO di Ulki 

\",.t~'lllIU ~'{HIHd d \:H1Y" dpl t:k·ngup. 
-<:1-F° 1";:df1 Iu-~ 1'~-;-tUdl~)~':" prv\'k","=- ')UblV '-:1 
dh\~Üf.1 de 'v)H~)rlld~~" I.J.tr1 rIú\:·l\rillh-\"llll' ... 

d¡;: Lc!. \'::1";111':1 

SVH(lpoll f:t ~d, tlfll,'C\'dh 1l 1 !Jl h ... \I.:q-

L·VHtl'",l('J.·nnd/LlUJlf- t, 
F,rOl.dlHl E "l.·! \'Ír"s L, I,H,-

U:.Hla.l\:., .. ~)tuhüwnh:' se· ]JHnlk {)~:t rk1n1r 
tJc'J S.A.dUJj.-.h,Lltll>,~ d{~ lo~ u.lhl\·('~~. dc' ('~,"­

Illlú~; clt·.1 itl"f>{ lo Sp'l.h,~(tt(11~1 fÚ,',!jlptl j,-Ja 

ítd"""ladu ~ I nn • .'J l·dJ. (lk'\'lrl.l:~ t ('I.oJllbi­

.ILlIjt{- L{)~i 1 f)L"]¡f"~ iHl)(ld~HJ, .. ·~::' ,.('oIJ LJ 
p-f-t:At:'Hi?.t E pudf1r-adb IIH:/cbd~1 J'OII h1-
dP.)Xld,:, ,.Ie .'lhin1inl t ) coro,} >.Ij.h'l P;ojf!(,"' 

I"tlfY;;Lr:lt"UIl l1thl r(·~~plH·'-;;t,J InruutllL)i t.,'l 

!nlln~")rnl 1¡4\t ( IgL iI:2,(,l, 1,~L~J .' 
[,:.!.C~hL ('1,)11 .,dil i~ 1.11'1 pll" l":I('ul.1'n l.Li:~'-ln­

ll:''-->T ')ullIbr d Ll ·A·j"llldd tt':~1~"~ 1,.1 ltlltP.l-

1ú¿<.H"kll·l ('on \HLt'7, DFN-2 pllnliLv,I<8 

(' ¡n~j .. 'ti .... ;:]d,)··.' LI]\ l'at<:")[lf":; "1'11-; JI".:·lbiv­

rnn ID pnA.l~ uF1 1.11 tllflc;Jda t c'('(ilnbl­

lLCft i(f'· pnv.:'llf.::..tL'üJ) t'IL lkt I tr(I1'('( f'I~,ln 

j'llnrra 2no .' j;-... ..,1\ Ipl~l k".;: 11"k:c!LJ,.., .Jr,. 
\'"lru"\ 1 tEH-~ [,,,tU >.,'-"tr,d¡ ~kl r:",If'J?C<.:·· 

j ¡-r-f)ffh·!¡·.,d,)fd p,lr-i.'1 lü pi ddl wcll'111 eL'" 
pafl:lCutu.s )J1'O~i,itIJC¡h lIUl1Ulil."r-4end\, 

esp'./ .. L.Lhn"11J..' pr('111'¡nt.\' . .; d~·.· k.~, f'-U .n.n.1 
'-"'1 oti[>,-,', <.k \'11'''5 "k I (kn~II(, ~'; .,,1 '¡,,­

·~~ü rolle, ,J. l illd IHW·~:,.:I .~¡ .. \'n>.:'r-,.1tí··:,[ I Ik~ 

\'._11'1 1 Ll'.h 

~:;r¡':,I'-t~H',1 ,1. __ d I~?\~ "XI..j(S,Hdl) ('JI 

r,,'hl'ddú';l ¡ on 1 HI Íi H,~lIII-TI(U ,h, ,Q/'I"l 

fj1h J'"l hfE a ~11~q .,Hnillí>,;I'H:k,s l.".k tI f"­

gÜ:~H C-krnl1lVd dJ.' Id pruv:ín..¡ r: y f;::' 
-r.1.l11IUI.I,Jr F1·.··<--, ·:k, L.I l.t')fclCJl) >~-t<>rrIJlrlld 

íJ¡--· Lt 1l)'('ltf~'in,~t no 0.~;;1.rIKuJld.I :'\SI ~k, 

DEI';-¿, ( .. .:.In l ' rr-'l"IlLI de flP-.lun (f,1j"¡ 

Illflfvlll;t .-\ C'suhl()cóuc;), L¡ 1 d"dl f.' JI kl 

rt'lcnIIIL¡II~lllb:' (.k hj:'ú(~n ';~f' r,qrifb ,. ~,,, 

":1 ;lrt· dL7(', 1'd1".\ " .. V¡,dU;H' '':'1) ;.IlÜl,SdIlCl­

,1.1!1 "UII'IIQllO:;"ó('HJdd.:J.J r',·) "I"!n"lO <.,u 

'·,.,Itl'(; hL.v.1 I"!''-U-~~ l·,'I'.<t<·'cl:,t't d Iv;; l'(ti.onc~ .... 

1'1)1111.-1 1..ll }~lu'r~,klÜll J¡'(a] .1 ·v"IPI\ UFJ\!­
¿ L", In·j'I.~'lIla r,'~v I'iollll ~Jljl ·.1JJflq¡f·j'­

pU'~ nJ',r:l~',d"tILII~" ... \. pl¡}F I"jh~d,!'s dilO­

J ¡Ef'<-;¿ Lv- r;d>dW""'J JtlInlllÚ7~ld·'Y:, 

proAI\lY"fllfl ",nlhtj(,rpl.'-, 'uHl-Dl},j-!. 
'In.· ;~l: d':"ln(ls¡-r;:¡f(~lt llh,!:II,¡HI!··, IA·tl.;·,l.-i1'.~ 

,h' i"lrihid,lJl (l,:.. 1" t,'·JL1,lp.llllnu.It'JlI \' 

n~·HIT·:\lí.¡':>l( iun, y f! n:-J' d', I )f-A ... :·.t:'.idc,:.,. 
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í'('-ulnl L~ f~XpCI;;j( ión l'ftül ,;l VH'U\ r)EI\.I-
2 iw)', uld,do pür '.id wlri¡"ralwaL 

Ee, itll"drlilm,· ,>"JI", d ".] tlp" ,;:k 
~ouhcld~:>(':). .::k üHIHlnUj~J,JHdtna:s qtN;' s~:( 

~I:'nf'rüxl d""' .. plj("~' de la ÚJnnlfltZncÍfJf) 

\·,.(',n 'o¡\j('I.ltJü,; '.:utJtLI·f,·1 \'·Utl"· . ...:Id de.n.c:;u..~\ 
"{i) qI,H') Lt lHltlUnJzdC1('H ~h: Ltlot:1f:'S COH 

VlfU·'-:. \'l':t..J'> IlrIgirEI Uf)(l l"l-:;::THJi",S.l,·1 pl'~'· 

,], 'míIWlIh'tlí"!HC ,Ir' [gC2:L qUl ]"jj( de 
~,k"] Ll Illí:I''; l·{I<~.tf l,nr.) rf'~:,i':)l¡l f<Xpfl~\J. 

cj.)t1("., fqn¡l',.:¡C, SnH,V HY .j,t d.1 f2tH .lfU· 

dkl\)1I 1.:1, r'·'FlIi·,sms ",,'pt'cifira, ¡J" las 
.JlhJ"l~tr:,S 'H,b(l.zv:"'~:3 df r.~c~ ¡d.~1 ral(WI('>':-" 

l1.:\LB lllUHllli':-:'".::.Ido~" l'on \<inr:. ViVd\ 

ti -.. C'II uIla prot.dHd E ff"cr·rnbüv:nlh.' 

rmnr¡lm"nl" [)urífíuld,1 ,J;. LWr"-l-L, 
Lb H:<iIH 1("',1'..:,, d" L)" ,Jbtítllas 8uIY.l,­
" .. 3 l.:h" 1.:,:(; j!(,<, L, ínITnm.ízilcK,H .nn 
VU'\I:-"-' \T\:'(Y~, f)r,p~'UHanAl ,.1 ~;,lglllplltc' 

ur'[,.n d,· lIl",,:,llItud l",e2." IgC I 
[g(~¿b ,,' Ip,C'i .\-' tr¿t~ LJ JllnHlJÜ~~,)rir,n 

~ '._dl pfvkin.] E l'ecolnhinün!l-', l,cC 1 
Ig(.2d '].~C!b . 19G3. Lu~ nf',:{,k", (h? 

!,'i1":::,i tr'.HJ~r\ J)',-, < .. pbI..Jw,:.es (~:::X(kpto 1,C;C 1) 
\,-' lo'''' iJlv(~k.~-;\ I.h·, i:Il1ti<'ur'qJQs ll('tltI aH­
z¿ildc'''' fÚU~.H~ Itld'\'(:iJ('"" c+:.:nl los \·lrl.b 
\'lYOS (ltl{~ -cOn h.l. PI ¿A~-ltl"::t E f(·.¡'.'útl'lbí-

1 ",mQ,· tle"pIH':, ,k ¡,wil),,! hh illútrü 

~.Il hdn~~,~:.':\ ',.k, fg(; pnr {n~ .. nhH~ .• ~t ah;.!. tI 

fr.:trd6u h~.C.¿\J lfLc·~r.r6 h, Húl.y·(.lf 71("II\"J­

,'bd !l(·IIIl'·:,]i?illll·' Lo,; f,',suhado',: do 
t:'SlC U~.dJ;:IJU 1I"fll<an '-Pie la inrnulrl.zu.­
CI.f.HI .,'.,,:.}~ Ylr\J~" -""1\",":') '>' fufl .In. prUf(.irnt 

En" ('j¡,L'Il'dllt·' lnd!wl.' un ['at¡¡'ll ,Jb­
rinHj 1k~ -;uL.vIJo::.r::-.f.:':: :jr 16L ::>pll (q.lnV:J­

f lh[t. ,t.. { 1.1) 1 t,~~nh I i!..f!::, rr.'d.1L/:,(1 Jl.I~~, ( ";11 oH (}"1-

~~¡I'lli7: i' pt"'()r<.\·H·v*"~ ,\'lI'I~ ~1~. :' l'¡,·jcln',:Jll. 

v·n,·t III'I'],'.'J', IdIC; [inr,), .·1 ,J"'<J1T,,,llu 

df' íUh'\/a';';' L,h'lHWS ditilt:(!S ',·{ .. Hllr,j t·~ 

df'll:.J"\Ji"; 

[] g(TI \p.t{· \'(HJIfíl':1 ht glu«.~prnt('Hkj 
E ri,· id CIl\'",h'li',) ckl vÍJus nrN-2 H' 

d(JflO en tUl t~d('ld,)VHH',:~ ~\'itTft.;., dI' l.) 
pl)li(,drjy,i'~ J lt h lt H" d(, A.utt~gr~'lph:r {;·¡fi­

f;,'f ult ;f'~ El \. illl\ n""':i,'!rrlblrrJjlt0 ,"I)J H;;·~­

nl,l -j·1 g-cn ('ul(,(!'1 d{· L1 pfüh:tina F pr,;::­

j'~' d~(k~ pür :"s 1I1Ido",)túj·,:,<). df: kl r{"~iHH 

C"-!"lllÜ1LtI ·1·· 1'1"·1\1 :,' por los 
in ¡'lllll,!" ,', lit ".I,,,,,ti,JI)~, [d jJfut",ina 
1\7S1 COÜndfJ ::;{' ¡.'·xprl.:'>,;" t'fl q'hd,:h de 

¡Iltg¡p,'lJd~i ~~"'::r '':;'. :'/;' 'JLtlt\'n 

"'¡~'I"('XiUEtl.'lun)(·IHe 1 IlJg ck dllUgl:'IIO E 
t,"c'Jmbillanu· Inr IU' ,:d'.das, ESE' :,lJl­

t' 1,~.~·:·I)c> f!.H·~ 1 ·::L'~·l EX ido pc:r ;:.ntl,'-:-:ll( r¡ pY\'~ 
pr'¡¡'k,rnk, ,)lltr-Llj:'j'<-{ y IV.of dllli­

l. 1 lCIT'l r,\ 1l1oJ)(lclfYlú)k~s rF:~! nfaliza 1111..">" 

''''1'(( llí, ,y, rn·nti' ;) IJEl'''-':: A F,,:\;;Jj d" 

h:tl)"r, .... ' pr".Ju('idol.i1Ilkn <: lt1 .h, anrí­
(u()rrJU~~, ll{'UU:d.lL(<J·I¡U·~~ <.J.:. r<dll«l{Ú) 

rk ¡:>hh il ',.ümTi\ 'VilTI.' 1 )E:":-2, le,,, rd­

tou,; v .. B . .:.\.LB .. 1'" v,)cqn .. :~dv::. :-'f' üunl"l­

tJt-,,~~1rull 1 .. ·.Jr','ldJtlwnl(· y se n:·(hqct -<<11 

murl,lllddd \' Inull~llíd(ld IJ;,S Le, '.x­
PZ",Wl<Jll tnlr;,udllc:UD ;, ',IPI", 1 íE><-2 
\,. H 1 d~ lIk."~, f3ül· 

p',r 1.1 j 1 1111" ", 1'.'11 1 1 m hú".!' , ','ir Jj '-, ,:!t 
1-1 1.;¡)CUJLJ l;.;;·(.( .. ·.tnbtlli'lt¡11;'> qtt.(' CtJ1H'H'· 

t'lf.n prnn:·!ltU~: d,~1 \'tril''; (kl dPIl,QJ.H:~ 

1.,<1.Lí ~'\',jlllúr li.'t n:ólHw: ... td .... 1,,-· JI I~ LT 
Cr}4'~ I,it.oto:-.:ku:~~ ('f) ~h.lfLHU(!~' .. InlllUrH­

z.ad{~) i fHJ pf<' ¡Il'd ip":)'Sl .:..k, "\·¡.tl'·\llW5, 

(".:rv~"H el iJl (:(0. d~'nIO~:JfnrC~tl qH~\ "k~~". 

"km ... " .h' LT (1)4' "itol!,xi.:'(:", di .. ',"'U­
pc" pHtfr,rÍi;' ,l. 1111 ',]01,;1111" il,IIIIIJ:ti­

:/.üelu 1:1.)lJ uní! v:wnrLl c~{pCriH t1 ·nt,.d 
-:1.}JitrJ (.[ ~':lru,,;,[)EN-t n~,·<;'Jlq'>·n f.'~f\C­

(¡fi( dIIH!nk' n ,_'ll t'f:,y 1'iún {'flLlüdfl. <JHl 

DEN-J, ,'pJl,'!,"" di' Ifn prutemns :'1 S 1 
\' ~,'D2,) i\.k·nJ:ls, lu~', \(,,, lit.'tl::I,.><, dd 
~~tn,~tlb·h.d(> lo rC3trítclon II({ ~·,llrJJn· 

ph!jlJ JlLlycH' de hhtotülltlAll ¡] illldad 
H\fhlr;iI('1l que L,~, ,JW¡¡¡' ''',1>' t 111(fí{, 

",1:>1'1 f(':;,!rmgldn, ¡>ur HLA-DRl y las 
,.:1,.' \(>;1(.'\(;\', •. nl!,'."b ,,",,:,.r lJL'\-DPw3 
F':'l-tfl<'. {>,·i!lhad.os Üldktll) qlh~ LrlIJI',';­

ft.:1rl',I>';· 0t~;l ~,,: >Y~¿~:L '.d Jgudl (JlI!.':-- ] .. 1'" 

Pf,'A(,ÚL~>: C', F ~>; NS:k 1.(¡Iltit-'n~>[1 e(JJb.'­

pu" (1'''' ""n n:'h)n.xtd'l5 1"" tT CI;4' 
,"sr"" IfÍo.'", "(mira d \"1111', ,1,,1,1"1,'-;11, 
Y [,(,,. [" lanf¡). ' .. !tLK,'1l ~'d (,UII',j,k'¡'d(L,,,,, 

':.11 <1 ~Ih'.,ipi !.k IHJd. V(l(Ufia 

Ld'" \';JCUJU:; ("h:~~ .:\1 r\ I"l"Pl't,"\·"I'It.:tn 

1 J t!d J f'{ 'n 1c ,'.1 n (t""-'.:"¡:;<ckY"::';;t "1 1 1'" ;; ::"q,";j" ~ ·_~Ü ;:11 (­

ll.~('n(·~~, ~í1 vh/.,~ P<'lf,J .. "·.1 il1ü d.i:lf h r" .. ··­

P'I!·'l('. irurHII'ltarid IHIII'\l!al ",' "lulilf 
¡':'..,Lx,,; 'i;'dCUjhl,~~ .. pt t'lflh')J"lJ ... ::-,( Ibdl 

"!l m,)"!d.,,, '·XPI'IJ1Ib'111;d, .. ,'" 

f'nlll Ip,dHll·tll p í. n anÍ) nal¿·,:: d,.' lüIJ(lL",­

Iqtn, ;],. <" k L!!f", ES:JS IIfUdxl', lun in­

f, h Ildíl L! JJHlIUH1¿.,I( n)n (urlll\\ ~j¡ven~üs 
11",1', ¡¡¡I",:L,d,,', pr'''''[!l' ¡,L,S 1":>1' \'¡J'1ts, 

1!;~u'i;!r1a5 y prDt(;.z.oo~, En 1:1 I ... l\íl dvl 
vil liS d<;¡ Zkllgl k Kod101 cr .jl. \:(;:1 
jo \'"dU,Il','lll la l'i'·<"pIH>3td innuUÜhu Lt 
LUlllC:,L¡1 «;nlr", el -,'inYi DLN-;: vn 1(1-

ti. 1¡1~ '-, íHlllUtl1.:~::.~~dIJ~, ,,(,11 VL)'~uti, h .'" q~P"" 

""CIJH1~'n«n lns. g~·':tH·'\ dt.' Pl'1.·.,,;\l-v Lb:: ~l;:'':\., 

c.[, h, 1,j'Gt.,i,u F ,jr, In;N-l í,,'1Ú' ,]e 

l\"1.1<·\',.:t (~uinr·.!H (" :~. L/.l:'l-ll:'·:-,.qhiJ(}{Y\ I1'¡(l.'~~­

lJ;Jr'~lr <-lu~.:' los f"él!J'W< .. üun~!n[,..;"II1(l~~ 

V!"C.d:l.ly:'rnn i::lnU('tt('·'f"p~t' ... r;::tpa·('(.':s ,{(O 

1I-i utr,:díz.nr \'} ~ )flY; in ~:iír(J, En HH I~,(>­

J~',utidr! '"<,)l"udio. [\;-rl-l"-r i't ..11 (:(y. ;'V,J-

1I1''I'U11 b c:.paddJd IHUl'A I<JLi eL, ,}~',l" 
\,;FTjjj¡l d" AD>[ Iltllízdndu UIi n!,":!plo 
de '<'qYY;kiul' lHdl HlIL,((>rc>bral "H ¡¡¡­
Én'H','''- .¡:\df'l"J lÚ~, .. {<{ .. ~HlÚ.l i.JF,·n (1 ,:·fr:,,:to 
jntlll~n·,)(>I:~uinulanll' .:k 1! ,"'; III! It I\>CJ"~ 

CpG I)I"!';" [,(5 ,:;'11 ,,1 pl&nüdo pue 1') 
s/,j,¡", L, 1'''''1'\1.,.',1<1 humoraL Lv", 1""",,1-
t .. )dn,";. f(Y\¡(·kH~~Hl 'I1.F f¡1'-. 1)1.'ltP.:I'J' .... ( 

.inCl·, 'lHf't11all ~:'>ígnlrí\. ,:lt l\·,.-'lHW'1.11(' la re:-.­

IIl\t:~,:>t;,-l (lc' antH:t.l( qH)S ,) pefjUI..,i'L.I"-.. 

d..'·iJ" i:<, I pp' d", ¡" Yi""ru " 'jI Ii" ,,11'1::, 
I:.h- k;.-''l- r,.~l·.ln"~< t:olnjnUHJ./"I,~.k .. ) (('H .k:l 

~ ;:\1::;:: :::" :'d: 'j~,l (>~lt):~C :,':, ,:'," 1 ~~';::,;' ',::;::;: 
dit);~ 1b.lsrról1 qlJC 1.~1 ItJIJltJrÜz,]cii::'fJ. I,-U!~ 
AlJ>': ¡-" Uii ,:ltj(·f' Lt¡,· vubl .. , jJdLI ,.[ 

l.ip·';dlnJll~J (k· lHhl \'~YIII"l"t (f!lHr,1 (·1 
dj·)fl..gtW' ... ' "11 !!,"' l(l~-:" rnotiy(+';~ HHI:tI u jO('~ti­

lllülantc"i LpC~ i}u,ll'.lal'J (';I.~'r~,/ÍJ· '1)iHd [":'­

"lucir le, ,jc,L mínílfl"1 r<"CjtF'lh:la d, 
vacuna nFf:(,~.,.úrid pHLí pJ ndllCLf lllW 

l'eSplH.std eL:- ';lntl~'I,I('rr...:!~', 

Snhn' lí:!: L;:ht' dC' 11)':< dY·~HY1( v ... <.wt 1.1-:.11 .") 

~:11 (1 t ")HodrnÍt:'tH(J tk .. b pa~(¡.t.;I.q Ild ,;k: 
[;, ínf',ciülú '··nl"¡TIl"d",j I.'k[X.·ll .,]>11-

lúr"M:' l-1r1ül.'h.L.vk:':"< ~.; 1 f\'¡/dt "~,,-"A ~'·Sf.rdl.t.!'gW:;-' 

PÜD.I. dc,¿,h.'nJI' t"I ","k~-::;).nvlI11 d(: ':lg,;,'nh>., 
it Utl ~ t 111 Z~ll il~. ", ,,«ttl1 f Ú~~'. ,,111 '~~lt ":'::0. j ,(:, 1",:1-

bk~ t'i'¡" .. ".",il:,k""FH· 1"1(''.VI',!.:,II', L, 1',"'1.1-

riy~'i(fd,qH 1-1. ('l-<.;índt(>rnf.~ ck- 1·lle-~lll •. ", \ 

.h., .m,JIÚ¡~ ",.1 ,I(\r,¡":",, IhJ 1" II'JI;';" s, ,1" [ 
dt'.n,~p,J(' .Y ""HfdS flH V} .... · Ir(yj";., En .,'<"({' 

"J IIlkk" [,,,,, vnCUIl:r, ,.kb. "1 ill' 11" ir I.IILI 

U'"\',plj(,'~;L't tJtrlitlillClft . ."I. ¡.JUl" tl::ng:n l,).;< ,.j}­

,Cf,jHr,'nl(": <" nród\(:.:( l'·')t'j!·d" 

.. r'n.:.,<lth ir itntk 111 J fj"~<'", ~ lt(·I1t.il'o~;< ':) HU 
hrj,>", hlrll:I'¡' ,'llt,,,\ "v l., r",¡:,Ik:,uun 

d.",j "'inl',, 

d<:tl',ll' LT "sr'" ¡n, 'h 
• cstinudar b ·c.r'-C¡·('t'inH dp r Ltlnplin .. y~, 

l>ürt' ,:-,1 ~r)ril'nir Lt n:'T~h("dl '1- 1I j , Ip\ \:11 q' ... 

'" Jiru1lH1i¿-<.H V "linllHdl 10" \·lfI..lS v.\­

I..Jd.udutll\:·:~ y l~f\ lnxíILt'''_ 

;;lyuddf a la j 11f~ tLlI~.LwJr)n. expón­
,.;ion 1,' Jlt:~~c)unJ(lUI1 d1' fu'~, 1..1 (¡P)lf:',­

"kv', \' di; In,'; [in1;" Ü"", R, 
'" ~'-nglf)~,<tj, prlH~:').tll' fla,snH~nL-1r y 

pr( <:., •• Jf LW P~~"l'l 11 )í ""7\ d 10"" r~~~~. (. pf nt ~ ::~ 

I "'"F''' ll',:,,~ ,1,,1 '(""1'["1" IlId\>"r 
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de 1..1",10' Olllr<lUhlid"d i:-,ICH 1 y 
\ILI! III \ 

• hU ¡ndfl( i¡: LT {itou"J?-\.Lu.:r:'> J H dioqui­

lJ\J~, dt:> < .)1..,.Is (c,hIL!'·;. <'.:I!K a· tllf.!}) a Lxvu 
~ k h.l ~ll1fjJU'ÚB ppr ".-nu:"" d~=I (k~tlgl.w. 

L;:¡ ,Ií·~" nHltl("l¡',ji de kt~ nwH" "i('t'¡'¡­

Up;Y;' dd v1ru~,. dI'] t)'c'llf.:tj1\ lid d!HHC'lj-

1'" In 1;.1 ü",i, kn<i.J llol¡¡l,.:.·"j" .1, .. , [+L 
e'un :2 01 llHllIldl()n(·'~ de IHhíTJIH(··· ... en 
rJC'~.,l2,(·}. dd".' n ¡h f l,;'r~II'~;~' 11 ;t~ ~··Snjt~LltA:, 

¡'¡;JLt di, '~,Irr,,)lbr o 11d '\ ...11. Of!d <':'¡:··~~Ur:.·:l ~. 

(·H·';'!y ,'OtlIr~1 ~·!i <..k·~ll,~J.It·,. PLb:' 1<.1'1 , .. irH·I:~rl-
1J('1'~' L:\;;;:, J('(ciün..:'\ '-. .lLk' ' .... ·A.:¡l~·· pnl(.!­

,~<\ IiLl no~ .. ·:l.lll k!"~:~ ~"s(J,Hlh;':' ·Jj~::ku<., t'U 

1·1 o, .. ÜnpL' \' trd')l~vLrlu> tíJ c'Jlllv;.;,I"', ~l('­

utal d,,11 ~dh,/Jtllir'JHU d!.' la ,q:~kh'''llltO-
1<\\:'1" IIk,k:coL.u d,·1 ..,ính dd df'll!,i,u" 
El dl' ... e.ilo .j(.< "~·ÚI,'1)II~~."': ni! '",ul'lUtid<KI,:~s 

ji ron '\"Inl<:, f"UfHJ,ILt-"' .. [I,mu lhlnlCli­

L·1tTllPt1h.' LJ >.11."0': f'.JH ~,,;hn' pi f(:'H':'~­

lIhll:~' dj' h 1"'¡h'IF L'II:'lt:'n d.·.'[y·.'m.lIf·:'Ij\(· 

I ,k' antk\li::rpr-os y v11 g:)n,,(.jl. dr' 1::-1 .111-

linll1(JputtTwl,¡.: 1<'JI '.k· l.) ';>iifernl(·.J:td 
1 ;··bt,l"t JI,'¡" e:..·>· IH:1\··;'..lI ...... ('·Ju('rz>~)~;:, l~dJ;~~ 

('uH'JlJn!nd p ]" L~'" hd"S-t·.<·" de h 1.,·)t'\~Flii,1 

del [)} L e, fIn d· ,[í\HrÚJidl , I """U"l­
nH("tlt":.""J"j~ t."ll,rnr.;.·cdon""·'ltff<t tlll¡­
f,:(" JlJH }-'T.'f vI '."¡nj>.., dpJ dcng1F' \ >::>:JLJ-p: 

la I f'! U¡.::;..:f.J.dó1i ck 1.:1 (·'lrlr:'rrnr-.ddd pro­

dllud;J pi.tl· 1.'1 1111-:':1"11'.1 17·1) 
Pi.u'a .:.)i)t<>tl'.'r L:l -",··:II'ur1a ('·(IlH.L:\ 1-1 

dvnp,Dt (::. I 1*: 1,'(';:> .. II tl I Kk,nnfk:::,::¡r ~m(i­

,;J,( 11', .'-. ':¡tp' I ~I' ··drt;.:c)n Inl nttniddd J !rC'­

u,,·t.ora l>·.d·'1 10\1:-. la ... "trl:. .. , (\.,nll,J 1.\,:, 
('I.utl.r') ':~I.!lfdqy"', d.,l \"It"ll'-, I~d{lj (.or¡-

L H;;'nl.h~ü E··';.. h~U1¿~k.IR 1he (j.·JWw: \:fflJ~,~~., 
(IIn. l>.,.1iuubi0] I~<..'\ lfl')(!".J:37f·~,'j';lt:: 

(.,\Ihlt.'r DJ P('j16~W ,and df.'1~61R> lV~I1J("lftll¡·.gi' 

ft:'"\·'.'L Um Lli<-r,)IAoll~<·\' 199B'1 i:lt!{:'~v-l'J(,. 
]J'pt'':~ /".nrlliKHlfl I'J [pío Ir:flIiülr.:'gy and ( • .!n­
n··1 úf rnahma and olh-er 8rt.hf~'.~p~'.\d l:",:-rnf' ·:Ií~..­
I,'.l':,t"-" rd';"fH Iw,t O-:, ... .,ztl<k, (ntZ 199L,87¡,~"lq;1 
·j'YI';··la 

L Sh,jl}~· Id'. C,',n ·,·Pl"-, ','1' r·;.t'ltrn1 ,~,f J<1p:mf.'Se':1I­
(t"ph"'1litb .:md ,kn~u~ .. ~;·';-"I.Jt]lt'.Y:.l. {l¡:'Útll J Tr'~.p 
kh·d Pub1!( J-h·,.llth HH);;~B\~\lpl 2rHI ... nl 
L:UHb.:rt r'}} l'(-"',v<l,:"in~d<?r;'tn ifiJ,t Bllll $,.:t': 

(" H~'l.1TmlúU \\,]\1 D!"'n.:;;!IH> b·."ftlf·rrba6k f~"Y(>r 

~;;';~\~t:~~~~c:~~1 ~b; dll~,':··.) :':..m J Tr'·'p \1-:'.j r'h~ 

-: \"akl~:~, L. CtlZJ1!.,ltl f·. le. Koml (" Df'.lg<'tdu j. 
C~ubIJUt·n l ;~¡)brpnl MV (:.t ~~1. La (-!)ldt..'mí,.­
lu,~~w .:,1.·1 ,l.:n:JJIt,> 'y dd ,:I ... -nf.~I.l(" h'.'·m(jn~~gÍ(,·.· 

'-,tth'l?)¡::;'( Lv:. dlfu!"l;:,-nF-':" t":"'lr-<lh;'~ld':" 

(k!,;;iJt-~ b ,'ltenuódcin u_::nJ\'tfv'iollal r·('-·l 

\ in 1"; h:)~~,td b~~, ''/1h:tUH-.b· d~, ,:,r'glHlda g~:"­

nf·:I\:~{ Ión qntnUtll..l.· .... i.:;1l '."111 prnh:,]jJa~.,.~ 

~'; h t('··ra ,2:dH.'r~1':. knl ¡.HHnlll/lz:.II:H.~·n 

,·<tJ AUN"!, l.(h p;'f·,·ttirL'l~ .::"·dJHdlll~)k':-­

dé Vl.)\:,\)!tu f-:I \' di" nn:"frJJtdnu \. 1...:1'''' 

I{ in .. 1S ])1. 1":.;lnldIH\.:lh .... , I'\]Sl \' .:\ 
F";"'~,'H l le, 1,;, ~ ,f\'·.Hln '-o. r, a II./:,rk~; H Ull :~~, 

H~ n,~·,it}1 lJ1fHT1U( II.iH '-JJJ1~: Id pun:!~<~I, 

'- ...... L,dq!í,b{L sv~undad: IJn"'~< II!.h Íl~'1I 

\'ia <L ,·tdllÚnh-u·:;wi.nn IA\:;'.!"~"; J., 
!Aodl.h(]':'llI ,"(¡tItro} '.: S\·He.i.fHU di' ¡., 
cAl1ddd dljly',., k, ,'lr"p(lfH?f di-? U.n ('1'v­

dLFI!~ fllul '. fi\<Í!" d1lt',iJjIr' b. prilll':I.¡J 

,L<I'I" ·;.k :."'l>: "i.C;h (tj;. 
Le):s t·s,lJ.f.,tes·i;)o., ¡U' tllnll.~'-" pal'!. }.,I. tl'll Illj­

IH /-.:l1:iún ~Jlntr.:l ..... 1 d':1Tl,Q'! I(~ iJ'I \.tl \'U:l"I ·:1 
U:",o d~, V,V. ¡1I¡']'~ -,"!lH' cont.,:;'tif?ltJ UJill::2,(­

flCI'"':: lIH1IUi!odolnin,)ntv>:, (C~l"IlI'd kt·~:. tJ .. )­

trü :~PI"(lti¡' .. :" ... El J~·t~! '·jl·l\l',.l:c \.·:'n 1..1"'111 

pln!I.'lild.~·. (!'''oU'IH:I.Ufd!r,·, fj, I '.:':.tI Ild-or . ..I­

k:\. (J ·JI Hb;)~." ¡>'xrrt"-:;J.l~l·" nl".lmnt"0: b 
tI l"Iw·k"S:Ú't <k pf..:.)(~::il1tb f<;j>}nd-.>Il'l{)tt!{·...., 

~(. bnn pF·.h¿gJ(" i:n \-uhj¡,I.()n("~ ["1":;'­

,lbh,.:.; \':1t,'J llLt5 ",'-ntt a f~Y~o t:LJ.:.llJ j I '~,( f·)­

Jir'f!':-- fjJtr"·luf' :\1,'"1·::. lJlnll.tnOft~II\Y~ y '-,(,­

F~¡f--,·;:;:· A'!WjlP' 1,,,,>< \,'u(~mas ",Al '~JJU',·· 

,\"!tt'lo'kl"l\,<-.., "',l!l) l:rt)lil('tf,d('f;J:~ :~tH'f rtt -

~·I'·~·"':HI·.i" ílllf'VLi ~>.,.llHho:, ;;\':bre :;',0 ".fl­
'.;.t'. Id \' :.pgt!.f¡d,.~¡ 1 Laul' ttlLlhI"'Ttk~rH; 

t<''i:L:(,:íd n:.~ ~~:~ h·)I) ()br('nhk, 1 \ ...,ultadü~; 

;.¡;¡J 1',t"w:::tünV::i- f;'/t vl 'J-f'r IHnÜ~)n~ I 

L JO~, \'.~¡- Ufl~h - UII ;\UI\ ru<~~(h'J1 indu­
~ Ir irHi"Il\üS f"l'l.':'pUt:<HdS IHJU·Jül"1.dl";' \ ':('­

lulur:,:':s '.,1II üd\ ~fI.;.lnu.' ,Jdl' ji""¡Hdl E"':I1)-

i7n 

Pllt.lh,,~ 

RLJEHL'\tL\') 

(,. ~;~,t I~: !,;~ül;;~i I ~:~~~~~:~1~~::~~b~;;~~ '. ~~~ ~:~~.~~.; (>:::<j;'./I~,::: 
I.'y~t ... ; l:lli t::,I.1 
Enl~, H\\· Th, n"\'" M"lY·r~~!i .. ,n ... .1 r1.": '_'mhíru'lnl 
\/lr:t) ~;llh'Ul)it y:;\c¡jn~1" CltlT i)-pln H·¡~A·:(]~lt,··l 

I.'Y.fi; 7 ;~;·1f¡···t;~,~ 
J Ü l'bhn)~ld ':SE O ROUI 1"" El, [}:n.'ill~: \'hU;f>~' 

'-111..1 mOHuJ1ud<:.:¡)T ph~lg()t }E·'$. L lufr-:cü·,:..n "~n­
h~.m.: t'ln.O:"HT. l·\" n.>II-n~:\lmllLü(!,;.' ~Hl'.it)(:~d\:· 1 
h!, '\I(.j l'"i:¡F2"I, 21;, 

ji Kur,.HI'" 1. lfUn" m. H,·,k,.' \. H Jr. EcJ.,'+; KH 
\r,ll<~":"f :\ .hnn~,.f, d ¡·.i r ,di ,J-:t¡',"'Ulr,n jn 
...... j\·.-.Ir; d¡;·n:-;u(' "'inl;;, IlIh~~ !k<lJ 1 I~ jIu Ltl, hn­
Hlun"] 1 ~.((jjt/rj· ·1fl 

J' ~l::~;:~::,' :'~l;2~~:j,::~¡',::¡:':¡:::;:f '~:::::~(':' I ~'~!.: 

dh ,"::;' 1\,TÜ~nHY::' 11 H.I 1< d.n ,,¡lE' k.s- ... 1Jrul­

de{:didH<; no n)i/ulwJrx." epe. ~'Ill('tl\:\:>"',) 

¡rh:UF F'nr::::~dr~s .J 1as \: ... 1( Ilna'·.;. fk~ i\D\; 
~:'~;Utlllllail h 1!:.'\:-:pIF";';Ht ÜUJllnút;:d'ld :/ 

~'j\ .. I("'·1) IlJkl dl,tlY!~LHl ;.h..lyU\:anh>~ i-,"11-

,lU¡:'!/'fI,J .''--'SEn·cin). E";',H,s rnollvJ 1<:-- ('r~C 

p~·íf.">·"h··I) agreb,Jl~(:' dl-·>lih('r~l.d<-~nl{"J··,t,~ al 
,\D\J ¡unto ~"()1I <,1 ald¡~r-'IlO IPt~ ,.~, 

ql"lt"n' ~. x.1:,n·'~,.,r f";u,;! I('AI:.>JI">ÜU b 1".'>'\­

pu('-~L?r 1t1llHiJIltarLl Thl f3G :i7! 
Es JV"'( ,,'sarlJJ fÚill-'ular 1<:1 "':i:~d"lIl~ Id 

!.tpllL:~! I"I.LAI.·J~k a de b (·'n!~·'rrrw·,J~ld, lf"J­

r:ltll(k:, (...t r·:::.,.kl~',k:.: in'~k'lll(1 d,;· tlliH re·d 
1 k Ld){::'Llturlv'--, d~, i.,hi;l.gn.:,htii:'" .'./ (1'+I'j­

I t (1',", d0 n{.'ll:j ¡da . .;J n.o dI.:.. ~.<lr,.\, tvrJ.r.JI' 

l. '.iFIIL"j"]l ti..! 'dn.b. L'''L,"t" I-.h 
t:Plde¡nid<" df" d\'Hl8LK' pth-:tk'll ;Jr~,_lrt'f:';"1" 

JtUII.i.H¡lt:·~:-- ,ITH Ig~.:'fll(.íA ,\UI"I'II..I(' ~··~~.t<><-, 

nlHWnks n(} n: .. fJ.;.>p->n I HI dUlIlf I'Iln cl~· L'l. 
\'-:Ú'u jf'j'h h.t. pe.eh u "'.:,{'f I.Ú 11 ,~"'II('\: (·rl:y" 
l-J • .H ·.1 ':>K' k.;. rion~lf L j!~ f.(·.'Iv.j~, HL.'-· nck~:: l.kl­

da",. ¡.:kfl'a L:\ 1 .. L.J·qr,:eü."m dp la 111- )".>J \:·:'1-

OHLi nI 1-',1 R,."f1;p\n LA rw·cv-,jd.,!(1 "Iv 
I.lt ··."iffolLü VdCIJHC6 0fl('ú("t-'~, , ',:'j t'L', . I 
1'1, JJ3lJ\-' ti("lK' vsp<\::-cLJl Htll,>·'A'LJü-j._J ',l· ... ,.' 

\.l.·Uhl ('1"1 :'"[wntd Id nU~)lltlld del 1.110-
I.."klllt"! ,[(. 1-'1 f'ircuLt\'Jc.1) d •.. ' 1,/, U.UUI} 

'~f()111.Ht'; rTi (,1 I1PIIldq LfJU Y·'}{'UJI.;j 

t"f'jr;u CfHÜUl d (h· n;~u~;, .~1.11l1I HJ-ll1j ,'í ~'~ 

'::'1l pr':\'()W'lr:jH:-' '. ~"HJt.rol y' L 1~.'L:í,:iün 

1.'{.13tO-b'.IJf: n(I(~ ~(·.n.l rhY;ltlva. FI hr:dti,.1 

d·:> qtK' >;>1 (kH~U~: , ..... H,vl,..:.lIlk,~, ~,f~, d.'-; 

Iltin ~;:;:, de ~" Ht<t ,·dad ~::.ubrdyd b llf ,; 1, -:.í­
dH,1 d,,;:, 1111 ItlIIIL ..... ,lrlt 1' ... , . *1 In t\\.; hdlH l· - I;J 
(1-I', .. <rluniJiJd \"p.It"' ··:Jrr·t \.' d PrüFI ~HiLJ 

.. \II,plu.¡" <le.. hrrr''llll,',h I',n 

U ¡'ilMht:':·~v:\. KI,H:m'~ 1 R·v,thrn.:-m AL l'~n~ LL. 
BfÜ·I{': .. j:j: ;\1:\. Lnnb I:A, DOlHin;jntH'u~'l<.·I¡ili, 'n 
b:>-' human CD~~ .. ~i')((',xk T ly,.l1IAH.'Í.~~·v.'~, (:,( 
d('Hgue vin!":; n.<}n~.JÍu(tllr3J pn'h ... iH~> N~,:; :)nd 
>:~:·1 !~~ J CHn]nYl"'St 1~··10G . .0h }li8l·H¡fH 

1.4 <::(~H"Op • ..JJ] hl.~nkj,: ... l hlP. ?'"h.'grd F. Dl.'ul:,"} \, 
;\ffHm\'-p-(lr¡h.,~d dt:;'n¡.:(w:-~ VÜ'u~, ;;::Iiyek!p'.' 
!A'ú:" 'l"-'t(,h,':1H Íl~.}U( l."S Uf)ut r.¿!ltdn;~ a ntll·v"JII.'~> 
an<J pr,)tE'ni\o::' ut'lrnUnily in Ill-.it(· V:'l.,,:ínt' 
lD·)L15:1~qt;· l~'::; t 

1.5 PUf! B. l',h...Is.OII ·v~a~1. H ... ·m.h.al E:\, HtA;t·, CH, 
1:-.i, J:.~·l"', KH, nuh·)¡~~ UR et al. M(lj~fular .malv­
~,I', 01"" .-j.·n.!itl~· ',ira". ~>Jnl,"ll11alion alv,'f 9~(I .. 'd 
F'''6~>':'I.~~W itl~ prÜll(u·.", dog khlrv.'.·'¡:' r.db, J G~"n 
\\1\',] 1~fí772"2;::~7-2~'Jl 

¡t', Khul!"~' J;:U 1·~utJ:·lV·"f s. (Il~mg <;J T~.tJI hi~~Ta 

J':R Et"; ... A1rtg JT Eh .. lnlar,\pl\w;~tI N ~,{ ~i1. .::'>1)­
~,tlll( tiüIt IJf Uík·,:rk .. (}.!i. (DN.\ "];'IH'>', for 
"¡~,'n~J,'v' 2 \-·ifU~· ~,tr~ün 16t,HI '¿:.u~,·l It~ :'Hh'.·nt.l-
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atr~·d \.::1(.dnl.* d~':rh.:~=rtlYj'. ~.t.r!:\in P[tK-~H. \:itül­
(,;~", 1-g07:22.1):3i)f:.. .. .3f}~L 

li. \',lll~hll D\V. lb],:·:' 01 JI' Yo!;,;"" $. 
l..aCi1<lflU,' R. Innh PI., Rk(~ ldd. ~'l ,).\ T"('~.~rin¡?, 
,)f ,) d'¿;f1~lli;" 2 H\'.,~-attenll,n!..>J \,.)t>::-in..¡-' ~Str0¡U. 
lt)(I~l P6K 'j:fl 'ln H'n AnH'rk~ln "'(lhHII';":'f~;. 
Y:)f •. 'lIk7 1 ú~(d 132'j,,33t} 
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Dcll-4- ~_:;.: and it i; uansnlined te, hur:aan; ~\'La IllÜs.q:lÍrüs 

r~-!t.:::·¡('s spp.) ~l}" D"V' 1S re~p(}llsiblc- for the nlD~t itnp(1rt~:1t 
'<'lrnL ~.--ectD.r:-h0rlle" di.;;:,a~t" ~11 the "'.yodd [-i]. \,..irh itl(TC'~l,.illg 
t:él~e; oí' c1asstc2t1 I>F and tIle nl(!;re s,eyr.-re lllanife·s.r(ltIon~." 

+ CX1€:,pouding mlÚ.X':i, Te!.. -5: -:7;' 101 29¡)'7: fa:"::"'5 2 77'7 .H - :,+3:~ 

E-~J!üil ~,:"{""1;'(';:,,.';;. jl:1':·::='.~ lu,':<F.a:i::.1 ~\{':'75,;. (:~Ul::,;<; il~-:.?n.:.,,: 

ce. 33U1D'.!L 

C26-+-,H,~X'-; - seto ñ<::nt lll::'J~ef <o;. 2·;~·5 =::".,:e'.':~: 1.r.:i. ~.l .. [ Iights fé'~':;¡~'o:!'d" 
:b1:: O,:Q:6 _".".:r:~.::ne.':C~..!,1':::.":'::8 

de-llgae" he1llürrhag"ic ftY~f (DHF; ,l1ld dengue ,hock ~,yll­

dro1n~ ([)SS) C0111rol Hr(lt?glf.~. K'f d¿'!lqee t:'ousl:J.isúüll :(Ir.:' 
bnsc-6 principaIly Dl1 the--;-c~tQr; [:--t]. ~\O -;.-a-ccill¿-s o:' dnlg; 

l1re ~l;·ailablf.' für [)V". (le,;pit~ ~he deT,,-doprneut of suc'cés;f .. l1 
·,-";C~illt"; f01" othr.-r related ft~;:i"\'int~e~< ~.l1(:h r¡s ~\.-.ellou; fe'::el' 
(Y~). Japanesf.' ellc~phtl.hri:. (..lE). aud ti::-k-borne ~nc~h~'üiri; 
(TBE) [5-10]. ;i.~'·"'fal approa..:he'; te- ;:kc,dúp ~ d~ll¡;me Ol" 

fiayi",-Ín;;s ~:aC(l:lf." haye be en ItYDla-ati"d" lnduchng Ii':;;:- aHt'llU­

ate[L ~,TrllS,f'S [ll-J 6]" chin.le"rlc Yint~~s ~ 17-19]_ f::-~~(}1nb:llallt 
~ubunit alltigel~.-;., e~qu'e,~sil)ll "~'i"C7'¡;'f-l)~?::ed ~~'J.CCHle!; [2(:-15]. 
and DX¿~ ~:a~Crile-~, C26-31,58~_ Dtl~ tü the r.i;k o:" deYelOping 
DHF DS~ ln Úll:t~é' dengnC'-infe':tr-~¡ ~ndi\,"iáui1h \'/ho h-\f\"~ 

higl: tltert, of cn:6S-fe:u:Ú'i.-c dntibodle~J as a fe-~alr of .. 1 p:'e­

YiOl:~ be:tf()logou; dengue iuf;:>ctlü:l t'allübüdy--(¡epr:nd~nt 

ellh~llCtmEnt Of ADE) [32]. illl r.f.:"::-:¡¡W ',,c:,,:cille mmt 
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b.:- capa:"'üe l)f induClug protecti-.. -e- i1ll1l~nility ro ~ül four 

"eror:rf'd;:s,_ D\" ú~ :-l püs.i~l-;-e-,;ense- R .... "\,T .. 4.. "::inl~ th~t be1Dllg~ 

~o the Flctvil'irus geull';. of th~ Fla'"f,,-i\'iridae far:,ail}', Ihe \'lral 
:?~no.rlle coáe-:. tor rhre-e' ~buChtl.al prDt¿-Hl~ pr~'&el1t Ll n:muue 
yinou-:,: a (Qr~ nu,:lt'o-c[~p~.id prote111 {ej, rhe trnn'~nlclnbralle 
prctein (11). ra:d :he :raajür enyelope- ?iy~:opr,:-~ein (E} [33J. 
Cr: .... o;t:-:.llogra·phic snJ(hes efE protein 5:0t11 [)\~ ~lnd OtÍl=e'( ha­
\·i"r·ini.~es h,lye- rc-\"eal~d rllat it COgr;Uil~ Ihre~ d01Hft11lS d-III: 
)cU5]. DOH1am III (DIIl) i~ ~l)j"d fiom the' C-;enilla~1 

region of t~le pfOtC'l'::l~ has rt IgCi--hke told and paíflCip2('::S 

in tll0St" crftb:· releya:1t 1)ü)logical f.'yt"nts., ;uch [~;;_ ;-:n:letKe 

aBe! or t.1en1\,,,,,-inll!'"l1C'~ 1vh.ich df'tennÍll:;;n!>; ;:re 11Z. DIE 
:36--11]. DHI of dengue' vim, i, ímplícat<"ü in lb .:-mc:g':-llCe 
of urban e~)id~nllCs_ sn: o: (he eig:tlt ':Ui.1i1l0 aeid change-s 

7hat ;:"CCcllllp-;:'..nte.cL virus f'u.J~nl1(, f!11ergt"llce- ü:'" dengue ;:-:t~C"'-' 

are withill DEI :-12]. DrII i; :,1>0 ínvolved 1n bind¡ag ]:,);,1 

:'oe-(~pt0r; [-;3A4] :tnd it (~Olll[anS lyp~ and subtypC'-spe{'inc 
epi topes that ellcit e.nly llel¡rr~üiz~ng antibo(hc~ [~5]. In rhe 
prt'.;el1t ~r-lldy \\-e- ~t~C'd DIE as 3ntigen 1n J. te-tun-,li'::llt [}:\ .. ..\ .... 

bas..ed in~n1uniza7i011 to induce profccti-..,-e ir:.11111:J.1::- re-:.püllS-cS 
ag:~in~t dengue 0, -irn s in Ullce. Eo, 'en rl~Ol.:g~l DlII repre~en7s 

only « frJction (he E i}!'orein. ~he ~1b~ence (,."'if orh-cT ~pit(lpe'-' 
'.VhlCl1 e·het no.a .... llél:rraliz:.llg. ..::-rÜS~-fr:-aLriYe- anriboáiE'"'.­
CCtuld h(,l"\·'e r~dvra:mge, 1:1 reducin.,'g risk fol' deyelo¡úng .~DE. 

2. :\Iat .. rial amI m~thO!ls 

Prot'j:"pe d",,,?ue ',-imSe'i. Den- 1. Dell-~ .. Den-_'. JnclDen­

..¡. C:1a1,.Y2I:l s-tr3ll..:. )Je'"\' Guiner. ( ~tfoill, H87 strain. and E141 
straín. l-::'~'pe.:tiYelyl 'Wele' ~t111plifi.e-d allá luaintniued in \-;:>.1\.1: 

cen cul:ures ~t 3'7 :~'C 1.:1 a hunlÍdified il1cubr:fDl' u~ing 5~·(> 

CO ~. ~1iIlilld ~.sse,,:i~l ).'Ie(\:\1111 (MEl"l) sup,Jkmf.'nted W¡¡l! 

lü~<>) fetdl hoYin~ ~en1nl {FBS) aud tll-: ;1~ltlbi"-",,ri',:'-.::e~lr:'lycc,ti(' 
c.ocktail illr;":rrügt'll COl1JO:-,ltion: S';~::lDie?o. C~:;.+ L-S~A.) Ce':1 
:u0nolayer~ of 25 ::::1d '75 el1= ;:uln~re iia'sk~ (Conúng Corp .. 

~exZt,> l:SA¡ ','-""0 "ltecté'd (~10I={J.Ol-0.: PFU'cell) ,,"oth 
7he aboye""t -.iral ~:train s: ,-irus. ~crot:,,'pe- 1,'\";)';, r~ünf.tI111t:'d by l: ;;ing 
aa il:d:ret::- inlln1.lnDt1.lÚr~s:.::ellt a~s,ly ~-t6~ ~.nrh rnclUoclünaI 

a:,,;lJ,xl!es 'mAb, 1 D2-1Fl-3 r'Or D':-l1-1. 3·H~ fc<rDcn-.2. D6-
:~AJ-:2 fOl" Den-3 [l,':ld :EID fo:- :D;:-n--+. ?rü~0t:>1.}~ YiI"1.lSc'., 

"nd 1l1...:\bs \Y~fe killdly dCI11¿lt.ed;)y :Ji'. D. ("ubler (Céllt~r; fór 
D1Se-C'l"!;~ Cünlr01~l1d PreYcl:Hl0tl, Fürt C>JllillS eo., t~S,,4.'), 3~r­
\·e~ted. Ccll ct:ltefc- snpen13tlllts ·>.\'e1'e HS.ed ~1; \'tf.11 ~to::-k; für 
R..:.'-; • ..\ extraer:,. Dengue ·~-inH rvas ahü -conc.entrat.;:od itllá puri.­
ned 1.l~il:ª, Sl.l(TO~f" gradiea:s f(tf ELISA ;:,~~,ly~ ::~ ,J-:-1::crihed 
pte1-i0u~1~-1-+7]. 

Pnmt'fS w 'unplÜ'. DEI of ¡he <'l!¡-ekp<, pfmein g"l1<' 
(tf each de-ugut' "\:~nB o,V¿:ore desiglle-d u:;.ing :he- Ohge: +.') 
r:ü!llputer ;·:)[:\\-ar.;- ;');,1t101la:' BÚ)~.c-1enCi"S, PlaJ"111D1Hh. :VL'" 
t~S ... 4..), ba;ed 011 the pubh~h-ed ll"Gc;-eotide se-quell(:e~.:.. oí protü-

iypevinlse-s: Den-l Ha",,\'J.~.i >~r,raill (G·enBzt1lk: X76219j, Dell­
.:: ?-;ew Guinea C main (Ge'llBllllk: \1.29095 <lnd PI-J.34C:'). 
Den-3 n-S 7 str::;in ·:~GellBank, !\{9313H and Ll14~3) flud 
D~ll--I 8-2-11 ,tr"íll (CiellBank: ~66064;. Scqnenc~s ior 1'6-

s~t:'i:::ion Enzyn.le;~, fu.:¡.zak scql;enCe& [¡ud initial .. o\TG ~it~ \\";;-re 

inclnded t1p.St!c-3.111 0f tnt DIII ~e-que.11~:e', ?í~nlel' seq· .. léllCe> 

:C'1 D611-1 y;ere de;igll~d a, DldomlII-up {:o' -('C(' GGG 
GC,(' GGC CGC GCe ATG (;-Ce; CTe; Ace CTú Al' .. A 
GCiT ATG TCC-J'. rhe tillderlille'd Sf.'qu<,m:e ís thf.' Xor 1 sí:e) 
illldDlclümlII-dwf Y-GGC cee eTC GAG TTTGA."..eCA 
GG.".CAG TTT-3'. :l¡<,underlilled ;~q;lell[<, i c

, 1hej7:o1 üteL 
t0rD,~n.:;.D~dol11I:J-up(5'-CCGGGGGGA TCe GCeATG 
GCG eTA CAG CTC AA.".. GGA ATG TCA TAC TCI-Y 
rl~f." nlld.;rlillt"c1s·equ.e~lCe lOS ~h;z BGf},'H I ~ite} andD2dolllIII-(h\' 
{5'-GGC cee GAA TIC eTT AAA CCA GTI GACT eTI 
CA .. A-3 t, the u:lderlille¿ ;~(p.lellCe· i·~ Ihe EcoR I Slt>e): t"":':·¡- DO::ll-
3. ::J3cl,:,n:III-up Ci'-CCG GGG (T,4..4. TTC GCC ATG GCG 
eTG AAA CTG AA.t>. GGT ATG TCC-_" .. the ullClerlined s<-­
qnene,:' í, Ihe EcoR 1 Slt"') ilud D3domITI-dw (5' -GGC cee 
GAT ATC ACGGTACCAGTTGATTTT~3'. rhecmderlined 
scqucnce- is the Eco3. \:'" site): f1lld for D-en-4_ D-klornIII-up 
"j'-CCG CiGG AAG CTT (¡CC ATG GCG TTG AGA AH 
AAG GGA ATG TCA-Y_ Ihe \lIlCÍerhlled s",(¡,m:re :s ¡he 
Hiíxl III ;,te; "'ld D4domE1-d1" {:~'-CCC (CTG GGT ACC 
CCT C:A".. CeA ATG (,AG :GT TA3,.-_';'. ¡he ullde-rlined 
s,equeece is th~ i:':'pn f site). AH pri111el's. fnnplified a 330bp 
tl-aglllént cllconlpas;:llg DEI of ea~h dengue 1/il-:1S serctype 

Ecrfre';:.:"fSf.' Ir(c"úC.1".ipt:t~e (RT) assl'I)"s. total F1\ ... .::.L f1'01"111n­
::ected cells -;.\'ith D-ell-l nud Den-3 ~:iru~e~ "xere extracted 
"wtth gllJnidillt"- th.iocyan,Jt~ ~a:d ph;7'llOl-(hlü.rG:f01~1l (l~ pte-­

viously M;c,'ibed [4S}. The R.'<A \Yas r"suspended ín dis­
llUed \"\-ater aad RT :-eacúDl: V.·:,,~ ;:-=,,~'nc-d OU! at .?<>J( 50f 

1 h in a H"21~r,~Da nlÍxtul-e (10 .... 1:, c\.':11talul.ug .::'r:1:YC ~vlgCl~_ 
:,üe lnI .. I ¡;;:CL 100núí Tns-HCL pH ~éJ. 1 F')L: of 1"-''\;,1>" 
idnbiwL 2.' e 11-1 oí ::VIuLY re':éHe Tf3ascripuse. -lOO 1-1>1 
coi m;c!t'Nick, (?erkin-Elme'L X01\',-alk_ CTL "ad 1.::! 1-1:\,1 
0: rhe n:--,..'cTse priUle:, Ollc- rni;:ro!1tcf of RT r~QCÚún nl1x .... 
tUfc er lOng of plasHlld D)\~.:.:\. :"~<7e bd()\y: \vas nsr.:-d !-)r 
>:D)Ji~. an1:I-<i5:c:t:lCl!l by thepoly;:nera~-¿- ,:h31:11'e;::h:hül1 (PCR), 
Tile PCR mixture r¡',Kcloll (100 l-1il coatamed 50(', m~¡1 KCL 
100.nl~d Tris-He1 pH 8_4. 2(10 J,L:\ll.. ... ,f ~ll.l~~li"otide~. 1.51n:d 
}''[gC1:. 2.5}J DSA pol,.-me<ra"e ,:Amplit~q: Perkln-ElmeJ) 
<lnd 0.5 J.l.YI of fün~\"ra-d aná reT~~er;e !)rí:ner~. ?CR V~~:tS péf .... 

f{","'Iffn.ed b~ ... ~ rlll ill.itial D}fA d~nn11..1rillg ;f~p ;:¡t 94-' (' fül­
lo\\,t'd by 35 cyd-c>s ofdenanlfntlo11 (9-1- ~·C, 30 Sé'g), -3llnerJing 

(:1-+-5·8 ·~'C, 30~¿:g). ~llldexrc--l1;ioll (72 C. :·O~f'g;. and r: fi.n~l 

ex.t~ll;i';}ll ~r.;p at 72"C. ijJf 10nú:1 

To f:.1clJitr1t.e ·don.illg into rhe V~C:,:.."'I1 polyhnkeL r~qfú::­
ÚOll útes v.~efe :ll~i"n!E'd inro :-he- pn:l1'tf s~qu~nc¿-;. ¡r; d¿-­
sCfib"d ahm:e. Tile amphfí,;d DIII re'gi0Il of ¡¡le t'nvelopé' 
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proteill gene \.'1' ~ach dengl:r. sel'olype ,vas cloned illt1) trhe 
pcD?\A .; Vf'ctür (Ino;:ítrogenr_ \Yh'i"fe- th::lr expr::,,>sion .t~ Ull­
~~er cOlu!"ol cE the- cyto:llcgalú"::irus (C)\ff\) pro~noteí, DIE 
sequence.s for D~n-l \-in.l~ (11t 1794-2096.{ «ud De-n-,3 'Vlnl~ 
(nt 1802-21 Ü7) \wre f,mp1ified by RI-PCR f:om imec:ed cell 
cn1turt"~ ",'\"1:11 pn:)!otypc ....-i-n.lseSc Den-2 {llt lS{)l-~lOS) 3nd 
Den--1 In: 1812-~11+. were ;un¡}!ified ]y, PCR nsiug pb,­

mid, pET2.-t 31ld PY-L fe;peoive;y. Pl;\Stuid pKT2A ':':'11-

uuns th.~ ~luc1e(\t'ide seq11enCte 5,:'}!' Hrnchlral proteill; oi [)~~1-~ 
t.1'\"¿>1N Gn~nea e strain) aad v:a; k.illdly dO:1il~cd by Dr. R .. Pm:l­
r~lanabhan! Cif."(ll-gC-"'((I,\Yll t~lliY-e1"üty. \V'asl!tllgtOi:. De, USA}. 
Plasllúd P.:)"' -~ -elK0(lc; n.uclr.ota:lé- s-cqU.cllCe úf the eí1y::,201je 
pn}lein gene ofD~l1- -1_ ¡md ',Y ÜS kÚltUy ckl1lated by Jf. e J _ Lai 
IN:\tiüllal Inqih:tt" of All",rgv al1d 1n1'.o,:tio\1; Dist"il,e,: ::\lE. 
BeÜ1r.sdll_ ~;Im~-l;:m.d. T..~S,,~). All (11nphfied prOdlKl5. '1.vhc:-epu­
rified. dige-src-d ,<,:ith apprDpriate re"stricti01l-tllzy:11es_ and hg­
J.~ed illtü Ye(:t-or~ using S:ta:'ickl1dtlle-t:l0ds. The COllsrrncr~_ des­
:gllated pDHI-DL pDIII-D2. pDIII-D3 alld pDm-DC¡ w~rC' 
all1plifIed. in e-Ieo.f0pCl fed E.:,chcri[]:io (.~oN D:I5 G: ce-Ih {Ill­
'::~tI-ügell). pnrified "~vith t]le (:~íageI1 elldotree plast1ud purié­
:anO:l kit :Qlagenl11c ''"ale:1<:ia. CA. t'SA)_ fe;ns:)end~(¡ in 

fill ad:equat-o ',olnme of pho,:]h3t~ bl\ft~r.od ~,lline {PBS \ a.nd 
siored at --::::0" e ln.::.til \ls¿<cL 

10 e-~:ah:r:,:e rhe expre-s.sion of D1II 111 aH :ünstll.Kt1011S. 

COS-? (),.,:t:1-iC311 gree:n H.1011key ki(hlt'y) :.::ell~ T' . .-erf.> !fa:l~~fected 

by separznt; 1.·:ith <l11 :tou.r pl;9~nlú:~ or .... vi:h (In ~l11pry -',,~f.'ct0Í­

l:Sl11g lipcfe:.:r:1l11111e 2000 reagent rIn.vHrogen!_ Cello; lx~r..:­

cll1\1.lrd 11l Dulbeccc;s :.!c"hned Eagle ~I.odiuJll (DME:}.{) 

rnrh lÜ~0 FBS "\"\':rhol:r f.:l::ibiotlc ~t 37°C:'5~,ú CO:. Onoe day 

befcr~ tr(1llE,±~ct-"cnc :.:ultt:.rcd ceE~ \\Tefe trYPslllized <1111 i~l::~:e-d 
at i.1 del1~lty 0f: :~ :05 (el1tc\T;-ell oa 24-lveH plate-;. ~ü t~l[t: 

the-y '.Xe1'e SC:-9C'~'o '::0Uf:iJ'::llt 011 the d.ay of tran~fec11ün. Fcr 
~(1('h C011UFó.Kt, 1 p.,g (,fD~·~~ 1.\\1;; UH'\.l.. nlld rr:~as:feC:10.a Yi,"a~. 
per:onned ac(orci.~llg to rllUlu:factur;:or' q l1:t~tnKho:r>~ At ~S h 
pO:~t-T:-::l'SÍe.crlol~. <2.:-11,; " .. v:::-re J.lldyzed by lE .. -\. \.\:irh Illü:l(:­

::101wl antib0die~ a~ d~;~:.(ibe-d pxe":lüus.ly ~ -J.6j. Brieny, (-=E~ 
\yef-e v:asl:ed t\yice' \'i,:-ith PBS_ n.lf drie-d. tlxcd v __ 'itl: Ke-cüld 

-:\l.:-etúni" _ and 1ncub-:'fte.d .. t,,":lth ti 1: 100 dilutt011 oí L1Cllo-clo~1,Ü 

&ntlboclie5 fr'f 1 11;\t 37 " e ?'-'",lF;rc ~elb WcfB detected ":Eh 
fiuore-sce:n-2Q:r:jug3t-ed ~ü5.t 19(T anh-ll1CUSé' IgCT llnder cPi­

ilh..ln::naricll \\"it~l a f ... uo!"-es~ent Lucro~~cüpc. 

C-ifOU.pS ofsix-,\yc;ek--Qld .. felnale B ... ~I..B:·c:nl(:':- (~ix to ;f>Yen 

1::lice group) 'x;::ore- it:oculated ~x1th 100 J.lg '(rf üne oí' th~ pn­
rif¡e,~ DEI COlhtm~rs dilut",d in lOO 1-11 of PBS. or v;ith i\ 

t..-:tr;f';:;.le-nt tnixtur¿- \lsiug 25, 50 or 100 j..tg of ea~:h DIE plt1s­
raid (>::ün~,trUc.tü.)ll~ T2~. 150 zu:d TI00~ re-sp~ctin:·ly). (ül!'t.­

;pü:lding to ~ tü:al úf 100_ 200 ::':1d 4ÜO JLg of il:ject>:"d D;~A: 
rhe control g1"0UP ~v~'; inoculat~d ;.vit!1100 J.1g c,f e!upty yr.('­

tor 01' 'súh the highest pla·snlid C011Celltratiol1 S:rf te-\Zin\Ttlenr 

~r\"'}up (100_ 20:) alld 400 IJ..-g. n."sp~('tiYi'ly), 11ljectlCtn$ \ve-r~ 

g:iven int1'3111U&(tllrtr1y 1'i.111 ) i11 tb?' t.areric'f lÍ1nb lllUscie- tlsÍng 
aH il:~uhl1 ~yringe_ ~ .... hc.:o ~,yf.'rc injected 011 day O m:d b00~te-d 
("tU day~ 15 rtnd 3ü. On e'.ch of the~e (by-s (O. 1.\ 30) 2nd 
:\'1;0 vd:'e:<\:s after :he las[ bO{..~'SL (l b:':)(td .sarnpl~ fi'Ol:l e<1ch 
11lOU~C' "i.Ya~ (~'lle;:Ied froiD. the central :.,.11 '\'elll or hy can1ia,¡: 

p';"l1Kt1011_ [ÜH.t s)e-r3 \Yerc übW111cd by c:elltri:fugat1ün of cCflg­

ulat.:'d hlooó. s::¡.:llpl¡;-s <'Illd o;tün:d tit -:0 e t:1:rü u'ied. 5.:'ra 

;;+.'·~fe. te-;rr."d fcra:1ti-d¿-ugue ant11h.:';thes by ElI~AJ~ de~::ribc¿ 
pre-yiQu~ly [-1-9]. Bneñy. cltllguc \1nttgells purige-d. by Sl.lcros¿> 

~rJ.c.i';-l1t, dJuted in PB~ (0.1 tJ,.g: 1111) ~,';-~re- cC'<lted ürHO 96-
iV~a 1111Ct0platcS nt .¡ ,·,c o .... ·f."n1i,gh~: afte-r three \-va .. ~l:es -with 
PBS-O.OSo" l\Yceu 20 (PBS-T). ¡:olates were blocked -"Yitll 
: 0" BSA in PB5-T fOf ~ 1: fe: _' ' 'C Dilnted ,,¿-ra (J 1üO in 

PBS) frOll1 n1Íc~ unaulfuzed '\vlth pla~ll1Íd COllstrl.lct~ 01' \vith 
e-n:l)[}A 0;;,=".::10:" ~pcDKA 3·)\.:ef~ t~s::ed:n dnplicate_ aná tl1Cll­

bated for 1 11 :..~ ~ -; 'e e Pf.'~:0xid~~,~-conjuga(ed g0Z11' Ig(' .:\l1ti­

nh,,;·nse IgG. dIluted 1 :5000 in PB;;-T, .'-Y~~ u-;cd a~ ~,e,¡:ond 
,t~p amI Í1lnlb::ted tOI 1 h at 37' C. Afcef 1hree ,va,h<-s 1xÍ1h 
PBS-T 5;) ¡.tI of O?D;t:bs:r;;:<, (u-phellvlenediamine. H:02 
in ü.05 1\,1 ~~it: .. (\t~ buffer pE 5) ;.--:a~ ~dded ane the color reac­
riún v:;:r; alh:'!wed h1 de .. ;¿.lol) fra' "O l11Ul al 1"1)01:1 ternptr:-.ture. 
Tht reil>':ú\,:m \\":\~ S:topped by a¿áillg 50 J,.tl (tf !i : .... 1 E::SO.:;. 
)ül Sc11.n::'1 s,(¡11:p2cs 1Verf.' t\~~aye-d indn:1du.al1y ~g~jn;r 2111 four 

dcng:'le autlgcll,; and fe's,ults.. ar~ plDrte~~ :t:b th.~ 111-ean OD for 
each gronp of rnice :t:1-oculated 1vith tlIc n.:specré,:e plasrnid 
cOll~tnKtion plu~ .) ~mlld{lrd de-'/lCItiGll. 

Scrn f1'0111 rni..::e l.:íuD.unlzed \'~"ith illdlvidual pl71S111ÍLl Cüll­

r;tnKt~ (x "'.\':th rhe t':;fra"~·alellt pla~nl~d dos.e c..J'lnlün.Hloll \Vc-f¡; 
:1s;3,Y<7d :(.'1" :1t:lltra1izlng antibüdie-s ag(lín~: :)e'1l-} -;:~n:; usieg 

ceE -cuhu:--e .:1nd ~ 1110U'}e protecw)ll <.lS:~\iy .. Tü ·a~'S<E:'~ the pn:-s.­
r.-1Ké' of llcutralizin:g ffiJ.tibodics ill cdI ~~ultu::-c, a illodified ill­
:1101:1011 of 2~,·to!;athogellic efft:'ct fC?~) aOS.:S3y des.::ribed pr¿­
"ioc:~h' t":'l' pobo "irus [50.52] Wél'! p<-rfOm.lBd C>:l BHK-.21 
(3~hy H<1I11qter I~idl;ey) cd:~ .. Br:efiy, c::-ll~ ~s~re ?fo .... nl and. 

:1l;1l1ll;nned in 75 C1T cu:h;r~ fla'Sk; ::l~vlE'\/1 medimu l'.'ith 4". 
oiFBS 2:1:d.:ultibiotic at J 7 e ;':o!) C02, 0::.:11; \~"é're try~J~<l11iZt::'¿ 
31lcl ~n-¡.11.:;t¿wr1"ed to 96-1;:;:eilpla:é\; at ::-~ dee.;ity of 1 <~. 1 ~)'+ celh 

pe! 'l,-ea. T,\"ü \1.:eeks Jttt"r t1'l.=-las,r bOOH. S¿flUU sax .. lples. (::-01-

l~cte-d a'~ d~~crib~d ,1¡bcl>_.-e) v:er~ poüL:d Gnd l1~.eá. \vichotlt 
h.:-at l:l.:1ct:-;,'atioll .. to pre-p::re n"';o-fc.ld ~::-ri';):: diluri¡)Il; smnic.g 
nt 1.5. D:luted Si"rn ;-,>~:e llL:xed 1: 1 wirh Den-2 suó>pensio!: 
CCllt~tlll1ag lGO CID5"O {50? s' cdlll~f¿.::ticn; ~:1-o~e"~) and illCU­
b;tted fo:' : h J.t 37 n C lhe- ;':-l'\un-vinB -:.oll1.tlon 1.v~1t ndde.:l 
~,Z" ;2;:<h_ in":l~bnred at 37 "C ~O-\) C()~. íHld 0JYic-:'yed ... túly Ull­

del' J light :llKfOS-;:Opy to C'1-aluat.:" CPE .. T:le ~nd püillf 1Va-s. 

~,Tzllu~1t::,á 1.\"~lell CPE OC::U~Ted ili. 100°"'0 of inf~('tt::'d control 
cel:s. uS~lall:: ;¡t dny 4. Pbt¿s \yef-é' the_ti phowgraphed" (eH;; 

were \V~she¿ 'w:1h PBS. i11ld f¡x~d \'\'i:h ¡:jo:, fC'l1nald.ohv¿e 
f~.:':<r ~Ülllill. Iht' (~lh 1~;ere- l.vú<¡.hed onc.e- úgal11 váth PBS :n~á 

';t:üllt'd ',xith () 20 1:' o:fcr-:-\t~.tnl \"iület fer 10111111_ TIl.:' proportion 
of cdh pn:~,en.titlg ePE \':..~(lS estitn~:ed usiag bcth unstained 
and ;;am"d weE-plat~phoMgm¡Jhs. Yel:traliz&tioll t::er~ we"fe 
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expressed a~ [he 1l1uxir:a.;'11l1 senIl:l dihtt1cn thilt lnhibüs 50° (1 

ofCPE 
?vlous.:e prote'criQl1 as.s.ays \'\"ere done U;.alg l:-e\,,·bofU 

Ri\LBc mí,:,": 100 LDs:' (50°;, mome lerllJl dose\' DfD~ll­
'2 K~\v Guinea e slfllin \'~.-:a'i prepared frotn ttu~ecred SlKk­
lillg n~ou~e braiu c:,u5pé'nü:)D~ :tlld nüxed 1: 1 "~yüh undiluted 
püüled sera (pf.~pa:red as dc~cribed :tbo"':~} f:üm l'nú::e 11l.l.nr,l­
nized \\'ithDIIIpla~l11idcon'~:--ru:r; ('iingle orte-tfflYúe-ntcoL1-
billatiolls). The VUl.:S-"cfUIU n-l1xture' .... -a; Í1Kl:bat-c-d fOf i h r,t 
37 ':C and ~lloC\da:!cd ""ntracran:ally ·:JC; ü:to nlice. :'¡Iou~e 

g~·(:ups \,·ere ()bsen.:·ed ¿üt1~\- 3üd :uor:':llity v;a~ t-c·:onled. 

Data obtdlne ... {tl:oulELISA experir::lcllts \vere 2l1KL·y·zed U~­
ing a i-re-q tü ~valuate sIgni-ficance" of 31~(ibody tit::-f~_ F(}!' tIle 

!110U:S..f' chal1ellg~ exp~rinlellt~, prote-ctlol1 s:guifíC211CC" Y:.-a; 

evalna~ed u,~ing Fi~her'~ exact te:,L All ~,wtútú:al flnal)'~;:; 

'\~:ere p::ft~·.x~ued 11S111g SPS$ \"er-sionlO.ü ~t:;.:i;:ical-;ofnYafe­
(~Ps.S 1.1lL Chictgo, =~, l.'S.A •. 

AH DIlI pl{l~.111id; (pDIII-DL pDIII-D~, pD:U-D3 dud 
pDnI-D.f)~~;I./e--rE' :,orre-ctly express.td in hl1n~fe-ct~:.:1 cells,:;5 C".:­

ideuced b:,/ ,::pltope .recogniriü!1 'with serQrype-specific 111..:\~)S. 
}\.pprüx1m[Hely 70-90°·0 "f ,:e-l.1<::, were trtl.n~fe<:t¿od, and ti 

strün~ fll:Qrf.'SC~llt ~igll:\l "yas ob;tc,"ed i11 aH rran~Iecred (c11s. 

~4. rel)t-e;t'lltati"~.:" ::xpt'rirnent 1S ~hOW:l in Fig. 1. in v:h:-ch cell~ 
V:ere Iran,fe2:ed wirh pDIII-D2 c(tll,IC,lCt and a:rr.r~:; h P0;¡­
~r~nlsfec[ioIL :)en-~ .Ji:tigf."I~ ~ .. Ya-; de-tecteá 'sith ~1L.:\b 3H5. 
C01:tlol expcr1nle:l~ ~ ",".:i:h e ()S-7 J~e 115 eran st~cted váth o!'1l1pty 

pb~rnid '\\-"re- :l;:·~:.;ti-"Cé (data not sho\vn). 

:nl:llunizat:oll üf :l1lCe -ú'lfh each illéi....-idual pla~.nlÍd 

i11duc~d a11 J.utibc<i'y t'~;pDllSe- specific fol' ::3.:11 serotype- o: 
dengue- \':111;' l¡ur cOlwsp"nded to the DIII-l)!:tsmid "útüi!y 
\l~ed t'O illllllUnize !luce tF~g. 2}_ ~pe.Clfícit~\· üf Zllltibody 
r~spOl1qe-~ :nduce¿ by e.ach DaI plastnid agJinH ('111 four 
d~:.1~u.r. an~lge:l~ "\yas c"\Talu;:¡ted hyt' a ;--tt~t. ir:. aH ::aS-e~" 

a:.ltlbody re-sp01:~et, \.ver~ t-tat1t-tically s·;glliii{';.nt (p' l) OetO 1 :. 
IgG antíbody rC';pons~s. \;-ere sinlilar fef aH S<::-rot)1J-cS:, ~~nd no 
significant chtle-rec.ee;; ru ~pecltic de-ngut" antibody re;pünse<::, 
Y';er¿ ObS.~l-·.:ed fúllo\ving bDD~t~rs. ".:\llhD0dy fe:;pü!1Se; 

",Veri!· aho e"l.-Tdunted. 111 ll11ce Ítnulunlz-::,d 1\~üh t~tHP:a:1ent 

cúmbm:tl:ü11' T~:;, T50 and TlOO (JI Dlr::-pL1"nm~, tilal 

C'(':T~s-pond to th~ use of ~3~ 50 Qí" 1 00 p...g cf e('1c·h p~(isínid 
in the t~n~lvalellr !"f.111Ulnt1ülL R~sult'~ ~ht)v·te-d tha~ aH 
allC-c i1l1nlUnized \'\-ith re:travalent -conlbl:la:lü:l<; dE"~-elopC'd 

~.:ulbodie; ag~lül~.t all ¿~'ague serot~{pe~ (F ig. 3). illd~Kc-d 
le1-el (~f ant!bDdi.e-s by r.J:d: te:L~,\-ale:n fonnuk,nü!l"i- \yhe-ll 

CD111parc-d >,vith respe<:ri"re- cDntrol group~ \Ye"re. i11 all ("~ses:. 
st~tisÍ1cal1~",~ sig!lincant (p .~ 0.0001): hi~l1er re~!)011.se~ 1,yert> 

(!2t~illed ",hen lOO tJ.g of each pLnmid (TlOG: w~re llstd. 
T:ltr~ \\"cr:e- 110 ;lgnlÍícant differencf.'~. in ~a:.tiboóy rieel.~ 

f:"'111üwing booster adnlúIi;trC!tú:~n. a~thDl:gh, th~ !.lla?ll~tl:.:t.: 

C:"t~1;:> Ínl1l1uIl:: ¡-e;pon~t: \\'C!S dú'S.e-dependent (Fig. 3), 

Tv,;o 1Xee-k~ ;:-:ft~r th-e 1a~r ~~(}(tst_ ~·C'r3 frOl"i11111Ce 1nl1l:lll1li2~d 

"',ylth p,:DIU-D2 piaSlni:ct Oí \yith Ül~· tetD.-.:~-al::tlt Ct)1:-.nbinntl01i 

',v~re- u'S.f.'d [O as~e's-s the jJfes,c't1Ct: of llt'utfJ.:liztug :md:'i.1<f 1'1'<:-­
t~c:t\"~ al:tlbodl~:s,. (,PE Í11hil.,itIOli as·;ay.; in BHK-l1 celh 
-shoy·,-;:od t:,eu~r~liz-atiün :Fen, e: 1: ~--; fel· ;e-:a ~ronl 1'111Cc- ~n1-

1l1UlllZEd ~.vith T13_ \yhe-fcJ.S :S~fa :J:onllu~ce inullunlzed \V1til 

100,.1):, ofpcDIII-D2 ,,(KilI: ISO cm! TI 00 hui :1re'E of1: 10. 
In rile 1H-OU,;:; ch,tll.eag:-e- .a-s.sa-y_ -s.era I:l-ü:111l11:.:'-e- HU!llUnued \\:ith 
1(0)J..g of pD:U-D2 plns:.'uld cünfer~ .-t3(!:, profe-f:tlOIl. v.lúl-e 

'Se"Hi fi'Dt:l nü(e lmrilunizt'd 'w:th t~l': T 50 K'nTlluI~tiün pro­
t~c:C'd SOtf ,) ofchailenged tni:e. Tneo higilest pl·O[ection (8 7C! i)'j. 
l>n~s (tb~elT¿.d \Vhe11 ;ef\lln ;¡unplt.:-s of !luce 11l1HIU1l1Z.ed \.~,:íth 

the tetn¡-,,,!enl fOrmnIall(J1\ T: 00 \Ye-rn:s"d (E,?, ,h 1he le;-el 
o: protectiolll!l rh", T100 grüup 'Sr;" ,lati;¡tKally ,igmfkant 
{p=ü.D16~ \\'h~n cÜ1TIpared ",,,ith ~~ulltrol gf\"~<Up (pcDKA3¡: 
v;!:e,eas pmr'-'ctiDlll~;-ds of1lOO gmup cümp~u',-,d wlth T50 

31ldpDIII-D2 grOtlp~ .... va<::<10t signifkant.(p= O.2SüfjndO.~! 7. 
re ~p.:'ctl';ely). 
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l' 

Day$ !,ost ohaUenge 

:l.g . ..J. Sera ti":':l: iÜIili.!.~:lt.:;::e-d nj{'o::' ",\":.:-1: D!II CC1:7:I1:C':-': p: :):({S l:c;;:'b':l;'; 

l~l¡,(e- tL:o:J.: :e::hal ch,lllenp:-, ~~ffi::l: $2.nlp~es.ftom all('e ::1::1::::1.1:i:¿d ·d~h T5~:'~ 
T11)( Jü.·:l-~·:hh t~X: Il.ª Di f:DIE-Ir~_ ., ..... ~r.€' r·:-e·iI:.Cg~::?l.ft<i; ·,\',-tl1 =?eL-~ XGC 
>~t:'l:it: J.nd tn:-o;:nl};te::-:'1t:~~, :lf\y\}C'm rnm1-'.>·e :)¡,.1U"l.. :l¡';:'J1J~t~,· l\'JS rec(·rder, 
'\ ·u'':;.=. ::fe':l:n:',~~red ;,vith ~.el-a fJ. ~'1~1:l:i-C;:' Ü:''::::1J:J,!:e(l ... ~::Ü';-~l:9t:;· }'C :):;-:_-\3 \,"¿} 

::.arbde ~ a:, J i:eg;:m;;e (·.:r:.:rcL :;-;~:.Hfa:iz¡:¡t~;:·~J Ltel'", \)~< •. :;: PE are l:ói·:J.;ed t·,)' 
p¡:ue1l7htt:::., l:ll-·:e .:.1'" e~d:. ,?ts'u.? {1ft" it¡;:uc.Hed. { ... ; S:-!l>:i;-,-:l ,:'= l:ll.·:e !1i.,:-,cDhrcd 
·.'.·~t: "':.-Ü-.v" 9::\.-; <;ét<l :]<:}01 Tl'}) ?~.~\:? ;J,-:::.', -::J .. l.ü}tú::~üly ::;'~_~1.iñC"'f:'[ lJ'=': (,iD! 

'.'l.t:"efoi. ~'::-LlpJl·E!"..:1 ;:,";~r:~ c;:ll"trd gn:mp. 

D:\~ .. ;\ "I,~::cC'.ine-~ a~:::tins.t il:n,-n·iru~~~. La;.-~ ~"'.:0:'>.-~d 1n ~he 

last y-e«f'J" pnT~·:diil.g a prolnising approad: 70 ul:d~rstalld­

iag :~e'y f;¡~~0í'; 1iE"olred -in tile 111d:cK:tiül1 (lf eÍfiriect inltllunC' 
:·c~pl)n~es. Ho·\Vc'\~eL de'5plte ~::0n':> tO de",<~elop D:-:.c....-based 

YacLille~, liye ríaelhlated ..,iru'S yaCC111e Ct111dú:l(1te~~ inlel1yplc 
('áinierú: o:::· S.UbUlllt t1l01e~ules, füere l~!lO a s.:~Jr. al1d effecti-;.-e 
YJCCill-e .1Y::1ilable- :lg;:'lillSt dengue Tan; illfe-c~iün. I1nlllU1l1Z2I­

tiún -with nak¿-d D:\" .. ~ ha~ ve.:on te~ted fOl" de-ng1~C' Yif',V=:,_ ¡11Ji!11y 
using: t~t' ')tnlCt'.lral ge-Iles pr?vf-E [2·6-19.581 ;,-;h:le :::'01" other 

fiDxi·:inn~~~ genes. oi'uoll-qruc:tural proreins 3l1Ch as:\S 1 ~lnd 

)JS3 have ,ho bee:1 us"d f,.'! D)JA nlCcí""" [_lO.5_', .. :iS]. It i, 
g.:'"Heraily ;:Kcepred {har E protcin is tt.e 1l10'5! in~P(!~·t:~~r -:::­
¡-al Ül1:.1iUll,:-.gel:. Jnd lt In;, be.:'ll r~p.~r¿>d rhat ~:ahJ :.)rot~in is 

-ne-ce-S.:'~~l}" for it~> C0n.-eCt ~):pre-'~sion and ílll:nUnogel::citj" ofE 
lJCot=ein [S. 9 _ ~4]. :1ú','.-ey.-e:' .. ~ recoillbúl.:;1llt 'Suly.ulÍt ·;éhxine-l1s­
lug just ~he- DIII (1fDee-":: \\.;'3 sncct'~~fu.l1:1 it:ctl~::-:ing üt'l:rr:::­
iZlIl~ ant:~1üches. an'¿ p:'otecting n::c-e [-:2: -23]. In tl:e ?rcs~l1t 

stn .. iy. Y":':- re!;oH :he- nse ofI>III fio111 a11 dengue :;~r>2>l:'~l)':-s as 
II D~,,-A ~.-a(("in~ (¡Jlldidate to induce n~l.:r.r3::izing ..lllribod:e; 

a:'1d protecrion in:1 :uc'us-e H1C'deL 
C-oa.:-::, ;:-+'Ld ("mci::-nt .,.~,rHthé~i~ [tf :~l:::y .,.u~:>nnit ;:aore-ir: t'le­

pends 0.t: e~:,pt-~.;:;ioll in :ir-; llatiye confonnarion, 1\'}::~,:h :s :'11-
di:.pt'l~sable for rIle- de\:'d.opl11ent (lf an effel:.tiy~ 0:\"_4.. ';;K:­

cin:e- [~g]. \:Ve gce..:-nned DHI pb:Sl1Uds for '::I>:h dengue Y1:"":.h 

~er0\: .. -~~r:_ ~\'..·l::ich 1\-c-f;: Ca-i::ab1.: ofbeillg c):pre;;::,ed <'Ideq'iJ,1tely 
in trall~J;:(~t¿d cdh., and \\~hich aho contahled l1::-u:r~hzing 
r:>pitúpes [52]. J1r::ülllllizar.Ío:l \yirh rhese con~trU(b ;ll\-tuced a 
Spet~ific anrlb.:.dy ~·e;pOn'bé afref prüllary lnllilt:.:lizatiOll,lVIice 

l."IÜ(IQ::-¿ üw::e >.~.'úh rhe Saine DN .. 4. cL"');·s,.:- illC1·C'J..~.:-d ~-Ultibüdy 

tit.:-rs. :."";:lthüughlh.. .... fu.rthe-f al:a:nnesú2 f:¿>sp01lSe \\T:'S- obs.cr~,:e-d. 

: .. laxin1l.ull. antibody le~> .. >!h \V;:'~·c detect<td :WQ l,xed-::s ~1!tef :he 
1111túd 11111nnniza71on \~:ith Dell-'::: t1ud De-l1-3- flnd nn) v.:e-:k,=:, :~f­
~C"r t':le fir~t boosr rOf Deu-l ~1nd :)ell-~, :.anJar re ~he alltib0dy 
:1~1d pr .... ..,t~c:t:01l le---:,.~t'¡" pre;:lously n:""poftEd '.yith r-eC(l:111nnant 
DIE ,·accnation [21]. Our re;u!T" llsing DIII DYA COl:;:rue; 

ar:!' ,:inúiar ro thv~C' u~:llg the cOlnplete E gene or the pr1--1-E 
cas:Sf.'tt~ in Dl'\~;:'\-b(tsed Y~)ct:ille cft:ldid<1(~s [26-31J_ 

JI: ordef to ~!1aly2': t~lc u;e of :JTII as :'t ze-tf¿:f\·al-t-l:r 7ac­

CÜ:;:- lxe us-ed :!¡ cü1l1blllatlou of [lB fl)f:r D El COl1~t::ucn to 

e;-ainate' Hh.itKtiOll ct deugu~ anribod~er;_ Thefe' \';n~· a do~.C'­

dependem éi:l:ibody l-e'1)OIl;,e, and ,;:>nls ""l1e1l the In ~hesr dOi>e 
üf ea·.::}: plai:,mid >XJ.S u!'~d (71001, ttntibody fe~p¡)lhr:"S ~~Y>.h 

Sill111rtr ro thra obtflilled \ • ..-eh ~,::lglf' pla~lnid :tnnluniz~~l(i.:.1 

(10i) .f.lg~;: lE" slgnifú:anr d.iff::-rr:::-llc~s in alltibQ¿Y resl::c~nse:. 

(;e:·"::lypt:-SP::-2ific'; i1l1niCe irlnnulllz~d ~,yith any COllCetlt:"¡¡-­

ticn oÍ t.;~r::1i-Talent JiII :c·r:llulmÍo:1S \Y~t~ übsen-erL De.~pite 

th.:- use of l:ngh D"'\·~~ <:"ülK~ntLltiOllST the-I'~ \vere 110 ad":;~l~Z' 

t-TI~72~_; 0~11rü("e ür regarding th::'1r C'Illt:.büdy r·esponse;. :.!J .. ~ h¿¡·~ 

he~ll ftport~d fOf üth.~r Y.1:tl.l':,e5c ~55,)6~. inullunizat1üll \\TiCl 

llakec1 Dl\~~4. :t.. d'..'\:'f'-depelldC'llt. By -',.:-ar::,lng: mltigea (leh"~·ery. 
r01l[;: \.:~f inllllUll1zr¡tlolL Qr inclu~,ion .-::.,:~ ~¿Jn .... :ant n101;:octlles~ 
in1111l:1~e r;:,~ponses. induced \yith DIIl tet1ar¿¡l~nt f(. ... nuub.!lOn 

(0uld ~Gc optÍtnized" pe-rhªp~ eYell für {he- uso:- c.f 10"'.VO::-l· DNA 
C01lC¿oUtrllti011S 

Für nentral.izatioll ac~S3~·"&. t;1:.1 BRK.-2: cdb t;"tlj,d pr-Qte;;:l~.):'l 

in :'l:.c:Jing i:-li::e y;;e used J: 1110lbc-adapted Dell-,2 (NGC\ be­

..::au.;;" Gilf obserT~,ti"""'!ll-:' O:~ih high -;:l:T1-l-e:lCc- :n~dclpa;:-it~'.: to i11-

duce C?E :n BHK [elis. ,,:le! tl:c ¡'¡fil mo:'ralírY;:l mice when 
i,::)"ul,llcd le N<:'l.ltralizat1(,n riti7r; 1"0111 lh", ePE lil1übitio:1 

a~;1ys i~x pcDIII-D'::~ 150, (¡ud TIGO COnqnKB t1:1ü :"0f 
ae; did not C0rf~bté' '~x-it~l p.r-(:t~t::lt.1:1 11l1le1,ybo1111ni-ee t4Y; ó. 
50f)·ü. and:; 7'') (1. respe'c rl"1:ely). althi)ugh there vi,:as:t (on-el~t~ion 
'.;-irl: D:,~J ... (\."·llco::"lHrC"~ti0Il, 'Xentralizl11g .;:,ntlbodi~'S 1l.1í.1y 110t 

be th~ o!.'ll~· Hl!l:l:Ule il10du1:ttüry 11101ecnles l:tre~.,el:t in s.ertllll 

~x,niples 01' inl~llUl~:zed nuce. playing a f-ole 1n protectlon 
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"\·-a::-eo ülacJ-(\pbrr-g-;!~. ln~)nücy:éS_ -.:l~~ldriti·:: ;,:e 11 r" alld l:lduce tht 
seüdlcl1l ofIL-I..':. IL-6 ¡¡lld IYF-y [:;-': The 1'¡gh ml:l1b"rüf 

C'pG moliL m tI:", TI:):) formularion could h¡r,-e l1:duc~d TI:e 
l~r,,-:du;:-rit .. "'n ofhigh 1e;r.;-h of .,uch 1l1(,lecG:e~ . .:.ont.::·ilJl.Hin,? lO 

1l10nSe pl'ote('tlc-n upon (h3:l:~:a~,7. 

k ordoor 'o ~':aluéile the effeu of DEI CO!:>tfUe¡ VacCl­
natiüll ún ,.:-ellniar r~.spon$-e-'~, v;e- I:le3;t:re-d- lylnp:l0::-y:e- 2}t0-
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dh.);,\"l1.) Tll~Jé" ¡va'!. lK" J::-te""ctat:::le ct:'l: pp.:-life",:atl0111:1 únnnl-

1l1z.ed L1i:.:-e. nI agree:me-llf ".:vl~h fC":,ult:¡. repor':"c-d ~):y K.ollis~ll r:"t 
aL [;:8]. ,¡:ggestingrhatcellnbrre"pome, Ítlduc"d lw ¡te DEI 
phs.allds ar¿. 110t srrollger to be- d~~¿-cre-d in th-f' pr(1hfe-ra:iüa 

assa~,,·~ ül' :har T ..::e11 epitüpc-s cDc.id be :üGltedQUrSlde ~hé pr?...-! 
alld:s. plot~ic;.. ~,peclb:~l!y iI::. :--he- e pn)t¿-lll ~c1d llüllS-tf"\.lCtU.ra1 
l:!loto:-in~ }9I. 

The pr.:-sent !::xud:; .. dC'-n10nstriltes t1:e e:lic-acy Gf n DEI 

I)~~ ... ~-b") . .,~d '>-.. H:cill~ to indu>c~ eeu:ínlizing ant1büdie9c [s;:ld 

pror~ct:üll ¡]galll~t dengue "',-inls t:-:pe ~ l:l rhe !ll0nse rnodd. 

J1ld ~'eple,="e-nt'S t~le :6.r~t H.opon cf 1:1 retfav~Üellt dengue DN~A..­
based ... :<"tlxine c::u:d.t<bte. A retnn:a:ent I>I:r D0L.:\ "'.."l1<::.cinl" 
(culd be uSed :11 (cnjuncúeo!l >s~tb. rec01nbinant pfQteÍlls 
eI' fec~"'inbin(llH YGccll1ia YÚlh 1,vl::dl ltl~.Jude other :)\ ~ 

8nttge-1l-':' !:1 (t-Cdef ro únp-ro"-\-e prot~o:bTe long-last:ng il::'lU!l:ll::-
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reSpOll;~q :tg~ún')t dengue Vinls. it1t~cri~)n. Ho\'~~ever. <ldd~­

tiQn"l·~tndies are r~ql.lired to te~t ll'e1.1tn:Jizlug actÍ"rlty agaíns7 
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23. Anexo 111 

Vacunas de DNA: Inducción de la 

Respuesta Inmune 

Título breve: Vacunas de DNA y respuesta inmune 
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Cuernavaca Morelos. 

e-mail: jmota@insp.mx 

Resumen 
La efectividad de las vacunas y la inmunización, en la prevención de las enfermedades 
infecciosas, es uno de los grades avances de la medicina. En la actualidad, con el 
acceso a tecnología de punta en el área de la genómica y la proteómica, es posible 
acelerar el desarrollo de nuevas vacunas con características mejoradas en aspectos 
fundamentales como son su inmunogenicidad y seguridad. A casi dos décadas del 
primer reporte, en el cual se demostró que un gene puede ser expresado mediante la 
inyección directa de DNA desnudo, las vacunas de DNA han probado ser eficientes 
para inducir una respuesta inmune protectora contra parásitos, virus y bacterias en 
diversos modelos animales. Esta revisión tiene por objetivo el presentar un panorama 
general de lo que son las vacunas de DNA, y de cuales son los mecanismos mediante 
los cuales se induce la respuesta inmune después de la inmunización con antígenos 
insertados en vectores de DNA (plásmidos). 

Palabras clave: vacunas, DNA, respuesta inmune. 
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Abstract 
The effectiveness of vaccines and immunization in the prevention of infectious diseases 
is one of the greatest successes in medicine. In recent years, with access to cutting 
edge genomic and proteomic technology, it is possible to accelerate the development of 
new and improved vaccines with better chaFacteristics of immunogenicity and safety. 
Since the first report, almost two decades ago, where it was demonstrated that gene 
expression is possible by directed injection of naked DNA, DNA vaccines have been 
proved to induce protective immune responses against parasites, virus and bacterium in 
diverse animal disease models. This review aims to present an overview about DNA 
vaccines and the mechanisms of which immune responses are induced after 
immunization with plasmid DNA-encoded antigens. 

Key word: Vaccines, DNA, immune response. 

Introducción 
Uno de los acontecimientos más importantes en la historia de la medicina es la 

vacunación, el desarrollo e implementación de esquemas cotidianos de inmunización 
han permitido controlar exitosamente muchas enfermedades, e incluso han permitido la 
erradicación mundial de la viruela (1). Las vacunación ha probado ser la estrategia más 
exitosa en términos de costo-beneficio (2). Sin embargo, las enfermedades infecciosas 
continúan siendo una de las causas principales de muerte en el mundo. Se estima que 
alrededor del 25 % del total de muertes anuales en el mundo (aproximadamente 15 
millones) son causadas por agentes infecciosos (3), no solamente por la aparición de 
nuevos patógenos, como el virus Ebola, el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) 
o el coronavirus asociado al síndrome respiratorio agudo severo SARS (por sus siglas 
en ingles), si no también, debido a la re-emergencia de microorganismos causantes de 
enfermedades con altas tasas de morbilidad y mortalidad como las pandemias de 
influenza, la fiebre del Oeste del Nilo, la fiebre por dengue o el cólera (3, 4). Por otro 
lado se encuentran también otras enfermedades emergentes como el paludismo, que 
se asocian al incremento en la resistencia del parásito a los fármacos, o a los 
insecticidas usados para controlar a los vectores que la transmiten al humano (4). Para 
estas y muchas otras enfermedades no existe en la actualidad fármacos o vacunas, sin 
embargo muchos de los esfuerzos actuales se enfocan en la investigación y desarrollo 
de nuevos tratamientos o vacunas que sean eficaces y seguras. 

En la actualidad, debido a los recientes y excepcionales avances en las ciencias 
básicas y médicas, relacionadas con la genómica y la proteómica, se están 
desarrollando vacunas con nuevas y mejores características inmunogénicas y de 
seguridad. Las nuevas aproximaciones de la "vacunología reversa" (reverse 
vaccinology) , basadas en metodologías de genómica ha revolucionado la investigación 
en el área de la patogénesis de microorganismos y el diseño de vacunas (5) 

Las primeras vacunas fueron producidas de manera empírica, sin un 
conocimiento detallado de la naturaleza del agente causal y los efectos en los 
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individuos vacunados. Por ejemplo, las observaciones en las que una infección leve de 
viruela protegía de la enfermedad en exposiciones subsecuentes, dieron como 
resultado el uso de pus seca como una forma de inoculo aplicado en la piel, o en forma 
intranasal, para prevenir la enfermedad, lo que en el año de 1798 finalmente culminó en 
la publicación del trabajo 5de Edward Jenner sobre la vacunación con el virus de la 
viruela, y que es conocido como el nacimiento de la inmunología (6). Posteriormente, el 
avance en el conocimiento de la microbiología, principalmente el desarrollo de las 
técnicas de cultivo de tejidos, permitió el desarrollo sistemático de vacunas contra 
muchas enfermedades y más aún, se han desarrollado esquemas de inmunización 
utilizando vacunas polivalentes como la vacuna triple contra la difteria-tétanos-tos 
ferina, conocida como DTP (7). Esto dio como resultado un menor requerimiento de 
inyecciones múltiples; en base a este racionamiento, recientemente se demostró la 
eficacia e inmunogenicidad de una vacuna hexavalente que contiene además de DTP, 
hepatitis S, polio y Haemophilus influenzae tipo S (8). A pesar del aparente éxito de 
esta vacuna hexavalente existe la preocupación acerca de su seguridad en su uso 
masivo (9). 

Actualmente, el conocimiento acumulado en el último siglo en disciplinas como la 
virología, la biología molecular así como de la inmunología misma, nos ha permitido 
comprender mejor el éxito y los errores de las vacunas usadas en el pasado, así como 
también, el contar con nuevas herramientas y estrategias para el diseño y desarrollo de 
nuevas y mejores vacunas (6, 10). 

Vacunas de DNA 
En la historia de la vacunología, las primeras vacunas exitosas fueron las 

vacunas atenuadas, que fueron hechas básicamente con virus vivos atenuados 
mediante múltiples pases en cultivos de tejidos, un ejemplo es el virus de la viruela, o el 
virus de la polio arriba mencionados. Otro tipo de vacunas atenuadas se basaron en la 
inactivación química o por calor de los patógenos, el éxito de estas vacunas se basa en 
su capacidad de inducir una respuesta inmune tanto humoral como celular (1.1), no 
obstante, en el caso de la inactivación química o por calor, debido a que el . 
microorganismo no pude replicarse, la respuesta celular no es muy potente. 
Desafortunadamente, siempre existe el riesgo de obtener, a partir de las cepas 
vacunales, organismos que re-adquieran su capacidad virulenta y patogénica 
(revertantes); para algunos virus como el VIH sería muy riesgoso usarlos como virus 
vivos atenuados (11, 12). Para tratar de evitar esta situación de riesgo se han empleado 
microorganismos muertos y más recientemente, con el advenimiento de la tecnología 
de DNA recombinante, fue posible el desarrollo de vacunas utilizando sub-unidades 
antigénicas más que organismos completos. En este tipo de vacunas se han empleado 
diversos antígenos, como son las proteínas recombinantes purificadas, carbohidratos 
bacterianos, péptidos sintéticos, anticuerpos anti-idiotipo, virus y bacterias 
recombinantes (10-12). A pesar que estas vacunas basadas en organismos muertos o 
en sub-unidades han tenido cierto éxito como vacunas profilácticas, ninguna de estas 
dos aproximaciones metodológicas es capaz de inducir una respuesta celular 
adecuada, por lo que nuevas metodologías para desarrollar candidatos a vacunas con 
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estas cualidades, pero sin el riesgo que implica el uso de patógenos vivos, continúan en 
proceso de investigación (12). 

Una serie de observaciones al inicio de la década de los 90's demostraron que 
con DNA desnudo (plásmidos) es posible transfectar células in vivo (13), posteriormente 
se reporto que es posible inducir una respuesta humoral contra el antígeno codificado 
en el plásmido transfectado (14), pero no fue si no hasta 1993, a partir del reporte 
donde se demostró que se puede inducir una respuesta inmune protectora contra un 
reto letal con el virus de la influenza en ratones inmunizados con DNA (15), que se 
estableció firmemente el concepto de lo que se conoce hoy como vacunas de tercera 
generación o vacunas de DNA (16). Posteriormente, númerosas publicaciones 
demostraron que diversos antígenos (de bacterias, virus, parásitos o de origen tumoral) 
codificados en plásmidos pueden provocar una respuesta inmune en diversos modelos 
animales (17, 18). 

Las vacunas de DNA, también conocidas como vacunas genéticas, vacunas de 
ácidos nucleicos o vacunas de DNA desnudo, entre otros términos, emplean una 
metodología relativamente simple que ha abierto una nueva era en la vacunología, con 
un alto potencial tanto como vacunas profilácticas, así como vacunas terapéuticas (19) . 

. Todo esto se debe a que combina muchas de las características deseables de las 
vacunas tradicionales, pero ofrece muchas ventajas con respecto a estas, como son: a) 
su seguridad en términos de no usar organismos vivos, b) su capacidad de inducir una 
respuesta inmune celular y humoral, d) la facilidad de modificar los antígenos 
codificados en los plásmidos (ver más adelante), e) un menor costo cuando se 
producen a gran escala y f) una vida media mayor, por lo que se tiene una mejor 
estabilidad en cuanto a la temperatura de almacenamiento y transporte, permitiendo 
prescindir de la cadena fría utilizada en las vacunas convencionales(20). 

Plásmidos o Vectores 
La unidad funcional de las vacunas de DNA son los vectores en los cuales son 

insertados los genes que codifican para las proteínas de interés, estos vectores son 
plásmidos bacterianos. En la figura 1 se esquematizan los elementos que componen un 
plásmido típico para su uso como vector en la vacunación con DNA. Los plásmidos 
bacterianos son moléculas de DNA circular que se autoreplican de forma extra 
cromosomal en las bacterias y han sido utilizados ampliamente para la expresión de 
proteínas en sistemas de mamíferos (21). La capacidad autónoma de replicación de 
estos plásmidos permite su amplificación en cultivos de bacterias transformadas (18-
21). Los genes codificados en estos plásmidos se encuentran bajo el control de 
promotores, generalmente de origen viral, como el del citomegalovirus humano (CMV), 
el virus del sarcoma de Rous (RSV) o el virus de simios 40 (SV40). Los promotores son 
secuencias cortas de DNA al cual se le unen diversos factores de transcripción que 
ayudan a guiar y activar a las polimerasas, estos se encuentran activos 
constitutivamente en la mayoría de las células eucariotas; en la actualidad el promotor 
más frecuentemente usado es el CMV (10, 18). Seguido del promotor se encuentra el 
gen de interés, que a su vez esta seguido por una señal de poli-adenilación, por 
ejemplo: la región no traducida 3' del gen de la hormona bovina del crecimiento (BGH-
3' -UTR), que contiene las secuencias apropiadas para estabilizar los transcritos del 
gen de interés. Todo lo anterior se encuentra insertado en el esqueleto de un plásmido 
bacteriano, con un origen de replicación y diversos genes de resistencia a antibióticos, 
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como son la ampicilina o la kanamicina, lo que permite su selección en cultivos de 
bacterias transformadas (21). Un elemento importante en los plásmido es la presencia 
de motivos CpG bacterianos, que poseen propiedades inmunomoduladoras y que 
representan un elemento adjuvante intrínsico (19-22). 

Rutas y formas de inoculación 
El sitio de inoculación, así como la forma en que el DNA es liberado en el 

organismo, juega un papel importante en el éxito para inducir una respuesta inmune; se 
sabe que únicamente del 1-10% del total del DNA inoculado es procesado 
adecuadamente para expresar la proteína de interés (10, 21-23 ). Las rutas de 
inoculación que ha sido empleadas incluyen la piel, el músculo esquelético y las 
mucosas. Dependiendo del modelo animal que se emplee, el antígeno usado y la 
metodología para inocular el DNA es el grado de efectividad (20, 21-23). Con respecto 
a la forma de inocular el DNA, la inyección es el método más usado ya que no requiere 
de entrenamiento especializado y su bajo costo en comparación con el uso de lo que 
. se conoce como pistola génica (gene gun) que implica un costo elevado y hace 
improbable su uso en esquemas masivos de vacunación (9, 18-20, 24). Sin embargo, y 
a pesar de su mayor costo, esta ultima metodología produce los mejores resultados; la 
inoculación de DNA con este sistema emplea al DNA acoplado a esferas de oro o 
tungsteno que son bombardeadas hacia la dermis y capas subdermicas con la ayuda 
de helio comprimido (10, 20, 22, 23), lo que permite la directa transfección de las 
células blanco. Esta metodología permite usar mucho menos DNA en comparación con 
la inyección con jeringa ya que es aproximadamente 100 veces más eficiente (24). 
Finalmente, una forma no invasiva es la ruta de las mucosas, debido a que muchos de 
los patógenos tienen como vía de entrada las mucosas, el inducir una inmunidad 
protectora en estas, es la mejor estrategia (20-23). 

El DNA que es introducido por la piel, es tomado principalmente por keratinocitos 
(por ejemplo cuando se usa la pistola génica), mientras que cuando se usa la inyección 
intramuscular, este es tomado por células de músculo esquelético. Sin embargo se ha 
demostrado que el DNA es captado también por células presentadoras de antígeno 
profesionales (APCs, por sus siglas en ingles), siendo estas, las únicas capaces de 
activar a las células del sistema inmune mediante la presentación de la proteína (10, 
11). Estas células pueden capturar el DNA directamente por la inoculación 
(transfección) o pueden tomar el antígeno de otras células, como las de músculo 
esquelético o los keratinocitos, mediante fagocitosis, mecanismo denominado 
"presentación cruzada" (11, 19, 22). 
Inducción de la respuesta inmune 

En el caso de la inmunización con vacunas de DNA, una vez que el plásmido es 
introducido en la célula, éste es translocado al núcleo donde se inicia la trascripción del 
transgene, posteriormente los transcritos son llevados al citoplasma donde son 
traducidos. Las proteínas recién sintetizadas son procesadas y presentadas al sistema 
inmune y pueden inducir una respuesta inmune de larga duración tanto a nivel 
humoral como celular. Básicamente es a través de los mismos mecanismos implicados 
en la respuesta inmune inducida por las vacunas tradicionales o la infección natural (10, 
19-23). 

Las proteínas exógenas que son endocitadas o fagocitadas (presentación 
cruzada, en la inmunización con DNA) entran a la vía endosomal donde son 
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degradadas en pequeños péptidos de 12-25 aminoácidos que posteriormente son 
asociados con moléculas del complejo principal de histocompatibilidad (MHC) de clase 
11 y translocados hacia la superficie de la célula donde son presentados y se unen a sus 
correspondientes receptores (TcRs) en los linfocitos T cooperadores (CD4+); lo que 
tiene como consecuencia su activación y expansión (14,16,20, 22). 

Por otro lado, las proteínas que son sintetizadas de novo (transfección, en la 
inmunización con DNA), son degradadas en el proteosoma en péptidos de 8-10 
aminoácidos que son transportados hacia el retículo endoplásmico, mediante un 
sistema especializado de transporte que emplea proteínas transportadoras (TAPI y 
TAPII) , una vez en el retículo son asociadas a moléculas de MHC clase 1. Los péptidos 
de gran afinidad con su respectiva molécula de MHC I son estabilizados y entran en la 
vía secretoria, con lo que alcanzan la superficie celular, y al igual que con los complejos 
MHC II-péptido, estos encuentra sus respectivos TcRs, pero en este caso, en la 
superficie de los linfocitos T citotóxicos (CD8+) para inducir su activación (14,16,20,22). 

De esta forma la unión del complejo MHC-péptido y TeR, en las APCs y linfocitos 
T, respectivamente, provee de lo que se conoce como la señal 1 de la activación de los 
linfocitos T. Sin embargo, esta señal 1 es insuficiente para generar una buena 
respuesta inmune y es necesario de una segunda señal para la completa activación de 
los linfocitos CD4+ y CD8+ . (10, 19,21). La señal 2 es inducida mediante moléculas co­
estimuladoras presentes en su superficie de las APCs (mayoritariamente células 
dendríticas [CD]), como las proteínas de la familia B7. Previamente a esto, las CD 
necesitan de una señal para su activación inicial y maduración, esta señal denominada 
señalO, o señal de alarma, es inducida por ciertas citocinas inflamatorias, proteínas de 
choque térmico (HSP) o los motivos CpG presentes en el DNA bacteriano. El resultado 
de la señalO es la sobre-expresión de moléculas del MHC y co-estimuladoras en su 
superficie, favoreciendo posteriormente, el proceso de presentación de antígeno (señal 
1). En esta etapa, las CD activadas cambian su morfología y perfil de expresión de 
receptores para quimiocinas, dejando la periferia y migrando hacia los ganglios 
linfáticos donde participan en la activación de linfocitos T y B inmaduros (10, 14, 20, 
22). 

Posterior a la etapa de activación se inicia la etapa efectora, los linfocitos T 
activados dejan los ganglios linfáticos hacia la periferia siguiendo un gradiente de 
quimiocinas hasta llegar al lugar donde son requeridos y tras la unión de sus TcRs con 
los antígenos expresados en el contexto de MHC apropiado comienzan su etapa 
efectora mediante la secreción de substancias toxicas como las perforinas (células 
CD8+) o de interleucinas con actividad inflamatoria como elINF-y (células CD4+) (10,14, 
21, 22). 

Por otro lado, los linfocitos B son activados mediante su receptor (BcR) por los 
antígenos que son sintetizados y secretados o presentados en al superficie de las 
células que fueron transfectadas en la inmunización con el DNA. Cuando se trata de 
antígenos que nos son secretados o presentados en la supercifice celular, la respuesta 
humoral es menos eficiente, sin embargo, es posible que el antígeno pueda ser tomado 
por las APCs mediante la fagocitosis de células transfectadas en estado apoptótico y 
presentadas en el contexto de MHC 11 (22). Posteriormente, aquellos linfocitos B 
activados cambian de isotipo; las secuencias que codifican para la región variable de 
las inmunoglobulinas sufren hipermufación y las clonas con un receptor con mayor 
afinidad por el antígeno son seleccionadas y se expanden. Los linfocitos B activados, 
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eventualmente se diferencian hacia células de memoria o a células plasmáticas, estas 
ultimas pueden: a) continuar sintetizando anticuerpos, o b) pueden establecerse en la 
medula ósea y continuar también produciendo anticuerpos; por lo tanto es posible 
encontrar anticuerpos presentes en el suero y en mucosas por largos periodos (10, 
22). La figura 2, esquematiza las posibles rutas para la presentación de antígenos tanto 
a linfocitos B como T y su activación para realizar su acción efectora. 

Optimización de las vacunas de DNA 
A pesar de que las vacunas de DNA han probado ser eficientes en inducir 

respuestas inmunes en modelos murinos, se ha observado que cuando son probadas 
en animales superiores y primates no-humanos, las respuesta inmune es debil (25), por 
lo que se han desarrollado diversas estrategias para potenciar la capacidad de este tipo 
de vacunas (25, 26). Una de las primeras formas de incrementar la eficiencia de las 
vacunas de DNA fue la ca-administración (proteínas recombinantes) o ca-expresión 
(adyuvantes genéticos) de moléculas como las interleucinas. Existe una larga lista de 
interleucinas que han sido utilizadas con este propósito, y de las cuales se destacan el 
factor estimulante de granulocitos y macrófagos (GM-eSF), que ayuda a reclutar 
células dendríticas y aumenta la respuesta de células T y B. De la misma forma muchas 
interleucinas de tipo Th 1 has sido utilizadas, como IL-12, INF-y, IL-15 e IL-18, entre 
otras, así como también de tipo Th2 , tales como IL-4, IL-10 e IL-13, entre otras (10, 25, 
26). 

Por otro lado, se ha observado que las vacunas de DNA pueden ser utilizadas en 
combinación con otro tipo de vacunas, como las basadas en proteínas recombinantes, 
para mejorar la respuesta inmune. Se ha demostrado que cuando se inmuniza con 
DNA utilizando un antígeno especifico y posteriormente se administra un refuerzo con el 
mismo antígeno pero como proteína recombinante (o virus recombinantes, como 
vaccinia), se obtienen respuestas inmunes más robustas (10, 20, 22, 26) en 
comparación con el uso individual de DNA o de la proteína recombinante. 

Ensayos en modelos animales y en humanos 
Basados en los prometedores resultados iniciales de la inmunización con DNA, 

diversos modelos preclínicos de enfermedades han sido utilizados para evaluar la 
eficiencia de las vacunas de DNA; estos incluyen diversas enfermedades virales como 
la influenza, la hepatitis B y e, herpes, ebola, HIV, etc., así como también contra 
patógenos bacterianos: Mycobacterium tuberculosis, Mycoplasma pulmonis, Clostridium 
tetanií, Chlamydia trachomatis y Salmonella typhií entre otros; de la misma forma se han 
evaluado contra enfermedades causadas por parásitos como la malaria, la 
toxoplasmosis, la oncocercosis, la leshmaniasis y la enfermedad de ehagas, entre otros 
(10, 19, 22). 

Para todas estas enfermedades, la vacunación con DNA ha probado ser muy 
eficiente en inducir respuestas inmunes tanto a nivel humoral como celular en modelos 
animales, la mayoría en el modelo de ratón. Estos trabajos se han desarrollados en 
apenas en un periodo de no-más de 10 años (10). 

Dentro de los ensayos preclínicos en las enfermedades virales, destaca el caso 
del virus de la inmunodeficiencia humana o HIV, en el cual candidatos a vacuna de 
DNA han sido evaluado en el especie más cercana a los seres humanos, los 
chimpancés (27-30). En animales sanos vacunados con proteínas del HIV, se demostró 
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la inducción de una respuesta inmune tanto humoral como citotóxica, que fue capaz de 
proteger contra el reto con un virus heterólogo (27, 28). En otro estudio con 
chimpancés, se utilizo la vacunación con DNA con fines terapéuticos. En animales 
previamente infectados se observó que la inoculación de plásmidos que contenían los 
genes que codifican para las proteínas Env y Rev de una cepa heteróloga de HIV, 
indujo un incremento en los títulos de anticuerpos, reducción de la carga viral y la 
normalización de los niveles de células CD28+ (29). Basados en los resultados de los 
ensayos en los modelos animales, se llevaron a cabo los primeros ensayos clínicos en 
humanos (Fase 1) para evaluar la seguridad e inmunogenicidad del la vacuna contra el 
HIV-1 usando la construcción en vire v, tanto en personas infectadas como no infectadas 
(31-35). Los resultados mostraron en general que esta vacuna de DNA fue bien 
tolerada por los pacientes, es segura, ya que no hay evidencias de integración del DNA, 
generación de respuestas anti-inmunes o tolerancia inmunológica (31-35). En los 
ensayos con personas no infectadas (seronegativas), se observó la proliferación de 
linfocitos de manera antígeno-específica, y la producción de interferon y y quimioquinas 
~, sin embargo, estas respuestas fueron débiles y no persistentes (34). En el caso de 
los ensayos en las personas seropositivas, el uso de la vacuna en vire v reforzó la 
producción de anticuerpos anti gp120, los títulos se correlacionaron con la dosis usada, 
sin embargo, la actividad citotóxica de los linfocitos T no fue modificada en gran medida 
y la carga viral no se vio modificada después de la vacunación (31-33). 

Otro ejemplo de ensayos clínicos, después de una serie de trabajos preclínicos 
en diversos modelos animales con relativo éxito (36, 37), es el caso de las vacunas de 
DNA contra el paludismo; en ensayos preclínicos hechos para el modelo de 
Plasmodium berghei, en ratón, se obtuvo una protección completa cuando se inmunizó 
con una vacuna de DNA y se administraron refuerzos con el mismo antígeno pero 
expresado en el virus vaccinia recombinante (~6). En un ensayo hecho en monos 
rhesus, se logró inducir una respuesta citotóxica antígeno-específica cuando se 
inmunizó con una mezcla de cuatro plásmidos que codificaban para cuatro antigenos de 
P. falciparum, este fue el primer trabajo donde se demostraba que las vacunas de DNA 
podían inducir una respuesta inmune en primates no humanos en contra del parásito de 
la malaria (37). Aunque limitado, se llevo a cabo el primer ensayo clínico de fase I para 
una vacuna de DNA contra el paludismo (38), en este trabajo hecho en voluntarios 
sanos, se emplearon 10 antígenos distintos, los individuos inmunizados con los 
respectivos plásmidos desarrollaron respuestas celulares citotóxicas, estas fueron 
especificas para cada antígeno usado y restringida por múltiples alelos (HLA-I) en el 
mismo individuo. Más reciente, otro ensayo de fase I se llevo a cabo en voluntarios 
sanos utilizando una vacuna de DNA que codifica para la proteína circumsporozoitica 
(CSP) de P. falciparum (39). En este ensayo se utilizaron diversas dosis de DNA, en 
general la vacuna fue bien tolerada y se obtuvieron excelentes respuestas de células 
citotóxicas, sin embargo no se pudo inducir (al menos de manera detectable) la 
producción de anticuerpos específicos en ninguno de los individuos vacunados (39). 

Estos estudios y muchos otros han demostrado que las vacunas de DNA pueden 
inducir respuestas inmunes en humanos, los resultados de la inmunización con 
plásmidos ha demostrado ser segura y bien tolerada en los voluntarios; los efectos 
adversos más comúnmente reportados se limitan a la presencia de enrojecimiento en el 
lugar de la inmunización y/o dolor (10). En adición a los ejemplos de HIV y paludismo, 
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actualmente se llevan a cabo ensayos de fase I y 11 con vacunas de DNA en el área del 
cáncer (melanomas, linfomas, cáncer de próstata, etc), influenza, herpes, hepatitis, así 
como también estudios adicionales de HIV y paludismo (10). 

Conclusiones 
Las vacunas de DNA representan una estrategia altamente versátil y segura, lo 

que las coloca en posición de re-emplazar o complementar a las vacunas actuales. Sin 
embargo, todavía queda mucho por investigar para poder alcanzar en humanos, el éxito 
obtenido en los modelos de ratón, o primates no humanos. El gran potencial de las 
vacunas de DNA reside en su gran versatilidad, ya que pueden diseñarse plásmidos de 
acuerdo a el tipo de enfermedad/patógeno contra la cual se quiera inducir una 
respuesta inmune, se pueden optimizar los antígenos utilizados, las rutas de 
inmunización, el tipo de adyuvantes y los esquemas de inmunización, para obtener el 
tipo de respuesta deseada. 

Finalmente, hay que tomar en cuenta que la aplicación de la tecnología basada 
en la vacunación con DNA, sobre todo en países en vías de desarrollo, donde 
definitivamente tendrían un mayor impacto, puede representar (al igual que cualquier 
otra tecnología de punta en sus fases iniciales) un alto costo económico. A pesar de lo 
anterior, las vacunas de DNA representan una poderosa y atractiva herramienta para el 
diseño y desarrollo de nuevas estrategias en la lucha contra las enfermedades 
infecciosas. 
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pDNA 

Figura 1. Representación esquemática de un vector típico de vacunas de DNA. El 

plásmido contiene una región con el promotor (CMV), adyacente al gene que codifica 

para el antígeno de interés (GI), seguido de la señal de poli-adenilación. El vector 

incluye las regiones que corresponden al gen de resistencia a antibióticos (Res), en 

este ejemplo, a la ampicilina (Amp) y al origen de replicación en bacterias (OR). 
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Figura 2. Posibles rutas de presentación de antígenos y activación de linfocitos B y T en la vacunación 
con DNA. (1) El plásmido es introducido al organismo y en las células transfectadas (una célula 
somática o una célula presentadora de antígeno profesional (APC, por sus siglas en ingles), este es 
translocado a.1 núcleo, donde se produce el mRNA. (2) El mRNA es traducidos en los ribosomas y la 
proteína es: (3) secretada o (4) procesada en el proteosoma. Los productos son transportados a través 
del retículo endoplásmico y el aparato de Golgi donde se acoplan a moléculas del complejo mayor de 
histocompatibilidad clase I (MHC 1) (5). (6) Las proteínas solubles son fagocitadas por las APCs, 
procesadas en los endosomas donde se acoplan a moléculas del complejo mayor de 
histocompatibilidad clase 11 (MHC 11). Las proteínas codificadas en los plásmidos pueden también ser 
tomadas vía fagocitocis de células transfectadas en estado apoptótico (7). (8) Las APCs con los 
antígenos adquiridos por la transfección o por fagocitosis, migran hacia los órganos linfoides 
secundarios donde son presentadas a los linfocitos T cooperadores (Th) en el contexto de MHC 11 (9) o 
por "presentación cruzada" (ver texto) en el contexto MHC I a los linfocitos T citotóxicos (Te) (10). Los 
linfocitos B son activados por vía su BcR por las proteínas presentadas en la superficie de las APCs o 
por proteínas liberadas al medio debido a apoptosis o lisis de las APCs (11). Las líneas punteadas 
indican que las proteínas solubles o contenidas dentro de las células apoptóticas (no APCs) podrían 
llegar al BcR de linfocitos B por alguna otra vía no conocida. Los linfocitos Th activados estimulan a los 
Te y a los B (12), favoreciendo la sobre expresión de moléculas de superficie (co-estimuladoras), así 
como también el cambio de isotipo. Los linfocitos activados migran hacia la periferia donde llevan a 
cabo su actividad efectora (13). 
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