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1. Resumen

La fiebre por dengue (FD) y sus manifestaciones graves: Fiebre Hemorragica por
Dengue (FHD) y el Sindrome de Choque por Dengue (SCD), es considerada la
enfermedad viral transmitida por vector mas 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 inmunizacién con DNA, para
inducir la produccién de anticuerpos protectores contra el virus dengue (VD) en un
modelo de ratén; usando como antigeno al Dominio Il (Dlll) de la proteina de Envoltura
(E) de los cuatro serotipos del VD. La region del DIl de la proteina E (aa 297-394), se
amplificé por PCR vy se clon6 en el plasmido pcDNA 3. La expresion del DIl se
analiz6 mediante ensayos de transfecciéon transitoria en células COS-7 empleando
anticuerpos monoclonales para cada serotipo. Los plasmidos obtenidos y purificados se
emplearon para inmunizar ratones BALB/c con diferentes concentraciones, en forma
individual o con diferentes dosis de una combinacién tetravalente. La presencia de
anticuerpos especificos contra el VD se analizé por ELISA. Los ensayos de proteccién
se llevaron a cabo en células BHK-21 mediante el ensayo de inhibicibn del efecto
citopatico (ECP), asi como también, en ratones lactantes retados intracranealmente con
virus dengue-2. Los resultados mostraron que el DIl de cada uno de los serotipos se
expreso correctamente en las células transfectadas; aproximadamente un 70-80 % de
las células fueron positivas, mientras que las células tratadas con el vector vacio fueron
negativas. Se observé que la inmunizacién en forma individual con los plasmidos con
el DIl  induce la produccion de anticuerpos especificos contra el serotipo
correspondiente; el titulo de anticuerpos anti-dengue no se incremento en forma
significativa con los refuerzos administrados usando la misma dosis de plasmido.
Cuando se inmuniz6 con la mezcla tetravalente, se observé la induccidn de
anticuerpos contra los cuatro serotipos, esta respuesta fue dosis-dependiente
obteniéndose titulos similares a la inmunizacién individual cuando se usé la misma
concentracién de DNA. En los ensayos de inhibicién del ECP, los resultados mostraron
titulos de anticuerpos neutralizantes de 1:10, tanto en los ratones inmunizados en forma
individual como con la combinacién tetravalente, sin embargo el efecto protector de
estos anticuerpos en los ensayos en ratones lactantes fue distinto, obteniéndose un 43
% de proteccién cuando se inmunizd en forma individual, mientras que cuando se
iInmunizé con los 4 plasmidos se alcanzé un 87 % de proteccién. Los resultados de este
trabajo muestran que el DIlll del VD puede ser usado como antigeno para inducir la
produccion de anticuerpos contra el VD mediante inmunizacién con DNA. Estos
anticuerpos son especificos y neutralizantes; se demostré que se puede obtener
mejores niveles de proteccion cuando se inmuniza con la mezcla tetravalente.



2. Introduccién

La fiebre por dengue (FD) es un problema de salud publica a nivel mundial, se
estima que millones de casos ocurren anualmente y la mayoria de las personas que
viven en zonas endémicas se encuentra en riesgo de contraer la enfermedad (Monath,
1994; Gubler, 1995) (Figura 1). El agente etiologico 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 mas importante a nivel
mundial (WHO, 1997), y en afos recientes el nimero de casos de fiebre clasica o fiebre
por dengue (FD), asi como de sus manifestaciones mas severas: la fiebre hemorragica
por dengue (FHD) y el sindrome de choque por dengue (SCD) 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 metodolégicas 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),



Figura 1. Mapa de la distribucién de los paises en riesgo de transmision de
dengue y dengue hemorragico (www.denguenet.com; ultimo acceso
Mayo, 2007).

antigenos recombinantes y vacunas basadas en el uso de virus como vectores
(Srivastava, 1995; Simmons, 1998; Stephenson, 1998; Men, 2000; Simmons, 2001(a);
Simmons, 2001(b)), mas 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 disefio de una vacuna contra el VD
es necesario tomar ciertas consideraciones, ya que en aquellas personas infectadas
con VD y que sufrieron una infeccion previa con un serotipo distinto, existe el riesgo de
desarrollar FHD/SCD debido a la presencia de anticuerpos de reaccién cruzada

inducidos en una primera infeccién; esto es conocido como la teoria de la facilitacion




inmunolégica (F1) (Halstead, 1970), por tal razén, una vacuna eficaz debe ser capaz de

inducir una respuesta inmune protectora contra los cuatro serotipos.

3. Epidemiologia

La fiebre por dengue constituye un importante problema de salud publica mundial,
donde mas de 2 mil millones de personas estan en riesgo de contraer la enfermedad.
El mapa de distribucion de la enfermedad a nivel mundial se relaciona con la
distribucion del vector el mosquito Aedes aegypti (Ae. aegypti) (Figura 2). Se estima
que en las regiones endémicas se reportan anuaimente mas de 100 millones de casos

de FD, de los cuales, 250 mil casos corresponden a FHD (WHO, 1997).

Distribucioén del dengue en el mundo

L] Areas Infestadas con Aedes asgypt
B Areas con Aedes aegypti y con actividad epidémica de dengue

CDC

Figura 2. Relacién entre las areas infestadas con Ae. aé&%iﬁwy casos de
dengue en el mundo (www.cdc.com; ultimo acceso Mayo, 2007).




Los primeros casos de FHD fueron descritos durante epidemias de dengue clasico
en Australia en 1897, en Grecia en 1928 y en Formosa en 1931 (Jonson, 1967). En
1954, en Manila ocurri6 una epidemia de fiebre hemorragica conocida como Fiebre
Hemorragica Filipina,‘que posteriormente se demostro, h’abia sido causada por los
serotipos 3 y 4 de dengue. Posteriormente la FHD fue descrita en diversos paises del
Sur Este Asiatico, por ejemplo, en China la enfermedad fue reportada por primera vez
en 1985 (Burke, 1988) y en el caso de las Américas, casos esp_orédicos de FHD se
presentaron durante los afios 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 sindromes hasta los afios 80 cuando los
serotipos 3 y 4 aparecieron como serotipos importantes (Burke, 1988). En América, en
los paises de Cuba, Venezuela y Brasil las epidemias de FHD ocurrieron cuando una
cepa especifica del serotipo 2 fue introducida 3 o 4 afios 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 clinicos y epidemioldgicos de la fiebre hemorragica por dengue (Haistead,
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 vy prevalencia‘ de la enfermedad se deben
principalmente a: A) El rapido crecimiento de la poblacién mundial y del nimero de

nuevos criaderos del vector; B) El crecimiento de las poblaciones del mosquito vector



Ae. aegyptiy; 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 areas 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 heterélogo es un factor de riesgo para FHD y SCD. Esta observacion esta basada
en la teoria de la facilitacién inmunolégica (Halstead, 1970; 1988), la cual ha sido
descrita ampliamente para el virus dengue y para otros flavivirus (ver seccion 9 mas
adelante).

Los factores ambientales juegan un papel muy importante en la evolucion de las
enfermedades virales, principalmente en aquellas enfermedades zoonéticas donde el
virus es transmitido por un vector y un ejemplo es la FD. El dengue es una de las
enfermedades de mas rapida emergencia en las regiones tropicales del mundo con
millones de casos ocurriendo cada afo. Por ejemplo en Puerto Rico, en los primeros 75
afnos de este siglo se presentaron 5 epidemias por dengue, sin embargo en los Gltimos
12 anos el pais ha experimentado 6 epidemias. De la misma forma paises como Cuba,
Brasil, Bolivia, Paraguay, Ecuador y Nicaragua han reportado grandes epidemias en
menos de 50 afios (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 aparicion de casos

hemorragicos, de hecho actualmente se reportan mas de 3000 casos de FDH cada afio.



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
paises en vias de desarrollo, las densidades de mosquito se incrementan debido a
que los programas de control han sido insuficientes, debido a la falta de recursos
econdmicos principalmente (Gubler, 1993); aunado a esto, el mosquito tigre del
Sureste Asiatico A. albopictus ha sido importado a América. Los habitos de ambas
especies son complementarios, mientras que Ae. aegypli ocupa sus nichos
tradicionales dentro de las casas, A. albopictus se instala cerca en las zonas
boscosas o con vegetacion. Ademas 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 dehgue
que para fiebre amarilla: Ae. aegypti) fallan, las condiciones serian favorables para la
transmision de este virus (Monath, 1994).

Perteneciente al subgénero Stegomyia, Aedes aegypti, es una especie que se
origind probablemente en Africa, donde existen formas selvaticas y domésticas
mientras que en las Américas solo se encuentran estas Ultimas. La distribucion 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 distribucion de Ae.
aegypti, estd tambien limitada por la altitud, aunque generalmente no se encuentra
por encima de los 1,000vmetros, se ha observado a 2,121 metros en la India y a

2,2000 metros en Colombia, donde la temperatura anual media es de 17°C.
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Figura 3. El virus dengue es transmitido por la picadura de hembras de mosquitos del
subgénero Stegomyia. El principal vector es Aedes aegypti; una vez infectados los
mosquitos permanecen asi de por vida. Los mosquitos también pueden transmitir
al virus de forma transovarica a su descendencia.

(www . prefeitura.unicamp.br/prefeitura/CA/DENGUE/AEDESZ2 gif;  dltimo acceso
Mayo, 2007).

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

hembra infectado, es lo que determina el grado de transmisién de la enfermedad. Los
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habitos domésticos de Ae. aegypti aseguran qtje 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 habitacion, de las cuales del 5 al
10 % se encuentran infectadas (llkal, 1991). ElI comportamiento del mosquito
cominmente presenta periodos interrumpidos de alimentacion, lo que le permite
alimentarse de sangre en multiples ocasiones y en posiblemente diferentes
individuos, lo cual contribuye a la rapida transmision 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 expansion de las poblaciones humanas. En las uUltimas 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 areas donde el dengue es endémico (Ehrenkranz, 1971; Gubler 1993,
Gubler, 2002).

Como se mencion6 antes, otras especies de Aedes pueden transmitir al virus,
jugando un papel importante el la transmisiéon de la enfermedad. Aedes albopictus fue
introducido al continente americano a Brasil y a los Estados Unidos en el afio de
1985 y desde entonces se ha reportado el aislamiento de virus dengue en esta
especie, sin embargo la importancia epidemiolégica en la transmision de la

enfermedad, no ha sido estudiada adecuadamente (Gubler, 1993, Monath, 1994).
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_ Figura 4. Distribucién de Aedes aegypti en el continente Americano desde los
afios 30 hasta el 2002. La re-invasion del continente por el mosquito
vector ocurrié 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 urbanizacion. (Gubler,
2002, OPS/OMS, 2002)

5. El virus

El virus dengue se clasifica dentro del género Flavivirus de la familia Flaviviridae
(del latin flafus que significa amarillo) y forma parte de los mas de 500 miembros del
grupo de los arbovirus (virus transmitidos por artrépodos). Dentro de los arbovirus, los
patégenos mas importantes estan 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 mas plasticos y adaptables
debido a la tasa de mutaciones, pueden haber sido favorecidos hacia una transmision
mediada por artrépodos, ya que se necesitan periodos alternados de replicacidon entre
hospederos vertebrados e invertebrados, 1o que incrementa la posibilidad de acumular
mutaciones que le confieran un fenotipo con mayor adaptacion a sus distintos
hospederos (Holland, 1991; Monath, 1996). Las epidemias mas 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 comprobd una transmision por
artropodos en el afio de 1900 (Monath, 1988) y fue hasta el afio de 1907 que el dengue
fue reconocido como una enfermedad viral y desde entonces contintia siendo la causa
principal de epidemias en la mayoria de las regiones tropicales y sub-tropicales del
mundo, donde se encuentra el vector (mosquito del género Aedes). La distribucién del
dengue incluye las Américas, Africa, Asia y el Sureste del Pacifico, donde millones de
personas son infectadas anualmente (Baldridge, 1989; Monath, 1994).

El virus dengue es esférico de aproximadamente 50 nm de diametro (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 region cap en el extremo 5" pero carece
de una secuencia poli-A en su extremo 3’(Rice, 1989; Lindenbach, 2001). Las regiones
5y 3'no traducidas (de 120 y 500 nt de largo, respectivamente) son esenciales para la
replicacion y traduccion eficente del RNA viral. La traduccidén del genoma resuita en la
sintesis de un unico precursor poli-proteico que contiene a las proteinas virales en el
orden: C-prM/M-E-NS1-NS2A/2B-NS3-NS4A/4B-NS5 (Figura 5b), donde C corresponde

a la proteina de la capside, M a la proteina de membrana y E a la proteina de envoltu-
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Poliproteina Unica

Figura 5. Estructura del virion y del genoma viral. (a) representacion del virién
maduro en base a la estructura atbmica de la proteina E, donde se muestran
los dominios | (rojo), Il (amarillo) y Il (azul). (b) estructura del genoma del
virus dengue. Las proteinas estructurales se encuentran codificadas en el

extremo 5°, mientras que las no estructurales en el 3°.
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ra, todas estas proteinas estructurales que conforman al viribn maduro. La
nomenclatura NS es utilizada para las diversas proteinas no estructurales que son
usadas para la amplificacion y expresion del genoma viral. La poli-proteina v’iral es
procesada tanto por proteasas virales como de la célula huésped para dar como
resultado final a las proteinas virales. La proteina prM, que es el precursor para la
proteina M, junto con las proteinas E y NS1 son translocadas al lumen del reticulo
endoplasmatico donde su regidn amino-terminal es generada mediante la accién
enzimas de la célula huésped. La region carboxilo-terminal permanece anclada a la
membrana (Rice, 1989; Lindenbach, 2001). La regién amino-terminal de la proteina
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
mayoria del procesamiento de las proteinas NS restantes del virion, asi como la forma
madura de la proteina C (Yamshchikov, 1993; Amberg, 1999). La proteina C
interacciona en el citoplasma con el RNA genbomico naciente para formar Ia
nucleocapside, los viriones inmaduros son formados entonces en el lumen del reticulo
endoplasmico y transportados hacia la superficie celular a través de la via exocitosis.
Durante este proceso las proteinas prM, E y NS1 son glicosiladas. La proteina prM es
cortada para producir su forma madura (no glicosilada) poco antes de que los virus
sean liberados, mediante la accién de una furina celular (Stadler, 1997). Existe la
hipotesis de que la proteina prM tiene la funcion de proteger a la proteina E de cambios
conformacionales (irreversibles) que pueden ocurrir durante el paso de los viriones
inmaduros a través de los compartimientos celulares de naturaleza acida (Lindenbach,
2001). La proteina prM se dobla rapidamente y es requerida para el doblamiento

apropiado de la proteina 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 mamiferos la
proteina NS1 se localiza de forma intracelular y se piensa que juega un papel en eI‘
proceso de sintesis del RNA viral (Mason, 1989; Muylaert, 1997).

La glicoproteina E esta presente en la superficie del virus y tiene diversas
actividades biologicas. Participa en el ensamblaje del viridén, induce la sintesis de
anticuerpos neutralizantes, permite la uniéon a las células (fusibn membranal) y la
hemoaglutinacion de eritrocitos (Rey, 1995; Lindenbach, 2001). No es de extrafiar que
mutaciones en esta proteina tengan efectos dramaticos en la patogénesis viral. La
proteina E de los flavivirus es variable en ciertos dominios y muy conservadas en otros,
los doce residuos de cisteinas en la proteina que forman enlaces disulfuro estan
altamente conservados. La proteina E de dengue esta glicosilada, sin embargo, el papel
que juegan los residuos N-glicosilados permanece sin esclarecerse completamente. La
identificacion de los epitopes neutralizantes de la proteina E del virus dengue es
importante desde el punto de vista del disefio y desarrollo de una vacuna contra la
enfermedad (Rey, 1995; Lorenz, 2002). Epitopes lineares de la proteina E han sido
utilizados en experimentos de inmunizacién, sin embargo, la induccion de anticuerpos
neutralizantes parece ser que depende mucho de la conformacién nativa de la proteina.
En base a la proteina 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 C (Heinz, 1981). Recientemente se determiné la estructura
tridimensional de la proteina E (la fraccion soluble) y se determin6é que el mondmero
esta compuesto por tres dominios, |, Il y lll que corresponden a los dominios C, Ay B
descritos anteriormente (Rey, 1995) (Figura 6). En el caso del VD (Den-2) se ha

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

Figura 6. Representacién del homodimero que forma la proteina de envoltura de
los flavivirus en base a su estructura a nivel atémico. En (a) se muestra una
vista frontal mientras que en (b) se presenta una vista lateral. Los dominios
gue conforman a cada proteina se muestran en rojo (dominio I), amarillo

(dominio 1) y azul (dominio 1ll). (Rey, 1995).
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dominio Il (Henchal, 1982; Roehrig, 1998; Crill, 2001). Este dominio esta compuesto
por poco menos de 100 aminoacidos de la region carboxilo terminal de la proteina E y
su estructura terciaria en forma de barril B formado por 7 laminas 3 antiparalelas le
confiere una estructura similar a una inmunoglobulina. Esta forma globular en el virion
hace gque este dominio sobresalga mas que cualquier parte de la proteina. Por otro lado
se ha observado que la reactividad de anticuerpos neutralizantes contra esta region
dependen de su conformacién estructural, dada por el unico enlace disulfuro del
dominio (Rey, 1995). |

Se ha sugerido que el dominio Il participa en la union al receptor celular (Rey,
1995), y se ha reportado que los anticuerpos neutralizantes en sueros de pacientes
infectados con VD bloquean la unién del virus a su receptor en células Vero (He, 1995).
Por otro lado los epitopes tipo o subtipo-especificos se encuentran en los dominios Ill y
I, mientras que los epitopes de reaccion cruzada con flavivirus se localizan en el
dominio Il (que es el que se encuentra mas expuesto en el monémero) (Rey, 1995).

La variabilidad genética del virus dengue ha sido estudiada de diversas formas,
la secuenciacion de nucleétidos de regiones parciales o del gen entero de la proteina E
ha sustituido a las técnicas tradicionales de “f_ingerprint de RNA”, hibridizaciones RNA-
DNA, el analisis unidimensional con RNasa T1 (Kerschner, 1986), la hibridacién con
sondas de cDNA (Blok, 1989) y el uso de anticuerpos monoclonales.

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

el alto costo, el tiempo que se necesita para obtener los resultados, la necesidad de
grandes cantidades de virus, entre otras, que las hacen impracticas en estudios de

epidemiologia molecular del virus dengue (Kerschner, 1986).
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El estudio de asociaciones filogenéticas basadas en el uso de secuencias de
nucledtidos, ha permitido la clasificacion de los virus dengue en diversos “genotipos”,
los cuales generalmente se correlacionan con el origen geografico de la cepa viral
(Rico-Hesse, 1990). Esta clasificacion genotipica ha sido de gran utilidad para
determinar el origen y dispersion de las epidemias, ya que el analisis de los genotipos
virales en una misma regidon geografica puede permitir saber si un genotipo es
autdéctono o ha sido introducido de otra regidon endémica. Este procedimiento de
introduccién de cepas virales genotipicamente 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 modernizacion de los medios
de transporte (Rico-Hesse, 1997).

Las diferencias clinicas entre FD y FHD han sido ampliamente estudiadas desde el
punto de vista inmunoldgico pero poco a nivel molecular. Los factores que determinan
el amplio rango de manifestaciones clinicas de la enfermedad no estan bien
comprendidos (Rico-Hesse, 1997). Como se menciond con anterioridad, la teoria de la
facilitacion inmunolégica, ha sido postulada como la causa de las formas severas de la
enfermedad, sin embargo, a pesar del gran nimero de infecciones secundarias en
regiones endémicas, solo una pequefia proporcién 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 circu}lacic’m del denominado genotipo asiatico con el incremento en el

numero de casos de FHD en el continente americano (Leitmeyer, 1999). La introduccion
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del genotipo asiatico en el hemisferio occidental ha desplazado rapidamente al genotipo

americano autéctono.

6. Diagnéstico

El alto impacto en la salud publica que representa la fiebre por dengue hace
necesaria una mejor calidad en la atencién médica. Uno de los mayores retos de esta
enfermedad es el poder reconocer a tiempo y de manera adecuada las caracteristicas
clinicas de la enfermedad, sobre todo en nifios que puedan desarrollar el sindrome de
FHD (Halstead, 2002).

El diagnéstico clinico diferencial se hace mas complicado en aquellos casos de FD
y FHD donde las manifestaciones clinicas son menos severas, donde es muy
complicado diferenciarlos de muchas otras enfermedades virales. Debido a que estos
caso de FHD ligera pueden evolucionar a cuadros mas severos, es importante tener un
diagnéstico temprano y acertado (Cao, 2002). La organizacion mundial de la salud, ha
publicadé los lineamientos para el diagnéstico y manejo de infecciones por dengue
(WHO, 1997). Una de las pruebas que puede utilizarse para la definicidn de caso clinico
de FHD es la de torniquete. Esta prueba refleja tanto la fragilidad capilar como la
trombocitopenia y se considera positiva cuando se observan 20 o0 mas petequias en un
area de 2.5 cm®  En individuos con piel clara, esta prueba representa un buen indicio
de la enfermedad, sin embargo, la utilidad de esta prueba en. el diagnéstico 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 clasicos y FHD (Cao,
2002). En un estudio donde se analizaron 1136 nifios viethamitas, se evalué 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 predictivds positivos y negativos fueron de 98.3 %
y 17.3 %, respectivamente. Solamente en el 5 % de los casos existia informacion
adicional de sangrado, lo que ayudo a un mejor diagnostico. En general, las
conclusiones de este trabajo fueron que el torniquete es util como una prueba de
“screening” pero no deberia formar parte de la definicion de caso de FHD. Un valor
positivo con esta prueba debe tomarse en cuenta para implementar una observacion
mas cercana del paciente, pero un valor negativo no excluye el desarrollo de la
infeccidn y una progresion hacia un cuadro severo‘(Cao, 2002).

Para el aislamiento viral se dispone de diversas técnicas: a) inoculacion de ratones
lactantes por via intracerebral, en los cuales la infeccion ocasiona paralisis y otros
signos de alteracién del sistema nervioso central; b) el uso de lineas celulares tanto de
mamiferos como de mosquitos (Vero, LLCMK2, BHK-21 y C6/36, Ap-61,
respectivamente) y c) la inoculacion intratoraxica de mosquitos A. albopictus vy
Toxorynchites amboinensis (WHO, 1975, 1997).

Por otro lado, la identificacién del virus se puede hacer mediante técnicas
inmunolodgicas, asi como moleculares. El virus puede ser identificado por
inmunofluorescencia indirecta (IFl) 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 dias hasta semanas y no
siempre es exitoso, debido a las pequefas cantidades de virus viables presentes en el
indculo inicial de varios dias, por lo que fue necesario desarrollar una metodologia que
pueda llevarse a cabo de manera rapida con una sensibilidad y especificidad suficiente

para tener un uso clinico y epidemiolégico. Con el desarrollo de la amplificacion de
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DNA mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR por su siglas en inglés),
facilité el desarrolio de ensayos mediante el uso de la enzima transcriptasa revefsa (RT
por su siglas en inglés) para el diagnostico del virus dengue (Lanciotti, 1992; Seah,
1995; Chien,2006)

Con respecto al diagndstico serolégico, existe el problema de la reactividad
cruzada, debido a que dentro de los flavivirus muchos antigenos estan compartidos o
son muy similares. Esto sucede en las regiones endémicas donde los cuatro serotipos
del virus dengue circulan, ademas de otros arbovirus como el del virus de la encefalitis
Japonesa (Halstead, 2002). Sim embargo se han desarrollado diferentes ensayos de
ELISA. Estos sistemas son econdmicos, rapidos y relativamente faciles de implementar
(Innis, 1989; Kuno, 1991). El ensayo de ELISA de captura de IgM constituye uno de los
sistemas mas importantes y utiles en diagnoéstico y vigilancia del dengue ya que la
deteccion de IgM es indicativo de una infeccidén activa o reciente (Blacksell, 2006).
Tambieén se han desarrollado sistemas de cromatografia de fase soélida para la
deteccion de IgM e IgG en suero de pacientes, la cual permite tener un diagnéstico 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 neutralizacién por reduccién de
placas, la cual constituye un ensayo sensible y especifico que permite la deteccion 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 asiatico en los afos 60.

Por muchos afios ha existido la controversia sobre cual es el mejor método para la
reconstitucion de liquidos en pacientes con shock, ya sea con el uso de soluciones
cristaloides o coloideas. Este debate es de particular importancia para los pacientes con
SCD, debido a la permeabilidad vascular. Aunado a esto, muchos de los pacientes con
SCD viven en regiones de dificil acceso por lo que la atencién medica especializada en
hospitales adecuadamente equipados, queda fueraa de su alcance (Ngo, 2001). De
forma alternativa al uso de coloides y cristaloides, en las Ultimas 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 SCD. Las soluciones gelatinosas

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

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

8. Prevencién y control

Los programas de control del dengue estan basados principalmente en el control
del mosquito vector, sin embargo, es imposible sostener una unica estrategia, que es
ademas costosa y vertical. Actualmente se tiende a la descentralizacion tanto a nivel
central como local. Se busca una mayor colaboracién con los sectores de salud, con
otras esferas gubernamentales, con organizaciones no gubernamentales (ONGs), asi
como también con la comunidad en general para el disefio, integracién e
implementacién de programas de control adecuados donde se involucren diferentes

estrategias de control: ambiental, biolégico y quimico (OPS/WHO, 1997).
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Los esfuerzos de educaciéon estan orientados hacia aumentar el interés y los
conocimientos de las personas sobre Ae. aegypti y el dengue. De acuerdo con este
enfoque, la participacion de la comunidad en el control de Ae. aegypti y otras
actividades de salud tiene como objetivo maximo no sélo el control del dengue, sino, el
desarrollo de la comunidad en si, haciendo énfasis en aspectos relacionados a la
autosuficiencia y la planificacién, 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 modificacion que impida o reduzca al minimo la
propagacion de vectores o el contacto hombre-vector-organismo patégeno. El control
de Ae. Aegypti en Cuba y Panama a comienzos de este siglo se basé principalmente en
este principio y numerosos programas en las Américas estan retornando a este
conjunto fundamental de tacticas. El saneamiento del medio ambiente es también parte
del conjunto de medidas que se estan 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 (OPSMWHO, 1997).

Dentro de las actividades para el control de vectores se encuentra la reduccion y/o
reciclaje de desechos soélidos que actuan como criaderos de mosquitos. Estas
actividades no soélo protegen la salud publica si no que también contribuyen a la
conservacion del medio ambiente.

Con respecto al control quimico, su uso para el control de Ae. Aegypti se
establecié a principios del siglo XX. En la primera campafia contra la fiebre amarilla
realizada en Cuba vy Pan'amé, ademas de los programas de limpieza, los criaderos

fueron rociados con petréleo y las casas tratadas con piretrina en polvo. Cuando se
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descubrieron las propiedades insecticidas del DDT el la década de los 40, este
compuesto se convirtid rapidamente en el método principal empleado en los programas
de erradicacién de alcance continental de Ae. Aegypti. Cuando comenzé a surgir la
resistencia al DDT en la década de los 60, ya se habian desarrollado insecticidas
organofosforados y algunos de ellos, como el fenitén, el malation, el fenitrotién y el
temefés empezaron a usarse sucesivamente. En la actualidad se tiende a limitar el uso
de los productos quimicos péra 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 infeccién por el VD causa un amplio espectro de trastornos clinicos que van
desde el cuadro clasico de FD (que se caracteriza por fiebre bifasica intermitente,
escalofrios, cefalea, mialgias y artralgias), hasta las formas mas severas de la
enfermedad FHD/SCD vy la muerte (Halstead, 1970; Rosen, 1999; Halstead, 2002). La
fiebre por dengue se asocia con trombocitopenia y los pacientes frecuentemente
experimentan pequefias hemorragias, particularmente epistaxis; también se ha
observado que pacientes enfermos con dengue y que presentan alguna patologia
gastrointestinal pueden sufrir hemorragias (Tsai, 1991). La aparicién 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 mas
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frecuentemente en nifios del continente asiatico con una frecuencia de muertes en un

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

Factores
Inmunolégico
- — D o 1 Fiebre Sindrome
As1ntomat1co__) Cf}lgu ey | Hemorragica s de
asieo 1 por Dengue Choque
Factores Muerte
Virales

Figura 7. Desarrollo de las formas severas de la enfermedad. A partir de un caso
asintomatico, diversos factores pueden provocar que el paciente progrese

hacia cuadros de fiebre hemorragica, 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 estan involucradas. La proteina E del viridon es el blanco principal para la
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produccién de anticuerpos neutralizantes especificos (Roehrig, 1998; Crill, 2001). Datos

cristalograficos de la proteina E indican que previamente al evento de internalizacion, la

94 % pe “
dengue
clasico

99.2 %

Figura 8. Dinamica de la infeccion por dengue. Ejemplo de porcentaje de
casos por dengue que progresan hacia las formas severas de la

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

proteina forma homodimeros en posicion cabeza-cola a o largo de la superficie del
virion de forma paralela a la membrana de la envoltura viral. Los epitopes de
anticuerpos dirigidos contra la proteina E se encuentran localizados principalmente en
la cara externa del dimero (Rey, 1995). La exposicion del virus a condiciones de pH
acido, como son aquellas encontradas en los endosomas después de la internalizacién
del virus, resulta en cambios conformacionales irreversibles donde el dimero pasa a

formar trimeros, 10 que se piensa es un pre-requisito para la fusién de las membranas
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virales y del endosoma celular que da como resultado final el desnudamiento del virus y
la transferencia del genoma viral a la célula infectada (Heinz, 2001).

Se ha observado que el virus dengue se replica en altos titulos en células
mononucleares de sangre periférica (PBMC, por sus siglas en inglés), siendo los
monocitos la poblacién celular mas permisible a la infeccion. Se ha observado que en
una infeccién secundaria por VD, los anticuerpos inducidos en la primer infeccion
(anticuerpos de reaccion cruzada-no neutralizantes o anticuerpos en concentraciones,
donde la neutralizacién no ocurre), forman complejos con el virus, los cuales son
tomados de forma mas facil por las células blanco que expresan receptores para Fc
(Fcy), tales como monocitos o macréfagos, iniciandose la replicacién del virus dentro de
la célula, mas que su eliminacién (Halstead, 1989; Morens, 1994). Este fenbmeno
denominado facilitacién inmune, se ha hipotetizado que ocﬁrre in vivo durante
epidemias donde se presentan casos de FHS/SCD, y en este sentido, se ha
demostrado que anticuerpos contra el VD inducidos en una infeccién previa por el virus
dengue, pueden unirse a un nuevo serotipo en una segunda infeccién, pero no
neutralizarlo. |

Se ha observado en pacientes con SCD, que existen bajas cantidades de virus,
pero grandes niveles de anticuerpos neutralizantes, asi que, ademas al fenédmeno de
facilitacién inmunolégica la participacion de la respuesta inmune celular es importante
en el desarrollo de las fases severas de la enfermedad (Kurane, 1992).

La activacién de células T juega también un papel en el desarrollo de la
inmunopatologia de la enfermedad. Clonas de reaccion cruzada de células T CD4"

secretan interferbn y (IFN-y) cuando son estimuladas in vivo, promoviendo un
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incremento en la expresion de receptores Fc en macréfago, incrementando la infeccion
mediada por anticuerpos facilitadores. Estos datos correlacionan con la presencia de
altos niveles de IFN-y en sueros de pacientes con dengue y con FHD/SCD (Kurane,
1989; Kurane, 1994).

Los niveles en suero de moléculas solubles que estan involucradas en la
activacion 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 comparacién con los casos
de dengue clasico, y lo mismo sucede con células CD8 (Kurane, 1991). Clonas de
células T CD4" y CD8" establecidas en una infeccion primaria por dengue pueden ser
estimuladas y secretar citoquinas y otros factores solubles para destruir extensivamente
los macréfagos infectados. Esta actividad litica puede ser aumentada por la regulaciéon
positiva mediada por elementos MHC inducidos por los altos niveles de IFN-y presentes
en pacientes con dengue clasico o con FHD/SCD. Los macréfagos 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

participacion 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 participacion de elementos de la respuesta inmune que
pueden estar involucrados en la patogenesis de las formas severas de la
infeccion por dengue, FHD y SCD (Monath, 1996).
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10. Vacunas

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

e Lopez-Antufiano FJ, Mota J. Desarrollo de agentes Inmunizantes Contra el
Dengue. Rev Panam Salud Publica/Pan Am J Public Health; 2000 7(5):285-291.

e Mota 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 Il of the envelope protein. Vaccine; 2005 16;23(26).3469-76.

e Mota J. Vacunas de DNA: induccién de la respuesta inmune. 2007. Enviado a la -
revista Salud Publica de México.

Y que han sido incluidos como Anexo I, Anexo Il y Anexo lll, respectivamente).

Uno de los acontecimientos mas importantes en la historia de la medicina es la
vacunacion; el desarrollo e implementacion de esquemas cotidianos de inmunizaciérn
han permitido controlar exitosamente muchas enfermedades, e incluso han permitido la
erradicacion mundial de la viruela (CDC, 1999) y ha probado ser la estrategia mas
exitosa en términos de costo-beneficio (Kurstak, 2002), sin embargo, las enfermedades
infecciosas contintan 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 aparicion de nuevos patégenos, como el virus Ebola, el virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH) o el coronavirus asociado al sindrome 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 coélera (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 parasito a los farmacos, 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 farmacos o vacunas, sin
embargo muchos de los esfuerzos actuales se enfocan en la investigacion y desarrollo
de nuevos tratamientos o vacunas que sean eficaces y seguras.

La prevencion y control de la FD/FHD se ha basado casi exclusivamente en el
control del vector, sin embargo, la eficacia de estos métodos esta sujeta a situaciones
de indole econémico-politico. Ademas del costo, en términos econdmicos, 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 mas de 50 afios se ha llevado a cabo un gran numero 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 participaciéon 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 duracién contra diversos antigenos. 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 virolégicas clasicas, en las cuales los cuatro serotipos del virus dengue
son pasados varias veces en cultivos de células no humanas hasta desarrollar un
fenotipo de atenuacién deseado (Jacobs, 2003). Una de estas vacunas fue desarrollada
por el grupo de la universidad de Mahidol en Bangkok y esta 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 rifion de perro (PDK, por sus siglas en inglés),
mientras que para Den-3, la atenuacion se logré mediante pases en células de rifion del
mono africano verde (células Vero) (Bhamarapravati, 1997). En los experimentos donde
se administraron dos dosis de la vacuna en nifios de 3-14 afios de edad, se observd
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 él patrocinio de GlaxoSmithKline, Rixensart, Bélgica; una vacuna
tetrévalente, atenuada también mediante pases de los 4 serotipos en células PDK, pero
con un pase adicional en células fetales de pulmén de monos rhesus (FRhL, por sus
siglas en inglés). En un estudio en 50 voluntarios se administraron dos dosis de la
vacuna y se observé 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 replicaciéon entre los serotipos, dando como resultado un desbalance
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en la respuesta inmune, induciendo una proteccién parcial, o que finalmente podria 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 recombinacion con virus
silvestres, es también un motivo de preocupacién (Seligman, 2004; Stephenson, 2005).

Una alternativa molecular para la generacion 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
transfeccion de células con RNA viral obtenido mediante la transcripcidn 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 quimericos.
Se ha empelado una cepa de Den-2 adaptada a cultivo celular (Huang, 2003), virus
Den-1 y Den-4 atenuados mediante ingenieria 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 proteinas no estructurales,
particularmente la proteina NS1. La proteina NS1 es blanco de la respuesta tanto
humoral como celular en la infeccién natural por el virus dengue (Green, 1997). Debido
a que la proteina NS1 es un a proteina no estructural, es decir no forma parte de las

particulas virales (sin embargo es expresada en la superficie de células infectadas), la
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convierte en un antigeno atractivo ya que los anticuerpos contra esta proteina no
podrian mediar la facilitacion 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 demostré que con DNA desnudo (plasmidos) es posible transfectar
células in vivo (Wolff, 1990), posteriormente se reporté que es posible inducir una
respuesta humoral contra el antigeno codificado en el plésmido transfectado
(Tang,1992), pero no fue si no hasta 1993, a partir del reporte donde se demostré que
ée puede inducir una respuésta inmune protectora contra un reto letal con el virus de la
influenza en ratones inmunizados con DNA (Ulmer, 1993), que se estableci6
firmemente el concepto de lo que se conoce hoy como vacunas de tercera generacion o
vacunas de DNA (Waine, 1995). Posteriormente, nimerosas publicaciones demostraron
que diversos antigenos (de bacterias, virus, parasitos o de origen tumoral) codificados
en plasmidos pueden provocar una respuesta inmune en diversos modelos animales
(Lewis, 1999; Babiuk, 2000).

Las vacunas de DNA, también conocidas como vacunas genéticas, vacunas de
acidos nucleicos o vacunas de DNA desnhudo, entre otros términos, emplean una
metodologia relativamente simple que ha abierto una nueva era en la vacunologia, con
un alto potencial tanto como vacunas profilacticas, asi como vacunas terapeuticas
(Srivastava, 2003). Todo esto se debe a que combina muchas de las caracteristicas

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 Ios‘antigenos codificados en los plasmidos (ver mas adelante), €) 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 fria 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 proteinas de interés; estos vectores son
plasmidos bacterianos. En la figura 10 se esquematizan los elementos que componen
un plasmido tipico para su uso como vector en la vacunacién con DNA. Los plasmidos
bacterianos son moléculas de DNA circular que se autoreplican de forma extra
cromosomal en las bacterias y han sido utilizados ampliamente para la expresioén de
proteinas en sistemas de mamiferos (Kowalczyk, 1999). La capacidad auténoma de
replicacién de estos plasmidos permite su amplificacion en cultivos de bacterias
transformadas (Babiuk, 2000; Shedlock, 2000). Los genes codificados en estos
plasmidos 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 transcripcion que ayudan a guiar y activar a las polimerasas,
estos factores transcripcionales se encuentran activos constitutivamente en la mayoria

de las células eucariotas.



Figura 10. Representacién esquematica de un vector tipico de vacunas de DNA.
El plasmido contiene una regién con el promotor (CMV), adyacente al gene
que codifica para el antigeno de interés (Gl), seguido de la sefal de poli-
adenilacién. El vector incluye las regiones que corresponden al gen de
resistencia a antibiéticos (Res), en este ejemplo, a la ampicilina (Amp) y al

origen de replicacién en bacterias (OR).

En la actualidad el promotor mas frecuentemente usado es el CMV (Babiuk,
2000; Reyes-Sandoval, 2001). Seguido del promotor se encuentra el gen de interés,
que a su vez esta seguido por una sefal de poli-adenilacién, por ejemplo: la regién 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 plasmido bacteriano, con un
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origen de replicacion y diversos genes de resistencia a antibidticos, como son la
ampicilina o la kanamicina, lo que permite su seleccion en cultivos de bacterias
transformadas (Kowalczyk, 1999). Un elemento importante en los plasmidos es la
preséncia de motivos CpG bacterianos, que poseen propiedades inmunomoduladoras y
que representan un elemento adjuvante intrinsico (Reyes-Sandoval, 2001; Huygen,
2005).

El sitio de inoculacién, asi como la forma en que el DNA es liberado en el
organismo, juegan un papel irﬁportante en el éxito para inducir una respuesta inmune;
se sabe que Unicamente del 1-10% del total del DNA inoculado es procesado
adecuadamente para expresar la proteina de interés (Watts, 1999; Reyes-Sandoval,
2001; Huygen, 2005). Las rutas de inoculacion gue han sido empleadas incluyen la piel,
el musculo esquelético y las mucosas. Dependiendo del modelo animal que se emplee,
el antigeno usado y la metodologia 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 inyecciéon es el método mas usado ya que no requiere de
entrenamiento especializado y su bajo costo en comparacion con el uso de lo que se
conoce como pistola génica (gene gun) que implica un costo elevado y hace improbable
SuU USO en esquemas mééivos de vacunacion (Babiuk, 2003). Sin embargo, y a pesar de
su mayor costo, esta ultima metodologia produce los mejores resultados; la inoculacién
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
transfeccion de las células blanco. Esta metodologia permite usar mucho menos DNA

en comparacion con la inyeccidén con jeringa ya que es aproximadamente 100 veces
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mas eficiente (Babiuk, 2003). Finalmente, una forma no invasiva es la ruta de las
mucosas, debido a que muchos de los patégenos tienen como via 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 inyeccién intramuscular, éste es tomado por células de musculo esquelético. Sin
embargo se ha demostrado que el DNA es captado también por células presentadoras
de antigeno profesionales (APCs, por sus siglas en inglés), siendo éstas, las Unicas
capaces de activar a las células del sistema inmune mediante la presentacion de la
proteina (Reyes-Sandoval, 2001). Estas celulas pueden capturar el DNA directamente
por la inoculacién (transfecciéon) o pueden tomar el antigeno dé otras células, como las
de musculo esquelético o los keratinocitos, mediante fagocitosis, mecanismo
denominado "presentacién cruzada" (Kowalczyk, 1999; Srivastava, 2003; Huygen,
2005).

En el caso de la inmunizacién con vacunas de DNA, una vez que el plasmido es
introducido en la célula, éste es translocado al nucleo donde se inicia la transcripcion
del transgene, posteriormente los transcritos son llevados al citoplasma donde son
traducidos. Las proteinas recién sintetizadas son procesadas y presentadas al sistema
inmune y pueden inducir una respuesta inmune de larga duracién tanto a nivel
humoral como celular. Basicamente es a través de los mismos mecanismos implicados
en la respuesta inmune inducida por las vacunas tradicionales o la infeccion natural

(Kowalczyk, 1999; Reyes-Sandoval, 2001).
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Las proteinas exdgenas que son endocitadas o fagocitadas (presentacion
cruzada, en la inmunizacion con DNA) entran a la via endosomal donde son
degradadas en pequefios péptidos de 12-25 aminoacidos que posteriormente son
asociados con moléculas del complejo pﬁncipal de histocompatibilidad (MHC) de clase
Il 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 activacion y expansion (Tang, 1992; Shedlock , 2000;
Huygen , 2005).

Por otro lado, las proteinas que son sintetizadas de novo (transfeccion, en la
inmunizacion con DNA), son degradadas en el proteosoma en péptidos de 8-10
aminoacidos que son transportados hacia el reticulo endoplasmico, mediante un
sistema especializado de transporte que emplea proteinas transportadoras (TAPI y
TAPII), una vez en el reticulo son asociadas a moléculas de MHC clase I. Los péptidos
de gran afinidad con su respectiva molécula de MHC | son estabilizados y entran en la
via secretoria, con lo que alcanzan la superficie celular, y al igual que con los complejos
MHC li-péptido, estos encuentran sus respectivos TcRs, pero en este caso, en la
superficie de los linfocitos T citotoxicos (CD8") para inducir su activacion (Tang, 1992;
Waine, 1995; Shedlock ,2000).

De esta forma la union del complejo MHC-péptido y TcR, en las APCs y linfocitos
T, respectivamente, provee de lo que se conoce como la sefial 1 de la activacién de los
linfocitos T. Sin embargo, esta sefial 1 es insuficiente para generar una buena
respuesta inmune y es necesario de una segunda sefial para la completa activacion de
los linfocitos CD4" y CD8" . (Kowalczyk, 1999; Reyes-Sandoval, 2001: Srivastava,

2003). La senal 2 es inducida mediante moléculas co-estimuladoras presentes en la
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superficie de las APCs (mayoritariamente células dendriticas [CD]), como las proteinas
de la familia B7. Previamente a esto, las CD necesitan de una sefial para su activacion
inicial y maduracion, esta sefial denominada sefial 0, o sefal de alarma, es inducida por
ciertas citocinas inflamatorias, proteinas de choque térmico (HSP) o los motivos CpG
presentes en el DNA bacteriano. El resultado de la sefial 0 es la sobre-expresion de
moléculas del MHC y co-estimuladoras en su superficie, favoreciendo posteriormente,
el proceso de presentacion de antigeno (sefial 1). En esta etapa, las CD activadas
cambian su morfologia y perfil de expresidon de receptores para quimiocinas, dejando la
periferia y migrando hacia los ganglios linfaticos donde participan en la activacion de
linfocitos T y B inmaduros (Tang, 1992 ; Shedlock, 2000; Reyes-Sandoval, 2001).

Posterior a la etapa de activacién se inicia la etapa efectora, los linfocitos T \
activados dejan los ganglios linfaticos hacia la periferia siguiendo un gradiente de
guimiocinas hasta llegar al lugar donde son requeridos y tras la union de sus TcRs con
los antigenos expresados en el contexto de MHC apropiado comienzan su etapa
efectora mediante la secrecién de substancias tdxicas 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 (B¢cR) por los
antigenos que son sintetizados y secretados o presentados en la superficie de Iasv
células que fueron transfectadas en la inmunizacion con el DNA. Cuando se trata de
antigenos que nos son secretados o presentados en la supercifice celular, la respuesta
humoral es menos eficiente, sin embargo, es posible que el antigeno pueda ser tomado

por las APCs mediante la fagocitosis de células transfectadas en estado apoptético y
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presentadas en el contexto de MHC I (Huygen, 2005). Posteriormente, aquellos
linfocitos B activados cambian de isotipo; las secuencias que codifican para la region
variable de las inmunoglobulinas sufren hipermutacion y las clonas con un receptor con
mayor afinidad por el antigeno son seleccionadas y se expanden. Los linfocitos B
activados, eventualmente se diferencian hacia células de memoria o a células
plasmaticas, éstas lltimas pueden: a) continuar sintetizando anticuerpos, o b) pueden
establecerse en la medula ésea 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 presentacién de antigenos tanto a linfocitos B como T y su
activacién para realizar su accién efectora.

El uso de vacunas basada en la inmunizacibn con DNA es una herramienta
prometedora para el desarrollo de vacunas contra flavivirus. Esta aproximacion
metodoldgica ha sido empleada para desarrollar candidatos contra enfermedades
causadas por flavivirus como son la encefalitis de San Luis, la encefalitis de primavera-
verano de Rusia, la encefalitis de la Euroba 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 proteinas prM y E, que han demostrado ser inmunogénicas en
modelos animales, induciendo una proteccion parcial o total cuando se retan con el
serotipo heterélogo (Kochel, 1997; Porter, 1998; Kochel, 2000). Debido a que la
vacunacion con DNA da como resultado la sintesis intracelular de los antigenos, la
presentacion de los mismos via MHC clase | es la predominante, favoreciendo la

respuesta inmune celular. Sin embargo, no se conoce de manera certera la contribucion
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Periferia

Figura 11. Posibles rutas de presentacion de antigenos y activacién de linfocitos By T

en la vacunacién con DNA. (1) El plasmido es introducido al organismo y en las células
transfectadas (una célula somatica o una célula presentadora de antigeno profesional
(APC, por sus siglas en ingles), este es translocado al nucleo, donde se produce el
mRNA. (2) El mRNA es traducidos en los ribosomas y la proteina es: (3) secretada o (4)
procesada en el proteosoma. Los productos son transportados a través del reticulo
endoplasmico y el aparato de Golgi donde se acoplan a moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad clase | (MHC 1) (5). (8) Las proteinas solubles son fagocitadas por las
APCs, procesadas en los endosomas donde se acoplan a moléculas del complejo mayor
de histocompatibilidad clase Il (MHC Il). Las proteinas codificadas en los plasmidos
pueden también ser tomadas via fagocitocis de células transfectadas en estado apoptético
(7). (8) Las APCs con los antigenos adquiridos por la transfeccién o por fagocitosis,
migran hacia los érganos linfoides secundarios donde son presentadas a los linfocitos T
cooperadores (Th) en el contexto de MHC Il (9) o por "presentacién cruzada" (ver texto) en
el contexto MHC | a los linfocitos T citotdxicos (Tc¢) (10). Los linfocitos B son activados por
via su BcR por las proteinas presentadas en la superficie de las APCs o por proteinas
liberadas al medio debido a apoptosis o lisis de las APCs (11). Los linfocitos Th activados
estimulan a los Tc y a los B (12), favoreciendo la sobre expresién de moléculas de
superficie (co-estimuladoras), asi 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 proteccion a largo
plazo en las infecciones por dengue en humanos, pero se cree que la respuesta
humoral juega un papel predominante (Jacobs, 2003). La tecnologia de las vacunas
basadas en. DNA permite la co-administracion 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 disefio una vacuna con el gene de la proteina E fusionada con la proteina de
membrana asociada a lisosomas (LAMP, por sus siglas en inglés) (Raviprakash, 2001).
La proteina LAMP sefializa a la proteina E para ser transportada hacia los
compartimentos lisosomales, donde es degradada y queda accesible para ser cargada
en las moléculas MHC clase ll, esto con la intencién de favorecer la respuesta de
células T CD4+. En experimentos hechos en ratones, el antigeno de fusiéon fue capas
de inducir una mejor respuesta de anticuerpos neutralizantes, en comparacién con la
proteina nativa. Adicionalmente la respuesta se pudo mejorar aun mas 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 inmunizacién con DNA ha dado pie al disefio de
nuevas estrategias para la administracién 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 genica en modelo de raton (Mandl, 1998). Posteriormente, usando el mismo
virus como modelo se construyd un candidato a vacuna de RNA, usando un replicon

que contiene toda la informacién necesaria para establecer la maquinaria de replicacién
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en la célula huésped, mimetizando la infeccién por el virus. Sin embargo, se
introdujeron modificaciones en la regién que codifica para la proteina de la capside,
impidiendo de esta forma el ensamble de particulas virales infecciosas y a la vez
promoviendo la secrecidn de particulas sub-virales no infecciosas que estimulan la
produccion de anticuerpos (Kofler, 2004).

Debido a que las vacunas de DNA representan una estrategia prometedora, en el
presente trabajo se utilizé6 esta aproximacién metodoldgica para disefiar y probar un
candidato a vacuna contra el virus dengue en un modelo de ratén, para lo cual se

desarrollo la siguiente:
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11. Hipotesis

El DIl de la proteina E del virus dengue juega un papel importante en la unién al
receptor celular y en la induccion de anticuerpos protectores. Estas caracteristicas lo
convierten en un blanco ideal para ser usado como antigeno en un esquema de
inmunizaciéon 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 proteina E
completa o en conjunto con otras proteinas del virus. Con el empleo de Unicamente la
regidbn que contiene los determinantes para anticuerpos neutralizantes se evitaria la
induccion de anticuerpos de reaccién 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 especifica contra el virus dengue, inducida
mediante la inmunizacién con DNA en un modelo de ratén, utilizandb plasmidos que
contengan la region que codifica para el dominio Ill de la proteina de envoltura de cada
serotipo del virus, asi como evaluar la capacidad de proteccion de los anticuerpos
inducidos con los plasmidos individuales o en una formulacién tetravalente en un

modelo de infeccidn en cultivos celulares y en el modelo de ratén lactante.

48



13. Objetivos especificos

13.1. Disefiar y construir plasmidos que contengan la regiéon que codifica para el
dominio Il de la proteina de envoltura del virus dengue. Se disefiara una construccion
para cada serotipo (Den-1, Den-2, Den-3 y Deh—4).

13.2. Diseriar y construir un plasmido tetravalente que contenga las cuatro regiones
que codifican para cada uno de los dominios Ill de la proteina de envoltura de los virus
Den-1 a Den-4.

13.3. Analizar la expresion in vitro del dominio lll clonado en los plasmidos, en cultivo
de células COS-7.

13.4. Evaluar la capacidad de inducir anticuerpos especificos contra el virus dengue, de
cada una de las construcciones que contienen al dominio [ll, en un modelo de ratoén,
mediante un esquema de inmunizacion con DNA desnudo.

13.5. Evaluar la capacidad de inducir anticuerpos especificos contra el virus dengue,
mediante la inmunizacion con un esquema tetravalente, usando diferentes
concentraciones de los cuatro plasmidos que contienen al dominio Il de cada serotipo
del virus dengue.

13.6. Medir la capacidad inhibir el efecto citopatico en cultivos de células, de los
anticuerpos contra el virus dengue, inducidos mediante la inmunizacion con plasmidos
con el dominio HI.

13.7. Evaluar la presencia de anticuerpos protectores, inducidos con la inmunizacién
con plasmidos con el dominio lll del virus dengue, en un modelo de/infeccién en ratones

lactantes.
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14. Materiales y métodos
14.1. Virus, células e inmunofluorescencia indirecta (IFl)

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 ceélulas de rifion de mono
verde africano (células Vero) a 37'C con 5 % de CO,, usando medio minimo esencial
(MEM) suplementado con 10 % de suero fetal bovino (SFB) y un céctel de antibidticos-
antimicéticos.

Las células se crecieron en monocapa en frascos de cultivo de 25 y 75 cm? y
cuando alcanzaron un 80-90% de confluencia se infectaron a una multiplicidad de
infeccion (MOI, por sus siglas en inglés) de 0.01-0.1 particulas 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 1H10 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 IFl, las células infectadas se cosecharon de 7-14 dias post-
infeccion. La monocapa se desprendié con tripsina-EDTA (0.05%), las células se
lavaron dos veces con solucién salina balanceada de Hank y la pastilla final se
resuspendié en medio MEM. Las células se gotearon en portaobjetos con tefléon y se
fijaron con acetona fria durante 20 min. Posteriormente se agregd el anticuerpo

monoclonal correspondiente (diluido 1:50) y se incub6 1 hr. a 37°C en una camara
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himeda. Las células se lavaron 2 veces con PBS en agitacién y se agreg6 el segundo
anticuerpo (anti-ratén acoplado a fluoresceina) a una dilucién de 1:200 y se incubaron 1
hr. a 37°C en una camara humeda. Finalmente, las células se lavaron 2 veces como se
describié anteriormente y las laminillas se montaron usando una solucién de glicerol al
90% en PBS. La florescencia se analizd6 utilizando un microscopio de
inmunofluorescencia y contraste de fases.

Los sobrenadantes de las células infectadas fueron colectados y usados como
stocks virales para la extraccion de RNA. Los Virus fueron también concentrados y
purificados mediante gradientes de sacarosa (Putnak, 1996) para ser usados como
antigeno en los ensayos de ELISA.

Para la purificacion del virus, los sobrenadantes de células infectadas se
congelaron a -70°C hasta su uso posterior. Una vez descongelados, los sobrenadantes
se concentraron con sulfato de amonio, posteriormente se agregaron a gradientes de
sacarosa (20%-65%) vy se uItracentrifugaron a 27,000 RPM durante una hora. Se
colectd la interfase y se agregd a un nuevo gradiente de sacarosa (20%-55%) y se
centrifugd a la misma velocidad pero el doble de tiempo. La banda correspondiente al
virus purificado (aproximadamente 1.16 de densidad-37 % sucrosa) se colecté y se

guardod a -70°C hasta su uso.

14.2. Diseino de Oligonucleotidos

Los oligonucleotidos usados como iniciadores para amplificar el dominio Ill de cada
serotipo del VD se disefiaron 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 restriccion, las secuencias Kozak y el
ATG inicial fueron incluidas en el disefio de cada oligonucleotido. La secuencia de cada
oligonucleotido quedd de la siguiente manera:

Dengue 1

D1domlil-up

5- CCC GGG GGC GGC CGC GCC 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

D2domill-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

D3domlili-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 GTACCAGTT 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 CCAATG GAG TGT TAA-3°

52



Para la construccion correspondiente al virus dengue 1, las secuencias
subrayadas corresponden a los sitios Not | y Xho |, respectivamente, para dengue 2
corrresponden a BamH | y EcoR |, para dengue 3, a EcoR | y EcoR V y finalmente
para dengue 4, corresponden a los sitios Hind /Il y Kpn . La region con las secuencias
Kozak y el ATG inicial se muestran sombreadas en gris. Estos oligonucleotidos

amplifican un producto de un tamafio 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). EI RNA se
resuspendié en agua destilada y la reaccion de RT se llevo a cabo a 37°C por 1 hr en
un volumen de reaccion de 10 ul (56 mM MgCl,, 500 mM KCI, 100 mM Tris-HCI, pH 8.3,
1U/ul de inhibidor de RNAasa, 2.5 U/ul de reverso transcriptasa MuLV, 400 uM de
nucledtidos (Perkin Elmer, Norwalk, CT), y 1.2 uM del primer “reverse” (dw).

Un microlitro de la reaccién de RT o 10 ng de DNA de plasmido (ver a
continuacion) fue usado para la amplificacion mediante la reaccién en cadena de la

polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés). El volumen de reaccion para PCR fue de
100 pl (500 mM KCI, 100 mM Tris-HCI, 200 uM de dNTP’s, 1.5 mM MgCly, 2.5 U DNA
polimerasa (Amplitaqg; Perkin Elmer, Norwalk CT) y 0.5 uM de los primers “forward” (up)

y dw. La reaccion se llevdé a cabo con un paso inicial de desnaturalizacion a 94°C

seguida de 35 ciclos de amplificacion: desnaturalizacion (94°C, 30 seg), alineamiento
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(54°C to 58°C, 30 seg), y extension (72°C, 30 seg), finaimente un paso de extension
final a 72°C, por 10 min.
Los productos amplificados se analizaron en geles de agarosa al 1% tefidos con

bromuro de etidio (10pg/mL) en un transiluminador de luz UV.

14.4. Construccion de los plasmidos con el dominio ll

Para facilitar la clonacion del DIll en el vector pcDNA 3 (invitrogen), los
oligonucleotidos se disefiaron introduciendo sitios para las enzimas de restriccion
contenidos en la secuencia de la region multiple de clonacién del vector. En este
plasmido la expresion del gene clonado bajo el control del promotor del citomegalovirus
(CMV) (Figura 12).

La region que codifica para el DIl de los virus Den-1 (nt 1794-2096) y Den-3 (nt
1802-2107) fue amplificada por RT-PCR a partir de virus obtenidos de cultivos Celulares
infectados (ver arriba), mientras que para Den-2 (nt 1801-2108) y Den-4 (nt 1812-2114)
se amplific6 por PCR usando como molde a los plasmidos pKT2.4 y P5°-2,
respectivamente.

El plasmido pKT2.4 contiene la secuencia de nucleétidos que codifica para las
proteinas estructurales de la cepa New Guinea C (NGC) de Den-2 y fue donado por el
Dr. R Padmanabhan (Georgetown University, USA). El plasmido P5°-2 codifica para el
gene de la proteina de envoltura de Den-4, y fue donado por el Dr. C.J. Lai (National
Institute of Allergy and Infectious Diseases; NIH, USA). La figura 13 muestra la

estrategia general de clonacién del dominio lll en el vector.
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Figura 12. Clonacién del dominio Ill de la proteina E de los virus dengue en
el plasmido pcDNA 3. Se disefiaron oligonucleotidos que contenian
sitios adecuados para la clonacién en este vector, de acuerdo a la
secuencia de cada serotipo. De esta forma cada dominio [l fue

clonado en los sitios indicados en al figura.
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Figura 13. Estrategia general para la clonacién del dominio lil de cada
serotipo del virus dengue. (a) el cDNA que se empled como templado
se obtuvo de RNA obtenido de células infectadas o plasmidos con el
gene E clonado (ver texto), a partir de este templado se amplificé el
dominio Il 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 digestion con las enzimas correspondientes). Posteriormente, la reaccion de
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ligacion se utilizé para transformar bacterias DH5 o (GIBCO) mediante electroporacion.
Las bacterias transformadas fueron seleccionadas en medio con antibidtico y las
colonias obtenidas se analizaron por PCR para determinar la presencia del dominio III.
Las clonas seleccionadas fueron amplificadas en 2 mL de medio LB con antibiotico y el
plasmido recombinante fue obtenido mediante un ensayo de “miniprep” para checar el
inserto mediante el andlisis de patrones de digestion. Una vez que las colonias
recombinantes fueron analizadas por PCR y patrones de digestion con las enzimas de
-restriccion correspondientes, las clonas seleccionadas fueron amplificadas en grandes
volumenes (50-100 mL de medio LB con antibiético) y los plasmidos obtenidos,
designados pDIlI-D1, pDll-D2, pDIll-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 transfeccion

Para evaluar la expresién del dominio Ill recombinante, se realizaron ensayos de
transfeccion transitoria en células COS-7 con los plasmidos pDiil-D1, pDHI-D2, pDIII-D3
y pDlll-D4, usando como control al vector vacio. Estos ensayos se llevaron a cabo
mediante el empleo de lipidos catiénicos (Lipofectamine 2000, Invitrogen/Life).

Las células se cultivaron en medio Dulbecco's Modified Eagle (DMEM) con 10 %
de SFB sin antibioticos a 37°C, 5 % CO,. El dia anterior a la transfeccion las células
fueron desprendidas con tripsina, como se mencioné anteriormente, y fueron
sembradas en cajas de cultivo de 24 pozos a una densidad de 1 x10° células/pozo, de

tal forma que estuvieran en un 80-90 % de confluencia el dia de la transfeccion.
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La transfeccién se llevé a cabo agregando a la monocapa 100 pl de medio de
cultivo que contenia una mezcla del plasmido (0.8 ug) y el reactivo lipofectamine (2 pl).
Las células se mantuvieron por 48 hrs y posteriormente se analizaron mediante IFA

usando los mAb’s correspondientes como se describid anteriormente.

14.6. Inmunizaciones y obtencion de suero

Para evaluar la capacidad de los plasmidos, que contienen al dominio Il del
virus dengue, de inducir anticuerpos especificos, se inmunizaron grupos de ratones
Balb/c (6-8 ratones/grupo), hembras de 6-8 semanas de edad. Para evaluar los
plasmidos de forma individual, se utilizaron 100 ug de cada una de las construcciones
diluidas en 100 ul de PBS estéril, mientras que para las formulaciones tetravalentes se
utilizaron 3 grupos de ratones que fueron inmunizados con una mezcla de los
plasmidos, usando 25 (125), 50 (T50) or 100 (T100) png de cada construcciéon. La
cantidad total de DNA inyectado fue 100, 200 y 400 pg para cada grupo

respectivamente. Los grupos control fueron inmunizados con 100, 200 o 400 nug del
plasmido pcDNA 3 vacio.

Las inmunizaciones se llevaron a cabo mediante una inyeccién por ruta
intramuscular (IM) en la tibia de ambas extremidades anteriores, empleando una jeringa
de insulina. Los plasmidos fueron administrados al dia 0 y se les dio 2 refuerzos con la
misma cantidad de DNA los dias 15 y 30, en estos dias y 2 semanas posteriores al
ultimo refuerzo se colectaron muestras de sangre de la vena central de la cola o por
puncién cardiaca, a partir de estas muestras se obtuvo el suero que fue congelado a -

70°C hasta su uso posterior.
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14.7. Deteccion de anticuerpos por ELISA

Para detectar anticuerpos especificos contra el virus dengue, se utilizé la técnica
de ELISA como ha sido reportado con anterioridad (Innis, 1989). Se utilizaron placas de
96 pozos que se sensibilizaron con los antigenos especificos 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 bloguearon
con una solucién al 1 % de albumina sérica de bovino (BSA, por sus siglas en inglés)
en PBS-T, durante 2 hrs a 37°C en una camara himeda. Posteriormente, los sueros
previamente diluidos (1:100) en PBS fueron agregados por triplicado e incubados 1 hr a
37°C en una camara himeda, posteriormente las placas se lavaron 3 veces y se
agregd el segundo anticuerpo, anti-raton conjugado a peroxidasa diluido 1:200 y las
placas se incubaron 1 hr a 37°C en una camara hiimeda. Después de 3 lavados se
agrego6 el substrato (o-phenylenediamine/H,0, en buffer de citratos 0.05 M). La placa
se incubd durante 30 minutos a temperatura ambiente y la reaccién fue detenida
usando H,SO4 1M.

Todos los sueros obtenidos de los animales inmunizados con los plasmidos
individuales o con las formulaciones tetravalentes se probaron individualmente contra
los 4 antigenos virales y los resultados se graficaron como la media de la densidad

optica (DO) para cada grupo de ratones para cada tiempo analizado.
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14.8. Ensayos de proteccion en células BHK-21 y ratones neonatos

El suero de los ratones inmunizados con las construcciones individuales o con la
combinacién tetravalente fueron empleados para analizar la presencia de anticuérpos
neutralizantes en contra de Den-2 usando un ensayo en cultivo celular y en un modelo
de proteccion en ratones lactantes. Para el ensayo en cultivo celular se adaptd el
ensayo de inhibiciéon del efecto citopatico (ECP) reportado para el virus de la polio
(Edevag, 1995; WHO (b), 1997) en células de riidn de hamster (BHK-21). Las células
se crecieron y mantuvieron en botellas de cultivo de 75 cm? con medio MEM usando 4
% de SFB y antibioticos en una incubadora a 37°C / 5 % CO,, posteriormente, el dia del
ensayo se despegaron como se describi'é previamente y se transfirieron a placas de 96
pozos a una densidad de 1 x 10* células por pozo.

Las muestras de suero colectadas de cada grupo de ratones inmunizados con
las construcciones del dominio Il 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 suspension de virus Den-2 de la cepa NGC que
contenia 100 LDs, (dosis infectiva media), la mezcla se incub6 1 hr a 37°C.

La solucion virus-anticuerpo se agreg6 a las placas de 96 pozos y se incubaron
a 37°C/ 5 % CO,. 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 titulos de neutralizacién se expresaron
como la dilucion maxima del suero a la cual se inhibe el 50 % del ECP.

Los ensayos de proteccién se llevaron a cabo en ratones Balb/c lactantes. Se
utilizé una suspensién de virus con 100 MLDs, (mouse lethal dose) que se mezcld 1:1

con el suero correspondientes a los grupos de ratones inmunizados con las diferentes
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construcciones o formulaciones tetravalentes. La mezcla virus-suero se incubd 1 hr a
37°C y posteriormente se inocul6 via intracraneal (IC), cada grupo se observo
diariamente y los datos de mortalidad fueron registrados. El grupo control consintié en
ratones inoculados con la mezcla de virus mas el suero obtenido de los ratones

inmunizados con el plasmido vacio.

14.9. Analisis estadistico

Los datos obtenidos en los experimentos de ELISA fueron analizados usando la
prueba de T de student, mientras que en los ensayos de proteccidbn en ratones
lactantes, se uso la prueba exacta de Fisher. Todos los analisis estadisticos se

realizaron usando el programa estadistico SPSS 10.0 (SPSS, Inc., Chicago IL, USA).

15. RESULTADOS
15.1. Obtencion de los plasmidos recombinantes

Los plasmidos individuales fueron construidos amplificando la regién que codifica
para el dominio lll de cada uno de los serotipos del virus dengue. Como se menciond
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-PCR. En ambos caso se amplificé una banda del peso esperado (Figura 14 a). Los
productos amplificados fueron extraidos del gel, purificados y clonados como se
describe en la seccién de materiales y métodos para obtener los plasmidos pDIII-D1 y
pDIII-D3. Para los serotipos Den-2 y Den-4, los plasmidos pKT2.4 y P5°-2 fueron

usados como molde para amplificar del dominio Ill. Al igual que para Den-1y 3 los
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productos amplificados fueron clonados para obtener los plasmidos pDIII-D2 y pDIill-D4

(Figura 14 b).

a Den-1 Den-3

Den-2 Den-4

Figura 14. Amplificacién de los dominios lll del virus dengue. Para los
Den-1y 3 el dominio Ill se amplificé a partir de células infectadas (a),
mientras que para Den-2 y 4, este se amplificé a partir de plasmidos
(ver texto). Los productos amplificados fueron separados en geles de
agarosa al 1% y tefiidos con bromuro de etidio. El marcador de peso
molecular es: 1Kb plus DNA ladder de Invitrogen.
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Inicialmente se disefid la construccion de un plasmido tetravalente, mediante la
subclonaciéon de cada uno de los fragmentos del dominio Il en un solo plasmido. Sin
embargo esto no fue posible, solo fue posible sublconar tres fragmentos (Figura 15).
Después de clonar los fragmentos que correspondian al Ios dominios Il de los
serotipos 4, 2 y 3, la insercion del dominio Ill de Den-1 resultaba en una aparente
situacién toxica para las bacterias, ya no se obtenian bacterias recombinantes. Por lo
anterior se decidié suspender los experimentos para el plasmido tetravalente y usar
mezclas de los cuatro plasmidos individuales en los ensayos de inmunizacion (ver mas

adelante).

<«——990 pb

660 pb —»

Figura 15. Construccion del plasmido divalente y tetravalente. Digestion del
plasmido con la construccion divalente Den-4/Den-2 (carril 2) y del plasmido
con la construccion 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: 1Kb plus DNA ladder de Invitrogen (carril 1).
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15.2. Analisis de la expresion del dominio lll recombinante

Para determinar la capacidad de las construcciones de expresar correctamente
al dominio Ill, se llevaron a cabo ensayos de expresién en células COS-7
trasnsfectadas con los plasmidos pDIII-D1, pDIlI-D2, pDIlI-D3 y pDIll-D4. Los resultados
mostraron que la mayoria de las células (70-90 %), mostraban una sefal positiva
evidenciada por el reconocimiento especifico con los MAb’s. En todos los casos las
células se cosecharon 48 hrs post infeccion y fueron procesadas como se describe en
materiales y métodos par-a analizar la expresion del dominio Illl mediante el ensayo de
IF1. En el caso de Den-1 el anticuerpo monoclonal usado fue D2-1F1-3 (Figura 16A),
para Den-2 se uso6 el anticuerpo 3H5 (Figura 16B), el anticuerpo D6-8A1-12 para Den-3
(Figura 16C) y el anticuerpo 1H10 para Den-4 (Figura 16D). Células transfectadas con
el plasmido pcDNA 3 vacio fueron usadas como controles negativos en todos los

experimentos.

15.3. Respuesta de anticuerpos contra el virus dengue

Los resultados del analisis de los sueros obtenidos de los ratones inmunizados
con cada uno de los plasmidos que expresan el dominio Il (100 ug), mostraron que
estos fueron’capaces de inducir una respuesta de anticuerpos serotipo-especifica.
Cada grupo de sueros fue probado contra los cuatro antigenos de los diferentes
serotipos del virus dengue; el reconocimiento del antigeno por el suero proveniente de
los ratohes inmunizados con el plasmido que contenia el dominio Il homoélogo, fue

estadisticamente significativo (p<0.0001).
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Figura 16. Ensayos de transfeccién en células COS-7. La expresion del dominio
[ll de Den-1 por fluorescencia usando el anticuerpo monoclonal D2-1F1-3 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 imagenes en fluorescencia y la imagen

correspondiente en campo claro. El control negativo esta indicado con N.
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El suero de los ratones inmunizados con el plasmido pDIll-D1, fue positivo en el
ensayo de ELISA con el antigeno (virus completb) (Figura 17), en este caso, el suero de
este grupo experimental fue el que presentoé la respuesta mas baja (densidad optica) y
se observd reactividad con antigenos de otros serotipos, sobre todo con el de Den-4,
sin embargo, como se menciond antes, la especificidad contra el antigeno de Den-1
fue estadisticamente significativa. En el caso del grupo inmunizado con el plasmido
pDIlI-D2, la respuesta fue mas robusta contra su antigeno correspondiente (Figura 18),
siendo este grupo junto con los inmunizados con el plasmido pDIii-D4 (Figura 20), los
que presentaron las respuestas mas elevadas por ELISA. Finalmente el suero de los
ratones inmunizados con el plasmido pDIII-D3, también presentdé una buena respuesta
de anticuerpos especifica contra el antigeno de Den-3 (Figura 19). Al igual que en el
caso del grupo inmunizado con el plasmido pDIII-D1, en este grupo se observd la
presencia, aunque minima, de anticuerpos de reaccion cruzada, pero en este caso
contra el antigeno de Den-1. En general, la respuesta de anticuerpos en los ratones
inmunizados de forma individual con las construcciones del dominio lll, fue similar. Se
observd que no hubo diferencias significativas en la respuesta de anticuerpos anti-
dengue medida por ELISA, entre la inmunizacion inicial y los refuerzos administrados
con intervalos de 15 dias. Los resultados del analisis de la respuesta de anticuerpos,
contra el virus dengue, inducidos mediante el esquema de inmunizacién con las
formulaciones tetravalentes T25, T50 y T100, mostraron, en todos los casos, que la
inmunizaciéon con la mezcla de los cuatro plasmidos puede inducir la produccion de
anticuerpos contra los cuatro serotipos del virus dengue. La respuesta observada en
este caso, y a diferencia de la inmunizacion con los plasmidos de forma individual, fue

!

dosis-dependiente.
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Figura 17. Presencia de anticuerpos especificos contra el virus dengue serotipo 1.
El suero de ratones inmunizados con la construccién pDIII-D1 (azul), pDIlI-D2
(amarillo), pDIlI-D3 (verde) y pDIiI-D4 (naranja) se analizaron por ELISA
usando como antigeno al virus Den-1. En el eje de las X se muestran los dias
post-inmunizacién en los cuales se tomaron muestras de sangre para
obtener el suero y el nimero (n) de individuos en cada grupo inmunizado

esta indicado.
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Figura 18. Presencia de anticuerpos especificos contra el virus dengue serotipo 2.
El suero de ratones inmunizados con la construccién pDlII-D1 (azul), pDlll-D2
(amarillo), pDIII-D3 (verde) y pDIll-D4 (naranja) se analizaron por ELISA
usando como antigeno al virus Den-2. En el gje de las X se muestran los dias
post-inmunizacion en los cuales se tomaron muestras de sangre para
obtener el suero y el niumero (n) de individuos en cada grupo inmunizado

esta indicado.
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Figura 19. Presencia de anticuerpos especificos contra el virus dengue serotipo 3.
El suero de ratones inmunizados con la construccién pDIII-D1 (azul), pDIlI-D2
(amarillo), pDIII-D3 (verde) y pDIll-D4 (naranja) se analizaron por ELISA
usando como antigeno al virus Den-3. En el eje de las X se muestran los dias
post-inmunizacién en los cuales se tomaron muestras de sangre para
obtener el suero y el niumero (n) de individuos en cada grupo inmunizado

esta indicado.
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Figura 20. Presencia de anticuerpos especificos contra el virus dengue serotipo 4.
El suero de ratones inmunizados con la construccién pDIII-D1 (azul), pDIii-D2
(amarillo), pDIiI-D3 (verde) y pDIll-D4 (naranja) se analizaron por ELISA
usando como antigeno al virus Den-4. En el eje de las X se muestran los dias
post-inmunizacién en los cuales se tomaron muestras de sangre para
obtener el suero y el nimero (n) de individuos en cada grupo inmunizado

esta indicado.
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Cuando se inmunizo6 con la formulaciéon T25, se pudo detectar anticuerpos contra
los cuatro serotipos (Figura 21), sin embargo el titulo de anticuerpos fue muy bajo, en
comparacion con las respuestas obtenidas con los plasmidos individuales. La respuesta
fue mejorando cuando se aumento la dosis de cada plasmido en la formulacién T50
(Figura 22) hasta llegar a niveles similares a los de la vacunacion individual cuando se
uso una mezcla de plasmidos con una concentracion de 100 pg c/u (Figura 23). En
todos los casos, las respuestas de anticuerpos contra dengue fueron estadisticamente
significativas (p<0.0001) y de forma similar a la inmunizacion individual, no se
observaron diferencias significativas en el titulo de anticuerpos cuando se administraron

los refuerzos.

15.4. Evaluacién de anticuerpos protectores

Una vez que se comprobd que la inmunizacion con plasmidos que contienen al
dominio lll de los cuatro serotipos del virus dengue, ya sea en forma individual o
tetravalente, pueden inducir la producciéon de anticuerpos especificos de serotipo, se
decidié evaluar la capacidad protectora de estos anticuerpos contra la infeccién por el
virus dengue 2 en cultivos de celulas BHK—21 y en el modelo de ratdn lactante. Las
células BHK-21 son muy sensibles a la infeccion y ademas desarrollan un efecto
citopatico ECP muy marcado, caracterizado por el cambio en la morfologia celular y el
desprendimiento de la monocapa; lo anterior ocurre en la mayoria de las células en la

monocapa en un periodo de 5-7 dias a un MOI de 0.001 PFU/célula.
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Figura 21. Induccién de anticuerpos especificos contra el virus dengue en ratones
inmunizados con la formulacion tetravalente T25. El suero de los ratones
inmunizados con 25 ug de cada plasmido que contiene el dominio Il de los
cuatro serotipos (100 pg totales) se analizaron por ELISA utilizando como
antigeno al virus Den-1 (azul), Den-2 (amarillo), Den-3 (verde) y Den-4
(naranja). En el eje de las X se muestran los dias post-inmunizaciéon en los
cuales se tomaron muestras de sangre para obtener el suero y el nimero (n)

de individuos en cada grupo inmunizado esta indicado.
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Figura 22. Induccién de anticuerpos especificos contra el virus dengue en ratones

inmunizados con la formulacion tetravalente T50. El suero de los ratones

inmunizados con 50 ug de cada plasmido que contiene el dominio Ill de los

cuatro serotipos (200 pg totales) se analizaron por ELISA utilizando como

antigeno al virus Den-1 (azul), Den-2 (amarillo), Den-3 (verde) y Den-4

(naranja

cuales s

)- En el eje de las X se muestran los dias post-inmunizacién en los

e tomaron muestras de sangre para obtener el suero y el nimero (n)

de individuos en cada grupo inmunizado esta indicado.
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Figura 23. Induccién de anticuerpos especificos contra el virus dengue en ratones
inmunizados con la formulacién tetravalente T100. El suero de los ratones
inmunizados con 100 pg de cada plasmido que contiene el dominio Ill de los
cuatro serotipos (400 pg totales) se analizaron por ELISA utilizando como
antigeno al virus Den-1 (azul), Den-2 (amarillo), Den-3 (verde) y Den-4
(naranja). En el eje de las X se muestran los dias post-inmunizacién en los
cuales se tomaron muestras de sangre para obtener el suero y el nimero (n)

de individuos en cada grupo inmunizado esta indicado.
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El modelo de ratén lactante, representa una de las pocas alternativas para -
evaluar proteccidn contra la infeccion por el virus dengue, ya que como se menciond
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 dias de nacidos) cuando
son inoculados intracranealmente con el virus.

Para llevar a cabo estos ensayos se emplearon los sueros obtenidos (Dos
semanas después del ultimo refuerzo) de los ratones inmunizados con el plasmido
pcDIII-D2 y con las combinaciones tetravalentes.

Los ensayos de inhibicién del ECP usando sueros obtenidos de los ratones
inmunizados con la construccién T25, mostraron titulos de proteccién de 1:5 mientras
que el suero de los ratones inmunizados con las construcciones pcDIII-D2, T50 y T100
tuvieron un titulo de 1:10. En la figura 24, se muestran los resultados obtenidos con el

suero de los ratones inmunizados con la formulacion T100.
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Figura 24. Inhibicién del efecto citopatico (ECP) en células BHK-21. El suero de los

ratones inmunizados con la formulacién tetravalente T100, se diluyé 1:5- 1:80
(indicado), se incubd con virus Den-2 (100 LDsy) y se inoculé en cultivos de
células (ver texto). El efecto citopatico se monitore6 diariamente y el experimento
se paré cuando el ECP se observé 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 plasmido

vacio.
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En los ensayos en ratones lactantes, cuando se emple6 el suero de los ratones
inmunizados con 100 ug de la construccion pcDIll-D2, se observd un promedio de
sobrevivencia del 43 %, mientras que con el suero de los ratones inoculados con la
construccién T50 se obtuvo un 50 %. El mayor porcentaje de protecciéon se obtuvo
cﬁando se empled el suero de los ratones inmunizados con la construccién T100, que
fue 87 % de sobrevivencia, esta Ultima fue estadisticamente significativa (p=0.016). E!
resumen de estos resultados junto con el titulo de anticuerpos protectores observado en

los enséyos de inhibicién de ECP se muestran en al figura 25.
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Figura 25. Ensayos de proteccion en ratones lactantes. El suero de los ratones
inmunizados con la formulaciones tetravalentes T50 (verde) y T100 (gris), asi
como con la construccién individual pDIII-D2 (azul) se emplearon para incubarlos
con virus Den-2 e inocular ratones neonatos por ruta IC (ver texto). La
sobrevivencia se monitoreé diariamente y el porcentaje se muestra en el eje de las
Y. El titulo obtenido por inhibicién de ECP se muestra en paréntesis y el nimero
(n) de ratones en cada grupo esta indicado. La diferencia entre la proteccién en el
grupo T100 con respecto a los demas fue estadisticamente significativa (p=0.016).

El grupo control fue el suero de ratones inmunizados con el plasmido vacio (rojo).
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'16. Discusion

Las vacunas de DNA disefiadas contra flavivirus han evolucionado rapidamente
en los ultimos afios, proporcionando con esto una estrategia promisoria para entender
aspectos fundamentales involucrados en la induccion de una respuesta inmune
eficiente contra estos virus. Sin embargo, y a pesar de los esfuerzos por desarrollar
vacunas basadas en la inmunizacién con DNA, virus vivos atenuados, virus quimericos
o proteinas recombinantes, en la actualidad, no existe una vacuna disponible contra el
dengue. La inmunizacién con DNA 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 proteinas no estructurales como
NS1y NS3. (Chen, 1999; Chang, 2001; Puttikhunt, 2003).

Se sabe que la proteina E, es el antigeno viral mas importante y se ha reportado
que la proteina prM es necesaria para su correcta expresidn e inmunogenicidad
(Kinney, 2001; Lorenz, 2002; Pugachev, 2003). No obstante, también existen trabajos
donde se reportan candidatos a vacunés basados en proteinas recombinantes que
contienen Unicamente al DIll de Den-2. Estas vacunase han probado ser exitosas para
inducir anticuerpos neutralizantes y proteccion en el modelo de raton (Simmons, 1998;
Simmons, 2001).

En el presente estudio reportamos el uso del DIl de los cuatro serotipos del virus
dengue como un candidato a vacuna basada en inmunizacién con DNA para inducir
anticuerpos neutralizantes y proteccién en ratén.

La correcta expresidon de cualquier proteina recombinante depende de su
conformacién nativa, lo cual es un requisito indispensable para el desarrollo de una

vacuna de DNA eficiente (Chang, 2001). En este estudio se generaron plasmidos con el
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DIl de los cuatro serotipos del virus dengue que fueron capaces de ser expresados de
manera correcta en las células transfectadas ya que los epitopes fueron reconocidos
por anticuerpos monoclonales; estos epitopes, inducen anticuerpos neutralizantes
(Roehrig, 1998). La inmunizacion con estas construcciones individuales, indujo una
respuesta de anticuerpos especifica después de una primera inmunizacion. Los ratones
a los que se les administré un refuerzo con la misma cantidad de DNA, incrementaron
el titulo de anticuerpos, sin embargo, no se observaron incrementos con refuerzos
posteriores. El pico maximo en el titulo de anticuerpos se observd después de dos
semanas posteriores a la primera inmunizacion, esto para Den-2 y Den-3, mientras que
para Den-1y Den-4 fue hasta dos semanas después del primer refuerzo.

Los titulos de anticue_pos en los ensayos de ELISA para Den-2, obtenidos en
este estudio, son similares a los reportados con la vacunacién con el DIl recombinante
de Den-2 (Simmons, 1998). Estos resultados demuestran que el DIl 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 DIll en forma tetravalente, se emplearon combinaciones
de los 4 plasmidos. Se observdé una respuesta de. anticuerpos que fue dosis-
dependiente. Unicamente cuando se emple6 la dosis maxima (T100), se obtuvieron
titulos similares a la inmunizacién con los plasmidos individuales. No existieron
diferencias significativas en la respuesta de anticuerpos (serotipo-especificas) 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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- fendmeno en el cual la respuesta de anticuerpos es dosis-dependiente, como se ha
reportado para otros virus (Chow, 1997; Cazeaux, 2002), la gran cantidad de DNA
empleado para inducir anticuerpos neutralizantes constituye una desventaja, por lo que
es probable que la respuesta inmune inducida por los plasmidos con el DIll pueda ser
optimizada mediante la modificacion de ciertas variables como son la ruta de
inmunizacion, la forma de liberacién del antigeno o la inclusibn de moléculas
adyuvantes. Esto pefmitiré usar concentraciones menores de DNA sin afectar la calidad
de la respuesta inmune (Babiuk, 2003).

En los ensayos de neutralizacion en células BHK-21 y de proteccién en ratones
lactantes, se empled una cepa de Den-2 adaptada a ratdn, debido a su gran virulencia y
capacidad de inducir ECP en estas células, asi como la alta mortalidad producida en los
~ ratones neonatos inoculados por via IC. Los titulos de proteccion obtenidos con la
construccién pcDIII-D2 y con las formulaciones T50 y T100 (1:10 para todos), no
correlacionaron con los datos de proteccién en el modelo de ratén lactante (43%, 50%,
y 87%, respectivamente), sin embargo, existe una correlacién entre la cantidad de DNA
inoculado y los datos de proteccién, es decir, a mayor cantidad de DNA mayor
sobrevivencia de los ratones. Es posible que los anticuerpos neutralizantes, no sean las
unicas moléculas presentes en el suero de ratones inmunizados, que estan jugando un
papel en la proteccién. Otras moléculas, tales como citoquinas o quimiocinas que
pueden ser inducidas por dinucleétidos no-metilados (motivos CpG) presentes en el
DNA plasmidico. Los motivos CpG pueden directamente activar a macréfagos,
monocitos, células dendriticas e inducir la secrecién de IL-12, IL-6 e INF-y (Klinman,

1996). Los plasmidos incorporados por las APCs puede ejercer su actividad adyuvante
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mediante los CpGs a través de la interacciéon con receptores intracelulares tipo Toll, por
ejemplo el receptor tipo Toll 9 (TLR-9 por sus siglas en ingles), que se encuentra
presente en la superficie de los endosomas tempranos (Huygen, 2005). EI 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 dendriticas
humanas, donde Unicamente las células de origen plasmocitoide expresan TLR-9; en el
raton, todas las células dendriticas lo expresan. La presencia de motivos CpG en la
gran cantidad de DNA empleada en la formulacién T100 (400ug), pudo inducir la
produccion de altos niveles de IL-12, IL-6 e INF-y, contribuyendo con los anticuerpos
neutralizantes a la proteccion observada en los ratones retados con Den-2.

La induccién de anticuerpos especificos contra los cuatro serotipos del virus
dengue, nos indica que el dominio Il expresado en las construcciones fue presentado
de manera adecuada a los linfocitos B. Sin embargo solo podemos especular la forma
en la cual el antigeno llega al receptor de estos linfocitos, ya que en el disefio de las
construcciones no se incluyé ninguna sefial para llevar estos antigenos a la superficie
de las células transfectadas, o para ser excretados. Es probable que las proteinas
hayan sido liberadas de las células transfectadas mediante lisis celular, o ser
transportadas a los ganglios linfaticos y posteriormente excretadas por'las propias
APCs (Figura 11).

Por otro lado, el dominio Il debe contener epitopes que sean presentados por las

APCs en el contexto de MHC clase |l, para ser presentados a las células T
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cooperadoras, activarlas y de esta forma inducir la secreciéon de interleukinas que
estimulen de forma adecuada a los linfocitos B (Figura 11, nimeros 9-12).

Para evaluar la presencia de epitopes de células Tc en la secuencia del dominio
Il de los cuatro serotipos del virus dengue, se llevd a cabo un analisis para predecir la
presencia de epifopes de células T cooperadoras presentados por el MHC Il, 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 mas de 50 alelos de MHC Il estudiados (Singh, 2001). Los resultados de
este andlisis se muestran en la Tabla 1. Para todos los serotipos del virus dengue, se
encontraron regiones en el dominio lll que tienen una gran afinidad por moléculas de
MHC Il 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 union.

De forma interesante se observd que para los cuatro serotipos existe un péptido
en la posicién 86 del dominio Il (87 en el caso de dengue 3), con gran afinidad para
varios alelos (Figura 26). Debido a que se ha reportado que la region del dominio Il que
corresponde a este péptido puede estar involucrado en la unién al receptor celular (Crill,
2001), se hizo un modelaje de la estructura tridimensional del dominio Ill de los cuatro
serotipos del virus dengue para ubicar de forma precisa, mediante el
programa SWISS-MODEL (Schwede, 2003; Jurgen, 2004) disponible en

http://swissmodel.expasy.org/SWISS-MODEL.htm! y los resultados fueron refinados

usando el programa POV-Ray disponible en el sitio :

84



Tabla 1. Prediccion’ de epitopes en el dominio Ili del virus dengue, que pueden unirse
B con alta afinidad a moléculas MHC clase II.

Serotipo Péptido Posicién’ Alelos MHC IT
YVMCTGSFK 8
VMCTGSFKL 9 HLA-DRB1*0101; *0401;
Dengue 1  VLVQVKYEG 29 *0421; *0703; *1301; *1327;
*1328.
VKYEGTDAP 33
YIVVGAGEK 86 HLA-DRB5*0101; *0101
LOLKGMSYS 1
YSMCTGKFK 8 HLA-DRB1*0305; *0309;
VVKETAETO 17 *0401; *0402; *0405; *0408;

*0410; *0421; *0426; *0801;

TVIRVQYEG 29 x0802; *0804; *0806; *0813;
Dengue 2 YEGDGSPCK 35 *0817; *1101; *1128; *1301;:
FEIMDLEKR 46 *1305; *1321; *1327; *1328.
VNPIVTEKD 03
YIIIGVEPG 86 HLA-DRB5*0101; *0105.
TIGVEPGQL 88
YAMCLNTEV 8
FVLKKEVSE 15 HLA-DRB1*0306; *0307;
*0308; *0311; *0401; *0408;
Dengue 3 LKKEVSETQ 17 x0426; *0801; *0817; *1107.
IVIGIGDKA 87
IGIGDKALK 89
LRIKGMSYT 1 HLA-DRB1*0305; *0306;
IEIRDVNKE A6 *0307; *0308; *0309; *0311;
*0401; *0405; *0408; *0801;
Dengue 4 VVGRIISST 26 *0802; *0804; *0806; *0813;
YTNSVINIE 69 x0817; *1101; *1128; *1304;
YIVIGVGDS 86 *1305; *1307; *1321.
IVIGVGDSA 87

1.- La prediccion se llevo a cabo usando los programas ProPred (www.imtech.res.in/raghava/propred/ ) y
HLAPred (www.imtech.res.in/raghava/hlapred/index.html).
2.- Posicion en la secuencia del dominio III.
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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 Ill, mismo que ha sido
implicado en la unién al receptor celular, ya que anticuerpos dirigidos contra esta region
bloquea la union a células Vero (Crill, 2001). En otro trabajo, se reportd que
anticuerpos dirigidos contra un péptido localizado en la misma region en el dominio IlI
de la proteina E del virus dengue 2, bloquea la unién a células de mosquito (C6/36),
pero no en células BHK-21 (Hung, 2004).

Estos resultados muestran que esta region en el dominio lll del virus dengue
constituye ademas de u‘n epitope de células B, también un epitope de células T, capaz
de unirse a diferentes alelos del MHC I, lo que lo convierte en un blanco atractivo en el
disefio de vacunas contra el dengue.

En este analisis de prediccién de epitopes, se observd también que el dominio 1l
contiene epitopes que se predicen pueden unirse a moléculas del MHC clase | (datos
no mostrados). Sin embargo, en nuestros experimentos para evaluar el efecto de la
inmunizacién con los plasmidos con DIIl sobre la respuesta inmune celular, no fue
posible detectar proliferacion en células obtenidas del bazo de los ratones inmunizados.
Es probable que la poblacion de linfocitos T pueda ser escasa en el érgano 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 mas cercanos al sitio de inoculacion del DNA. Sin embargo, también
se ha sugerido que los epitopes de células T citotdéxicas pueden estar presentes en

otras proteinas tales como la proteina 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 aminoacidos correspondiente a la

regibn comun a los cuatro serotipos del virus dengue, que contiene el

péptido de unién al MHC I1.

87



Figura 27. Modelo tridimensional del dominio [ll de los cuatro serotipos del virus

dengue, donde se muestra el péptido de union al MHC |I.
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Los resultados presentados en este trabajo, demu}estran que el DIl puede ser
usado como candidato a vacuna de DNA, para inducir la producciéon de anticuerpos
neutralizantes y proteccién contra el virus dengue en el modelo de ratén lactante, y
representa el primer reporte de un candidato a vacuna de DNA tetravalente.
Posteriormente, otro candidato a vacuna tetravalente contra el virus dengue
basado en inmunizacion con DNA fue reportado (Konishi, 2006). En este trabajo
se utilizaron cuatro plasmidos que contenian los genes que codifican para las
proteinas prM/E de los cuatro serotipos. La inmunizacion de ratones con la
mezcla de estos cuatro plasmidos indujo la produccién de anticuerpos
neutralizantes y células de memoria contra los cuatro serotipos.

Como se mencioné con anterioridad, el domino Il del virus dengue
contiene distintas caracteristicas biolégicas que lo posicionan como un antigeno
atractivo para el disefio de vacunas. Entre estas caracteristicas podemos
mencionar que su doblaje independiente de los otros dominios (I y Il) en forma de
inmunoglobulina le confiere una gran estabilidad y su posicion en la proteina E
permite estar accesible para el reconocimiento de anticuerpos o para la unién al
receptor celular. Ademas muchos de los determinantes para anticuerpos
especificos y neutralizantes se encuentran en este dominio.

El dominio lll ha sido empleado como proteina recombinante para inducir
anticuerpos contra el virus dengue (Simmons, 1998; Khanam, 2006a) y aunque
resulta dificil comparar los resultados de estos trabajos y el presente estudio por
la naturaleza del antigeno, las formas de inmunizacién y de evaluar los
anticuerpos neutralizantes, los resultados en conjunto sirven para sefalar, como

se menciondé anteriormente, que el dominio Ill puede inducir una respuesta de
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anticuerpos especificos y neutralizantes, de la misma forma que cuando se
emplean a la proteina E o prM/E, pero disminuyendo la probabilidad de inducir
anticuerpos de reaccion cruzada.

Recientemente, el dominio Ill del virus dengue 2 ha sido empleado para la
construccion de un adenovirus recombinante. En conjunto con un plasmido 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 inmunizacioén/refuerzo con el adenovirus recombinante y con
DNA, respectivamente (Khanam, 2006b).

Este mismo grupo ha reportado, con una estrategia similar, la construccion
de un adenovirus recombinate y un plasmido que exprésan una proteina
quimérica, compuesta por dominio lll de los virus dengue serotipos 2 y 4 unidos
covalentemente (Khanam, 2007). En este trabajo se logro inducir anticuerpos
neutralizantes, asi como una respuesta celular contra ambos serotipos.

La estrategia del uso del dominio lll 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 construyé un dominio Il
recombinante del WNV y en conjunto con DNA bacteriano (motivos CpG) se
inmunizaron ratones, logrando la induccién de altos titulos de anticuerpos
neutralizantes, especificos contra el WNV. También se observo una respuesta
celular en los experimentos de proliferacion.

Lo anterior, en conjunto con los resultados de este trabajo ponen de
manifiesto que el uso del dominio Ill 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, podria ser usado en combinacién con
proteinas recombinantes expresadas en bacterias o con adenovirus o virus vaccinia
recombinantes para mejorar la respuesta inmune, tanto humoral como celular.

Finalmente, es importante sefalar que es necesario estandarizar los
procedimientos para evaluar cualquier candidato a vacuna, para de esta forma
tener mejores herramientas de comparacion. Un de los obstaculos para lograr
este objetivo es la falta de un modelo animal para la fiebre por dengue.
Recientemente se reporto que la infeccion del ratén inmunodeficiente-diabético
(NOD/SCID), transplantado con células progenitoras hematopoyéticas, derivadas
de cordén umbilical humano, con el virus dengue 2; desarrolla sintomas clinicos
caracteristicos de la fiebre por dengue como son la fiebre, rash y Ila
trombocitopenia (Bente, 2005). Estos resultados sugieren que este modelo de

ratén puede ser una herramienta muy util para la evaluacion de vacunas.
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17. Conclusiones

1. Se diseiaron y construyeron plasmidos que expresan al dominio Ill de

los cuatro serotipos del virus dengue.

2. Se determino que el dominio Ill de los cuatro serotipos se expreso
correctamente en células COS-7 transfectadas con los plasmidos

correspondientes.

3. Se indujo una respuesta de anticuerpos especifica contra el virus dengue
inmunizando ratones con las construcciones individuales que expresan

al dominio lll de los cuatro serotipos del virus dengue.

4. Se emplearon formulaciones tetravalentes para inducir anticuerpos

especificos contra los cuatro serotipos del virus dengue.

5. La inmunizacion de ratones con las construcciones individuales o con
las formulaciones tetravalentes, estimulé la produccion de anticuerpos

neutralizantes.
6. Los anticuerpos inducidos con la inmunizacion con las construcciones

individuales o las formulaciones tetravalentes, protegen contra el reto

letal en el modelo de raton lactante.
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18. Perspectivas

1. Construir un plasmido tetravalente que exprese una proteina quimérica que

contenga al dominio Ill 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 inoculacion del DNA como son la

pistola génica.
3. Mejorar la respuesta inmune tanto humoral como celular mediante el
empleo de una estrategia de inmunizacién/ refuerzo, utilizando proteinas o

virus recombinantes.

4. Evaluar el uso del dominio lll como candidato a vacuna en el modelo de
raton NOD/SCID.
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20. Anexo | Informe especial

Desarrollo de agentes inmunizantes
contra el dengue

Francisco J. Lépez Antufianc! v Javier Mota
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FIGURA 1. Organizacion gendmica del virus del dengue v sus proteinas estructurales v no sstructurales
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Induction of protective antibodies against dengue virus by tefravalent
A imnmnization of mice with domain III of the envelope protein

Javier Mota™, Maribel Acosta, Rocio Argotte, Raviuinda Figneroa,
Armande Méndez, CelsoRamos
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be capable of inducmg pmt chive wrepaity te all four
serotypes. DV 15 2 pes sense RNA wimus that helongs
ta the Floaviv snus of the Flaviviridae farly. The wiral
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protais § jor emvelope glyoopratera (23 [331

vetatlogragpin e from DV and other fia-

&, vituience
mats e in DIE
1t theemes
aee acud changes

murm‘imlmm u»lmh dftemm
1, DI of dengue virns

ut \nl 4 epidemics, s of

CHES

1o

genceof dengis cases
o apvalved in bnding hawt

that s C!ILf*mAlt‘s.L virus enda

are within DI 142],

1

] sad it contziasvps and subtipe-specific
vitopes that slicit only wevtrslizing antibodies [43]. In the
1 resent stady we nsed DIIE ac antigen m o tetravadent DNA-
1te induos profective WaNLnS respo:
2iy DET reprasent
oaly a fraction the T protein: the alisence of other spitapss
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23. Anexo lll

Vacunas de DNA: Induccion de la

Respuesta Inmune

Titulo breve: Vacunas de DNA y respuesta inmune

Javier Mota Sanchez, M. en C.

Centro de Investigacion en Enfermedades Infecciosas
Instituto Nacional de Salud Publica

Cuernavaca Morelos.

e-mail: jmota@insp.mx

Resumen ,

La efectividad de las vacunas y la inmunizacién, en la prevencion de las enfermedades
infecciosas, es uno de los grades avances de la medicina. En la actualidad, con el
acceso a tecnologia de punta en el area de la gendmica y la proteémica, es posible
acelerar el desarrollo de nuevas vacunas con caracteristicas mejoradas en aspectos
fundamentales como son su inmunogenicidad y seguridad. A casi dos décadas del
primer reporte, en el cual se demostré6 que un gene puede ser expresado mediante la
inyeccion directa de DNA desnudo, las vacunas de DNA han probado ser eficientes
para inducir una respuesta inmune protectora contra parasitos, virus y bacterias en
diversos modelos animales. Esta revision 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 inmunizaciéon con antigenos
insertados en vectores de DNA (plasmidos).

Palabras clave: vacunas, DNA, respuesta inmune.
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Abstract :

The effectiveness of vaccines and immunization in the prevention of infectious diseases
iIs 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 characteristics 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.

Introduccion

Uno de los acontecimientos mas importantes en la historia de la medicina es la
vacunacion, el desarrollo e implementacién de esquemas cotidianos de inmunizacion
han permitido controlar exitosamente muchas enfermedades, e incluso han permitido la
erradicacion mundial de la viruela (1). Las vacunacién ha probado ser la estrategia mas
exitosa en términos de costo-beneficio (2). Sin embargo, las enfermedades infecciosas
continuan 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 apariciéon de
nuevos patdgenos, como el virus Ebola, el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH)
o el coronavirus asociado al sindrome 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 célera (3, 4). Por otro
lado se encuentran también otras enfermedades emergentes como el paludismo, que
se asocian al incremento en la resistencia del parasito a los farmacos, 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 farmacos o vacunas, sin
embargo muchos de los esfuerzos actuales se enfocan en la investigacién 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
basicas y médicas, relacionadas con la gendmica y la protedmica, se estan
desarrollando vacunas con nuevas y mejores caracteristicas inmunogénicas y de
seguridad. Las nuevas aproximaciones de la ‘“vacunologia reversa’ (reverse
vaccinology), basadas en metodologias de genémica ha revolucionado la investigacion
en el area de la patogénesis de microorganismos y el disefio de vacunas (5)

Las primeras vacunas fueron producidas de manera empirica, 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 infeccién leve de
viruela protegia 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 afio de 1798 finalmente culmind en
la publicacién del trabajo 5de Edward Jenner sobre la vacunacién con el virus de la
viruela, y que es conocido como el nacimiento de la inmunologia (6). Posteriormente, el
avance en el conocimiento de la microbiologia, principalmente el desarrollo de las
técnicas de cultivo de tejidos, permitio el desarrollo sistematico de vacunas contra
muchas enfermedades y mas aun, se han desarrollado esquemas de inmunizacién
utilizando vacunas polivalentes como la vacuna ftriple contra la difteria-tétanos-tos
ferina, conocida como DTP (7). Esto dio como resultado un menor requerimiento de
inyecciones mulltiples; en base a este racionamiento, recientemente se demostré la
eficacia e inmunogenicidad de una vacuna hexavalente que contiene ademas de DTP,
hepatitis B, polio y Haemophilus influenzae tipo B (8). A pesar del aparente éxito de
esta vacuna hexavalente existe la preocupaciéon acerca de su seguridad en su uso
masivo (9).

Actualmente, el conocimiento acumulado en el ultimo siglo en disciplinas como la
virologia, la biologia molecular asi como de la inmunologia misma, nos ha permitido
comprender mejor el éxito y los errores de las vacunas usadas en el pasado, asi como
también, el contar con nuevas herramientas y estrategias para el disefio y desarrollo de
nuevas y mejores vacunas (6, 10).

Vacunas de DNA

En la historia de la vacunologia, las primeras vacunas exitosas fueron las
vacunas atenuadas, que fueron hechas basicamente con virus vivos atenuados
mediante multiples 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
inactivacién quimica o por calor de los patégenos, el éxito de estas vacunas se basa en
su capacidad de inducir una respuesta inmune tanto humoral como celular (11), no
obstante, en el caso de la inactivacién quimica 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 seria muy riesgoso usarlos como virus
vivos atenuados (11, 12). Para tratar de evitar esta situacion de riesgo se han empleado
microorganismos muertos y mas recientemente, con el advenimiento de la tecnologia
de DNA recombinante, fue posible el desarrollo de vacunas utilizando sub-unidades
antigénicas mas que organismos completos. En este tipo de vacunas se han empleado
diversos antigenos, como son las proteinas 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 profilacticas, ninguna de estas
dos aproximaciones metodoldgicas es capaz de inducir una respuesta celular
adecuada, por lo que nuevas metodologias para desarrollar candidatos a vacunas con
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estas cualidades, pero sin el riesgo que implica el uso de patbégenos vivos, contintan en
proceso de investigacion (12).

Una serie de observaciones al inicio de la década de los 90°s demostraron que
con DNA desnudo (plasmidos) es posible transfectar células in vivo (13), posteriormente
se reporto que es posible inducir una respuesta humoral contra el antigeno codificado
en el plasmido transfectado (14), pero no fue si no hasta 1993, a partir del reporte
donde se demostré 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
establecié firmemente el concepto de lo que se conoce hoy como vacunas de tercera
generacién o vacunas de DNA (16). Posteriormente, numerosas publicaciones
demostraron que diversos antigenos (de bacterias, virus, parasitos o de origen tumoral)
codificados en plasmidos pueden provocar una respuesta inmune en diversos modelos
animales (17, 18).

Las vacunas de DNA, también conocidas como vacunas genéticas, vacunas de
acidos nucleicos o vacunas de DNA desnudo, entre otros términos, emplean una
metodologia relativamente simple que ha abierto una nueva era en la vacunologia, con
un alto potencial tanto como vacunas profilacticas, asi como vacunas terapéuticas (19).
"Todo esto se debe a que combina muchas de las caracteristicas 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 antigenos
codificados en los plasmidos (ver mas adelante), €) 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 fria utilizada en las vacunas convencionales(20).

Plasmidos o Vectores

La unidad funcional de las vacunas de DNA son los vectores en los cuales son
insertados los genes que codifican para las proteinas de interés, estos vectores son
plasmidos bacterianos. En la figura 1 se esquematizan los elementos que componen un
plasmido tipico para su uso como vector en la vacunacién con DNA. Los plasmidos
bacterianos son moléculas de DNA circular que se autoreplican de forma extra
cromosomal en [as bacterias y han sido utilizados ampliamente para la expresion de
proteinas en sistemas de mamiferos (21). La capacidad auténoma de replicacion de
estos plasmidos permite su amplificacién en cultivos de bacterias transformadas (18-
21). Los genes codificados en estos plasmidos 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 transcripciéon que
ayudan a guiar y activar a las polimerasas, estos se encuentran activos
constitutivamente en la mayoria de las células eucariotas; en la actualidad el promotor
mas frecuentemente usado es el CMV (10, 18). Seguido del promotor se encuentra el
gen de interés, que a su vez esta seguido por una sefial de poli-adenilacion, por
ejemplo: la region 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 plasmido
bacteriano, con un origen de replicacién y diversos genes de resistencia a antibiéticos,



como son la ampicilina o la kanamicina, lo que permite su seleccion en cultivos de
bacterias transformadas (21). Un elemento importante en los plasmido es la presencia
de motivos CpG bacterianos, que poseen propiedades inmunomoduladoras y que
representan un elemento adjuvante intrinsico (19-22).

Rutas y formas de inoculacion

El sitio de inoculacién, asi 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 UuUnicamente del 1-10% del total del DNA inoculado es procesado
adecuadamente para expresar la proteina de interés (10, 21-23 ). Las rutas de
inoculacién que ha sido empleadas incluyen la piel, el musculo esquelético y las
mucosas. Dependiendo del modelo animal que se emplee, el antigeno usado y la
metodologia para inocular el DNA es el grado de efectividad (20, 21-23). Con respecto
a la forma de inocular el DNA, la inyeccion es el método mas usado ya que no requiere
de entrenamiento especializado y su bajo costo en comparacién 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 vacunacién (9, 18-20, 24). Sin embargo, y
a pesar de su mayor costo, esta ultima metodologia produce los mejores resultados; la
inoculacién 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 transfeccion de las
células blanco. Esta metodologia permite usar mucho menos DNA en comparacion con
la inyecciéon con jeringa ya que es aproximadamente 100 veces mas eficiente (24).
Finalmente, una forma no invasiva es la ruta de las mucosas, debido a que muchos de
los patégenos tienen como via de entrada las mucosas, el inducir una inmunidad
protectora en estas, es la mejor estrategia (20-23).

ElI 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 inyeccién
intramuscular, este es tomado por células de musculo esquelético. Sin embargo se ha
demostrado que el DNA es captado también por células presentadoras de antigeno
profesionales (APCs, por sus siglas en ingles), siendo estas, las Unicas capaces de
activar a las células del sistema inmune mediante la presentaciéon de la proteina (10,
11). Estas células pueden capturar el DNA directamente por la inoculacidon
(transfeccion) o pueden tomar el antigeno de otras células, como las de musculo
esquelético o los keratinocitos, mediante fagocitosis, mecanismo denominado
"presentacion cruzada" (11, 19, 22).
Induccidn de la respuesta inmune

En el caso de la inmunizacién con vacunas de DNA, una vez que el plasmido es
introducido en la célula, éste es translocado al nucleo donde se inicia la trascripcién del
transgene, posteriormente los transcritos son llevados al citoplasma donde son
traducidos. Las proteinas recién sintetizadas son procesadas y presentadas al sistema
inmune y pueden inducir una respuesta inmune de larga duraciéon tanto a nivel
humoral como celular. Basicamente es a través de los mismos mecanismos implicados
en la respuesta inmune inducida por las vacunas tradicionales o la infeccién natural (10,
19-23).

Las proteinas exdgenas que son endocitadas o fagocitadas (presentacién
cruzada, en la inmunizacibn con DNA) entran a la via endosomal donde son



degradadas en pequefios péptidos de 12-25 aminoéacidos que posteriormente son
asociados con moléculas del complejo principal de histocompatibilidad (MHC) de clase
Il 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 activacion y expansion (14,16,20, 22).

Por otro lado, las proteinas que son sintetizadas de novo (transfeccién, en la
inmunizaciéon con DNA), son degradadas en el proteosoma en péptidos de 8-10
aminoacidos que son transportados hacia el reticulo endoplasmico, mediante un
sistema especializado de transporte que emplea proteinas transportadoras (TAPI y
TAPII), una vez en el reticulo son asociadas a moléculas de MHC clase 1. Los péptidos
de gran afinidad con su respectiva molécula de MHC | son estabilizados y entran en la
via secretoria, con lo que alcanzan la superficie celular, y al igual que con los complejos
MHC Il-péptido, estos encuentra sus respectivos TcRs, pero en este caso, en la
superficie de los linfocitos T citotoxicos (CD8") para inducir su activacion (14,16,20, 22).

De esta forma la union del complejo MHC-péptido y TcR, en las APCs y linfocitos
T, respectivamente, provee de lo que se conoce como la sefial 1 de la activacion de los
linfocitos T. Sin embargo, esta sefial 1 es insuficiente para generar una buena
respuesta inmune y es necesario de una segunda sefal para la completa activacion de
los linfocitos CD4"y CD8" . (10, 19, 21). La sefial 2 es inducida mediante moléculas co-
estimuladoras presentes en su superficie de las APCs (mayoritariamente ceélulas
dendriticas [CD]), como las proteinas de la familia B7. Previamente a esto, las CD
necesitan de una sefial para su activacion inicial y maduracion, esta sefial denominada
sefial 0, o sefal de alarma, es inducida por ciertas citocinas inflamatorias, proteinas de
choque térmico (HSP) o los motivos CpG presentes en el DNA bacteriano. El resultado
de la sefial O es la sobre-expresién de moléculas del MHC y co-estimuladoras en su
superficie, favoreciendo posteriormente, el proceso de presentacion de antigeno (sefial
1). En esta etapa, las CD activadas cambian su morfologia y perfil de expresion de
receptores para quimiocinas, dejando la periferia y migrando hacia los ganglios
linfaticos donde participan en la activacién de linfocitos T y B inmaduros (10, 14, 20,
22).

Posterior a la etapa de activacion se inicia la etapa efectora, los linfocitos T
activados dejan los ganglios linfaticos hacia la periferia siguiendo un gradiente de
quimiocinas hasta llegar al lugar donde son requeridos y tras la unién de sus TcRs con
los antigenos expresados en el contexto de MHC apropiado comienzan su etapa
efectora mediante la secrecién de substancias toxicas como las perforinas (células
CD8") o de interleucinas con actividad inflamatoria como el INF-y (células CD4") (10,14,
21, 22).

Por otro lado, los linfocitos B son activados mediante su receptor (BcR) por los
antigenos que son sintetizados y secretados o presentados en al superficie de las
células que fueron transfectadas en la inmunizacién con el DNA. Cuando se trata de
antigenos que nos son secretados o presentados en la supercifice celular, la respuesta
humoral es menos eficiente, sin embargo, es posible que el antigeno pueda ser tomado
por las APCs mediante la fagocitosis de células transfectadas en estado apoptético y
presentadas en el contexto de MHC Il (22). Posteriormente, aquellos linfocitos B
activados cambian de isotipo; las secuencias que codifican para la region variable de
las inmunoglobulinas sufren hipermutacién y las clonas con un receptor con mayor
afinidad por el antigeno son seleccionadas y se expanden. Los linfocitos B activados,
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eventualmente se diferencian hacia células de memoria o a células plasmaticas, estas
ultimas pueden: a) continuar sintetizando anticuerpos, o b) pueden establecerse en la
medula ésea 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 presentacion de antigenos tanto
a linfocitos B como T y su activacion para realizar su accion efectora.

Optimizacion 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 co-administracion (proteinas recombinantes) o co-expresion
(adyuvantes genéticos) de moléculas como las interleucinas. Existe una larga lista de
interleucinas que han sido utilizadas con este proposito, y de las cuales se destacan el
factor estimulante de granulocitos y macréfagos (GM-CSF), que ayuda a reclutar
células dendriticas y aumenta la respuesta de células T y B. De la misma forma muchas
interleucinas de tipo Thy has sido utilizadas, como IL-12, INF-y, IL-15 e IL-18, entre
otras, asi como también de tipo Thy, 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
combinacién con otro tipo de vacunas, como las basadas en proteinas recombinantes,
para mejorar la respuesta inmune. Se ha demostrado que cuando se inmuniza con
DNA utilizando un antigeno especifico y posteriormente se administra un refuerzo con el
mismo antigeno pero como proteina recombinante (o virus recombinantes, como
vaccinia), se obtienen respuestas inmunes mas robustas (10, 20, 22, 26) en
comparacion con el uso individual de DNA o de la proteina recombinante.

Ensayos en modelos animales y en humanos

Basados en los prometedores resultados iniciales de la inmunizacion con DNA,
diversos modelos preclinicos 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 C, herpes, ebola, HIV, etc., asi como también contra
patdgenos bacterianos: Mycobacterium tuberculosis, Mycoplasma pulmonis, Clostridium
tetanii, Chlamydia trachomatis y Salmonella typhii entre otros; de la misma forma se han
evaluado contra enfermedades causadas por parasitos como la malaria, la
toxoplasmosis, la oncocercosis, la leshmaniasis y la enfermedad de Chagas, entre otros
(10, 19, 22). ‘

Para todas estas enfermedades, la vacunacion con DNA ha probado ser muy
eficiente en inducir respuestas inmunes tanto a nivel humoral como celular en modelos
animales, la mayoria en el modelo de ratdén. Estos trabajos se han desarrollados en
apenas en un periodo de no-mas de 10 afios (10).

Dentro de los ensayos preclinicos 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 mas cercana a los seres humanos, los
chimpancés (27-30). En animales sanos vacunados con proteinas del HIV, se demostré
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la induccion de una respuesta inmune tanto humoral como citotoxica, que fue capaz de
proteger contra el reto con un virus heterélogo (27, 28). En otro estudio con
chimpancés, se utilizo la vacunacidén con DNA con fines terapéuticos. En animales
previamente infectados se observd que la inoculacién de plasmidos que contenian los
genes que codifican para las proteinas Env y Rev de una cepa heter6loga de HIV,
indujo un incremento en los titulos de anticuerpos, reduccion de la carga viral y la
normalizacién 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 clinicos en
humanos (Fase |) para evaluar la seguridad e inmunogenicidad del la vacuna contra el
HIV-1 usando la construccion env/rev, 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 integracion del DNA,
generacion de respuestas anti-inmunes o tolerancia inmunolégica (31-35). En los
ensayos con personas no infectadas (seronegativas), se observé la proliferacion de
linfocitos de manera antigeno-especifica, y la produccion de interferon y y quimioquinas
B, 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 env/rev reforzo la
produccion de anticuerpos anti gp120, los titulos se correlacionaron con la dosis usada,
sin embargo, la actividad citotoxica de los linfocitos T no fue modificada en gran medida
y la carga viral no se vio modificada después de la vacunacion (31-33).

Otro ejemplo de ensayos clinicos, después de una serie de trabajos preclinicos
en diversos modelos animales con relativo éxito (36, 37), es el caso de las vacunas de
DNA contra el paludismo; en ensayos preclinicos hechos para el modelo de
Plasmodium berghei, en raton, se obtuvo una proteccion completa cuando se inmunizé
con una vacuna de DNA y se administraron refuerzos con el mismo antigeno pero
expresado en el virus vaccinia recombinante (36). En un ensayo hecho en monos
rhesus, se logrd inducir una respuesta citotoxica antigeno-especifica cuando se
inmunizé con una mezcla de cuatro plasmidos que codificaban para cuatro antigenos de
P. falciparum, este fue el primer trabajo donde se demostraba que las vacunas de DNA
podian inducir una respuesta inmune en primates no humanos en contra del parasito de
la malaria (37). Aunque limitado, se llevo a cabo el primer ensayo clinico de fase | para
una vacuna de DNA contra el paludismo (38), en este trabajo hecho en voluntarios
sanos, se emplearon 10 antigenos distintos, los individuos inmunizados con los
respectivos plasmidos desarrollaron respuestas celulares citotoxicas, estas fueron
especificas para cada antigeno usado y restringida por multiples alelos (HLA-I) en el
mismo individuo. Mas reciente, otro ensayo de fase | se llevo a cabo en voluntarios
sanos utilizando una vacuna de DNA que codifica para la proteina 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
citotdxicas, sin embargo no se pudo inducir (al menos de manera detectable) la
produccién de anticuerpos especificos 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 inmunizaciéon con
plasmidos ha demostrado ser segura y bien tolerada en los voluntarios; los efectos
adversos mas comunmente reportados se limitan a la presencia de enrojecimiento en el
lugar de la inmunizacién y/o dolor (10). En adicién a los ejemplos de HIV y paludismo,



actualmente se llevan a cabo ensayos de fase | y || con vacunas de DNA en el area del
cancer (melanomas, linfomas, cancer de prostata, etc), influenza, herpes, hepatitis, asi
como también estudios adicionales de HIV y paludismo (10).

Conclusiones

Las vacunas de DNA representan una estrategia altamente versatil y segura, lo
que las coloca en posicién de re-emplazar o complementar a las vacunas actuales. Sin
embargo, todavia queda mucho por investigar para poder alcanzar en humanos, el éxito
obtenido en los modelos de ratén, o primates no humanos. El gran potencial de las
vacunas de DNA reside en su gran versatilidad, ya que pueden disefiarse plasmidos de
acuerdo a el tipo de enfermedad/patégeno contra la cual se quiera inducir una
respuesta inmune, se pueden optimizar los antigenos utilizados, las rutas de
inmunizacion, el tipo de adyuvantes y los esquemas de inmunizacién, para obtener el
tipo de respuesta deseada.

Finalmente, hay que tomar en cuenta que la aplicacion de la tecnologia basada
en la vacunacién con DNA, sobre todo en paises en vias de desarrollo, donde
definitivamente tendrian un mayor impacto, puede representar (al igual que cualquier
otra tecnologia de punta en sus fases iniciales) un alto costo econémico. A pesar de lo
anterior, las vacunas de DNA representan una poderosa y atractiva herramienta para el
disefio y desarrollo de nuevas estrategias en la lucha contra las enfermedades
infecciosas.
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Figura 1. Representacion esquematica de un vector tipico de vacunas de DNA. El
plasmido contiene una region con el promotor (CMV), adyacente al gene que codifica
para el antigeno de interés (Gl), seguido de la sefial de poli-adenilacion. El vector
incluye las regiones que corresponden al gen de resistencia a antibioticos (Res), en

este ejemplo, a la ampicilina (Amp) y al origen de replicacion en bacterias (OR).
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Periferia - linfatico

Figura 2. Posibles rutas de presentacion de antigenos y activacion de linfocitos B y T en la vacunacion
con DNA. (1) El plasmido es introducido al organismo y en las células transfectadas (una célula
somatica o una célula presentadora de antigeno profesional (APC, por sus siglas en ingles), este es
translocado al nacleo, donde se produce el mRNA. (2) EIl mRNA es traducidos en los ribosomas vy la
proteina es: (3) secretada o (4) procesada en el proteosoma. Los productos son transportados a través
del reticuio endoplasmico y el aparato de Golgi donde se acoplan a moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad clase | (MHC ) (5). (6) Las proteinas solubles son fagocitadas por las APCs,
procesadas en los endosomas donde se acoplan a moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad clase Il (MHC II). Las proteinas codificadas en los plasmidos pueden también ser
tomadas via fagocitocis de células transfectadas en estado apoptdtico (7). (8) Las APCs con los
antigenos adquiridos por la transfeccién o por fagocitosis, migran hacia los 6rganos linfoides
secundarios donde son presentadas a los linfocitos T cooperadores (Th) en el contexto de MHC Il (9) o
por "presentacion cruzada" (ver texto) en el contexto MHC | a los linfocitos T citotéxicos (Tc) (10). Los
linfocitos B son activados por via su BcR por las proteinas presentadas en la superficie de las APCs o
por proteinas liberadas al medio debido a apoptosis o lisis de las APCs (11). Las lineas punteadas
indican que las proteinas solubles o contenidas dentro de las células apoptéticas (no APCs) podrian
llegar al BcR de linfocitos B por alguna otra via no conocida. Los linfocitos Th activados estimulan a los
Tc y a los B (12), favoreciendo la sobre expresién de moléculas de superficie (co-estimuladoras), asi
como tambien el cambio de isotipo. Los linfocitos activados migran hacia la periferia donde llevan a
cabo su actividad efectora (13).
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