
Demostración de la capacidad protectora de candidatos vacunales 
contra el virus del dengue basados en la proteína de la cápsida y el 

oligodesoxinucleótido 39M 
 
 
Autoría principal 
Ernesto Marcos1, Lázaro Gil1, Lisset Hermida1, Alienys Izquierdo2, Gerardo Guillén1, María 
Guadalupe Guzmán2, Laura Lazo1, Iris Valdés1. 
 
Otros autores 
Mayling Álvarez2, Edith Suzarte1, Rosa Ramírez2, Jorge Castro1, Yusleidi Pérez1, Karem 
Cobas1, José Ángel Silva1, Yaremis Romero1, Karelia Cosme1, Emma Brown1, Aracelys 
Blanco1, Jamilet Miranda1, Yasser Perera1. 
 
Colaboradores 
Jorge Martín, Ricardo Silva, Darién García, Regla Estrada, Omar Gell, Alexander Hernández, 
Yanuarys Castanedo, Dayana Labrada, Tania Cárdenas, Alberto Tamayo, Sarah Clark, Yanara 
Ibáñez, Joaquín R. Lorenzo, Isela García, Oney Ortega, María del J. Leal, Abel Paredes, Estela 
Prieto, Yamina Muñoz, Adrián Castellanos, Ignacio Rodríguez. 
 
Entidades ejecutoras principales 
1Centro de Ingeniería Genética y Biotecnología (CIGB). 
 
Entidades participantes  
2Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kouri” (IPK). 
 
Autor para correspondencia 
Ernesto Marcos López 
Centro de Ingeniería Genética y Biotecnología (CIGB). 
Ave. 31 e/ 158 y 190, Cubanacán, Playa. PO Box. 6162, Ciudad de la Habana 10600, Cuba. 
Telf.: 7271 6022, Fax: 7271 4764. 
E-mail: ernesto.marcos@cigb.edu.cu 
 
Aporte científico de cada autor al resultado 
 Ernesto Marcos (10%): Diseño y realización de los experimentos en ratones. Análisis de todos 

los resultados obtenidos. Autor principal de una de las publicaciones relacionadas con este trabajo 

 Lázaro Gil  (10%): Diseño y realización de los experimentos en ratones y monos. Análisis de 
todos los resultados obtenidos. Autor principal de dos de las publicaciones relacionadas con este 
trabajo 

 Lisset Hermida (10%): Líder científica del proyecto. Participación en la elaboración de la 
estrategia del proyecto y en los diseños experimentales. Seguimiento de las tareas y aporte de 
ideas.  

 Alienys Izquierdo (7%): Participación en los ensayos realizados en ratones y monos. Análisis de 
los resultados obtenidos.  

 Gerardo  Guillén (7%): Dirección del proyecto en el CIGB. Participación en la elaboración de la 
estrategia del proyecto. Seguimiento de las tareas.  



 Guadalupe Guzmán (7%): Jefa del proyecto. Seguimiento y control de las tareas. Discusión de 
resultados. 

 Laura Lazo (7%): Participación en los ensayos realizados en ratones y monos. Análisis de los 
resultados obtenidos.  

 Iris Valdés (17%): Participación en la evaluación inmunológica de los agregados de las proteínas 
en ratones y monos. Análisis de todos los resultados obtenidos. 

 Mayling Álvarez (5%): Evaluación de la respuesta inmune humoral neutralizante inducida por los 
agregados de la proteína DIIIC-2 en ratones y monos.  

 Edith Suzarte (5%): Participación en los experimentos de evaluación de la respuesta inmune 
generada por ambas proteínas en ratones.  

 Rosa Ramírez (3%): Evaluación de la respuesta inmune humoral neutralizante inducida por los 
agregados de la proteína DIIIC-2 en ratones y monos. 

 Jorge Castro (3%): Desarrollo de los esquemas de inmunización en monos. 

 Yusleidi Pérez (3%): Experimentos de expresión de la proteína recombinante DIIIC-2. 

 Karem Cobas (3%): Experimentos de expresión de la proteína recombinante C-2. 

 José Ángel Silva (2%): Síntesis de los oligonucleótidos empleados en los estudios.  

 Yaremis Romero (2%): Participación en los ensayos de medición de respuesta neutralizante y 
aislamiento viral en cultivo de células.  

 Karelia Cosme (2%): Desarrollo de los esquemas de inmunización en monos. 

 Enma Brown (2%): Desarrollo de los esquemas de inmunización en ratones. 

 Aracelys Blanco (2%): Desarrollo de los esquemas de inmunización en ratones. 

 Jamilet Miranda (1%): Análisis estadísticos de los resultados. 

 Yasser Perera (1%): Análisis estadísticos de los resultados.  

 
Resumen 
El proyecto cubano para el desarrollo de una vacuna contra el dengue se focaliza en la 
generación de una vacuna por subunidades basada en  proteínas recombinantes que 
incluyen el dominio III de la proteína envoltura viral y/o la proteína de la cápsida. De 
esta forma se han obtenido las proteínas DIIIC-2 (dominio III de la envoltura de dengue-
2 fusionado al extremo N-terminal de la proteína de la cápsida del mismo serotipo) y C-
2 (proteína de la cápsida de dengue-2) basados en la potencialidad del dominio III para 
la inducción de una respuesta humoral neutralizante y la potencialidad de la cápsida 
para la generación de respuesta celular. 
 
En el año 2009 se demostró que ambas proteínas fueron capaces de formar agregados 
al ser incubadas con una mezcla aleatoria de oligodeoxinucleótidos (ODNs), y que solo 
estas formas agregadas indujeron una respuesta inmune funcional en ratones. 
Teniendo en cuenta que los ODNs contienen secuencias inmunoestimuladoras, la 
selección adecuada de estos últimos puede ser determinante en el patrón de respuesta 
inmune y en la capacidad protectora del preparado vacunal. 
 



En el presente trabajo se evaluaron en ratones preparaciones de la proteína DIIIC-2 
agregada con diferentes ODNs de conocida capacidad potenciadora y sin modificación 
química, incluyendo además una nueva variante, el ODN 39M,  que combina en una 
misma molécula regiones CpG para ratones, monos y humanos. Los resultados 
revelaron que independientemente del ODN empleado en la agregación de DIIIC-2, la 
proteína fue capaz de inducir, en presencia de alúmina, una respuesta de anticuerpos 
neutralizantes. Sin embargo, la secuencia del ODN sí determinó el patrón de respuesta 
inmune generado (relación IgG1/IgG2a y IFNγ/IL-4) ya que solamente el ODN 39M 
indujo un patrón de respuesta Th1 semejante al que se induce tras la infección viral en 
ratones. Basado en este hallazgo, se seleccionó el ODN 39M para la agregación de las 
moléculas C-2 y DIIIC-2, las cuales en presencia de alúmina, indujeron protección 
frente al reto viral en dos modelos animales de ratones así como en primates no 
humanos. Es la primera vez que se demuestra a nivel mundial la capacidad protectora 
de la preparación DIIIC-2/ODNM39 tanto en ratones transgénicos que desarrollan 
síntomas similares al dengue como en primates no humanos (PNH). Adicionalmente, 
los niveles de protección alcanzados en PNH con la preparación C-2/ODN M39 
evidenciaron por primera vez en este modelo animal, la funcionalidad de una respuesta 
inmune independiente de Acs neutralizantes contra el virus dengue. Los resultados 
obtenidos en este trabajo sustentan el papel inmunoestimulador del ODN M39 en la 
inmunogenicidad de un antígeno heterólogo, lo cual permite no solo emplearlo en 
preparaciones vacunales contra el dengue, la enfermedad viral transmitida por 
artrópodos de mayor difusión que afecta a la población humana, sino también en 
preparaciones con otras moléculas con capacidad de agregación por el mismo tipo de 
interacción proteína-ODN y sin excluir la alúmina como adyuvante convencional para la 
inducción de respuesta inmune humoral. 
 
Comunicación corta  
Introducción 
El Dengue es la enfermedad viral transmitida por artrópodos más ampliamente 
difundida que afecta a la población humana. El agente causal de esta enfermedad es el 
virus dengue (VD), perteneciente a la familia Flaviviridae, género Flavivirus, el cual se 
trasmite por la picada del mosquito Aedes aegypti. Debido al serio problema médico 
que constituye el Dengue, la OMS ha designado a este virus como uno de los cinco 
blancos de alta prioridad para el desarrollo de vacunas. Aunque varias estrategias 
están en investigación para el desarrollo de un candidato efectivo y seguro, hasta la 
fecha ninguna estrategia ha demostrado ser completamente satisfactoria. El candidato 
más avanzado en el mundo se corresponde con virus quiméricos atenuados, con 
resultados preliminares de eficacia inferiores al 60%. Teniendo en cuenta además la 
posibilidad de reversión y los esquemas largos de vacunación, requeridos la variante 
de una formulación basada en proteínas recombinantes constituye una alternativa 
atractiva, especialmente para niños menores de un año de edad, grupo de riesgo que 
no podrá recibir una vacuna viva atenuada. 
 
El proyecto cubano para el desarrollo de una vacuna contra este patógeno trabaja en la 
obtención de subunidades recombinantes, que incluyen dos regiones virales: el dominio 
III de la proteína de la envoltura viral y la  proteína de la cápsida. El dominio III se ha 



relacionado con la presencia de epitopos para anticuerpos neutralizantes además de 
constituir la región de unión al receptor celular.  Por otro lado, se han identificado varios 
clones de células T que reconocen epitopos de la proteína de la cápsida en individuos 
con infecciones naturales. Además, como ninguna de las regiones de la nucleocápsida 
viral están expuestas en la superficie del virión maduro, esta proteína tiene la 
potencialidad de inducir una respuesta inmune celular, sin la contribución de 
anticuerpos antivirales. Por último, teniendo en cuenta la función biológica de la 
cápsida de englobar el ARN viral, esta proteína podría formar agregados o partículas al 
ser incubada in vitro con oligodeoxinucleótidos (ODNs). La naturaleza agregada de los 
antígenos, así como la capacidad inmunoestimuladoras de los ODNs, podrían contribuir 
con la imunogenicidad y capacidad protectora de preparados vacunales contra el 
dengue obtenidos a partir de ambas regiones del virus.  
 
El presente trabajo evalúa el efecto inmunoestimulador de una versión modificada del 
ODN 2216, el ODN PolyIC y del ODN resultante de la unión de los ODNs 2216 y K3, 
empleados en la agregación de la proteína recombinante DIIIC-2 (dominio III de la 
envoltura del VD2 fusionado al extremo N-terminal de la cápsida del mismo serotipo 
viral). Luego de la selección de la variante más inmunogénica en ratones BALB/c, se 
evalúa la capacidad protectora en ratones y monos de los agregados de las proteínas 
DIIIC-2 y C-2 (proteína recombinante de la cápsida del VD2) obtenidos con el ODN 
seleccionado.  
 
Principales resultados y originalidad científica   
Este trabajo demuestra por primera vez la importancia de la secuencia del ODN y la 
naturaleza agregada del antígeno vacunal en la inmunogenicidad y capacidad 
protectora del mismo en ratones y primates no humanos. A partir de la proteína DIIIC-2 
purificada y agregada con diferentes secuencias de ODNs, manteniendo una cantidad 
constante de 2 µg de ODN, se realizó un esquema de inmunización en ratones BALB/c 
donde se evaluó la inmunogenicidad de la proteína en términos de respuesta inmune 
humoral y celular.  
 
Como controles del experimento se incluyó un grupo de animales inmunizado con la 
proteína DIIIC-2 agregada con una mezcla de ODNs de 45 bases de secuencias 
aleatorias (previamente estudiado) y un grupo inmunizado con la proteína soluble. 
Además otro grupo se inmunizó con una preparación  placebo que contenía una 
mezcla de los ODNs empleados en la agregación de DIIIC-2 y a un grupo de animales 
se les administró una preparación infectiva de VD2 (control positivo). 
 
Primeramente se analizó el patrón de subclases de inmunoglobulinas IgG1 e IgG2a 
específicas al VD2, generado tras la inmunización. Como se observa en la figura 1, la 
mayor relación IgG1/IgG2a se obtuvo en el grupo de animales inmunizados con la 
proteína DIIIC-2 soluble, mientras que los valores más bajos se observaron en el grupo 
control positivo. Por otra parte, en los grupos inmunizados con las formulaciones que 
contenían los diferentes ODNs se obtuvieron valores intermedios, siendo menores los 
de los grupos que recibieron los ODNs 39M y m2216. Estos dos últimos mostraron 



diferencias estadísticamente significativas con el grupo inmunizado con la proteína 
soluble (p<0,05), mientras que fueron similares al control positivo (p>0,05).  
 
 
 
 

 

 

 

 

  

 

 

Por otro lado, como medida del patrón de respuesta inmune celular inducido tras la 
inmunización, se determinó la relación IFNγ/IL4 (Figura 2). Los valores obtenidos para 
todas las preparaciones ensayadas fueron estadísticamente similares, sin embargo, 
solo la relación obtenida en el grupo que recibió el ODN 39M, fue estadísticamente 
similar a la del grupo control positivo (p>0,05).  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Teniendo en cuenta los resultados anteriores se seleccionó el ODN 39M para los 
siguientes estudios. A continuación se realizó un segundo esquema de inmunización en 
ratones BALB/c con el objetivo de determinar la capacidad protectora de las 
formulaciones 39M-DIIIC-2 en el modelo de encefalitis viral en ratones. Como resultado 
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Figura 2. Gráfico que representa el logaritmo 
de la relación de las citocinas IFNγ/IL4 
secretadas por los esplenocitos estimulados 
con VD2, 30 días tras la última dosis. La 
significación estadística se evaluó a través de 
la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis y 
la prueba de comparación múltiple de Dunn (*: 
p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001), N=8.  Los 
datos representan la media ± el error estándar 
de la media.  
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Figura 1. Gráfico que representa la relación de las 
inmunoglobulinas IgG1/IgG2a específicas al VD2, 
15 días tras la última dosis. La significación 
estadística se evaluó a través de la prueba no 
paramétrica Kruskal-Wallis y la prueba de 
comparación múltiple de Dunn (*: p<0,05; **: 
p<0,01; ***: p<0,001), N=8. Los datos representan 
la media ± el error estándar de la media.  
 



se observó que luego de la inoculación intracraneal con una cepa de VD2 
neuroadaptada, la carga viral en el cerebro de los animales de ambos grupos fue 
significativamente inferior a la detectada en el grupo placebo (p<0,05) (Figura 3A). 
Adicionalmente, la capacidad protectora de la preparación 39M-DIIIC-2 se evaluó en un 
modelo de ratones inmunocomprometidos CD11c+-Cre+/-ifnar1fl/fl, donde se desarrolla 
una infección sistémica tras la inoculación de cepas virales no adaptadas a ratón. En 
los animales inmunizados con la formulación 39M-DIIIC-2 se observó una reducción 
significativa (p<0,01) de la carga viral (<102,3 ufp/mL) con respecto al grupo Placebo 
(104,2 ufp/mL). 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Una vez demostrada la capacidad protectora de las preparaciones 39M-DIIIC-2 y 39M-
C-2, se realizó un estudio en primates no humanos (tres grupos). Un grupo se inmunizó 
con la formulación 39M-DIIIC-2, el otro con la formulación C-2-39M y el otro recibió una 
preparación placebo. Se administraron cuatro dosis cada dos meses, se retaron con 
103 ufp de VD2 un mes después de la última dosis y se cuantificó la viremia a partir del 
suero extraído empleando células Vero. Los animales del grupo control desarrollaron 
una viremia con una duración media de cuatro días y títulos virales máximos de 102,5 
ufp/mL, 101,4 ufp/mL y 102,4 ufp/mL (Figura 9A). Por el contrario, los animales del grupo 
inmunizado con la formulación 39M-DIIIC-2 se protegieron totalmente (Figura 9B). El 
análisis estadístico de la media de la viremia empleando la prueba no paramétrica 
Mann-Whitney mostró diferencias estadísticas entre los dos grupos (p=0,0077). Para el 
caso de los animales inmunizados con la formulación 39M-C-2 se desarrollo una 
viremia con una duración de 2,3 días. Los animales M2072 y M2126 tuvieron títulos 
virales de101.9 ufp/mL y 101.6 ufp/mL, respectivamente; mientras que el animal M2048 
estuvo completamente protegido. A pesar de detectarse una viremia en este grupo de 
animales los resultados muestran una reducción significativa de la misma con respecto 
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Figura 3. Gráfico que representa los niveles de protección tras el reto viral con VD2 en ratones. A: 
Carga viral en el cerebro de ratones BALB/c siete días después del reto viral. La línea discontinua 
indica el límite de detección de la técnica de aislamiento viral. Los datos representan la media ± el 
error estándar de la media. La significación estadística se evaluó a través de la prueba no paramétrica 
de Kruskal-Wallis  y la prueba de comparación múltiple de Dunn (*: p<0,05; **: p<0,01), N=8. B: Carga 
viral en el suero de ratones CD11c-Cre+/-ifnar1fl/fl tres días después del reto viral. La línea discontinua 
indica el límite de detección de la técnica de aislamiento viral. Los datos representan la media ± el 
error estándar de la media. La significación estadística se evaluó a través de la prueba no paramétrica 
de Mann-Whitney (**: p<0,01), N=7.   
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al grupo placebo en los días cuatro, cinco y seis posteriores al reto viral (p=0.049, 
p=0.033, p=0.016, respectivamente) (Figura 9C).  
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Impacto social y económico 
La Fiebre del Dengue y la Fiebre Hemorrágica del Dengue adquieren cada vez mayor 
importancia como problemas de salud, con alrededor de 350 millones de casos de 
Fiebre del Dengue, de ellos 96 millones desarrollan algún grado de enfermedad severa. 
En Cuba han ocurrido varias epidemias bien definidas, entre las cuales se destacan la 
del 1981 y 1997. Teniendo en cuenta que no existe protección cruzada entre los cuatro 
serotipos virales nuestra población esta susceptible a dicha enfermedad. A pesar de los 
numerosos esfuerzos que se realizan para eliminar el agente transmisor, contar con 
una vacuna efectiva sería una solución total de gran impacto social y económico. 
Actualmente no existe una vacuna disponible en el mercado y el candidato más 
avanzado en el mundo se corresponde con cepas virales quiméricas atenuadas con 
resultados preliminares de eficacias menores de un 60%.  
 
Los resultados de este trabajo demuestran la capacidad protectora en ratones y 
primates no humanos de candidatos vacunales recombinantes basados la proteína de 
la cápsida viral y agregados con un oligodeoxinucleótido específico que potencia la 
respuesta inmune generada. Estos resultados abren el camino futuro a estudios 
clínicos con estos candidatos vacunales. Contar con un candidato vacunal contra este 
patógeno humano reviste gran importancia teniendo en cuenta la expansión global que 
ha alcanzado la enfermedad y los costos que implican el control del vector trasmisor el 
virus, que resulta ser la única forma actual de controlar las epidemias.  
 

 

 

Figura 9. Gráfico que representa los niveles de viremia tras el reto viral. A, monos inmunizados con 
la formulación placebo. B, monos inmunizados con la formulación 39M-DIIIC-2. C, monos 
inmunizados con la formulación 39M-C-2. La viremia se determinó por aislamiento directo en células 
Vero. 
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