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Antecedentes: A pesar de los esfuerzos dedicados a dilucidar los mecanismos vinculados a la protección y la 
inmunopatogénesis asociada a la infección con Dengue, aun no existe un correlato de protección definido que 
facilite el desarrollo de una vacuna eficaz y segura contra este patógeno. Recientemente, la compañía Sanofi-
Pasteur registró la vacuna Dengvaxia®, pero esta no ha sido aprobada para niños menores de nueve años de 
edad, por cuestiones de seguridad e ineficacia protectora (incremento del número de hospitalizaciones). Además 
hoy se conoce, que los anticuerpos neutralizantes, considerados como premisa clave para la protección, pueden 
también ser amplificadores de la infección viral cuando no tienen una alta  afinidad y  concentración. Por otro 
lado, evidencias experimentales en ratones, monos y humanos sobre la falta de correlación entre la respuesta 
neutralizante y la protección, sugieren que otros componentes del sistema inmune pueden desempeñar un papel 
en el control de la infección. En la actualidad el papel protector de la respuesta inmune celular se ha 
caracterizado con mayor profundidad y varios estudios señalan la seguridad de esta respuesta, capaz de evitar el 
desarrollo de la forma severa de la enfermedad incluso en condiciones de amplificación de la infección viral 
mediada por anticuerpos (ADA). De hecho, una posible explicación para la ausencia de protección en individuos 
vacunados con Dengvaxia®  es la ausencia de epitopos de células T específicos a Dengue en la vacuna. 
Problema a resolver: En la búsqueda de un candidato vacunal que genere solamente una inmunidad mediada 
por células contra el virus, el grupo cubano para el desarrollo de una vacuna se focalizó en la proteína de cápsida 
(C), por ser esta el principal blanco de la respuesta de células T CD4+ y también generar una respuesta de células 
T CD8+ durante la infección natural. Además, los anticuerpos anti-C no reconocen al virus, por ser este un virus 
envuelto; de ahí que nunca estarán involucrados en el fenómeno de ADA. Resultados: De esta forma se obtuvo 
por vía recombinante la proteína C del serotipo 2 y se observó que la misma formó partículas semejantes a 
nucleocápsidas (PSN), al ser incubada con oligodesoxinucleotidos (ODN). Estas PSN-2 indujeron una respuesta 
inmune celular funcional y protectora en ratones BALB/c, sin la contribución de la respuesta inmune humoral. 
Basado en estas evidencias, se obtuvieron las proteínas correspondientes a los restantes serotipos, las cuales 
formaron PSN al ser incubadas con un ODN de probada capacidad inmunoestimuladora. La evaluación 
inmunológica en ratones BALB/c de las formulaciones monovalentes y tetravalente de las PSN, demostró que 
independientemente de la formulación ensayada, las PSN inducen una respuesta inmune mediada por células 
secretoras de IFN-γ ante el estímulo viral in vitro, y que controla la carga viral tras el reto en el modelo de 
encefalitis viral en ratones. La administración de la formulación tetravalente en primates no humanos generó 
también una respuesta inmune mediada por células productora de la citocina antiviral contra los cuatro serotipos 
del virus que además redujo significativamente la viremia tras el reto con dengue-3, serotipo para el cual se 
obtuvo la menor respuesta inmune. Conclusiones: Se desarrolló un candidato vacunal que no induce inmuno-
amplificación mediada por anticuerpos y es capaz de disminuir significativamente la carga viral en modelos de 
infección por virus dengue en ratones y monos, lo que aun sin generar  una inmunidad esterilizante puede 
modificar potencialmente el escenario clínico  al proteger de la enfermedad por dengue o proteger de la forma 
severa de la enfermedad con un alto perfil de seguridad.  
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Comunicaci·n Corta 
 
El dengue es una enfermedad causada por un complejo viral de cuatro serotipos denominado virus 
dengue (VD) que pertenece al género Flavivirus de la familia Flaviviridae. La infección por cualquiera 
de los cuatro serotipos puede conllevar a la fiebre del dengue (FD) u ocasionar una forma más severa 
de la enfermedad conocida como la fiebre hemorrágica del dengue (FHD) que en ocasiones se 
acompaña del síndrome de choque por dengue (SCD).  Varios estudios proponen que las 
manifestaciones severas durante una segunda infección se deben entre otros factores, a la ocurrencia 
de un fenómeno denominado Amplificación Dependiente de Anticuerpos (ADA) dada la existencia de 
anticuerpos de reactividad cruzada que se producen durante una infección previa. La presencia de 
estos anticuerpos pudiera resultar en un aumento de la carga viral, debido a que forman complejos 
virus- anticuerpos que se concentran en la superficie de las células dianas, facilitando la infección de 
las mismas.  

Estudios en ratones publicados en los últimos años señalan además el papel protector de la inmunidad 
mediada por células contra VD. El dengue es un virus no citopático que estimula la expresión de 
moléculas del sistema principal de histocompatibilidad clase I (MHC, del inglés major histocompatibility 
complex) en las células que infecta, por lo que la respuesta inmune celular debe constituir un mediador 
importante del sistema inmune adaptativo contra este patógeno. Resultados descritos recientemente 
señalan además la seguridad de este tipo de respuesta sin asociación con la inmunopatogénesis de la 
enfermedad durante una infección secundaria tanto en ratones como en humanos. Por lo tanto, contar 
con un candidato vacunal que induzca solamente una respuesta celular protectora contra los cuatro 
serotipos virales, constituye una ventaja sobre candidatos basados en la generación de anticuerpos 
antivirales. Estos últimos podrían sensibilizar a los individuos vacunados con una formulación 
tetravalente, de no desarrollarse una respuesta de larga duración o equivalente. 

Dentro de los posibles antígenos con potencialidad de inducir únicamente una respuesta inmune 
celular, se encuentra la proteína de la cápsida (C) la cual no posee regiones expuestas en la superficie 
del virión maduro 1,2, por lo cual los anticuerpos generado contra esta proteína nunca mediaran el 
fenómeno de ADA. Teniendo en cuenta estos antecedentes, en el proyecto Vacuna Dengue, 
desarrollado entre el Centro de Ingeniería Genética y Biotecnología y el Instituto de Medicina Tropical 
“Pedro Kouri” se obtuvo la construcción genética que expresa la proteína recombinante C del VD2 3 y 
se observó que la misma forma partículas semejantes a nucleocápsidas (PSN-2), al ser incubada con 
oligodesoxinucleotidos (ODN). El presente trabajo tiene como objetivo evaluar la inmunogenicidad y 
capacidad protectora en ratones de las PSN-2 y a partir de los resultados obtenidos, tomados como 
prueba de concepto, obtener y evaluar en ratones y monos la inmunogenididad y capacidad protectora 
de las PSN correspondientes a los restantes serotipos. 
 
Principales resultados y originalidad científica   
Este trabajo demuestra que la proteína de la cápsida del VD2 forma PSN que inducen una respuesta 
mediada por células CD4+ y CD8+ productora de IFN-γ, que contribuye significativamente a controlar 
la carga viral tras reto.  
La función principal de la cápsida de los flavivirus es la protección del ARN a través de la unión al 
mismo. Por lo tanto, con el objetivo de obtener estructuras en forma de partículas, esta proteína se 
incubó con una mezcla de oligodesoxinucleótidos (ODNs) de 45 bases en una relación molecular 3:1 
siguiendo el procedimiento descrito por Wengler y cols. (1984) para obtener partículas de la 
nucleocápsida de los alfavirus. La formación de Partículas Semejantes a Nucleocápsidas (PSN), como 
resultado del proceso anterior, se analizó mediante tinción negativa visualizada por microscopía 
electrónica. En la figura 1 se muestran las fotos de este proceso de formación de partículas.  
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Las PSN-2 obtenidas mostraron una morfología esférica con un diámetro promedio de 27,63,2 nm y 
se contaron alrededor de 192,522,2 partículas/campo. El tamaño de las partículas fue muy cercano al 
referido para la nucleocápsida viral nativa (datos no mostrados).   
Con el objetivo de evaluar la capacidad de las PSN-2 de inducir una respuesta inmune celular 
funcional contra VD, se inocularon ratones BALB/c, con 10 µg PSN-2 (tres dosis cada 15 días). Como 
control negativo (CN) se utilizó una formulación placebo que contuvo igual cantidad de ODNs que la 
empleada en el proceso de formación de partículas. En todos los casos se empleó alúmina como 
adyuvante. Como control positivo del experimento un grupo de animales se inmunizó con una sola 
dosis de VD2. 
La aparición de anticuerpos reactivos a la proteína recombinante o al VD2 se detectó mediante un 
sistema de ELISA 30 días tras la tercera dosis. Los animales inmunizados con las PSN-2 generaron 
títulos de anticuerpos anti-cápsida, estadísticamente significativos con respecto al grupo control 
negativo; sin embargo, estos anticuerpos no reconocieron al virus, ni neutralizaron la infección viral in 
vitro  (datos no mostrados). La figura 2A muestra que la inoculación con la formulación de PSN-2 
generó células capaces de secretar altos niveles de IFN-γ (1578,8180,5 pg/mL), tras la estimulación 
viral in vitro de los esplenocitos 30 días después de la última dosis. Además, la inmunización con las 
PSN-2 generó una respuesta similar a la observada en los animales inmunizados con VD2 
(1950,1317,8 pg/mL) (p>0,05).  
Adicionalmente, como se refleja en la figura 2B, la eliminación de las poblaciones celulares CD4+ y 
CD8+ afectó significativamente la secreción de la citocina (p0,001) con respecto a los niveles 
detectados en el sobrenadante de cultivo de los esplenocitos totales. Similar comportamiento se 
observó para los animales inmunes a VD2. Treinta días después de la última dosis los animales de 
cada grupo se retaron por vía intracraneal con 50 DL50 de una cepa de VD2 neuroadaptada. Al final del 
período de observación, el 100% de los animales inmunes a VD2 sobrevivieron, mientras que el 90% 
de los animales del grupo control negativo mostraron síntomas de encefalitis y murieron. A su vez, el 
80% de los animales previamente inmunizados con la formulación de PSN-2, controlaron la encefalitis 
viral y permanecieron vivos al final del período de observación (Figura 2B). Además se observó que la 
inoculación previa al reto, con un AcM capaz de eliminar las poblaciones celulares CD4+, conllevó a la 
aparición de síntomas de encefalitis y finalmente a la muerte del 90% de los animales. Por otra parte, 
la inoculación con un AcM que elimina las poblaciones celulares CD8+, afectó en un 40% la sobrevida 
que se alcanza en los animales no tratados con los AcM (Figura 2B). 
Tras estos resultados nos propusimos obtener las proteínas correspondientes a los restantes serotipos 
virales y evaluar su inmunogenicidad y capacidad protectora en ratones y primates no humanos.  
Células de E. coli BL21 (DE3) se transformaron con los plasmidios pACC1, 2, 3 y 4, obtenidos 
previamente en el proyecto Vacuna Dengue del CIGB. Estos plasmidios contienen el fragmento 
genético que codifica para las proteínas recombinantes C de cada serotipo del VD. La expresión de las 
proteínas se realizó en fase media exponencial, bajo la señal regulatoria del promotor T7lac, utilizando 
el IPTG como agente inductor. 
El análisis por SDS-PAGE al 15 % detectó en cada caso, la sobreexpresión de una banda de 
aproximadamente 15 kDa, que se correspondió con el 15-18 % del total de las proteínas bacterianas.  
Estas bandas se inmunoidentificaron con el AcM 8H8 que reconoce un epitopo conservado para las 
cuatro variantes proteicas (datos no mostrados). La proteínas se purificaron mediante un único paso 

Figura 1: Microfotografía del producto del proceso de formación 
de partículas.  
Cápsida dimérica en tampón de formación de partículas, 
incubada con ODNs en una relación molecular 3:1.La barra 
equivale a 200 nm. El análisis del tamaño y el número de 
partículas se realizó empleando el programa ImageJ (versión 
1.33), a partir de cinco microfotografías diferentes. 
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de cromatografía de intercambio iónico como previamente se describió para la proteína C-2. La pureza 
de la proteínas estuvo alrededor de 91.25 ± 1.5 %, con un rendimiento de 89.75 ± 3.9 %.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Seguidamente las proteínas se incubaron con el ODN 39M (5´-GGGGGACGATCGTCGGGGG 
ATCGACTCTCGAGCGTTCTC -3´) previamente diseñado en el laboratorio y de probada actividad 
inmunopotenciadora. De forma similar a como se observó para la proteína C-2 las proteínas de los 
restantes serotipos formaron PSN.  
A continuación, se evaluó en ratones BALB/c la inmunogenicidad y capacidad protectora de la 
formulación tetravalente compuesta por la mezcla PSN de cada serotipo viral (Tetra PSN). Como 
control negativo, un grupo recibió una preparación placebo que contuvo la misma cantidad del ODN 
39M administrada en la formulación tetravalente (CN). Todas las formulaciones se adyuvaron en 
alúmina. Como controles positivos se incluyeron cuatro grupos inmunizados con cada serotipo viral. 
Los animales recibieron cuatro dosis los días 0, 7, 21 y 51.  
Tetra PSN indujo altos títulos de anticuerpos anti-recombinantes contra las cuatro proteínas C y estos 
anticuerpos no reconocieron los VD, ni neutralizaron la infección viral in vitro (datos no mostrados). 
Con el objetivo de medir la respuesta inmune celular generada por Tetra PSN 30 días después de la 
última dosis, se determinó la frecuencia de células productoras de IFN- mediante un ensayo de 
ELISpot. Como resultado se observó que el 100 % de los animales inmunizados con Tetra PSN mostró  
una respuesta positiva, estadísticamente similar a la que se observó en los animales inmunizados con 
los VD (Figura 3A).  
Una vez demostrada la inducción de una respuesta inmune mediada por células, específica a los VD, 
en los animales inmunizados con Tetra PSN, se estudió su capacidad protectora en el modelo de 
encefalitis viral en ratones. Como se observa en la figura 3B los animales inmunizados con esta 
formulación, tuvieron una carga viral significativamente menor que los animales inmunizados con la 
formulación placebo (p< 0,05). En los animales inmunizados con las preparaciones virales (VD1-4) no 
se detectaron partículas virales infectivas.  
Luego de demostrar en ratones la capacidad de la formulación Tetra PSN de inducir una respuesta 
inmune celular protectora, nos propusimos evaluar la inmunogenicidad de esta formulación en 
primates no humanos. Dos grupos de monos verdes africanos recibieron dos preparaciones de esta 
formulación, que contuvieron 5 µg de cada proteína C en forma de PSN obtenida tras la incubación 

Figura 2: Respuesta inmune humoral, celular y protectora inducida por las PSN-2 en ratones BALB/c.  
(A): Respuesta inmune celular. Los esplenocitos provenientes de ratones inmunizados con las PSN-2 se cultivaron con 103 
ufp de VD2 durante 96 horas. Los datos representan los niveles de secreción de IFN- a partir de esplenocitos  deficientes 
de células CD4+ o CD8+, con respecto a esplenocitos totales. El análisis estadístico se realizó mediante un ANOVA de 
clasificación doble empleando la prueba de Bonferroni (***: p<0,001). Los datos se presentan como la media  la desviación 
estándar (n=5). (B) Curvas de sobrevida de ratones inmunizados con las PSN-2, ratones inmunizados con las PSN-2 
deficientes de células CD4+ (CD4-) y ratones inmunizados con las PSN-2 deficientes de células CD8+ (CD8-). El análisis 
estadístico se realizó mediante la prueba de  log-rank (*: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001) (n=10). 

PSN-2

Plac
eb

o
VD2

0

500

1000

1500

2000

Totales

CD4-

CD8-

C
on

ce
nt

ra
tio

n 
IF

N-
  

(p
g/

m
L)

***
***

***
***A 

0 5 10 15 20
0

20

40

60

80

100

PSN-2

PSN-2 CD4-

PSN-2 CD8-

Días posteriores al reto

Po
rc

en
ta

je
 d

e 
so

br
ev

id
a

B 

evelinares
Texto escrito a máquina
Revista Anales de la Academia de Ciencias de Cuba Vol.8 No.1



con 2,5 µg o 25 µg del ODN 39M, respectivamente. O sea, un grupo recibió 20 µg de Tetra PSN 
formulada con 10 µg del ODN 39M, mientras que el otro recibió 20 µg de Tetra PSN formulada con 100 
µg del ODN 39M. Estos dos grupos nos permitirían estudiar el posible efecto inmuno-estimulador del 
ODN 39M en monos inmunizados con Tetra PSN. Como control un grupo de animales se inmunizó con 
una formulación placebo que contuvo 100 µg del ODN 39M. Todas las formulaciones se adyuvaron en 
alúmina y los animales recibieron tres dosis los días 0, 60 y 120. La respuesta inmune humoral y 
celular se evaluó 30 días después de la última dosis. 
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En concordancia con los resultados observados en ratones, los sueros de los monos inmunizados con 
Tetra PSN reconocieron las cuatro proteínas C, pero como era esperado estos anticuerpos no 
reconocieron a los VD, ni neutralizaron la infección in vitro para ninguno de los serotipos virales (datos 
no mostrados). Sin embargo, cuando se evaluó la respuesta inmune celular midiendo los niveles de 
IFN-γ en el sobrenadante de cultivo de los PBMC de los animales estimulados in vitro con cada VD, 
observamos que la secreción de la citocina antiviral dependió de la cantidad de ODN 39M empleada 
en el proceso de formación de las PSN (Figura 4A). En los animales del grupo CN no se observó 
respuesta, a pesar de la alta dosis de ODN 39M administrada.  
 
Teniendo en cuenta los resultados de la respuesta inmune celular generada en los primates no 
humanos tras la administración de la preparación de Tetra PSN que contuvo 100 µg del ODN 39M, 
decidimos evaluar la capacidad protectora de esta preparación. Los animales se retaron 15 días 
después de haber evaluado la respuesta inmune celular (45 días después de la última dosis), con 102 
unidades formadoras de focos (ffu) de VD3 (cepa Nicaragua) VD3, pues fue para este serotipo para el 
que se obtuvo la menor respuesta de secreción de IFN-γ. Como resultado observamos que los 
animales del grupo que recibió la preparación placebo desarrollo viremia con una duración de 4,5 días 
y una carga viral máxima de 103,3 uff/mL. Sin embargo, la viremia detectada en los animales 
inmunizados con Tetra PSN tuvo una duración de 2,7 días con una carga viral máxima de 102,5 uff/mL. 
Tras la comparación de la viremia en ambos grupos se observó una reducción significativa de la carga 
viral en los animales inmunes a las PSN con respecto a los animales del grupo CN, los días cinco, 

Figura 3: Respuesta inmune celular y protectora generada por la formulación tetravalente de las PSN en ratones BALB/c. 
(A): Treinta días después de la última dosis, los esplenocitos provenientes de ratones inmunizados con las diferentes 
formulaciones se cultivaron con los VD durante 96 horas. La línea discontinua indica el criterio de positividad (doble del 
promedio de los valores del grupo CN más la desviación estándar y además superior a 50 ufs/millón de células). Los datos se 
presentan como la mediana (n=5). (B): Carga viral en el cerebro de los animales 7 días después del reto intracraneal con 50 
DL50 de  los VD (cepas letales neuroadaptadas). El virus se cuantificó mediante aislamiento directo en células VERO. El 
análisis estadístico se realizó mediante la prueba de Kruskal Wallis y la comparación múltiple a posteriori de Dunn (***: 
p<0,001). Los datos se presentan como la mediana (n=7-8). La línea discontinua representa el límite de detección del 
ensayo. En ambos casos los gráficos son representativos de dos experimentos independientes. 
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seis, siete y ocho posteriores al reto (p=0,011; p=0,04; p=0,037 y p=0,037, respectivamente) (Figura 
4B).  
 
 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Impacto social y económico 

El Dengue y el Dengue severo adquieren cada vez mayor importancia como problemas de salud, con 
alrededor de 350 millones de casos de Dengue, de ellos 96 millones desarrollan algún grado de 
severidad. En Cuba han ocurrido varias epidemias bien definidas, entre las cuales se destacan la del 
1981 y 1997. A pesar de los numerosos esfuerzos que se realizan para eliminar el agente transmisor, 
contar con una vacuna efectiva sería una solución de gran impacto social y económico. La vacuna 
Dengvaxia®, recientemente registrada por la compañía Sanofi Pasteur, no podrá ser administrada en 
niños menores de nueve años de edad por problemas de seguridad y eficacia protectora; por lo que 
deja un grupo etario altamente susceptible desprovisto de vacunación.  

Los resultados de este trabajo demuestran la capacidad protectora en ratones y monos de las PSN, un 
candidato vacunal alternativo contra los VD, que no induce anticuerpos antivirales. Sin embargo, esta 
última cuestión le imprime a este candidato ventajas únicas con respecto a los candidatos actuales en 
desarrollo, pues al no inducir una respuesta humoral antiviral, nunca va a inducir el fenómeno de 
amplificación viral dependiente de anticuerpos, que está asociado a la inmunopatogénesis de la 
enfermedad. Además Tetra PSN, induce una respuesta inmune celular funcional, que disminuye 
significativamente la carga viral tras reto y que no debe sensibilizar frente a la infección viral. Estos dos 
elementos de seguridad asociados a este candidato, hacen que se pueda avanzar a las fases clínicas 
a una mayor velocidad que en el caso de candidatos basados en la inducción de anticuerpos 
neutralizantes. Sabemos que las PSN como estrategia vacunal alternativa no generan una inmunidad 
esterilizante; sin embargo, la disminución de la carga viral puede cambiar dos escenarios clínicos 
importantes: de un dengue severo a un dengue clásico o de un dengue clásico a una infección sub-
clínica. 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 4: Respuesta inmune celular  y protectora inducida en primates no humanos por la formulación Tetra PSN. 
(A): Treinta días después de la última dosis, los PBMC provenientes de monos inmunizados con las dos preparaciones de 
Tetra PSN y la formulación placebo se cultivaron con los VD durante 96 horas. La concentración de IFN-γ secretada al medio 
de cultivo se determinó mediante un ELISA. Los datos se presentan como la media ± la desviación estándar (n=3-4). La línea 
discontinua indica el criterio de positividad (doble del promedio de los valores del grupo CN). (B): Cuarenta y cinco días 
después de la última dosis los animales se retaron con 102 uff de VD3 cepa Nicaragua. La viremia se cuantificó durante 10 
días después del reto mediante aislamiento directo en células VERO. El análisis estadístico se realizó mediante la prueba de 
Mann-Whitney comparando la viremia por día. Los datos se presentan como la media ± el error estándar de la media de dos 
experimentos independientes (n=3-4). En ambos casos, los gráficos son representativos de dos experimentos independientes. 
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LAS PARTÍCULAS SEMEJANTES A NUCLEOCÁPSIDAS: UNA ESTRATEGIA VACUNAL ALTERNATIVA Y SEGURA CONTRA LOS VIRUS DEL DENGUE, BASADA SOLO EN LA GENERACIÓN DE RESPUESTA INMUNE CELULAR

INTRODUCCIÓN

El dengue es una enfermedad causada por un complejo viral de cuatro serotipos denominado virus dengue (VD) que pertenece al género Flavivirus de la familia Flaviviridae (Burke & Monath, 2001). En la actualidad es la enfermedad transmitida por artrópodos de mayor mortalidad a nivel mundial extendiéndose considerablemente en las regiones tropicales y subtropicales de Asia, África, Centroamérica y Sudamérica incluyendo las Islas del Caribe 
 ADDIN REFMGR.CITE 
(Bhatt et al., 2013)
. La infección por cualquiera de los cuatro serotipos virales puede conllevar a la fiebre del dengue (FD) u ocasionar una forma más severa de la enfermedad conocida como la fiebre hemorrágica del dengue (FHD) que en ocasiones se acompaña del síndrome de choque por dengue (SCD) (Halstead, 2008).  


La infección viral confiere inmunidad protectora y duradera contra el serotipo infectante, pero no contra el resto de los serotipos 
 ADDIN REFMGR.CITE 
(Sangkawibha et al., 1984; Burke et al., 1988)
. Estudios epidemiológicos han mostrado que la mayoría de los individuos que desarrollan la forma severa de la enfermedad se han infectado previamente con un serotipo diferente 
 ADDIN REFMGR.CITE 
(Halstead, 1988)
, por lo que la infección secundaria constituye el principal factor de riesgo para el desarrollo de la forma severa de la enfermedad. 


Varios estudios proponen que las manifestaciones severas durante una segunda infección se deben entre otros factores, a la ocurrencia de un fenómeno denominado Amplificación Dependiente de Anticuerpos (ADA) dada la existencia de anticuerpos de reactividad cruzada que se producen durante una infección previa. La presencia de estos anticuerpos pudiera resultar en un aumento de la carga viral, debido a que forman complejos virus- anticuerpos que se concentran en la superficie de las células dianas, facilitando la infección de las mismas (Halstead & Simasthien, 1970). Estudios publicados en los últimos años demuestran la ocurrencia de este fenómeno in vitro e in vivo, y señalan la relación crítica que existe entre la avidez de los anticuerpos y su capacidad neutralizante o de amplificar la infección 
 ADDIN REFMGR.CITE 
(Zellweger et al., 2010; Balsitis et al., 2010; Dejnirattisai et al., 2010; Zellweger & Shresta, 2014)
. 


Estudios en ratones publicados en los últimos años señalan además el papel protector de la inmunidad mediada por células contra VD 
 ADDIN REFMGR.CITE 
(van der Most et al., 2003; Yauch et al., 2009; Gil et al., 2009)
. El dengue es un virus no citopático que estimula la expresión de moléculas del sistema principal de histocompatibilidad clase I (MHC, del inglés major histocompatibility complex) en las células que infecta (Lobigs et al., 2004), por lo que la respuesta inmune celular debe constituir un mediador importante del sistema inmune adaptativo contra este patógeno. Resultados descritos recientemente señalan además la seguridad de este tipo de respuesta sin asociación con la inmunopatogénesis de la enfermedad durante una infección secundaria tanto en ratones como en humanos 
 ADDIN REFMGR.CITE 
(Weiskopf et al., 2013; Zellweger et al., 2013; Zellweger et al., 2014)
. Se plantea que existe una estrecha relación entre la capacidad protectora de las células T CD8+ y el haplotipo de antígeno leucocitario humano (HLA, del inglés human leucocyte antigen) de los individuos infectados. Estos resultados podrían explicar el bajo porcentaje de individuos que desarrollan la forma severa de la enfermedad durante una infección secundaria, en los cuales la presencia de anticuerpos no neutralizantes al serotipo viral de la segunda infección y de un haplotipo de HLA asociado a una menor respuesta de células T CD8+, contribuyen al desarrollo de la misma. Por lo tanto, contar con un candidato vacunal que induzca solamente una respuesta celular protectora contra los cuatro serotipos virales, constituye una ventaja sobre candidatos basados en la generación de anticuerpos antivirales. Estos últimos podrían sensibilizar a los individuos vacunados con una formulación tetravalente, de no desarrollarse una respuesta de larga duración o equivalente contra los cuatro serotipos del virus. 

Dentro de los posibles antígenos con potencialidad de inducir únicamente una respuesta inmune celular, se encuentra la proteína de la cápsida (C) la cual no posee regiones expuestas en la superficie del virión maduro 
 ADDIN REFMGR.CITE 
(Kuhn et al., 2002; Mukhopadhyay et al., 2005)
, por lo cual los anticuerpos generado contra esta proteína nunca mediaran el fenómeno de ADA. Teniendo en cuenta estos antecedentes, en el proyecto Vacuna Dengue, desarrollado entre el Centro de Ingeniería Genética y Biotecnología y el Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kouri” se obtuvo la construcción genética que expresa la proteína recombinante C del VD2 
 ADDIN REFMGR.CITE 
(Lazo et al., 2007)
 y se observó que la misma forma partículas semejantes a nucleocápsidas (PSN-2), al ser incubada con oligodesoxinucleotidos (ODN). El presente trabajo tiene como objetivo evaluar la inmunogenicidad y capacidad protectora en ratones de las PSN-2 y a partir de los resultados obtenidos, tomados como prueba de concepto, obtener y evaluar en ratones y monos la inmunogenididad y capacidad protectora de las PSN correspondientes a los restantes serotipos.

RESULTADOS

La proteína de la cápsida del VD2 forma Partículas Semejantes a la Nucleocápsida viral nativa

La función principal de la cápsida de los flavivirus es la protección del ARN a través de la unión al mismo (Khromykh & Westaway, 1996). A partir de la distribución asimétrica de las cargas positivas y los residuos hidrofóbicos en la proteína de la cápsida, se han propuesto las regiones involucradas en su interacción con las membranas del RE y el ARN viral 
 ADDIN REFMGR.CITE 
(Ma et al., 2004)
. Por lo tanto, con el objetivo de obtener estructuras en forma de partículas, la proteína recombinante de la cápsida del VD2 se incubó con una mezcla de oligodesoxinucleótidos (ODNs) de 45 bases en una relación molecular 3:1 siguiendo el procedimiento descrito por Wengler y cols. (1984) para obtener partículas de la nucleocápsida de los alfavirus (Wengler et al., 1984). 

La formación de Partículas Semejantes a Nucleocápsidas (PSN), como resultado del proceso anterior, se analizó mediante tinción negativa visualizada por microscopía electrónica. En la figura 1 se muestran las fotos obtenidas para este proceso de formación de partículas. 
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Las PSN-2 obtenidas mostraron una morfología esférica con un diámetro promedio de 27,6(3,2 nm y se contaron alrededor de 192,5(22,2 partículas/campo. El tamaño de las partículas fue muy cercano al referido para la nucleocápsida viral nativa 
 ADDIN REFMGR.CITE 
(Kuhn et al., 2002)
.  

Determinación de la capacidad protectora y de inducción de respuesta inmune humoral y celular de la proteína C-2 y las PSN-2 

Con el objetivo de evaluar la capacidad de las PSN-2 de inducir una respuesta inmune celular funcional contra VD, se inocularon ratones BALB/c, con 10 µg PSN-2 (tres dosis cada 15 días). En el estudio se incluyó además, un grupo de animales inmunizado con 10 µg de la proteína de la cápsida en el tampón de formación de partículas (Cápsida). Como control negativo (CN) se utilizó la fracción proveniente de un proceso de purificación similar al realizado para la proteína de la cápsida, partiendo del sobrenadante de ruptura de células de E. coli transformadas con el plasmidio pQE-30. Esta preparación negativa se mezcló con igual cantidad de ODNs que la empleada en el proceso de formación de partículas a una relación molecular 3:1. En todos los casos se empleó alúmina como adyuvante. Como control positivo del experimento un grupo de animales se inmunizó con una sola dosis de VD2.

La respuesta inmune humoral generada por las PSN-2 no reconoce al VD2, ni neutraliza la infección viral in vitro  


La aparición de anticuerpos reactivos a la proteína recombinante o al VD2 se detectó mediante un sistema de ELISA a través del cual se determinaron los títulos por dilución a punto final de los sueros obtenidos 30 días tras la tercera dosis (Figura 2). Como resultado, todos los animales inmunizados con las PSN-2 generaron títulos de anticuerpos anti-cápsida, estadísticamente significativos con respecto al grupo control negativo (p<0.01) (Figura 2A). Sin embargo, la respuesta de anticuerpos generada en los animales inmunizados con la proteína de la cápsida fue significativamente menor a la alcanzada por los animales inmunizados con las PSN-2 (p<0,05). Por otro lado, ninguno de los sueros provenientes de los animales del grupo inmunizado con VD2 mostró reactividad frente a la proteína recombinante. En correspondencia, los anticuerpos presentes en los sueros de los animales inmunizados con las PSN-2 o con la proteína de la cápsida no reconocieron al virus (Figura 2B). 
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Para corroborar la falta de funcionalidad de la respuesta inmune humoral, se realizó un ensayo de neutralización viral in vitro por PRNT. Como resultado, ningún suero proveniente de los animales inmunizados con la proteína de la cápsida o las PSN-2 mostró actividad neutralizante contra el serotipo homólogo (Tabla 1). Sin embargo, los sueros obtenidos de los animales inmunes a VD2, neutralizaron la infección viral in vitro con un TPG de 45,6. Por su parte el AcM 4G2, empleado como control positivo, inhibió la infección viral con un TPG de 1000. 


Adicionalmente, se realizó un ensayo de neutralización in vitro medido in vivo, con el objetivo de utilizar un sistema adicional de neutralización empleando ratones como blanco de la infección viral. Las mezclas de sueros de los animales inmunizados con las PSN-2 o con la proteína de la cápsida se incubaron con una dosis letal de VD2 durante 1 hora a 37ºC y luego se inocularon 20 µL de la mezcla a ratones vírgenes por vía intracraneal. La capacidad neutralizante de estos sueros se comparó con la del AcM 4G2. Como resultado, ninguna de las mezclas de sueros ensayados neutralizó la infección viral in vivo (Figura 3), mientras que la incubación del virus con el AcM 4G2, permitió alcanzar un 90% de sobrevida, como resultado de la actividad neutralizante del mismo, previamente demostrada (Kaufman et al., 1987).
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La inmunización con las PSN-2 genera células CD4+ y CD8+ que secretan de IFN-( in vitro tras la estimulación viral y tienen actividad citotóxica

Una vez demostrada la falta de reconocimiento al VD2 por parte de la respuesta inmune humoral generada por ambas variantes de la proteína de la cápsida, nos propusimos evaluar la capacidad de las PSN-2 de generar una respuesta inmune mediada por células. Para ello, se extrajeron las células del bazo de los animales inmunizados, 30 días después de la última dosis, y midió la secreción de IFN-γ en el sobrenadante de cultivo de los esplenocitos, luego de la estimulación con una preparación de VD2 infectivo. La figura 4A muestra que la inoculación con la formulación de PSN-2 generó células capaces de secretar altos niveles de IFN-γ (1578,8(180,5 pg/mL), tras la estimulación viral in vitro. Sin embargo, los niveles de la citocina medidos en el sobrenadante de cultivo de los esplenocitos de animales inmunizados con la proteína de la cápsida (338,4(88,6 pg/mL) resultaron ser estadísticamente menores (p<0,001). Sorprendentemente, la inmunización con las PSN-2 generó una respuesta similar a la observada en los animales inmunizados con VD2 (1950,1(317,8 pg/mL) (p>0,05). Además, se determinó la contribución de las poblaciones celulares CD4+ y CD8+ a la secreción de la citocina antiviral. Para ello, los esplenocitos se sometieron a un proceso de eliminación in vitro de las células CD4+ ó CD8+ y posteriormente se cultivaron con VD2. Como se refleja en la figura 4B, la eliminación de ambas poblaciones celulares afectó significativamente la secreción de la citocina (p(0,001) con respecto a los niveles detectados en el sobrenadante de cultivo de los esplenocitos totales (Figura 4B). Similar comportamiento se observó para el caso de los animales inmunes a VD2.

Por último, se determinó la capacidad citotóxica de la respuesta inmune celular, mediante un ensayo de determinación de la cantidad de enzima lactato deshidrogenasa (LDH) liberada al sobrenadante de cultivo de esplenocitos de animales inmunizados y estimulados in vitro con el VD2, como resultado del proceso de lisis. En el caso de los esplenocitos provenientes de animales inmunizados con las PSN-2 se observó un 57.3±5.4% de lisis, mientras que en los espelnocitos de los animales inmunizados con VD2 se detectó un 77.6±5.7% de lisis que fue estadísticamente superior al detectado para el grupo antes mencionado. Sin embargo, muy baja respuesta se detectó en el grupo control negativo  (13.6±1.3%) (Figura 4C). 
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Las células CD4+ y CD8+, inducidas por la inmunización con las PSN-2, contribuyen a la protección contra VD2 en el modelo de encefalitis viral en ratón 


Una vez comprobada la funcionalidad de la inmunidad mediada por células que se genera por las PSN-2 contra el VD2, se estudió su capacidad protectora en el modelo de encefalitis viral en ratones. Treinta días después de la última dosis los animales de cada grupo se retaron por vía intracraneal con 50 DL50 de una cepa de VD2 neuroadaptada. Al final del período de observación, el 100% de los animales inmunes a VD2 sobrevivieron, mientras que el 90% de los animales del grupo control negativo mostraron síntomas de encefalitis y murieron. A su vez, el 80% de los animales previamente inmunizados con la formulación de PSN-2, controlaron la encefalitis viral y permanecieron vivos al final del período de observación. Por el contrario, solo un 20% de los animales inmunizados con la proteína de la cápsida sobrevivieron, sin mostrar diferencias estadísticamente significativas con el grupo de animales inmunizados con el control negativo (Figura 5A).


Paralelamente, se evaluó la contribución de las poblaciones celulares CD4+ y CD8+, en la protección alcanzada por el grupo de animales inmunizados con la formulación de PSN-2. Como resultado se observó que la inoculación previa al reto, con un AcM capaz de eliminar las poblaciones celulares CD4+, conllevó a la aparición de síntomas de encefalitis y finalmente a la muerte del 90% de los animales. Por otra parte, la inoculación con un AcM que elimina las poblaciones celulares CD8+, afectó en un 40% la sobrevida que se alcanza en los animales no tratados con los AcM (Figura 5B).
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Tras estos resultados demostrando que la proteína de la cápsida del VD2 es capaz de formar partículas semejantes a nucleocápsidas que inducen una respuesta inmune celular con capacidad protectora en ratones, sin la contribución de la respuesta inmune humoral, nos propusimos obtener las proteínas correspondientes a los restantes serotipos virales y evaluar su inmunogenicidad y capacidad protectora en ratones y primates no humanos. 


Expresión de las proteínas recombinantes C-1, C-3 y C-4 


Células de E. coli BL21 (DE3) se transformaron con los plasmidios pACC1, 2, 3 y 4, obtenidos previamente en el proyecto Vacuna Dengue del CIGB 
 ADDIN REFMGR.CITE 
(Suzarte et al., 2014)
. Estos plasmidios contienen el fragmento genético que codifica para las proteínas recombinantes C de cada serotipo del VD. La expresión de las proteínas se realizó en fase media exponencial, bajo la señal regulatoria del promotor T7lac, utilizando el IPTG como agente inductor.
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A través del análisis por SDS-PAGE al 15 % se detectó en cada uno de los casos, la sobreexpresión de una banda de aproximadamente 15 kDa, que se correspondió con el 15-18 % del total de las proteínas bacterianas, de forma similar a como fue previamente descrito 
 ADDIN REFMGR.CITE 
(Suzarte et al., 2014)
. Esta banda no se observó en las células transformadas con el plasmidio pET28a (control negativo). La talla a la que aparecen las bandas coincidió con el peso molecular esperado para las proteínas C de cada serotipo viral (Figura 6A) y se inmunoidentificaron con el AcM 8H8 que reconoce un epitopo conservado dentro de las cuatro variantes proteicas (Figura 6B). La proteínas se purificaron mediante un único paso de cromatografía de intercambio iónico como previamente se describió para la proteína C-2 (Lopez et al., 2009). La pureza de la proteínas estuvo alrededor de 91.25 ± 1.5 % (Figura 6C), con un rendimiento de 89.75 ± 3.9 %.

Seguidamente las proteínas se incubaron con el ODN 39M (5´-GGGGGACGATCGTCGGGGG ATCGACTCTCGAGCGTTCTC -3´) previamente diseñado en el laboratorio y de probada actividad inmunopotenciadora 


(Gil et al., 2015) ADDIN REFMGR.CITE . De forma similar a como se observó para la proteína C-2 las proteínas de los restantes serotipos formaron PSN. 

Evaluación inmunológica en ratones BALB/c de las formulaciones monovalentes y tetravalentes de las PSN 


La inmunogenicidad y capacidad protectora de cada PSN, así como la formulación tetravalente compuesta por la mezcla de ellas (Tetra PSN), se evaluó en ratones BALB/c. Como control negativo, un grupo recibió una preparación placebo que contuvo la misma cantidad del ODN 39M administrada en la formulación tetravalente (CN). Todas las formulaciones se adyuvaron en alúmina. Como controles positivos se incluyeron cuatro grupos inmunizados con cada serotipo viral. Los animales recibieron cuatro dosis los días 0, 7, 21 y 51. Como previamente habíamos demostrado que la proteína recombinante C-2 no induce una respuesta inmune funcional, dada por la baja secreción de IFN-γ sin diferencias estadísticas con respecto al grupo Placebo, ni protección en el modelo de encefalitis viral en ratones BALB/c no se incluyeron cada proteína C en el esquema de inmunización


La respuesta inmune humoral generada por las formulaciones monovalentes y tetravalente de las PSN no reconocen a los VD, ni neutralizan la infección viral in vitro  


La aparición de anticuerpos reactivos a las proteínas recombinantes o a los VD se detectó mediante un sistema de ELISA, a través del cual se determinaron los títulos por dilución a punto final de los sueros obtenidos 30 días tras la última dosis. 


Como resultado, todos los animales inmunizados con las formulaciones monovalentes que contenían las PSN generaron una respuesta de anticuerpos frente a la proteína homóloga. A su vez, la formulación tetravalente indujo altos títulos de anticuerpos anti-recombinantes contra las cuatro proteínas C (Figura 7). Los niveles de anticuerpos generados con cada formulación monovalente fueron estadísticamente similares a los medidos en los animales del grupo que recibió la formulación tetravalente (p>0.05), lo cual evidencia que no hay competencia antigénica entre las proteínas recombinantes. Por otro lado, los sueros provenientes de los animales de los grupos inmunizados con los VD mostraron poca o ninguna reactividad frente a las proteínas recombinantes. En correspondencia, los anticuerpos presentes en el suero de los animales inmunizados con las formulaciones monovalentes y la formulación tetravalente de las PSN, no reconocieron a los VD (Figura 8). 
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La inmunización con las formulaciones monovalentes y tetravalente de las PSN genera en ratones una respuesta inmune mediada por células productoras de IFN-γ

Con el objetivo de medir la respuesta inmune celular generada por las formulaciones monovalentes y tetravalentes de las PSN, se extrajeron las células del bazo de los animales inmunizados 30 días después de la última dosis. Luego del cultivo de esplenocitos estimulados con cada VD, se determinó la frecuencia de células productoras de IFN-( mediante un ensayo de ELISpot. Como control negativo se emplearon los esplenocitos de los ratones inoculados con la formulación placebo (CN).
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Como resultado se observó que las formulaciones monovalentes de las PSN-1, PSN-2 y PSN-3 indujeron una respuesta inmune celular capaz de secretar IFN-γ tras la estimulación in vitro con el virus homólogo en más del 50 % de los animales inmunizados. Contrariamente, solo un 20 % de los animales inmunizados con las PSN-4 secretaron la citocina antiviral. Sin embargo, el 100 % de los animales inmunizados con la formulación tetravalente mostró una respuesta positiva, estadísticamente similar a la que se observó en los animales inmunizados con los VD (Figura 9). 
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Este resultado indica que la mezcla de las cuatro proteínas favorece la inducción de una respuesta a los cuatro serotipos virales, posiblemente por algún nivel de reactividad cruzada entre las proteínas. Otra posible explicación podría ser la cantidad de ODN 39M presente en la formulación tetravalente (20 µg), cuatro veces más que la contenida en las formulaciones monovalentes. El rango de dosis requerido para un efecto inmunopotenciador óptimo de los ODN en ratones, oscila entre 10 y 50 µg 
 ADDIN REFMGR.CITE 
(Riedl et al., 2002)
. 

La respuesta inmune mediada por células productoras de IFN-γ generada por las PSN, contribuye significativamente a disminuir la carga viral tras reto en el modelo de encefalitis viral en ratón


Una vez demostrada la inducción de una respuesta inmune mediada por células, específica a los VD, en los animales inmunizados con las PSN formadas entre las proteínas C y el ODN 39M se estudió la capacidad protectora de las mismas en el modelo de encefalitis viral en ratones. Los grupos que recibieron la formulación tetravalente y el CN, se dividieron en cuatro subgrupos de siete animales y cada uno de ellos se retó con un serotipo viral diferente. 


Como se observa en la figura 10 los animales inmunizados con las PSN, tanto en el contexto monovalente como tetravalente, mostraron una carga viral significativamente menor que los animales inmunizados con la formulación Placebo (p< 0,05) (Figura 10). En los animales inmunizados con las preparaciones virales (VD1-4) no se detectaron partículas virales infectivas. Vale señalar, que a pesar de la baja respuesta de células productoras de IFN-γ inducida por las PSN-4, los animales inmunizados con la misma se protegieron ante el reto viral. Este resultado sugiere que la inmunización genera una respuesta que es suficiente para proteger ante el reto viral y que no se detectó en el ensayo de ELISpot. 
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Evaluación inmunológica en primates no humanos de la formulación tetravalente de las PSN 

Luego de demostrar en ratones la capacidad de la formulación Tetra PSN de inducir una respuesta inmune celular protectora, nos propusimos evaluar la inmunogenicidad de esta formulación en primates no humanos. Dos grupos de monos verdes africanos recibieron dos preparaciones de esta formulación, que contuvieron 5 µg de cada proteína C en forma de PSN obtenida tras la incubación con 2,5 µg o 25 µg del ODN 39M, respectivamente. O sea, un grupo recibió 20 µg de Tetra PSN formulada con 10 µg del ODN 39M, mientras que el otro recibió 20 µg de Tetra PSN formulada con 100 µg del ODN 39M. La inclusión de estos dos grupos nos permitiría estudiar el posible efecto inmuno-estimulador del ODN 39M en monos inmunizados con Tetra PSN. Como control un grupo de animales se inmunizó con una formulación placebo que contuvo 100 µg del ODN 39M. Todas las formulaciones se adyuvaron en alúmina y los animales recibieron tres dosis los días 0, 60 y 120. La respuesta inmune humoral y celular se evaluó 30 días después de la última dosis.  


La formulación Tetra PSN induce en primates no humanos una respuesta de anticuerpos anti-cápsida que no reconoce a los virus del dengue

En concordancia con los resultados observados en ratones, los sueros de los monos inmunizados con Tetra PSN reconocieron las cuatro proteínas C, con títulos de anticuerpos similares, independientemente de la cantidad de ODN 39M empleado para la formación de las partículas (Figura 11). En el grupo control negativo no se detectó respuesta de anticuerpos contra las proteínas C. Como era esperado estos anticuerpos no reconocieron a los VD, ni neutralizaron la infección in vitro para ninguno de los serotipos virales (datos no mostrados). 
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La formulación Tetra PSN induce en primates no humanos una respuesta inmune celular productora de IFN-γ, dependiente de la cantidad de ODN empleado en la formación de las partículas


[image: image37.png]Para evaluar la respuesta inmune celular inducida por ambas preparaciones de Tetra PSN, se aislaron los PBMC de los animales inmunizados y se estimularon in vitro con cada VD. Los niveles de IFN-γ en el sobrenadante de cultivo se midieron mediante un ELISA. Como resultado observamos que los niveles de la citocina antiviral secretada dependieron de la cantidad de ODN 39M empleado en el proceso de formación de las PSN (Figura 12). De hecho, no se detectó respuesta en el grupo de animales inmunizados con Tetra PSN que contuvo 10 μg de este ODN, mientras que la preparación que contuvo 100 μg del mismo generó una respuesta inmune memoria que fue eficientemente activada ante el segundo encuentro con el antígeno, en este caso los VD. En los animales del grupo CN no se observó respuesta, a pesar de la alta dosis de ODN 39M administrada. 
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La formulación Tetra PSN induce en primates no humanos una respuesta inmune celular productora de IFN-γ, que contribuye a reducir significativamente la carga viral tras reto

Teniendo en cuenta los resultados de la respuesta inmune celular generada en los primates no humanos tras la administración de la preparación de Tetra PSN que contuvo 100 µg del ODN 39M, decidimos evaluar la capacidad protectora de esta preparación. Como el número de animales que se empleó en el estudio no era suficiente para retarlos con cada serotipo viral, decidimos retar los animales con VD3, pues fue para este serotipo para el que se obtuvo la menor respuesta de secreción de IFN-γ. Los animales se retaron con 102 unidades formadoras de focos (uff) de VD3 (cepa Nicaragua) 15 días después de haber evaluado la respuesta inmune celular (45 días después de la última dosis) y se tomó muestra de sangre durante los 10 días siguientes para medir la viremia. Los animales del grupo control negativo se retaron al mismo tiempo. 


 Como resultado observamos que los animales del grupo que recibió la preparación placebo desarrollo viremia con una duración de 4,5 días y una carga viral máxima de 103,3 uff/mL. Sin embargo, la viremia detectada en los animales inmunizados con Tetra PSN tuvo una duración de 2,7 días con una carga viral máxima de 102,5 uff/mL. Tras la comparación de la viremia en ambos grupos se observó una reducción significativa de la carga viral en los animales inmunes a las PSN con respecto a los animales del grupo CN, los días cinco, seis, siete y ocho posteriores al reto (p=0,011; p=0,04; p=0,037 y p=0,037, respectivamente) (Figura 13). 
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DISCUSIÓN

Durante varios años, los investigadores han propuesto la generación de anticuerpos neutralizantes como una premisa para lograr la protección contra VD (Hombach et al., 2007). Una de las evidencias más fuertes sobre el papel protector de los anticuerpos neutralizantes se obtuvo de los datos epidemiológicos descritos por Halstead y cols. en 1969 (Halstead et al., 1969). Sin embargo, hasta el presente, no se conocen con exactitud los títulos de anticuerpos neutralizantes necesarios para proteger frente a la infección con cada uno de los serotipos, aunque se han propuesto títulos entre 10 y 100 
 ADDIN REFMGR.CITE 
(Kliks et al., 1988; Hombach et al., 2007)
. Además, estudios publicados en los últimos años señalan como un elemento crítico la relación entre los niveles de anticuerpos neutralizantes y la asociación con ADA o protección 
 ADDIN REFMGR.CITE 
(Zellweger et al., 2010; Balsitis et al., 2010; Dejnirattisai et al., 2010; Zellweger & Shresta, 2014)
. Estos autores demostraron en sus estudios que cualquier anticuerpo con capacidad neutralizante puede amplificar la infección viral en dependencia de la concentración del mismo. Por lo tanto, en el desarrollo de vacunas contra este patógeno se debe prestar mucha atención a este tipo de respuesta y a la disminución de la misma post-vacunación. Por otro lado, otras evidencias experimentales en ratones, monos y humanos sobre la falta de correlación entre la respuesta neutralizante y la protección, sugieren que también otros componentes del sistema inmune pueden desempeñar un papel en el control de la infección 
 ADDIN REFMGR.CITE 
(Chen et al., 2007; Lazo et al., 2010; Sabchareon et al., 2012)
.

Varios estudios especulan sobre la inducción de una respuesta inmune mediada por células en individuos inmunizados con candidatos vacunales atenuados u obtenidos por vía recombinante, como resultado de la no correlación entre la generación de una respuesta de anticuerpos neutralizantes y la protección frente al reto viral 
 ADDIN REFMGR.CITE 
(Green et al., 1993; Wu et al., 2003; Guy et al., 2008)
. En la actualidad el papel protector de la respuesta inmune celular se ha caracterizado con mayor profundidad y varios estudios señalan la seguridad de esta respuesta 
 ADDIN REFMGR.CITE 
(Weiskopf et al., 2013; Zellweger et al., 2013; Zellweger & Shresta, 2014)
, la cual era cuestionada una década atrás. 

El dengue es un virus no citopático, que estimula la expresión de moléculas del MHC-I en la superficie de las células infectadas 
 ADDIN REFMGR.CITE 
(Lobigs et al., 2003; Lobigs et al., 2004)
; por lo tanto, la respuesta inmune mediada por células debe constituir un importante mediador del sistema inmune adaptativo contra este patógeno. Podría pensarse que la generación de una respuesta celular contra este patógeno favorecerá la lisis de las células infectadas conllevando a la liberación de los viriones recién formados y por tanto al aumento de la carga viral circulante. Sin embargo, la lisis de células blanco infectadas solo conduce a la liberación de viriones inmaduros, que son 1000 veces menos infectivos que un virión maduro 
 ADDIN REFMGR.CITE 
(Yu et al., 2008)
. La maduración del virión ocurre justo antes de la exocitosis, donde una proteasa de tipo furina es responsable del corte de prM a M (Stadler et al., 1997). La presencia de prM en la partícula viral impide la formación del homotrímero de la proteína de la envoltura, por lo que no se expone el péptido de fusión que provoca el acercamiento de las membranas celular y viral, para la liberación de la nucleocápsida al citoplasma de la célula 
 ADDIN REFMGR.CITE 
(Koschinski et al., 2003)
. 


Otra de las interrogantes que podría cuestionar el posible papel protector de la respuesta inmune celular contra el dengue está relacionada con las células dendríticas (DCs, del inglés, dendritic cells). Éstas constituyen uno de los blancos de la infección por este virus y por tanto blancos de la respuesta celular citotóxica, pero a su vez, son las encargadas de mediar la activación del sistema inmune adaptativo y se conoce que durante el proceso de presentación desarrollan mecanismos de protección frente a la actividad lítica de los linfocitos T. Existe en la literatura una controversia relacionada al tema de la maduración de las DCs infectadas. Varios autores plantean que las DCs infectadas permanecen inmaduras, pero contribuyen a la maduración de las DCs no infectadas que las rodean 
 ADDIN REFMGR.CITE 
(Palmer et al., 2005; Dejnirattisai et al., 2010)
. Estas últimas no solo son resistentes a la infección, sino que además median la activación de una respuesta de linfocitos T citotóxicos a través de la presentación cruzada de antígenos. En tal caso, las DCs infectadas no presentan mecanismos que le permitan evadir la actividad citotóxica de las células T. Por el contrario, otros autores refieren que la infección de las DCs, induce la maduración de las mismas 
 ADDIN REFMGR.CITE 
(Ho et al., 2001; Navarro-Sanchez et al., 2003)
. No obstante, existen estudios que demuestran la lisis in vivo de DCs maduras mediante la acción de perforinas (Yang et al., 2006). Además, la acción antiviral del IFN-γ circulante, secretado por células T activadas, puede propiciar la eliminación de cualquier célula blanco infectada. 

Dentro de los posibles antígenos del VD potencialmente inductores únicamente de una respuesta inmune celular, se encuentra la proteína de la cápsida. Existen clones de linfocitos T que se generan durante una infección natural contra epitopos de esta proteína, y que tienen actividad citotóxica in vitro 
 ADDIN REFMGR.CITE 
(Gagnon et al., 1996; Gagnon et al., 1999; Mangada & Rothman, 2005)
. Hoy se conoce que la proteína de la cápsida es el principal blanco de la respuesta de linfocitos T CD4+ generados durante una infección natural (Weiskopf et al., 2016). Por otro lado, varios estudios concuerdan que ninguna de las regiones de la nucleocápsida viral están expuestas en la superficie del virión maduro, lo cual reduce la probabilidad de que las células B tengan contacto con este antígeno durante la infección natural 
 ADDIN REFMGR.CITE 
(Kuhn et al., 2002; Mukhopadhyay et al., 2005)
, evitándose así la generación de una respuesta de anticuerpos antivirales contra esta proteína, que puedan mediar el fenómeno de ADA. 


Las partículas semejantes a virus (PSV) son un tipo de vacuna de subunidad que asemeja la estructura del virus sin contener material genético infeccioso. Estas partículas se procesan y presentan eficientemente por las células dendríticas promoviendo su maduración y migración (Grgacic & Anderson, 2006). En términos prácticos, las PSV tienen la capacidad de estimular la respuesta mediada por células B así como la respuesta proliferativa de células CD4+ y de los linfocitos T citotóxicos 
 ADDIN REFMGR.CITE 
(Paliard et al., 2000; Murata et al., 2003)
. Su naturaleza en forma de partículas y su talla, favorecen la internalización por las células dendríticas y la transportación a los linfonodos, con la subsiguiente inducción de una respuesta inmune óptima. La presentación cruzada de antígenos provenientes de estructuras particuladas como las PSV ocurre de manera más eficiente que la presentación cruzada de antígenos solubles y es comparable en magnitud a la presentación en las moléculas del MHC-II 
 ADDIN REFMGR.CITE 
(Ackerman et al., 2006)
. 

Tomando en cuenta las evidencias anteriormente descritas, así como que la función principal de la cápsida de los flavivirus es la protección del ARN a través de la unión al mismo (Khromykh & Westaway, 1996), se diseñó un proceso de formación de PSN empleando una mezcla de oligonucleótidos o un ODN de secuencia definida (ODN 39M) que contiene motivos CpG para la estimulación de la respuesta inmune, en una relación molecular determinada (proteína:ODN), siguiendo un procedimiento descrito para obtener partículas de la nucleocápsida de los alfavirus (Wengler et al., 1984). Las PSN obtenidas mostraron una morfología esférica similar a la observada para la nucleocápsida viral nativa del VD y del TBEV 
 ADDIN REFMGR.CITE 
(Kuhn et al., 2002; Kiermayr et al., 2004)
.

Este trabajo muestra que la inmunización con las PSN de cualquiera de los cuatro serotipos virales o incluso con la formulación tetravalente de las mismas genera altos títulos de anticuerpos contra las proteínas de la cápsida, no reactivos a los VD ni neutralizantes de la infección viral. En correspondencia, los sueros de los animales inmunes a los VD, no reconocieron a las proteínas recombinantes. La no exposición de regiones de la proteína C en la superficie del virión maduro (Mukhopadhyay et al., 2005), puede conllevar a que las células B no interactúen con la misma durante la infección. Además, las partículas sub-virales que se generan como resultado del proceso de replicación del virus en la célula, solo están formadas por las proteínas E y M (Smith et al., 1970), evitando igualmente la generación de anticuerpos contra la cápsida. 


Por otra parte, las células del bazo de los animales inmunizados con las PSN o la formulación Tetra PSN produjeron altos niveles de IFN-γ, luego de ser estimuladas in vitro con cada virus. Sin embargo, los en ratones inmunizados solamente con las PSN-4 no se observó la generación de una respuesta productora de esta citocina.  Aunque la respuesta inmune celular se ha estudiado poco hasta el momento, la baja inmunogenicidad humoral contra VD4 de candidatos vacunales basados en proteínas recombinantes ha sido reportada por varios autores 
 ADDIN REFMGR.CITE 
(Simmons et al., 2001; Lazo et al., 2009; Clements et al., 2010)
, e incluso para candidatos vacunales basados en virus vivos atenuados 
 ADDIN REFMGR.CITE 
(Sabchareon et al., 2002; Sabchareon et al., 2004; Simasathien et al., 2008)
. El VD4 está considerado como un virus naturalmente atenuado (Vaughn, 2000), por lo que su capacidad de infectar los esplenocitos en el cultivo in vitro debe ser baja. Esto podría influir en la activación de las células memorias productoras de la citocina antiviral y por tanto en la respuesta que se está midiendo.

En el primer grupo experimental conducido con las PSN obtenidas a partir de la proteína C del serotipo 2, se observó que la secreción de la citocina antiviral provino de células CD4+ y CD8+. Este resultado pudiera estar dado por el hecho de que se conoce que las PSV inducen no solo células CD4+ sino también CD8+ que presentan actividad citolítica, (Chung et al., 2008), como de hecho fue demostrado. Además, los niveles de secreción de IFN-γ dependieron de la naturaleza de partícula del antígeno, pues la proteína soluble (C-2) en forma de dímeros no generó esta respuesta. Esto último podría deberse a que los antígenos en forma de partículas son eficientemente presentados por vía MHC-I (presentación cruzada), que los antígenos solubles 
 ADDIN REFMGR.CITE 
(Sue et al., 2006; Ackerman et al., 2006)
. La elevada inmunogenicidad descrita para otras PSV, puede explicar los niveles de secreción de IFN-γ observados en este trabajo para los animales inmunizados con las PSN, los cuales fueron similares a los medidos para los ratones inmunes a cada VD.


La internalización de los antígenos por las DCs depende en gran medida de un número de propiedades inherentes a los mismos, como la talla, la forma, la carga superficial, el perfil hidrofóbico y las interacciones con el receptor (Ashan et al., 2002). Las APCs son capaces de internalizar eficientemente antígenos con las dimensiones de un patógeno, entre 10 nm y 3 μm (Fifis et al., 2004). Las PSN, descritas en este trabajo, tienen dimensiones que caen dentro de este rango, lo cual debe favorecer su internalización por fagocitocis o endocitosis. 

Por otro lado, la presencia de una mezcla ODNs o del ODN 39M diseñado en el laboratorio y que contiene motivos CpG 


(Gil et al., 2015) ADDIN REFMGR.CITE , en las PSN podría potenciar la respuesta inmune generada por las mismas. Diversos estudios han descrito a los ODNs como adyuvantes capaces de potenciar la inmunidad mediada por células frente a antígenos blanco (Chaung, 2006). Probablemente los ODNs se protegen en el interior de las PSNs del ataque de nucleasas, favoreciendo de esta forma su entrada a las APC y conllevando a la estimulación de las mismas a través de receptores intracelulares, como el TLR-9 
 ADDIN REFMGR.CITE 
(Takeshita et al., 2001)
. Los resultados de protección en ratones inducidos por las PSN, sugieren también el posible papel inmunopotenciador de los ODNs en la formulación, ya que el aumento de la cantidad de ácido nucleico (ya sea en el proceso de formación de las PSN o por la preparación de la formulación tetravalente), favoreció esta respuesta  y también los niveles de secreción de IFN-γ medidos in vitro. Resultados similares se observaron en el experimento realizado en primates no humanos donde se emplearon dos cantidades diferentes del ODN 39M para formar las PSN.  

El experimento de eliminación de poblaciones celulares antes del reto viral en el primer bloque experimental con las PSN-2, evidenció el papel de las células CD4+ y CD8+ en la protección conferida por las PSN, observándose una marcada dependencia de las células CD4+, en concordancia con lo observado en humanos tras la infección natural, donde la cápsida es el principal blanco de los linfocitos T CD4+ (Weiskopf et al., 2016). Aunque para el caso particular de las PSN, las células CD4+ pudieran ser necesarias para la activación de la respuesta inmune celular de tipo memoria, existen estudios previos que señalan que las células T CD4+ pueden estar directamente involucradas en la protección contra la enfermedad. Varios estudios describen poblaciones de células T CD4+ que median la lisis in vitro de células infectadas, por flavivirus 
 ADDIN REFMGR.CITE 
(Aihara et al., 1998)
, incluyendo VD 
 ADDIN REFMGR.CITE 
(Green et al., 1993; Berrios et al., 1996; Gagnon et al., 1996)
. 

El resultado de protección en monos, medido como una disminución de la carga viral tras el reto, que se muestra en este trabajo constituye una evidencia más del papel protector de la respuesta inmune celular contra los VD. En general se puede afirmar que una estrategia vacunal basada en las PSN presenta ventajas únicas con respecto a todos los candidatos actuales en desarrollo. Primero, no induce respuesta humoral antiviral; por tanto nunca va existir el riesgo de ADA, fenómeno asociado a la inmunopatogénesis de la enfermedad. Segundo, induce una respuesta inmune celular funcional, que disminuye significativamente la carga viral tras reto y que no debe sensibilizar frente a la infección viral. Estos dos elementos de seguridad asociados a este candidato, así como las evidencias de protección con la formulación tetravalente en ratones y monos, hacen que se pueda avanzar a las fases clínicas a una mayor velocidad que en el caso de candidatos basados en la inducción de anticuerpos neutralizantes. Sabemos que las PSN como estrategia vacunal alternativa no generan una inmunidad esterilizante; sin embargo, la disminución de la carga viral puede cambiar dos escenarios clínicos importantes: de un dengue severo a un dengue clásico o de un dengue clásico a una infección sub-clínica. 

Uno de los mayores retos que implica el desarrollo de una vacuna contra el dengue es precisamente lograr protección sin sensibilizar al individuo. En tal caso, si se puede lograr con una formulación determinada una respuesta protectora contra los cuatro serotipos de por vida, el fenómeno de la sensibilización quedaría relegado. El punto crítico es que si durante el desarrollo del candidato, en los ensayos clínicos no se logra una respuesta funcional contra todos los serotipos, la administración vacunal se convierte entonces en un elemento sensibilizante para aquel serotipo contra el que no se haya desarrollado una respuesta protectora. Recientemente, la compañía Sanofi-Pasteur registró la vacuna Dengvaxia®, pero esta no podrá ser administrada en niños menores de nueve años de edad, por cuestiones de seguridad e ineficacia protectora 
 ADDIN REFMGR.CITE 
(Sabchareon et al., 2012; Capeding et al., 2014; Villar et al., 2015; Hadinegoro et al., 2015; Halstead & Russell, 2016)
. Se ha observado que la vacunación incrementa el riesgo de hospitalización, probablemente porque la vacuna sensibiliza ante una infección natural y una posible explicación para la ausencia de protección en individuos vacunados con Dengvaxia®  es la ausencia de epitopos de células T específicos a Dengue en la vacuna.
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Figura 1: Microfotografías de los productos del proceso de formación de partículas. 


(A) Cápsida dimérica en tampón de formación de partículas. (B) Cápsida dimérica en tampón de formación de partículas, incubada con ODNs en una relación molecular 3:1.La barra equivale a 200 nm. El análisis del tamaño y el número de partículas se realizó empleando el programa ImageJ (versión 1.33), a partir de cinco microfotografías diferentes.
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Figura 2: Gráficos de la respuesta immune humoral generada tras la inmunización con diferentes formulaciones de la  proteína de la cápsida del VD2.


(A) Respuesta de anticuerpos anti-cápsida, medida por ELISA, usando la proteína recombinante de la cápsida como antígeno. (B) Respuesta de anticuerpos antivirales, medida por ELISA, usando VD2 como antígeno. El análisis estadístico se realizó mediante la prueba de Kruskal Wallis y la comparación múltiple a posteriori mediante la prueba de Dunn (*: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001). En ambos casos los datos se presentan como la media ( la desviación estándar. Los gráficos son representativos de dos experimentos independientes. (n=10). La línea discontinua indica el criterio de positividad (doble del promedio de los valores del grupo Placebo
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Tabla 1: Respuesta homotípica de anticuerpos neutralizantes generada en ratones tras la inmunización con diferentes formulaciones de la proteína de la cápsida del VD2





a El título neutralizante se define como la máxima dilución del suero con la cual se reduce al 50% el número de placas virales.


b TPG: título promedio geométrico.


El análisis estadístico se realizó mediante la prueba de Kruskal Wallis y la comparación múltiple a posteriori mediante la prueba de Dunn (**: p<0.01).





Figura 3: Gráfico que representa los porcentajes de sobrevida correspondientes a un ensayo de neutralización viral in vitro medido in vivo. 


Curvas de sobrevida de ratones vírgenes inoculados por vía intracraneal con una mezcla de sueros, provenientes de animales inmunizados con las PSN-2 o con la proteína de la cápsida, previamente incubados con una dosis letal de VD2. El análisis estadístico se realizó mediante la prueba de log-rank (**: p<0,01). Los datos son representativos de dos experimentos independientes. (n=10).
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Figura 4: Gráficos que representan la concentración de IFN-( medida por ELISA. 


Los esplenocitos provenientes de ratones inmunizados con diferentes formulaciones de la proteína de la cápsida se cultivaron con 103 ufp de VD2 o con una preparación control negativo (mock) durante 96 horas. (A) Niveles de secreción de IFN-( medidos en el sobrenadante de cultivo de esplenocitos totales. El análisis estadístico se realizó mediante un ANOVA de clasificación simple y la comparación múltiple a posteriori mediante la prueba de Tukey (***: p<0.001). (B) Niveles de secreción de IFN-( a partir de esplenocitos deficientes de células CD4+ o CD8+, con respecto a esplenocitos totales. El análisis estadístico se realizó mediante un ANOVA de clasificación doble empleando la prueba de Bonferroni (**: p<0,01; ***: p<0,001). (C) Respuesta celular citotóxica medida mediante ensayo de liberación de la enzima lactate deshidrogenasa. El análisis estadístico se realizó mediante la prueba de Mann Whitney comparando grupo a grupo. En todos los casos los datos se presentan como la media ( la desviación estándar. Este ensayo se repitió dos veces con resultados similares. (n=5).
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Figura 5: Gráficos que representan los porcentajes de sobrevida tras el reto intracraneal con una cepa letal de VD2 neuroadaptada (50 DL50). 


(A) Curvas de sobrevida correspondientes a ratones inmunizados con todas las variantes de la proteína de la cápsida del VD2. (B) Curvas de sobrevida de ratones inmunizados con las PSN-2, ratones inmunizados con las PSN-2 deficientes de células CD4+ (CD4-) y ratones inmunizados con las PSN-2 deficientes de células CD8+ (CD8-). El análisis estadístico se realizó mediante la prueba de  log-rank (*: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001). Los datos son representativos de dos experimentos independientes. (n=10).
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Figura 6: Expresión, inmunoidentificación y purificación de las proteínas recombinantes C de los cuatro serotipos virales.  


(A) SDS- PAGE al 15% de extractos celulares  de células de E. coli BL21 (DE3) transformadas con los plasmidios pACC1, 2, 3 y 4. (B) Inmunoidentificación de las proteínas C de cada serotipo viral mediante Western Blotting, empleando el AcM 8H8. Carriles: (1) células transformadas con el plasmidio pET28a, (2 y 3) células transformadas con el plasmidio pACC1 antes y después de inducir la expresión con IPTG, (4 y 5) células transformadas con el plasmidio pACC2 antes y después de inducir la expresión con IPTG, (6 y 7) células transformadas con el plasmidio pACC3 antes y después de inducir la expresión con IPTG, (8 y 9)  células transformadas con el plasmidio pACC4  antes y después de inducir la expresión con IPTG, (10) patrón de peso molecular. (C) SDS- PAGE al 15% de las proteínas C de cada serotipo viral purificadas mediante cromatografía de intercambio iónico. Carriles: (1): proteína C-1, (2): proteínas C-2, (3): proteína C-3, (4): proteína C-4, (5): patrón de peso molecular. 
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Figura 7: Respuesta de anticuerpos anti-cápsida generada en ratones BALB/c tras la inmunización con las formulaciones monovalentes y tetravalentes de las PSN


La respuesta se determinó mediante un sistema de ELISA, usando las proteínas C como antígenos. Los datos se presentan como la mediana (n=5-7). La línea discontinua indica el criterio de positividad (doble del promedio de los valores del grupo CN Los gráficos son representativos de dos experimentos independientes.
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Figura 8: Respuesta de anticuerpos antivirales generada en ratones BALB/c tras la inmunización con las formulaciones monovalentes y tetravalente de las PSN. 


La respuesta se determinó mediante un sistema de ELISA de captura, usando los VD como antígenos. Los datos se presentan como la mediana (n=5-7). La línea discontinua indica el criterio de positividad (doble del promedio de los valores del grupo CN. Los gráficos son representativos de dos experimentos independientes.
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Figura 9: Frecuencia de células productoras de IFN-γ generada por las formulaciones monovalentes y tetravalente de las PSN en ratones BALB/c.


 Treinta días después de la última dosis, los esplenocitos provenientes de ratones inmunizados con las diferentes formulaciones se cultivaron con los VD durante 96 horas. La línea discontinua indica el criterio de positividad (doble del promedio de los valores del grupo CN más la desviación estándar y además superior a 50 ufs/millón de células). El número encima de cada grupo indica el porcentaje de animales respondedores. En todos los casos se restó el valor correspondiente a la estimulación con la preparación viral control negativo. El análisis estadístico se realizó mediante la prueba no paramétrica de Kruskal Wallis y la comparación múltiple a posteriori de Dunn (*: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001). Los datos se presentan como la mediana (n=5). Los gráficos son representativos de dos experimentos independientes.
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Figura 10: Protección inducida por las formulaciones monovalentes y tetravalente de las PSN en ratones BALB/c tras el reto viral. 


Carga viral en el cerebro de los animales 7 días después del reto intracraneal con 50 DL50 de  los VD (cepas letales neuroadaptadas). El virus presente en el cerebro de los animales se cuantificó mediante aislamiento directo en células VERO. El análisis estadístico se realizó mediante la prueba de Kruskal Wallis y la comparación múltiple a posteriori de Dunn (*: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001). Los datos se presentan como la mediana (n=7-8). La línea discontinua representa el límite de detección del ensayo. Los gráficos son representativos de dos experimentos independientes. 
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Figura 11: Respuesta de anticuerpos anti-cápsida generada en primates no humanos tras la inmunización con Tetra PSN


La respuesta se determinó mediante un sistema de ELISA, usando las proteínas C como antígenos. Los datos se presentan como la media geométrica con el 95% del intervalo de confianza (n=3-4). La línea discontinua indica el criterio de positividad (doble del promedio de los valores del grupo CN). Los gráficos son representativos de dos experimentos independientes.
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Figura 12: Respuesta inmune celular inducida en primates no humanos por la formulación Tetra PSN.


 Treinta días después de la última dosis, los PBMC provenientes de monos inmunizados con las dos preparaciones de Tetra PSN y la formulación placebo se cultivaron con los VD durante 96 horas. La concentración de IFN-γ secretada al medio de cultivo se determinó mediante un ELISA. Los datos se presentan como la media ± la desviación estándar (n=3-4). La línea discontinua indica el criterio de positividad (doble del promedio de los valores del grupo CN) Los gráficos son representativos de dos experimentos independientes.
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Figura 13: Protección inducida por Tetra PSN en primates no humanos tras reto con 102 uff de VD3 cepa Nicaragua. 


La viremia se cuantificó mediante aislamiento directo en células VERO. El análisis estadístico se realizó mediante la prueba de Mann-Whitney comparando la viremia por día. Los datos se presentan como la media ± el error estándar de la media de dos experimentos independientes (n=3-4). 
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GUÍA PARA EL DIAGNÓSTICO DEL IMPACTO DE LOS PREMIOS ACC, SU INTRODUCCIÓN Y GENERALIZACIÓN. 

Aspectos a evaluar

1. Título del trabajo: LAS PARTÍCULAS SEMEJANTES A NUCLEOCÁPSIDAS: UNA ESTRATEGIA VACUNAL ALTERNATIVA Y SEGURA CONTRA LOS VIRUS DEL DENGUE, BASADA SOLO EN LA GENERACIÓN DE RESPUESTA INMUNE CELULAR 

2. Fecha del premio: 2017

3. Instituciones ejecutoras ( Incluir el OACE a que pertenece): CIGB

4. Autores: Lázaro Gil (CIGB 9%), Laura Lazo (CIGB 9%), Karem Cobas (CIGB 9%), Lisset Hermida (CIGB 9%), Edith Suzarte (CIGB 6%), Ernesto Marcos (CIGB 6%), Alienys Izquierdo (IPK 6%), Iris Valdés (CIGB 6%), Gerardo Guillén (CIGB 5%), María G. Guzmán (IPK 5%), Laura Hernández (CIGB, 5%). Otros autores: Pedro Puentes (CIGB, 4%), José A. Silva (CIGB 4%), Aracelys Blanco (CIGB 4%), Yaremis Romero (CIGB, 2%), Viviana Falcón (CIGB 2%), Aina Méndez (IPK, 2%), Yusleidi Pérez (CIGB 1%), Jorge Castro (CIGB, 1%), Melyssa Yaugel (CIGB, 1%), Mariela Vázquez (CIGB 1%), Sonia González (CIGB 1%), Mayling Álvarez (IPK 1%), Rosa Ramírez (IPK 1%)

5. Sección y Área del conocimiento: Ciencias biomédicas

6. Impactos y Vigencia del trabajo.

El Dengue es la enfermedad viral transmitida por artrópodos de mayor difusión que afecta a la población humana. En estos momentos OMS reporta un incremento de la incidencia de la enfermedad con respecto a la década pasada. 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. 

A pesar de los esfuerzos dedicados a dilucidar los mecanismos vinculados a la protección y la inmunopatogénesis asociada a la infección con Dengue, aun no existe un correlato de protección definido que facilite el desarrollo una vacuna eficaz y segura contra este patógeno. Recientemente, la compañía Sanofi-Pasteur registró la vacuna Dengvaxia®, pero esta no podrá ser administrada en niños menores de nueve años de edad, por cuestiones de seguridad e ineficacia protectora. Además hoy se conoce, que los anticuerpos neutralizantes, considerados como premisa clave para la protección, pueden amplificar la infección viral en dependencia de la afinidad y la concentración de los mismos. Por otro lado, evidencias experimentales en ratones, monos y humanos sobre la falta de correlación entre la respuesta neutralizante y la protección, sugieren que otros componentes del sistema inmune pueden desempeñar un papel en el control de la infección. En la actualidad el papel protector de la respuesta inmune celular se ha caracterizado con mayor profundidad y varios estudios señalan la seguridad de esta respuesta, capaz de evitar el desarrollo de la forma severa de la enfermedad incluso en condiciones de amplificación de la infección viral mediada por anticuerpos (ADA). De hecho, una posible explicación para la ausencia de protección en individuos vacunados con Dengvaxia®  es la ausencia de epitopos de células T específicos a Dengue en la vacuna. 

El presente trabajo se enmarca en la búsqueda de un candidato vacunal que genere solamente una inmunidad mediada por células contra este virus. El grupo cubano para el desarrollo de una vacuna se focalizó en la proteína de cápsida (C), por ser esta el principal blanco de la respuesta de células T CD4+ y también generar una respuesta de células T CD8+ durante la infección natural. Además, los anticuerpos anti-C no reconocen al virus, por ser este un virus envuelto; de ahí que nunca estarán involucrados en el fenómeno de ADA. En este trabajo se demuestra que la proteína de la cápsida del VD2 forma partículas semejantes a nucleocápsidas (PSN) al ser incubadas con oligonucleótidos. Además se demuestra que estas PSN generan en ratones BALB/c una respuesta inmune mediada por células CD4+ y CD8+ productoras de IFN-γ, que contribuyen a la protección tras el reto en el modelo de encefalitis viral en ratones. Sin embargo, la novedad principal de este trabajo, con respecto a trabajos previos presentados a la ACC, es la obtención de un candidato vacunal tetravalente basado en la proteína de la cápsida de los 4 serotipos virales en forma de PSN al ser incubadas con un ODN sintético diseñado para estimular la respuesta inmune. El trabajo demuestra por primera vez, que es posible obtener una formulación tetravalente basada en las PSN, que induce en ratones y monos una respuesta inmune celular productora de IFN-γ y que contribuye a reducir significativamente la carga viral tras reto, sin la contribución de la respuesta inmune humoral.  

Avales

1. Gil L, L Bernardo, A Pavon, A. et al. Recombinant nucleocapsid-like particles from dengue-2 induce functional serotype-specific cell-mediated immunity in mice. J. Gen. Virol 2012; 93: 1204-1214.

2. Gil L, Cobas K, Lazo L et al. A Tetravalent Formulation Based on Recombinant Nucleocapsid-like Particles from Dengue Viruses Induces a Functional Immune Response in Mice and Monkeys. J. Immunol 2016; 197: 3597-606.

3. Tesis de Doctorado “Contribución de la inmunidad mediada por células a la protección contra virus dengue en el modelo de encefalitis viral en ratones”

7. Nivel de introducción y generalización


En general se puede afirmar que una estrategia vacunal basada en las PSN presenta ventajas únicas con respecto a todos los candidatos actuales en desarrollo. Primero, no induce respuesta humoral antiviral; por tanto nunca va existir el riesgo de amplificación viral dependiente de anticuerpos, fenómeno asociado a la inmunopatogénesis de la enfermedad. Segundo, induce una respuesta inmune celular funcional, pues disminuye significativamente la carga viral y no debe sensibilizar a los individuos vacunados frente a la infección viral, una diferencia clave respecto a todos los candidatos vacunales en desarrollo en la actualidad y que ha sido una de los principales cuestionamientos de orden regulatorio y de seguridad de las vacunas contra el dengue. Estos dos elementos de seguridad asociados a este candidato, así como las evidencias de protección con la formulación tetravalente en ratones y monos, hacen que se pueda avanzar a las fases clínicas a una mayor velocidad que en el caso de candidatos basados en la inducción de anticuerpos neutralizantes. Aun sin generar una inmunidad esterilizante; este candidato puede modificar potencialmente el escenario clínico al proteger de la enfermedad por dengue o limitar la enfermedad a un dengue clásico o  sub-clínico en lugar de un dengue severo.

8. Correspondencia con las prioridades establecidas en los lineamientos de la  política económica del país y en la  VI conferencia del PCC


· Especificar el número del lineamiento o el tema  a que da respuesta

Tema que da respuesta: Política de Ciencia, Tecnología, Innovación y Medio Ambiente. En particular el lineamiento 131: “Sostener y desarrollar los resultados alcanzados en el campo de la biotecnología, la producción médico-farmacéutica, la industria del software y el proceso de informatización de la sociedad, las ciencias básicas, las ciencias naturales, los estudios y el empleo de las fuentes de energía renovables, las tecnologías sociales y educativas, la transferencia tecnológica industrial, la producción de equipos de tecnología avanzada, la nanotecnología y los servicios científicos y tecnológicos de alto valor agregado”.
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